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Einleitung

1 Einleitung

11 Das Nierenzellkarzinom im Uberblick

Nierenzellkarzinome (RCCs, renal cell carcinoma), auch als Hypernephrome oder Gravitz-Tu-
more bezeichnet, machen etwa 90 % der bosartigen Erkrankungen der Niere aus. Sie sind
eine histologisch heterogene Gruppe, wobei das klarzellige Nierenzellkarzinom mit 75 % den
hiufigsten Subtyp darstellt (Herold 2017, S. 651). Nach Daten des Robert Koch-Instituts aus
dem Jahr 2012 belegt das RCC mit 3,8 % der Neuerkrankungen bei Mannern und 2,4 % bei
Frauen Platz sechs bzw. Platz zehn aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland (RKI und
GEKID 2015). Weltweit betrug die Zahl der Neuerkrankungen im Jahr 2012 338.000 Fille
und machte damit 2,4 % aller malignen neoplastischen Neuerkrankungen aus (Ferlay et al.
2015). Die Mortalitit des RCC hat in den letzten Jahren weltweit deutlich zugenommen von
54.000 Todesfillen im Jahr 1985 auf 102.000 Todesfille im Jahr 2001 und 144.000 im Jahr
2012 (Mickisch et al. 2001a; Ferlay et al. 2015) . Die Inzidenz von Tumoren der Niere in
Deutschland ist in den letzten 15 Jahren kontinuierlich von 12.416 Fillen im Jahr 1997 auf
15.402 Fillen im Jahr 2012 gestiegen (ZfKD 2017).

Das Nierenzellkarzinom zeigt meist keine Frithsymptome. Hamaturie, Flankenschmerzen
und das Gefiihl einer abdominellen Raumforderung als klassische Ttias treten in weniger als
10 % der Falle und meist in spiteren Stadien der Erkrankung auf (Sachdeva et al. 2017). Dies
hat zur Folge, dass das RCC in einem Viertel der Fille erst im fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert wird und in 16 % der Fille zum Zeitpunkt der Diagnose bereits metastasiert
hat (RKI und GEKID 2015; Siegel et al. 2016). Wahrend das RCC in frithen Erkrankungs-
stadien gut therapierbar ist - die Funfjahresiiberlebensrate fiir lokalisierte Stadien liegt durch-
schnittlich bei 93 % - wird die Prognose in fortgeschrittenen Stadien hingegen deutlich
schlechter. Metastasierte Tumoren weisen aktuell eine Finfjahresiiberlebensrate von 12 %
auf (American Cancer Society 2017). Therapeutisch kommen in frihen Stadien vor allem
operative Verfahren zum Einsatz (Butler et al. 1995; van Poppel et al. 2007). In fortgeschrit-
tenen Stadien wird zunachst in vielen Fillen eine zytoreduktive Nephrektomie durchgefithrt
(Flanigan et al. 2004; Mickisch et al. 2001b), dann kommen immuntherapeutische und tar-
getgerichtete Therapieverfahren mit Einsatz von Zytokinen, Angiogenesehemmern, Immun-
checkpoint-Inhibitoren und Mammalian-Target-of-Rapamycin(mTOR)-Inhibitoren zur An-
wendung (Escudier et al. 2007; Hudes et al. 2007; Motzer et al. 2008 und 2015). Trotz erheb-

licher Fortschritte in der Therapie metastasierter Nierenzellkarzinome (mRCC, wetastatic renal
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cell carcinoma) zeigen die meisten Patienten unter Behandlung eine Progression der Erkran-

kung und versterben schlie8lich daran (Jonasch et al. 2014; Rodriguez-Vida et al. 2017).

1.2 Chemotherapie des Nierenzellkarzinoms

Beim metastatischen Nierenzellkarzinom (mRCC) kommt keine klassische antineoplastische
Behandlung — einschliefSlich Chemotherapie in neoadjuvanten, adjuvanten und palliativen
Regimen — zum FEinsatz, weil von einer Strahlen- sowie Chemoresistenz ausgegangen wird
(Motzer et al. 1996; Lilleby und Fossa 2005). Aktuelle Studien konnten zeigen, dass die An-
sprechraten von mRCCs auf eine Polychemotherapie mit neueren Substanzen etwa 8-23 %
betragen. Der Einsatz bleibt dabei einzelnen Fillen und wenigen Subtypen vorbehalten (Buti
et al. 2013). In den deutschen Leitlinien wird hingegen sogar explizit von einer chemothera-
peutischen Behandlung von mRCCs abgeraten (Leitlinienprogramm Onkologie 2017). Be-
teiligt an Mechanismen der Resistenzentwicklung des RCC sind u. a. das multidrug-resistance 1
protein, Glutathiontransferasen und das b-ce/l lymphoma 2 protein (Bcl-2) (Mickisch et al. 1990
und 1994; Kausch et al. 2005). Die Mechanismen der Beteiligung dieser Molekiile sind aber
bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht ausreichend verstanden (Zhang et al. 2010).

Neuere targetgerichtete Therapien wirken zwar im metastasierten Stadium der Erkrankung
lebensverlingernd, fihren aber bis auf wenige Einzelfille nicht zur Remission (siche Kapitel
1.1). Dabei wird beispielsweise eine mediane Uberlebensrate von 22 Monaten von Heng et
al. (2009) unter Therapie mit Angiogeneseinhibitoren angegeben. Allerdings spricht ein Teil
der Patienten mit einem mRCC schon initial nicht auf die targetgerichtete Therapie an und
in den tbrigen Fallen entwickelt sich im Verlauf eine Resistenz auf die verwendeten Thera-
peutika (Bergers und Hanahan 2008). Die Entwicklung wirksamerer systemischer Therapien
ist daher fiir die Verbesserung der Uberlebensrate von mRCC-Patienten erforderlich. Eine

Umgehung der Chemoresistenz konnte dabei eine entscheidende Rolle spielen.
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1.3 Cisplatin: Wirkung und Resistenzmechanismen

Cl,,  .NH;

L)
Pt

c”” SNH,

Abbildung 1: Eine graphische Darstellung der Strukturformel von Cisplatin

Cisplatin (oder cis—Diammindichloroplatin, Abbildung 1) ist ein hidufig eingesetztes
Chemotherapeutikum. Seine antiproliferative Wirkung wurde erstmals von Rosenberg et al.
(1965) beschrieben. Cisplatin findet bei einer groen Anzahl solider Tumoren Anwendung:
Kleinzellige Bronchial- und Ovarialkarzinome (Go und Adjei 1999), Hodenkarzinome (Wit
et al. 1998), Harnblasenkarzinome (Maase et al. 2000) und Karzinome des Kopf-Halsberei-
ches (Blanchard et al. 2013) werden mit Cisplatin meist in Kombination mit anderen
Chemotherapeutika behandelt. Cisplatin gehort zur Gruppe der Alkylanzien, d. h., es wirkt
hauptsichlich iber die Bindung an Desoxyribonukleinsiure (DNA, deoxcyribonucleic acid)
(Akaboshi et al. 1992) und deren Quervernetzung (Sherman et al. 1985; Eastman 1987,
Jamieson und Lippard 1999). Dies fiihrt zu einer Schidigung der DNA, St6érung der Repli-
kation sowie zum Zellzyklusarrest und nach Uberschreiten einer gewissen Schwelle zur
Apoptose der Zelle (Basu und Krishnamurthy 2010). Cisplatin ist in seiner Wirkung sehr
potent, seine Einsatzmoglichkeiten werden jedoch durch mehrere Faktoren eingeschrinkt:
Zunichst gibt es eine Reihe teils schwerer Nebenwirkungen, dabei ist vor allem die Nephro-
toxizitit dosislimitierend (Gonzalez-Vitale et al. 1977; Dentino et al. 1978; Goldstein und
Mayor 1983). Weiterhin stellt die Entwicklung von Resistenzen eines der Hauptprobleme in
der Behandlung dar. Diese wurde bereits ausfithrlich untersucht und es sind bis zum aktuel-
len Zeitpunkt mehrere Mechanismen von Perez (1998), Kartalou und Essigmann (2001) so-
wie Galluzzi et al. (2012) beschrieben: Verminderte Aufnahme von Cisplatin in die Zelle oder
erhohter Efflux aus der Zelle, Detoxifikation in der Zelle, meist durch Glutathion- oder Me-
tallothionein vermittelt, Verinderung von (meist apoptosevermittelnden) Signalkaskaden in
der Zelle, Steigerung der DNA-Reparatur und vermehrte Toleranz von DNA-Addukten.
Neben der nukleusabhingigen Wirkung von Cisplatin tber die Quervernetzung von DNA
ist aber auch ein vom Nukleus unabhingiger Wirkungsmechanismus bekannt.

Mandic et al. (2003) wiesen in zytoplastischen, d. h. enukleierten Melanom- und Kolonkar-
zinomzellen dennoch die Aktivierung von zu Apoptose fithrenden Signalwegen bei

3
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Behandlung mit Cisplatin nach. Beteiligt sind dort vor allem auch solche Signalwege, die tiber
die Induktion von Stress im endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress, genauere Erliuterung
siche Kapitel 1.4) ablaufen: Eine erhohte Expression des 78 &Da glucose-regulated protein
(GRP78) und eine Aktivierung ER-spezifischer Apoptose-Signale wiesen auf einen ER-ver-
mittelten Apoptose-Signalweg hin. ER-vermittelte Apoptose als Wirkung von Cisplatin
konnte von Liu und Baliga (2005) % vitro an Nierentubuluszellen und von Peyrou et al. (2007)
in vivo an Nierengewebe von Ratten bestitigt werden.

Die letztgenannten Autoren untersuchten die Rolle von nukleusunabhingiger Apoptose in
Bezug auf nephrotoxische Wirkungen von Cisplatin. Mandic et al. (2003) zeigten eine Akti-
vierung des Apoptose-Signalweges in Melanom- und Kolonkarzinom-Zellen. In zwei weite-
ren Publikationen (Yu et al. 2011; Xu et al. 2012) konnte eine Beteiligung von ER-Stress an
cisplatinvermittelter Apoptose in Zervix- und Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen werden.
Die Rolle von nukleusunabhingiger Apoptose in der chemotherapeutischen Behandlung

und Resistenzentwicklung von Nierenzellkarzinomen ist jedoch noch nicht erforscht.

1.4 Stress im endoplasmatischen Retikulum und der UPR-Signalweg

Verschiedene pathologische Zustinde konnen ER-Stress in Zellen auslosen: Kalziumdeple-
tion des ER (Li et al. 1993), Glukosemangel (Subjeck und Shyy 1986), chronischer Alkohol-
konsum (Hsieh et al. 19906), virale Infektionen und viele weitere Stressfaktoren der Zelle
haben einen Einfluss auf die Funktionalitit des ER und fithren zur Akkumulation von un-
oder fehlgefalteten Proteinen (Lee 2001). Auch Tunicamycin (TM) als Inhibitor der N-tet-
minalen Glykosylierung von Proteinen ist ein potenter Ausloser von ER-Stress (Lee 1987;
Olden et al. 1979). Dieses vermehrte Anfallen von un- bzw. fehlgefalteten Proteinen ist als
Pathomechanismus fiir die Entstehung von verschiedenen Krankheitsbildern wie beispiels-
weise neurodegenerativen Erkrankungen oder Diabetes mellitus Typ 2 bekannt (Selkoe 2003;

Dobson 2003; Eizirik et al. 2008).
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Abbildung 2: Der unfolded-protein-response(UPR)-Signalweg in eukaryotischen Zellen

Nach Biden et al. (2014). GRP78 wird in der Grafik als ,,binding-immunoglobulin protein (BiP) (ein
weitverbreiteter alternativer Name des Proteins) bezeichnet. Die Verwendung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung des Elsevier-Verlags und des Erstautors.

Eine wichtige Rolle bei der Reaktion der Zelle auf ER-Stress nimmt der #nfolded-protein-
response(UPR)-Signalweg ein (Abbildung 2, Reprinted from Lipotoxic endoplasmic reticulum
stress, B cell failure, and type 2 diabetes mellitus. Trends Endocrinol Metab 25, Biden T7,
Boslem E, Chu KY, Sue N (2014), 389-398, Copyright (2014), with permission from Elsevier
[OR APPLICABLE SOCIETY COPYRIGHT OWNER]). Dieser Signalweg wird aktiviert,
wenn vermehrt un- oder fehlgefaltete Proteine in der Zelle anfallen (Kaufman 1999), um die
Faltung dieser Proteine zu férdern und die Homoostase und Funktionsfahigkeit der Zelle zu
erhalten. Gemeinsamer Konsens ist derzeit, dass GRP78, ein wichtiges Chaperon des ER,
im Lumen des ER die Faltung von fehlgefalteten Proteinen unterstiitzt. Dabei dissoziiert es
von den membranstindigen Proteinen actvating transcription factor 6 alpha (ANTFOA), inositol-
requiring enzyme 1 (IRE 1) und protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticnlum kinase (PERK),
was diese wiederum aktiviert (Shen et al. 2002; Liu et al. 2000 und 2003; Bertolotti et al.
2000). ATF6A, IRE 1 und PERK stoppen den Zellzyklus (Brewer und Diehl 2000) und dabei
insbesondere die Translation von weiteren Proteinen (Harding et al. 2000). Zudem aktivieren
sie iiber verschiedene Signalwege Transkriptionsfaktoren, die zur vermehrten Expression
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von Chaperonen des ER, vornehmlich GRP78 und des 94 &Da glucose-regulated protein
(GRPY4) aber auch Calretikulin (CALR) fithren (Kozutsumi et al. 1988; Waser et al. 1997
Yoshida et al. 1998). ATFOA als Protein, welches in dieser Arbeit noch genauer untersucht
wird, wird am Golgi-Apparat von seiner inaktiven p90-Einheit in seine aktive p50-Unterein-
heit gespalten (Haze et al. 1999). Letztere fihrt als Transkriptionsfaktor zur vermehrten Ex-
pression der bereits genannten ER-Chaperone CALR, GRP78 und GRP94. Die Zunahme
der Expression dieser Chaperone fithrt zur verstirkten Faltung der bislang ungefalteten Pro-
teine, wodurch die Homoostase der Zelle wiederhergestellt wird. Hilt der Stresszustand des
ER iiber einen verlingerten Zeitraum an oder sind die Faltungskapazititen des ER tberlastet,
wird die Apoptose der Zelle eingeleitet (Rutkowski und Kaufman 2004; Rao und Bredesen
2004).

1.5 Calretikulin: Ein Protein mit multiplen intra- und extrazelluliren

Funktionen

Calretikulin (CALR) ist ein 46 kDa grof3es Protein, das erstmals von Ostwald und MacLen-
nan (1974) als kalziumbindendes Protein des sarkoplasmatischen Retikulums beschrieben
wurde. Es ist in verschiedenen Spezies hoch konserviert und, mit Ausnahme von Erythro-
zyten, in allen Zellen hoher entwickelter Organismen zu finden (Krause und Michalak 1997).
CALR besteht aus drei strukturell unterschiedlichen Dominen (Fliegel et al. 1989; Smith und
Koch 1989) und bt eine Reihe verschiedener Funktionen innerhalb und aullerhalb der Zelle
aus.

CALR ist eines der wesentlichen kalziumbindenden Proteine des ER. Es bindet Kalzium mit
hoher Kapazitit (Baksh und Michalak 1991) und beeinflusst so die Kalziumhomoostase so-
wie verschiedene kalziumabhingige Signalwege in der Zelle (Corbett und Michalak 2000).
CALR fungiert im ER zudem als ein essenzielles lektindhnliches Chaperon (Spiro et al. 1996).
In einem gemeinsamen Zyklus mit Calnexin und dem endoplasmic reticulum resident protein 57
(ERP57) unterstiitzt es die Faltung von Glykoproteinen der Zelle. Letztere sind u. a. integrale
Membranproteine oder werden als Proteine sezerniert. Somit beeinflusst CALR nicht nur
die Integritit der Zelle selbst, sondern auch deren Umgebung und Kommunikation mit an-
deren Zellen (Michalak et al. 2002). Auch tber die zytosolische Bindung an Integrine ist
CALR an der Zelladhision und -mobilitit beteiligt (Rojiani et al. 1991). So ist die Fahigkeit
zur integrinvermittelten Adhdsion in CALR-defizienten Stammzellen schwer gestért (Cop-

polino et al. 1997).
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1.6 CALR und seine Rolle bei neoplastischen Erkrankungen

In aktuelleren Studien geraten vermehrt immunologische Funktionen von CALR in den Fo-
kus. So ist es an der korrekten Faltung und Zusammensetzung von MHC-I-Molekiilen betei-
ligt, die unabdingbar fiir deren Erkennung durch zytotoxische T-Zellen ist (Gao et al. 2002).
Zudem spielt CALR eine wichtige Rolle, wenn es an die Zelloberfliche verlagert wird. Dort
ist es involviert in die Phagozytose gestresster, apoptotischer und neoplastischer Zellen (Gar-
dai et al. 2005). Weiterhin identifizierten Obeid et al. (2007) durch 7 vitro- und zn vivo-Unter-
suchungen die Membranexposition von CALR als das zentrale Signal einer durch Chemo-
therapie getriggerten Immunantwort auf Tumoren, die zum sogenannten immunologischen
Zelltod (ICD, immunogenic cell dearh) fihrt. Es wurde gezeigt, dass durch eine Vorbehandlung
von Miusen mit Injektion von mit Chemotherapie vorbehandelten Tumorzellen bei an-
schlieBender Injektion von nicht-vorbehandelten Tumorzellen im Gegensatz zu Kontroll-
zellen eine Ausbreitung des Tumors verhindert wurde. Somit wurde mittels CALR -Exposi-
tion nach dem Prinzip einer Impfung eine tumorspezifische Immunabwehr aufgebaut.
Neben seiner Funktion an der Zelloberfliche ist CALR aber auch an der Progression vieler
Tumoren beteiligt. Es wird als moglicher Tumormarker fiir Harnblasenkarzinome und Kar-
zinome des oberen Urogenitaltrakts beschrieben (Lu et al. 2014; Kageyama et al. 2004).
Ebenso kommt es als diagnostischer Marker bei Janus-Kinase-2-negativen myeloproliferati-
ven Erkrankungen in Betracht (Nangalia et al. 2013; Klampfl et al. 2013). Aullerdem ist es
an der Progression und Invasivitit von Osophaguskarzinomen beteiligt (Shi et al. 2014). Bei
einer grolen Anzahl an weiteren Tumoren ist CALR in der Zelle hochreguliert und hohe
CALR-Konzentrationen sind teilweise mit deren vermehrter Invasivitit, ethohter Metasta-
sierungsrate und schlechterer Prognose assoziiert (Chen et al. 2009; Bini et al. 1997; Lwin et
al. 2010; Yoon et al. 2000; Du et al. 2007).

Arbeiten der Arbeitsgruppe um Dihazi et al. (2013) zeigten einen Zusammenhang von CALR
mit Nierenfibrose und chronischer Niereninsuffizienz. Die Rolle von Calretikulin in Bezug
auf Entwicklung, Metastasierung und Resistenzentwicklung von Nierenzellkarzinomen ist

jedoch noch nicht untersucht.

1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Metastasierte Nierenzellkarzinome bleiben trotz verbesserter Therapiemoglichkeiten eine
Erkrankung mit meist infauster Prognose. Chemotherapie findet wegen intrinsischer Resis-
tenz bei mRCCs keine standardmiBige Anwendung. Aktuelle Studien diskutieren jedoch eine
mogliche  Wirksamkeit  von  Polychemotherapie  oder  Kombinationen — von

7
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Immuntherapeutika und Chemotherapie (Buti et al. 2013). Cisplatin als viel verwendetes
Chemotherapeutikum 16st in einem nukleusunabhingigen Signalweg tiber vermehrten ER-
Stress Apoptose aus (Mandic et al. 2003). CALR ist ein Protein mit multiplen zelluliren
Funktionen u. a. als essenzielles Chaperon des ER. Gleichzeitig ist es tiber weitere Funktio-
nen an der Progression vieler Tumoren beteiligt (sieche Kapitel 1.6) und vermittelt tiber seine
Lokalisation an der Zelloberfliche ICD, einen Signalweg, iiber den eine wiederhergestellte
Wirksamkeit von Cisplatin belegt wurde (Martins et al. 2011).

Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche Beteiligung von CALR an der Progression und
Chemoresistenz des Nierenzellkarzinoms zu Gberpriifen. Um diese Frage zu erortern, wur-
den zwei RCC-Zelllinien mit hoch- und herunterreguliertem CALR etabliert und auf ihre
Proliferations- und Apoptoserate wihrend der Therapie mit Cisplatin untersucht. In diesem
Zusammenhang sollte weiterhin spezifiziert werden, ob CALR als wichtiges ER-Chaperon
die Chemoresistenz von RCC-Zelllinien tber die Reduktion von ER-Stress beeinflusst. Da-
fiir wurde unter Therapie mit Cisplatin zum einen die Regulierung von CALR und anderen
ER-Stressproteinen des UPR-Signalweges bestimmt und zum anderen wurden Immunfluo-
reszenz-Farbungen von CALR angefertigt, um dessen Lokalisation in der Zelle zu untersu-
chen. Weiterhin wurde TM zur Hochregulierung von ER-Stressproteinen in RCC-Zelllinien
genutzt und diese anschlieBend auf ihre Proliferationsrate unter Cisplatin-Therapie unter-
sucht. Sollte CALR an der Chemoresistenz von Nierenzellkarzinomen beteiligt sein, konnten
sich weitere Arbeiten anschlieBen, um den Mechanismus der Resistenz genauer zu charakte-
risieren und Moglichkeiten der Umgehung zu erforschen.

Eine Beeinflussung der Chemoresistenz kénnte die Therapie von mRCCs deutlich verbes-
sern. Nicht nur konnte Patienten, die initial nicht auf neuere Therapeutika (siche Kapitel 1.1)
ansprechen oder bei denen eine Resistenz gegen diese entstanden ist, eine Alternativtherapie
zur Verfiigung stehen, sondern Chemotherapie auch Teil der Erstlinientherapie werden und

das Ubetleben der Patienten verbessern.
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2 Material & Mehoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Antikérper und Nukleinsiduren

2.1.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Angabe des Herstellers

Chemikalie

Hersteller

Acrylamid, Bisacrylamid (Rotiphorese Gel

30)

Roth, Karlsruhe

Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell

Apoptosis Kit

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat

Sigma-Aldrich, Steinheim

Aka Solv (Aqua Care Solution)

Akaria-Chemie, Mannheim

Bradford-Reagenzien

Bio-Rad, Munchen

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim
Butanol Merck, Darmstadt
Cell Proliferation Kit Roche, Mannheim

Cholamidopropyldimethylammonio-pro-

Merck, Darmstadt

pansulfonat

Cisplatin EMD Millipore Corp., Billerica, MA, USA
Diamidinophenylindol Boehringer, Mannheim

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, Steinheim

Dithiothreitol Roth, Katlsruhe

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Eindeckmedium (Immu Mount)

Shandon, Pittsburgh, PA, USA

Eukitt

Kindler, Freiburg
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Essigsaure (5 %)

Roth, Karlsruhe

fetales Kilberserum

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Glycerin

Merck, Darmstadt

Glycin

Roth, Karlsruhe

Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsiure
(Hepes) Puffer (1M)

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Hygromycin Sigma-Aldrich, Steinheim
L-Glutamin Sigma-Aldrich, Steinheim
Lipofectamin Gibco/Invitrogen, Katlsruhe
Magermilchpulver Merck, Darmstadt

MEM-Non-Essential Amino-Acids (100x)

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Mercaptoethanol (98 %)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Methanol (99 %)

Roth, Katlsruhe

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat

Merck, Darmstadt

OPTI-MEM-Medium

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Penicillin

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Fluka, Seelze

phosphate-buffered saline (PBS)

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Ponceau S (0,2 %)

Serva, Heidelberg

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-
Medium

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Roti-Blue

Roth, Karlsruhe

Precision Plus Protein Standards (Western-

Blot-Marker)

Bio-Rad, Minchen

Polysorbat 20

Roth, Karlsruhe
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Salzsaure rauchend 37 %

Merck, Darmstadt

Salzsaure

Roth, Karlsruhe

Streptomycin

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Tetramethylethylendiamin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Trisaminomethan-Puffer

Roth, Karlsruhe

Triton X 100 Sigma-Aldrich, Steinheim
Tunicamycin Sigma-Aldrich, Steinheim
Harnstoff (Urea) Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.1.2 Enzyme und Proteine

Tabelle 2: Enzyme und Proteine mit Angabe des Herstellers

Enzyme

Hersteller

Bovines Serumalbumin

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Gibco/Invitrogen, Katlsruhe

2.1.1.3 Antikoérper und Antiseren

Tabelle 3: Antikérper und Antiseren mit Angabe des Herstellers

Antikérper

Hersteller

Anti-ATFGA (Maus)

Acris Antibodies Gmbh, Herford

Anti-B-Actin (Maus)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Anti-CALR (Ziege)

Abcam, Hamburg

Anti-CALR (Kaninchen)

Cell signaling, Danvers, MA, USA

Anti-ERP57 (Maus)

Enzo, Farmingdale, NY, USA

Anti-GRP78 (Kaninchen)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Anti-GRP94 (Kaninchen)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Alexa Fluor 488 Ziege Anti-Kaninchen

Invitrogen, Eugene, OR, USA
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Alexa Fluor 555 Ziege Anti-Kaninchen

Life technologies, Eugene, OR, USA

Alexa Fluor 647 Esel Anti-Ziege

Life technologies, Eugene, OR, USA

Alexa Fluor 647 Ziege Anti-Maus

Life technologies, Eugene, OR, USA

Alexa Fluor 647 Ziege Anti-Kaninchen

Life technologies, Eugene, OR, USA

Ziegenserum

Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.1.4 Nukleinsauren

Tabelle 4: Nukleinsiuren mit Angabe des Herstellers

Nukleinsaure

Hersteller

NSC (Non-specific-siRNA) 47 % GC

Eurofins Genomics, Ebersberg

Plasmid DNA CALR Eurofins Genomics, Ebersberg
siRNA CALR 437 Eurofins Genomics, Ebersberg
siRNA CALR 1190 Eurofins Genomics, Ebersberg

2.1.2 Verbrauchs- und Reinigungsmaterialien

Tabelle 5: Verbrauchs- und Reinigungsmaterialen mit Angabe des Herstellers

Material

Hersteller

6-Well-Multiwell-Platten

Falcon, Corning, NY, USA

8-Kammer-Objekttriger

Nunc, Rochester, NY, USA

96-Well-Platten

Falcon, Corning, NY, USA

Abwiegeschalen

Haushaltswaren

Alkohol 99 %

Chemsolute, Geyer Gmbh, Renningen

Alufolie Haushaltswaren

Barrycidal 30 Interchem, Zirich, Schweiz
Deckgliser 20x26mm Thermo Scientific, Braunschweig
Einmalskalpell Feather, Koln

Einmalkivetten Sarstedt, Numbrecht
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Eisbad Neolab, Heidelberg
Filterpapier Bio-Rad, Miinchen
Gelfirbeschalen Roth, Karlsruhe

Glasplatten Bio-Rad, Miunchen

Glasflaschen 100, 500, 1000, 2000ml

Schott Duran, Elmsford, NY, USA

Handschuhe Gentle Skin Sensitive

Handschuhe Nitril Next Gen

Meditrade, Kettering, UK

Meditrade, Kettering, UK

Labortiicher Papier

Kimberley Clark, Reigate, UK

Laborticher Stoff

Kimberley Clark, Reigate, UK

Meliseptol 1000ml

Braun, Melsungen

Nitrocellulose-Blotmembran

GE Healthcare, Amersham, UK

Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Poly-

merase Chain Reaction)-Réhrchen 0,2ml

Biozym, Wien, Osterteich

Pasteurpipetten

Brand, Wertheim

Petrischalen 100 x 15mm

Falcon, Corning NY, USA

Pinzetten Haushaltswaren
Pipettenspitzen 10, 100, 1000ul Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitze fir Multipipette 500ul, 2,5ml | Eppendorf, Hamburg

Runde Polystyrene Rohrchen 5ml

Falcon, Corning NY, USA

Reaktionsgefi3e 500, 1000, 2000ul

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsrohrchen 15, 50ml

Sarstedt, Numbrecht

Rithrspatel

Sarstedt, Numbrecht

Serologische Pipette 5,10ml

Sarstedt, Numbrecht

Serologische Pipette 20ml

Greiner bio-one, Kremsmiunster, Ostet-

reich

TC Flasche 75, 175ml (Zellkulturflasche)

Sarstedt, Numbrecht

Zellschaber

Sarstedt, Numbrecht
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2.1.3 Gerite
Tabelle 6: Gerite mit Angabe von Modell und Hersteller
Gerit Modell Hersteller
Abzug Zellkultur BSB4A Gelaire, Sydney, Australia
Absaugpumpe 095 AN. 18 Schiitt, Gottingen
CO2-Inkubator Napco 5400 Thermo  Scientific, Braun-
schweig
Elektrophorese-Gerit PS 3002 Life technologies, Carlsbad,

CA, USA

Elektrophorese-Gerit

2301 Macro Drive

LKB, Bromma, Schweden

Elektrophorese-Behilter

Mini-Protean 3 Cell

Bio-Rad, Miinchen

ELISA-Reader

iMark microplate reader

Bio-Rad, Munchen

Durchflusszytometer FACS Canto 1l BD  Biosciences, Franklin
Lakes, NY, USA
Grammwaage Universal Sartorius, Gottingen
Hirschmann-Pipette Pipetus Hirschmann, Eberstadt
Kocher Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Kdihlschrank GlassLine Liebherr, Bulle
Kihlschrank Premium Liebhert, Bulle
Kdihlschrank Premium Nofrost Liebherr, Bulle
Kihlschrank MDEF-U5312 Sanyo, Moriguchi, Japan
Kiihlschrank MDF-U536 Sanyo, Moriguchi, Japan
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Obetrkochen
Mikroskop/Laser IX-71 Olympus, Hiroyuki Sasa, Japan
Mikroskop Axiovert 200 Zeiss, Oberkochen
Milligrammwaage 1773 Sartorius, Gottingen
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Oberflichen- IKA Janke & Kunkel Gmbh, Stau-

heizplatte/Schiittler fen

Ofen Combimag Reo Heraeus, Hanau

pH-Meter PB-11 Sartorius, Gottingen

Photometer Lambda 25 Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA

Pipette 1000, 100, 10ul Reference Eppendorf

Laserscanner FLA 5100 Fujifilm, Shigetaka Komori, Ja-
pan

Schuttelofen 400 Robbins Scientific, Sunnyvale,
CA, USA

Schiittelofen Kihner Braun, Melsungen

Voltmeter Power Pack 35/75 Phase, West Germany

Vortexer Reax 2000 Heidolph, Schwabach

Wasserbad GFL 1083 Gesellschaft fur Labortechnik,

Burgwedel

0,1mm Zahlkammer

Neubauer Improved

Assistent, Sondheim v. d. Rhon

Zentrifuge 3-18K Sigma, Osterode
Zentrifuge 1-15PK Sigma, Osterode
Zentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5424R Eppendorf, Hamburg

2.1.4 Wissenschaftliche Software

Tabelle 7: Verwendete Software mit Angabe der Verwendungsart und des Herstellers

Programm

Verwendung

Hersteller

Cell-D Version 3.4

Imaging Software fur Life

Science Technologies

Olympus, Hiroyuki Sasa, Japan
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Citavi 5 Literaturverwaltung und - | Microsoft Corp. Redmond,
zitation WA, USA

Excel 2010 Tabellenkalkulation Microsoft Corp. Redmond,
WA, USA

BD FACS Diva, Version
6.1.3

Software zur Bedienung des

Durchflusszytometers

BD Biosciences, Franklin La-

kes, NY, USA

Graph Pad Prism 6

Software zur statistischen

Datenanalyse

GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA

1Cys, Version 3.4.12.92

Steuerungssoftware Mikro-

skop

Olympus, Hiroyuki Sasa, Japan

Image | Version 1.40g

Bildauswertungssoftware

Wayne Rasband, National In-
stitutes of Health, USA

Image Reader FLA 5000

Fluoreszenzscanner-Soft-

Fujifilm, Shigetaka Komori, Ja-

Version 3.0 ware pan

Microplate Manager 6 Software zur Bedienung des | Bio-Rad, Miinchen
ELISA-Reader

PALM@Robo Version | Mikroskopsteuerungs- P.A.LM. Microlaser

3.2.0.11 Technologies Gmbh, Bernried
programm

Word 2016 Textverarbeitung Microsoft Corp. Redmond,

WA, USA

2.1.5 Biologische Materialien

In dieser Arbeit wurde zum einen die Zelllinie Caki-2 und zum anderen die Zelllinie A498
des Herstellers ATCC (american type culture collection) verwendet. Caki-2-Zellen (ATCC HTB-
47, American type culture collection, Manassas, Virginia) sind humane Karzinom-Zellen
epithelialen Ursprungs, isoliert aus einem klarzelligen RCC eines 69-jahrigen Patienten.
A498-Zellen (ATCC HTB-44, American type culture collection, Manassas, Virginia) sind hu-
mane Karzinom-Zellen epithelialen Ursprungs isoliert aus einem metastasierten RCC unbe-
kannten Subtyps einer 52-jihrigen Patientin.

Die Zelllinien sind von der Zelldatenbank ATCC kommerziell zu erwerben.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Zellkulturflaschen aus Polystyrol mit 75 cm® und bei transfizierten Zellen teilweise 175 cm”
wurden im Kohlenstoffdioxid(CO,)-Inkubator (Napco 5400, Thermo Scientific, Braun-
schweig) bei 95 % Raumluft und 5 % CO; kultiviert. Als Nahrmedium wurde fir Caki-2-
Zellen modifiziertes Roswell-Park-Memorial-Institute(RPMI)-Medium [RPMI
300 mosmol/kg, fetales Kilberserum (FCS, fetal calf seruns) 10 %, L-Glutamin 1 %, Penicil-
lin/Streptomycin 1 %, Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsdure-Puffer 2,5 %, nicht-essen-
zielle Aminosduren (non-essential amino acids) 2 %) und fur A498 modifiziertes Dulbecco’s-
Modified-Eagle(DMEM)-Medium (300 mosmol/kg, FCS 10 %, L-Glutamin 1 %, Penicil-
lin/Streptomycin 1 %) verwendet. Zu 75-cm*Flaschen wurden 10 ml Medium, zu 175-cm*
Flaschen 22,5 ml Medium gegeben. Die Zellen wurden tiglich mikroskopisch kontrolliert
und dabei die Anzahl der toten Zellen, die Zelldichte sowie der Zustand der Zellen beurteilt,
um Storfaktoren wie z. B. Kontaminationen auszuschlieBen.

Caki-2-Zellen sind Tumorzellen mit einer sehr hohen Teilungsrate. Deshalb musste diese
Zelllinie alle drei bis finf Tage trypsinisiert werden. A498-Zellen wurden einmal pro Woche
trypsinisiert. Allgemein wurden die Zellen bei maximal 90-95 % Bewachsung der Kulturfla-
schen auf neue Flaschen verteilt. Alle Arbeiten der Zellkultur wurden unter sterilen Bedin-

gungen durchgefiihrt.

2.2.2 Trypsinisieren der Zellen

Bei Konfluenz oder teilweise auch bei 90-95 % Bewachsung der Flaschen wurden die Zellen
ausgediinnt und auf neue Flaschen verteilt. Daftr wurde das Zellmedium durch 5 ml auf
Raumtemperatur angewirmte phosphatgepufferte Salzlosung (PBS, phosphate-buffered saline)
ersetzt, um die Zellen zu reinigen. Nach erneutem Absaugen wurden der Flasche 1,5 ml
Trypsinlosung [Trypsin (25 %) 20 ml, Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 0,33 g, mit PBS auf
200 ml aufgefillt] zugesetzt und diese fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schalen
wurden manuell beklopft, um die Zellen vom Untergrund zu 16sen. Im Anschluss wurde mit
10 ml Medium abgesptlt und unter mehrmaligem Resuspendieren in dieses aufgenommen.

Je nach erwtnschter Zelldichte wurden 1-5 ml der Lésung auf die neuen Zellschalen verteilt.

2.2.3 Behandlung der Zellen mit Cisplatin
Cisplatin (EMD Millipore Corp., Billerica, MA USA) wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) zu

einer 100 millimolaren Losung gelost. Cisplatin - wurde in Kulturmedium zu
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Endkonzentrationen von 20 uM, 50 uM und 100 uM verdinnt. Das Zellkulturmedium mit
den entsprechenden Cisplatin-Konzentrationen wurde den Zellen zugegeben und sanft ge-
kippt, um eine optimale Verteilung zu erreichen. Die Zellen wurden fiir 48 h im Inkubator
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach 24 h erfolgten eine lichtmikroskopische Kontrolle
und nach Ablauf der Behandlungszeit von 48 h das Ernten der Zellen.

2.2.4 Behandlung der Zellen mit Tunicamycin (TM)

Zur Uberexpression von ER-Stressproteinen wurden die Zellen mit TM in den Konzentra-
tionen 1 uM, 2,5 uM und 5 uM behandelt. TM wurde dem jeweiligen Zellmedium in ent-
sprechender Konzentration zugefiihrt. Um die Auswirkung der Behandlung auf die Zell-
proliferation zu untersuchen, wurde die Behandlung fir 24 h durchgefiihrt, sonst betrug der

Behandlungszeitraum 72 h.

2.2.5 Ernten der Zellen bzw. Gewinn des Gesamtzelllysats

Fir die Gewinnung des Zelllysates wurden Zellen mithilfe eines Zellschabers von den Fla-
schen abgekratzt, in 5 ml PBS resuspendiert und zwei Mal fir 5 min mit 1100 rpm bei 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wurde je nach Zellmenge in 10-200 wpl Lysepuffer [Urea,
Cholamidopropyldimethylammoniopropansulfonat 2 %, Dithiotreitol, Phenylmethylsul-
fonylfluorid] aufgenommen und fiir 30 min unter mehrmaligem Vortexen lysiert. Es wurde
anschlieBend zwei Mal fiir 30 min mit 14000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und jeweils der Uber-

stand der Losung erhalten. Die Proben wurden bis zur Verwendung bei -20 °C eingefroren.

2.2.6 Proteinbestimmung der Proben

Fir die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration einer Probe wurde eine Bradford-Lo6-
sung angesetzt [1:5 Bradford-Reagens zu doppelt destilliertem Wasser (ddH.O)]. Fur diese
Bradford-Losung wurde eine Eichkurve unter Bezug auf bovines Serumalbumin unter nach-
folgendem Schema (Tabelle 8) erstellt.

Die Extinktionswerte der in Tabelle 8 dargestellten Proteinlésungen wurden mittels Photo-
meter (Lambda 25, Perkin Elmer, Waltham, MA USA) bestimmt.

Aus den Extinktionswerten wurde eine Eichkurve mit linearer Gleichung errechnet. Proben
wurden soweit verdiinnt, dass der Extinktionswert im linearen Bereich der Eichkurve lag

und iiber die Gleichung die Gesamtproteinkonzentration der Probe erhalten.
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Tabelle 8: Pipettierschema zur Erstellung der Bradford-Eichkurve

Bradford-Reagens Bovines Serumalbumin
1000 ul (Blank) |
998 ul 2l
996 wl 4 ul
994 wl 6wl
992 ul 8 ul
990 wl 10 wl

2.3 Western-Blot-Analyse

Die Verinderung der Proteinkonzentrationen von CALR und weiteren Proteinen des UPR-
Signalweges (siche Kapitel 1.4) wurde mittels Western Blot untersucht. Dabei wurde nach
einem Protokoll von Towbin et al. (1979) gearbeitet, welches in der Arbeitsgruppe weiter
modifiziert worden war.

Die Proben wurden in einem Polyacrylamid-Gel durch Natriumdodecyl-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) in Proteinbanden aufgetrennt und durch ein vertikal zum Gel
angelegtes elektrisches Feld auf eine Membran aus Nitrozellulose geblottet. Uber hydro-
phobe Wechselwirkungen blieben die Proteine auf der Membran haften. Das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung blieb erhalten und die Proteine konnten mithilfe spezifi-

scher Antikérper nachgewiesen werden.

2.3.1 Priparation der Proben

Die Proben wurden in einer Menge von 40-80 ug Gesamtprotein fiir den Western Blot ge-
nutzt. Fur die Quantifizierung und die Vergleichbarkeit der Proben wurden fiir jeden einzel-
nen Western Blot gleiche Proteinmengen verwendet. Den Proben wurde die entsprechende
Menge Probenpuffer [Trisaminomethan — Salzsidure (HCI) Puffer 125 mM, pH 6,8, SDS
4 % (w/v), Glycerol 20 % (v/v), Bromphenolblau 2 % (v/v), Beta Mercaptoethanol 2 %
(v/v)] hinzugegeben und mit ddH,O auf 20 pl aufgefillt. Zur Denaturierung wurden die
Proben fiir 10 min bei 96 °C auf einem Kochblock (Thermomixer comfort, Eppendorf,

Hamburg) erhitzt.
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2.3.2 Anfertigung der Minigele
Die Minigele fiir die SDS-PAGE wurden nach Laemmli (1970) hergestellt. In zwei Polymeri-

sationsschritten wurden in speziell dafiir geeigneten Giel3vorrichtungen die Gele produziert.
Es wurde ein zehnprozentiges Trenngel (Tabelle 9) in die Vorrichtung gegossen und das Gel
mit Butanol tberschichtet.

Nachdem die Proben polymerisiert waren, wurde das Butanol abgegossen, ein vierprozenti-
ges Sammelgel (Tabelle 9) eingeftllt und mithilfe eines Kammes zehn Sammeltaschen in das

Sammelgel eingebracht.

Tabelle 9: Pipettierschema zur Erstellung der Gele fiir die SDS-PAGE

Trenngel 10 % pH 8.8 Sammelgel 4 % pH 6,8
Wasser 21 ml Wasser 15 ml
1,5M Tris-HCI pH 8,8 15 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 6,3 ml
Acrylamid 24 ml Acrylamid 3,3 ml

10 min Entgasen

SDS 10 % 600 pl SDS 10 % 250 ul

Ammoniumperoxodisulfat 300 ul APS 10 % 125 pl
(APS) 10 %

Tetramethylethylendiamin 30 pl TEMED 30 wl
(TEMED)

Nach vollstindiger Polymerisation wurden die fertigen Gele feucht fiir maximal eine Woche,

lichtgeschiitzt und kiihl bei 3-8 °C gelagert.

2.3.3 SDS-PAGE

Zur Gelelektrophorese wurden die Proben in die vorgesehenen Geltaschen pipettiert und
die Vorrichtung mit Elektrophorese-Puffer [200 ml fiinffach konzentrierter Elektrophorese-
Puffer (Ttis 15 g, Glycerin 72 g, SDS 5 g), 800 ml ddH,O] gefiillt. Zusitzlich wurden in einer
separaten Geltasche 5 ul Western Blot- Marker aufgetragen. Dann wurde die SDS-PAGE
fir 10 min bei 180 V und anschlieSend 50 min bei 200 V durchgefiihrt.
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2.3.4 Tankblotting und Blocken der Membran

Wenn die Proben vollstindig tiber das Gel gelaufen waren, wurde das Gel aus der Blotting-
Vorrichtung genommen und nach einem definierten Schema (Abbildung 3) in eine Blot-

Zelle eingebaut:

LN

Blot-Zelle weille Seite
Vliespapier
Filterpapier

Nitrozellulosemembran
Erhaltenes Gel
Filterpapier
Vliespapier

Blot-Zelle schwatrze Seite

-

Abbildung 3: Blotting-Packschema

Die Nitrozellulosemembran wurde in einfach konzentriertem Transferpuffer [200 ml finf-
fach konzentrierter Transferpuffer (Glycerin 950 mM, Tris 125 mM, SDS 0,05 % (w/v),
Methanol 2 % (v/v)), 200 ml Methanol 98 %, 600 ml ddH>O] fiir 15 min dquilibriert, der
Blot daraufthin zusammengesetzt. Beim Zusammensetzen der Blot-Zelle wurden mittels ei-
nes Rollstifts Luftblasen zwischen den Sandwichteilen eliminiert. Die Blot-Zelle wurde nach
obigem Schema gepackt, in eine Kammer montiert und mit einfach konzentriertem Trans-
ferpuffer aufgefillt. Es wurde bei einer Temperatur von 4 °C entweder 1 h bei 100 V oder
tber Nacht bei 40 V geblottet.

2.3.5 Farbung der Membran mit Ponceau S

Zur Kontrolle des Erfolges des Proteintransfers wurde die Blotting-Membran fiir eine Mi-
nute in Ponceau-S-Losung gelegt und dann mit 5 % Essigsiure und anschlieBend mit einfach
konzentriertem Waschpuffer [200 ml 5x Waschpuffer (12,11 g Tris, 58,14 g Natriumchlorid,
20 ml Polysorbat Losung, pH einstellen auf 7,5), 800 ml ddH,O] abgesptlt. Anschlieend
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wurden die Transfer-Ergebnisse beurteilt und dokumentiert. Danach wurde die Blotting-

Membran fir 10 min getrocknet.

2.3.6 Inkubation mit dem Primirantikorper
Die Blotting-Membran wutde fiir 2 h bei 37 °C in Blocking-Puffer (5 % Magermilchpulver

auf 100 ml 1x Waschpuffer, s.0.) inkubiert. Im Anschluss wurde einmal mit einfach kon-
zentriertem Waschpuffer gewaschen, der erste in Milchpuffer (=Blocking-Puffer) gel6ste
Antikérper in entsprechender Verdunnung (Tabelle 10) auf die Blotting-Membran pipettiert
und dieser bei 4 °C tiber Nacht inkubiert. Das Magermilchpulver diente zum Absittigen der
freien Bindungsstellen. Der Antikorper erkannte dabei den Milchpuffer nicht und band da-

her auch nicht an ithn.

Tabelle 10: Verdiinnung des Primirantikérpers

Antikbrper Verdunnung
ATFGA 1:500
B-Aktin 1:1500

CALR 1:1000
ERP57 1:1000
GRP78 1:1000
GRPY%4 1:1000

2.3.7 Inkubation mit dem Sekundirantikérper

Um die Membran mit dem Sekundirantikérper zu inkubieren, wurde sie drei Mal fiir 10 min
bei 37 °C gewaschen. Ein Waschgang beinhaltete den Austausch der verwendeten Flissigkeit
mit einfach konzentriertem Waschpuffer. Der zum Host des ersten Antikérpers passende
Sekundirantikorper (siche 2.1.1.3) wurde in Milchpuffer geldst, in einer Konzentration von
1:2000 der Blotting-Membran zugegeben und fiir 2 h bei 37 °C unter Schwenken inkubiert.
Ab diesem Zeitpunkt wurde die Membran vor Lichteinstrahlung geschutzt. Es erfolgte er-
neut das dreimalige Waschen der Blotting-Membran. Die Membran wurde im Fluoreszenz-
Scanner (FLA 5100, Fujifilm, Shigetaka Komori, Japan) eingelesen. Da wir fiir den Western
Blot einen floureszenzgekoppelten sekundiren Antikérper benutzten, konnten wir eine Blot-

ting-Membran fir den Nachweis von mehr als nur einem Protein benutzen. Dafiir wurde die
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Membran nach dem ersten Scan kurz gewaschen, dann konnte der nichste Primérantikérper

dazugegeben und tiber Nacht inkubiert werden.

2.3.8 Auswertung der Western Blots

Die als digitale Datei vorliegenden Scans der Membranen wurden mit Image | (Version 1.40,
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) nach einem modifizierten Protokoll
von Miller (2010) analysiert. Die Banden des Western Blots wurden markiert und ihre
Densitit errechnet. Die Densitit der geblotteten Proteine wurde jeweils gegen den Wert des
Referenzproteins [-Aktin (ACTB, actin beta) aufgerechnet und gegen die Kontrolle
normalisiert. Mithilfe des Einstichproben-t-Tests wurden die Western Blots auf einen
signifikanten Unterschied der Proteinregulierungen unter Behandlung mit unterschiedlichen
Cisplatin-Konzentrationen zur Kontrolle und damit dem Wert eins iiberpriift. Unterschiede
zwischen den behandelten Zellen (unter 20 uM, 50 pM, und 100 uM Cisplatin-Behandlung)
wurden mittels einfacher ANOVA und anschlieBendem Tukey-Mehrfachvergleichstest

nachgewiesen.

2.4 Immunfluoreszenzfirbung

Zur Bestimmung der Lokalisation von CALR in mit Cisplatin behandelten Zellen wurden
Immunfluoreszenzfirbungen von CALR angefertigt. Es wurden Zellen auf 8-Kammer-Ob-
jekttragern mit 12.000 Zellen/Kammer und 400 pl Zellmedium/Kammer verteilt, tuber
Nacht inkubiert und mit Cisplatin in den Konzentrationen 20 uM, 50 uM und 100 uM be-
handelt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und zur Fixierung mit 200 ul Me-
thanol bei -20 °C fiir 2 h inkubiert. Es folgten zwei Waschginge mit PBS. Die Permeabili-
sierung der Zellen wurde fir 30 s in einer 0,1 % Triton X in PBS-Losung durchgefiihrt.
Geblockt wurde mit 100 pl 10 %-igem Ziegenserum fir 15 min.

Der Primirantikérper CALR wurde in 100 ul 10 %-igem Ziegenserum 1:100 verdiinnt, der
Lésung hinzugegeben und bei 4 °C iiber Nacht und bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert. Es
folgte zweimaliges Waschen mit PBS. Die Sekundirantikérper fur Ziege der Wellenlinge
555 nm und 488 nm wurden in 100 ul 10 %-igem Ziegenserum in der Konzentration 1:1000
unter Ausschluss von Licht auf die Wells gegeben und fiir 2 h inkubiert. Es folgte erneut
zweimaliges Waschen mit PBS.

Fir die Fiarbung mit Diamidinophenylindol (IDAPI) wurde dieses in einer 1:1 Verteilung in
100 ul PBS (entspricht 300 uM DAPI) in die Kammern pipettiert und fir 10 min bei 37 °C

inkubiert. Die DAPI-Losung wurde abgesaugt, es wurde einmal mit PBS gewaschen und mit
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Immuno-Mount eingedeckt. AbschlieBend wurde ein Deckglas auf dem Triger angedriickt
und mit Eukitt versiegelt.
Die fixierten und gefirbten Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (IX-71,

Oympus, Hiroyuki Sasa, Japan) betrachtet, analysiert und dokumentiert.

2.5 Transfektionen

2.5.1 Transfektion mit Small Interfering Ribonucleic Acid (siRNA)
Zum Knockdown von CALR wurden die Zellen mit swall interfering ribonucleic acid (siRNA)

behandelt, die eine CALR-Sequenz enthielt. Die siRNA bindet an eine spezifische Messen-
ger-Ribonukleinsaure (mRNA, wessenger ribonucleic acid)-Gensequenz und verhindert deren
Ablesen, sodass das Zielprotein verringert exprimiert wird.

Die siRNA-Transfektion wurde unter sterilen Bedingungen in 75-ml-Zellschalen durchge-
fihrt. Das Zellmedium wurde fiir Caki-2-Zellen eine Stunde vor der Transfektion gegen 7
ml Opti-MEM (Hungermedium) und fiir A498-Zellen gegen 7 ml FCS-freies modifiziertes
DMEM-Medium (2.2.1) getauscht. Zur Transfektion wurden 300 pM CALR-siRNA 437
(sense strand. 5-GACAGACAUGCACGGAGACUCAGAAUA-3’, antisense strand. 5’-U-
AUUCUGAGUCUCCGUGCAUGUCUGUC-3) und 300 pM CALR-siRNA 1190 (sezse
strand:  5-GGAAGAAGACAAGAAACGCAAAGAGGA-3Y, antisense  strand. 5-UC-
CUCUUUGCGUUUCUUGUCUUCUUCC-3") in einem Zentrifugenréhrchen mit 1,5 ml
Opti-MEM und in einem separaten Zentrifugenréhrchen 30 ul Lipofectamin mit 1,5 ml
Opti-MEM fiir jeweils 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der Inhalt
der Rohrchen vermischt und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch mit
siRNA und Lipofectamin wurde den Zellschalen zugegeben, sodass mit einer Konzentration
von 30 pM/ml der jeweiligen siRNA behandelt wurde. Bei Caki-2-Zellen lie3 man die Trans-
fektion tber Nacht inkubieren und tauschte dann das Opti-MEM gegen normales Zellme-
dium, bei A498 wurde das Transfektionsmedium nach 8 h gewechselt.

Zur Kontrolle wurde eine Kulturfalsche jeweiligen Zelltyps nach gleichem Transfektions-
schema mit non-specific-s’RNA  (NSC  siehe Kapitel 2.1.1.4, sense strand: 5-UC-
CAUCACAUUAGCGGAAC-3’, antisense strand: 5-GUUCCGCUAAUGUGAUGGA-3),
einer siRNA ohne Bindung zu einer humanen mRNA, behandelt.

Der Erfolg der Transfektion wurde mittels Western Blot nachgewiesen.
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2.5.2 Transfektion mit Plasmid

Zur Uberexprimierung von CALR wurde ein Plasmid mit eingebauter CALR-Primer-Se-
quenz  (sense strand: 5-AAGCTTGAATTCCCTCGGCCCGCCATGCTCCTT TCGGTG
CCGCTC-3’, antisense strand: 5-CATAGCACGCGTTGATGTATCCTCTTCACCAG-3’), wel-
ches bereits von Dr. Phuc Nguyen konstruiert worden war (Bibi et al. 2011), in die Zelle
eingebracht, sodass das Protein vermehrt exprimiert wurde.

Die Transfektion wurde unter sterilen Bedingungen in 3 ml-Kulturschalen durchgefiithrt. Die
Schalen wurden mit 2 ml Opti-MEM fiir eine Stunde vorbehandelt. Es wurden 500 ul Opti-
MEM mit 2 pg Plasmid und separat 500 ul Opti-MEM mit 10 ul Lipofectamin fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die beiden Inhalte vermischt, fir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert, dann in die vorbehandelte Kulturflasche gegeben und ab-
schlieBend bei A498-Zellen fiir 8 h, bei Caki-2-Zellen tiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO;
inkubiert. Nachdem die Inkubation abgeschlossen war, wurde das Opti-MEM gegen norma-
les Zellmedium gewechselt.

Der Erfolg der Transfektion wurde mittels Western Blot nachgewiesen.

2.6 Zell-Viabilitits-Assay/MTT-Test

Um den Effekt von Cisplatin bzw. CALR-Expressionsregulierung auf die Proliferation von
Zellen zu uberprufen, wurde ein Zell-Viabilitits-Assay/MTT-Test durchgefihrt. Dieser ba-
siert auf der Reaktion von gelbfarbenem Dimethythiazoldiphenyltetrazoliumbromid (MTT)
zu violettem Dimethylthiazoldiphenylformazan (Formazan). Bei der Reaktion entstehen vi-
olette Formazan-Kristalle, diese kénnen gelost und die gefirbte Losung im Multiwell-
Spectrophotometer [engyme-linked immunosorbent assay (ELISA)- Reader| quantifiziert werden.
Die Reaktion von MTT zu Formazan liuft in metabolisch aktiven Zellen ab, weshalb sie sich
zur Bestimmung der Proliferation von Zellen eignet.

Zellen wurden auf 96-Well-Platten nach festem Schema mit 5.000 Zellen/Well verteilt und
tber Nacht mit 200 ul Kulturmedium inkubiert. Es folgte die Behandlung mit Cisplatin iiber
48 h. Im Anschluss wurde der Proliferations-Assay angesetzt. Die Wells wurden entleert und
mit 100 pl Zellmedium und 10 ul MTT-Labeling-Reagens versetzt. Nach 4 h Inkubationszeit
wurde 100 pl Solubilisations-Losung hinzugegeben und das Gemisch iiber Nacht inkubiert.
Am Folgetag wurde bei 550 nm im ELISA-Reader (iMark microplate reader, Bio-Rad,
Miinchen) ausgelesen. In einem gesonderten Versuch wurden Zellen nach Inkubation iiber

Nacht in 96-Well-Platten fir 24 h mit 5 pM TM behandelt. AnschlieBend erfolgte die

25



Material & Mehoden

Behandlung mit Cisplatin und daraufhin der Viabilitdts-Assay nach gleichem Schema. Jedes
Experiment wurde mit mindestens zwei 96-Well-Platten durchgefiihrt.

Die ausgegebenen Werte wurden fiir jede Behandlungskonzentration von Cisplatin gemittelt
und als Prozent zur Kontrollgruppe angegeben. Die Auswertung der MTT-Tests erfolgte mit

zweifacher ANOVA und anschlieBendem multiplem Vergleichstest von Sidak.

2.7 Annexin-V-FITC-Assay/Durchflusszytometrie

Die Apoptoserate von mit Cisplatin behandelten Zellen wurde mit einem Annexin V/FITC
(Fluoreszenzinisothiocyanat)-Assay bestimmt.

Der Annexin V/FITC-Assay basiert auf einer Firbung von Zellen mit Annexin V und
Propidiumiodid (PI). Annexin V bindet an Phosphatidylserin, was von der Zelle bei
beginnender Apoptose an die extrazellulire Seite der Zellmembran translokiert wird. PI
hingegen gelangt bei fortgeschrittener Apoptose oder Nekrose durch die perforierte
Zellmembran in die Zelle. Die markierten Zellen konnen anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie gezihlt werden und der Prozentsatz an Annexin V-positiven, PI-
positiven und Annexin V/PI-positiven Zellen angegeben werden

Zellen wurden in 6-Well-Platten verteilt, 30.000 Zellen/Well fir A498 und 180.000
Zellen/Well fir Caki-2 und mit 2 ml Medium/Well iber Nacht inkubiert. Anschlieend
wurde fir 24 h mit Cisplatin in aufsteigenden Konzentrationen (siche Kapitel 2.2.3)
behandelt. Nach Ablauf von 24 h wurde der Assay angesetzt. Dabei wurde zunichst das
Zellmedium fir jede Konzentration einzeln abgesaugt und in entsprechende Rohrchen
Uberfithrt. Diese wurden fir drei Minuten bei 1100 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Wiahrenddessen wurden die Wells mit Trypsin behandelt, um die Zellen von den Wells zu
l6sen. Die Reaktion wurde nach 2 min unter mikroskopischer Kontrolle mit FCS gestoppt.
Im Anschluss wurde fir 3 min bei 1100 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden dem Pellet 200 ul Annexin-Bindepuffer (ABB, annexin binding buffer), dex
zuvor im Verhiltnis 1:5 verdinnt worden war, zugefiigt. Das Gemisch wurde in Falcon-
Rohrchen Uberfithrt, mit 5 ul Annexin V/FITC und 1 ul Gemisch aus PI und ABB im
Verhiltnis 1:10 versetzt und fir 10-15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend
wurden jedem Rohrchen 400 ul ABB hinzugefiigt und die Proben im Durchflusszytometer
(FACS Canto 2, BD Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA) gemessen. Die Auswertung
erfolgte analog der MTT-Tests mit zweifacher ANOVA und anschlieBendem multiplen

Vergleichstest von Sidak.
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3  Ergebnisse

3.1 Einfluss der Cisplatin-Behandlung auf das Uberleben von RCC-
Zelllinien

Die lichtmikroskopische Analyse (Mikroskop: Axiovert 200, Zeiss, Oberkochen) von A498-
und Caki-2-Zellen unter Cisplatin-Behandlung zeigt eine konzentrationsabhingige Zunahme
der Apoptoserate in beiden Zelllinien (Abbildung 4 und Abbildung 5). Sichere Anzeichen
tir das Einsetzen von Apoptose sind im Umfang deutlich verminderte und vom Flaschen-
boden gel6ste Zellen. Weiterhin nimmt die Proliferationsrate der Zellen mit steigenden Cis-
platin-Konzentrationen ab, wie an einer verminderten Zelldichte von behandelten Zellen zu
erkennen ist. Morphologische Unterschiede von A498 zu Caki-2 bestehen in der Zellgrofe,
dem Wachstumsverhalten und der Wachstumsrate. A498-Zellen sind deutlich gro3ere Zellen
und wachsen mit zelluliren Ausliufern. Caki-2-Zellen sind kleinere Zellen, die in zelluliren
Verbinden wachsen. Unterschiede in der Reaktion auf die Cisplatin-Behandlung zeigten sich

in einer unterschiedlichen Proliferations- und Apoptoserate der beiden Zelllinien (quantita-

tive Analysen folgen in Abschnitt 3.6, 3.7 und 3.8.).

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Analyse von A498-Zellen unter Cisplatin-Behandlung

A498-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Cisplatin behandelt, dargestellt
je in einer Spalte (gekennzeichnet mit: a = 0 uM, b = 20 pM, ¢ = 50 pM und d = 100 uM) der
Abbildung. Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten lichtmikroskopische Aufnahmen der Zel-
len gemacht, dargestellt in den Zeilen der Bildtabelle (I = Oh, 1T = 24h, III = 48h). VergréBerung:
100-fach
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Abbildung 5: Lichtmikroskopische Analyse von Caki-2-Zellen unter Cisplatin-Behandlung

Caki-2-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Cisplatin behandelt, darge-
stellt je in einer Spalte (gekennzeichnet mit: a = 0 uM, b = 20 uM, ¢ = 50 uM und d = 100 uM)
der Abbildung. Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten lichtmikroskopische Aufnahmen der
Zellen gemacht, dargestellt in den Zeilen der Bildtabelle (I = Oh, II = 24h, III = 48h). Vergro-
Berung: 100-fach

3.2 Lokalisation von CALR in RCC-Zelllinien unter Cisplatin-

Behandlung
Immunfluoreszenzfirbungen von CALR in den RCC-Zelllinien A498 (Abbildung 6) und

Caki-2 (Abbildung 7) zeigen die zellulire Lokalisation von CALR in den Zelllinien unter der
Behandlung mit Cisplatin in ansteigenden Konzentrationen. Auflerdem werden die Erkennt-
nisse aus Kapitel 3.1 bestitigt. Mit steigender Behandlungskonzentration von Cisplatin
nimmt der Umfang der Zellen als Zeichen beginnender Apoptose ab und die Proliferations-
rate der Zellen sinkt im Vergleich zur Kontrolle.

In A498-Zellen lisst sich eine vorwiegende Lokalisation von CALR um den Zellkern herum
vermuten. Bei Behandlung mit niedrigen Cisplatin-Konzentrationen (20 uM) scheint sich
dieser Effekt zu verstirken. Fine Behandlung mit héheren Konzentrationen von Cisplatin
resultiert in einer schwicheren Anfirbung von Calretikulin.

Caki-2-Zellen zeigen ebenfalls eine perinukledre Anreicherung von CALR unabhingig von

der Behandlung mit Cisplatin. Zudem dndert sich das Wachstumsverhalten der Zellen. Caki-
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2-Zellen der Kontrollgruppe wachsen in zelluliren Verbinden gruppiert, wihrend unter

Cisplatin-Behandlung diese Ordnung verloren geht.

Abbildung 6: Immunfluoreszenzfirbung von CALR in A498-Zellen unter Cisplatin-Behand-
lung

Cisplatin-Konzentrationen: 0 uM (I), 20 uM (II), 50 uM (III) und 100 uM (IV). CALR griin,
DAPI blau. VergroBierung: 100-fach und 400-fach (Marker zeigt 50 um)
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Abbildung 7: Immunfluoreszenzfirbung von CALR in Caki-2-Zellen unter Cisplatin-Be-
handlung

Cisplatin-Konzentrationen: 0 uM (I), 20 uM (II), 50 uM (III) und 100 uM (IV). CALR griin,
DAPI blau. VergréBerung: 100-fach und 400-fach (Marker zeigt 50 um)

3.3 Einfluss der Behandlung mit Cisplatin auf die Regulierung von
ER-Stressproteinen in RCC-Zelllinien
Die Auswirkungen der Cisplatin-Behandlung auf die Expressionsregulierung der ER-
Stressproteine und der Proteine des UPR-Signalweges in RCC-Zellen sind in Abbildung 8
bis Abbildung 13 dargestellt. Es wurden fiinf verschiedene Proteine tberpriift, die wichtige
Chaperone des ER (CALR, GRP78, GRP94 und ERP57) und Bestandteil des UPR-Signal-
weges (ATFOA) sind (fir genauere Informationen siche Kapitel 1.4).
Zur Quantifizierung der Expressionsregulierung von CALR unter Cisplatin-Behandlung
wurde ein monoklonaler Antikérper gegen CALR verwendet. Die Proteinbeladungskontrolle
wurde mittels eines monoklonalen Antikérpers gegen ACTB durchgefithrt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 8 dargestellt. In A498-Zellen zeigt sich keine wesentliche Verinderung in
der CALR-Expression (20 uM zur Kontrolle: 1.088 +/- 0.4881, p = 0.6788; 50 uM zur
Kontrolle: Mittelwert 1.209 +/- 1.053, p = 0.6468, 100 uM zur Kontrolle: Mittelwert 0.8823
+/- 0.4858, p = 0.5787). In Caki-2-Zellen ist ein nicht signifikanter Anstieg der CALR-
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Expression mit steigender Behandlungskonzentration von Cisplatin erkennbar (20 uM zur
Kontrolle: 1.099 +/- 0.6439, p = 0.7211; 50 uM zur Kontrolle: Mittelwert 1.236 +/- 0.7308,
p = 0.4640). Bei Behandlung mit hohen Konzentrationen von Cisplatin zeigt sich eine nicht
signifikante Hochregulierung von CALR (100 uM zur Kontrolle, Mittelwert und Standardab-
weichung 1.848 +/- 1.193, p = 0.1422, Abbildung 8).
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Abbildung 8: Western-Blot-Analyse und Quantifizierung der CALR-Expressionslevel in
A498- und Caki-2-Zelllinien unter Cisplatin-Behandlung

Dargestellt sind reprisentative Western Blots (linke Hilfte) von CALR und der Positivkontrolle
ACTB mit den entsprechenden Auswertungen (rechte Hilfte) in RCC-Zellen (A: A498, B: Caki-
2), die mit aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden. Angabe der zur Kon-
trolle normalisierten Werte als Mittelwert mit Standardabweichung. Signifikante Unter-
schiede von jeder Behandlungskonzentration zum normalisierten Wert 1 sind direkt tiber der
jeweiligen Sdule eingetragen, Unterschiede zwischen den Konzentrationen als Balken.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ¥* = p < 0,001; *** = p < 0,0001. Zur
statistischen Auswertung der Western Blots, siche Kapitel 2.3.8.

Die Regulierung des zentralen ER-Chaperons GRP78 wurde mit einem polyklonalen Anti-
korper nach gleichem Vorgehen iiberprift und ist in Abbildung 9 abgebildet. Hier zeigt sich
ein gegenlaufiger Trend von A498 und Caki-2. In A498-Zellen zeigt GRP78 eine nicht sig-
nifikante Hochregulierung bei Behandlung mit niedrigen Konzentrationen von Cisplatin

(20 uM zur Kontrolle: Mittelwert 1.279 +/- 0.6525, p = 0.3928, Abbildung 9), bei
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Behandlung mit hohen Konzentrationen Cisplatin zeigt sich eine ebenfalls nicht signifikante
Herunterregulierung (100 uM zur Kontrolle: 0.6758 +/- 0.4942, p = 0.2162, Abbildung 9).
In Caki-2-Zellen steigt die GRP78-Regulierung mit steigenden Cisplatin-Konzentrationen.
Bei Behandlung mit hohen Cisplatin-Konzentrationen ist GRP78 gegeniiber der Kontrolle
signifikant hochreguliert (100 pM zur Kontrolle, Mittelwert 1.687 +/- 0.5583, p = 0.0173,
Abbildung 9).
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Abbildung 9: Western-Blot-Analyse und Quantifizierung der Expressionslevel von GRP78 in
A498- und Caki-2-Zelllinien unter Cisplatin-Behandlung
Dargestellt sind reprisentative Western Blots (linke Hilfte) von GRP78 und der Positivkontrolle
ACTB mit den entsprechenden Auswertungen (rechte Hilfte) in RCC-Zellen (A: A498, B: Caki-
2), die mit aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden. Angabe der zur Kon-
trolle normalisierten Werte als Mittelwert mit Standardabweichung. Signifikante Unter-
schiede von jeder Behandlungskonzentration zum normalisierten Wert 1 sind direkt iiber der
jeweiligen Sdule eingetragen, Unterschiede zwischen den Konzentrationen als Balken.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ¥ = p < 0,001; *** = p < 0,0001. Zur
statistischen Auswertung der Western Blots, siche Kapitel 2.3.8.

Ein weiteres zentrales Chaperon des ER, GRP94, wurde untersucht. GRP94 ist in A498-
Zellen bei Behandlung mit niedrigen und mittleren Konzentrationen von Cisplatin zunéchst
hochreguliert (20 uM zur Kontrolle: 2.399 +/- 0.8904, p = 0.006; 50 uM zur Kontrolle: 1.891
+/-0.8935, p = 0.0386, Abbildung 10) und fillt mit steigender Konzentration von Cisplatin
wieder auf dhnliche Werte der Kontrolle (100 uM zur Kontrolle: 1.316 +/- 0.8648,
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p = 0.3706, Abbildung 10). Unterschiede der Regulierung zwischen den Behandlungskon-
zentrationen sind ebenfalls signifikant (20 uM zu 100 uM: p < 0.01, 50 uM zu 100 uM:
p< 0.05, Abbildung 10). In Caki-2-Zellen zeigt sich eine konzentrationsabhingige Steigerung
der GRP94-Regulierung. Fiir GRP94 besteht eine Hochregulierung bei Behandlung mit ho-
hen Konzentrationen Cisplatin. Diese ist aber nicht statistisch signifikant (100 uM zur Kon-

trolle: Mittelwert 1.976 +/- 0.8928, p = 0.0709, Abbildung 10).
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Abbildung 10: Western-Blot-Analyse und Quantifizierung der Expressionslevel von GRP94
in A498- und Caki-2-Zelllinien unter Cisplatin-Behandlung

Dargestellt sind reprisentative Western Blots (linke Hilfte) von GRP94 und der Positivkontrolle
ACTB mit den entsprechenden Auswertungen (rechte Hilfte) in RCC-Zellen (A: A498, B: Caki-
2), die mit aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden. Angabe der zur Kon-
trolle normalisierten Werte als Mittelwert mit Standardabweichung. Signifikante Unter-
schiede von jeder Behandlungskonzentration zum normalisierten Wert 1 sind direkt Gber der
jeweiligen Sdule eingetragen, Unterschiede zwischen den Konzentrationen als Balken.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. Zur
statistischen Auswertung der Western Blots, siche Kapitel 2.3.8.

Die Verinderung der Regulierung von ERP57, dem zentralen Co-Chaperon von CALR, ist
in Abbildung 11 dargestellt (zur Funktion von ERP57 siche Kapitel 1.4). ERP57 in A498-
Zellen zeigt fir jede Behandlungskonzentration von Cisplatin eine Hochregulierung, die je-

doch verglichen zur Kontrolle statistisch nicht signifikant ist (20 uM zur Kontrolle:
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Mittelwert 2.606 +/- 2.570, p = 0.3923; 50 uM zur Kontrolle: Mittelwert 1.616 +/- 1.049,
p = 0.416; 100 uM zur Kontrolle: Mittelwert 1.768 +/- 0.5754, p = 0.147, Abbildung 11). In
Caki-2-Zellen zeigt sich eine konzentrationsabhingige Erhohung der ERP57-Expression mit
gegentiber der Kontrolle signifikant unterschiedlichen Werten bei Behandlung mit 100 uM
Cisplatin (100 pM zur Kontrolle: Mittelwert 1.542 +/- 0.4788, p = 0.0393, Abbildung 11).
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Abbildung 11: Western-Blot-Analyse und Quantifizierung der Expressionslevel von ERP57
in A498- und Caki-2-Zelllinien unter Cisplatin-Behandlung

Dargestellt sind reprisentative Western Blots (linke Hilfte) von ERP57 und der Positivkontrolle
ACTB mit den entsprechenden Auswertungen (rechte Hilfte) in RCC-Zellen (A: A498, B: Caki-
2), die mit aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden. Angabe der zur Kon-
trolle normalisierten Werte als Mittelwert mit Standardabweichung. Signifikante Unter-
schiede von jeder Behandlungskonzentration zum normalisierten Wert 1 sind direkt Gber der
jeweiligen Sdule eingetragen, Unterschiede zwischen den Konzentrationen als Balken.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ¥* = p < 0,001; **** = p < 0,0001. Zur
statistischen Auswertung der Western Blots, siche Kapitel 2.3.8.

ATFG6A wurde in dieser Arbeit mittels eines monoklonalen Antikérpers nachgewiesen, der
an beide Formen des Proteins bindet, die inaktive 90-kDa-Einheit (p90) und die aktive 50-
kDa-Untereinheit. Beide Einheiten wurden ausgewertet und sind in Abbildung 12 und Ab-
bildung 13 dargestellt. Das fir A498-Zellen vorliegende Ergebnis zeigt keine signifikanten
Unterschiede in der Regulierung, bei fehlender statistischer Aussage bei einem vorliegenden

Ergebnis. Das Protein lie3 sich an dieser Stelle nicht ausreichend anférben, wahrscheinlich
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bedingt durch eine unzureichende Bindung des Primarantikérpers an das Protein in den Ex-
perimenten.

In Caki-2-Zellen liegen signifikant herunterregulierte Werte fiir die inaktive 90-kDa-Einheit
vor, die mit steigender Behandlungskonzentration von Cisplatin noch weiter abfallen (20 uM
zur Kontrolle: 0.3117 +/- 0.02111, p = 0.0138; 50 uM zur Kontrolle: Mittelwert 0.1395 +/-
0.044, p = 0.023, 100 uM zur Kontrolle: Mittelwert 0.1814 +/- 0.02812, p = 0.0155, Abbil-
dung 12). Unterschiede der Regulierung zwischen niedrigen und hohen Behandlungskon-
zentrationen sind ebenfalls signifikant (20 pM zu 100 uM: p < 0.05).
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Abbildung 12: Western-Blot-Analyse und Quantifizierung der Expressionslevel der ATF6A-
p90-Einheit in A498- und Caki-2-Zelllinien unter Cisplatin-Behandlung

Dargestellt sind reprisentative Western Blots (linke Hilfte) von ATF6A p90 und der Positiv-
kontrolle ACTB mit den entsprechenden Auswertungen (rechte Hilfte) in RCC-Zellen (A:
A498, B: Caki-2), die mit aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden. Angabe
der zur Kontrolle normalisierten Werte als Mittelwert mit Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede von jeder Behandlungskonzentration zum normalisierten Wert 1 sind direkt Gber
der jeweiligen Sdule eingetragen, Unterschiede zwischen den Konzentrationen als Balken.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ¥** = p < 0,001; **** = p < 0,0001. Zur
statistischen Auswertung der Western Blots, siche Kapitel 2.3.8.

Die p50-Untereinheit von ATFG6A wurde wie oben dargestellt ebenfalls untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. In A498-Zellen zeigt sich bei Behandlung mit

niedrigen Konzentrationen Cisplatin zunichst eine nicht signifikante Hochregulierung
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(20 uM zur Kontrolle: 1.547 +/- 1.087, p = 0.2724), bei Behandlung mit hoheren
Konzentrationen eine Herunterregulierung, fir die Behandlung mit 50 uM signifikant zur
Kontrolle (50 uM zur Kontrolle: Mittelwert 0.6485 +/- 0.2833, p = 0.0288; 100 uM zur
Kontrolle: Mittelwert 0.7898 +/- 0.5545, p = 0.3958, Abbildung 13).

In Caki-2-Zellen zeigt die Behandlung mit Cisplatin in unterschiedlichen Konzentrationen
keine Unterschiede in der Regulierung von ATF6A p50 zur unbehandelten Kontrollgruppe
(20 uM zur Kontrolle: 1.005 +/- 0.6319, p = 0.9846; 50 uM zur Kontrolle: Mittelwert 0.8346
+/-0.3876, p = 0.3020, 100 pM zur Kontrolle: Mittelwert 0.8684 +/- 0.2901, p = 0.2754,
Abbildung 13).
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Abbildung 13: Western-Blot-Analyse und Quantifizierung der Expressionslevel der ATF6A-
p50-Untereinheit in A498- und Caki-2-Zelllinien unter Cisplatin-Behandlung

Dargestellt sind reprisentative Western Blots (linke Hilfte) von ATFGA p50 und der Positiv-
kontrolle ACTB mit den entsprechenden Auswertungen (rechte Hilfte) in RCC-Zellen (A:
A498, B: Caki-2), die mit aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden. Angabe
der zur Kontrolle normalisierten Werte als Mittelwert mit Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede von jeder Behandlungskonzentration zum normalisierten Wert 1 sind direkt tiber
der jeweiligen Sdule eingetragen, Unterschiede zwischen den Konzentrationen als Balken.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ¥* = p < 0,001; **** = p < 0,0001. Zur
statistischen Auswertung der Western Blots, siche Kapitel 2.3.8.
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3.4 Regulierung von ER-Stressproteinen in RCC-Zellen unter
Behandlung mit Tunicamycin (TM)
In der vorliegenden Arbeit sollte neben dem Einfluss von CALR bei der Resistenz gegeniiber
Chemotherapie mit Cisplatin in einem weiteren Versuch der kombinierte Einfluss von meh-
reren ER-Stressproteinen in diesem Resistenzprozess untersucht werden. Zur Induktion von
ER-Stress und Regulierung von ER-Stressproteinen wurden die RCC-Zellen mit Tuni-
camycin (TM) behandelt. In einem ersten Schritt wurde der Erfolg der ER-Stressinduktion
Uber die Expressionslevel der ER-Stressproteine mittels Western Blot untersucht.
Im Rahmen fritherer Arbeiten, die innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof. Dihazi durchge-
fihrt wurden, wurde gezeigt, dass sowohl humane Zelllinien des proximalen Tubulus, als
auch Zelllinien humaner Fibroblasten mit einer signifikanten Hochregulierung von ER-
Stressproteinen und Aktivierung des UPR-Signalwegs auf TM-Behandlung reagieren (Dihazi
et al. 2013). Im Gegensatz zu gesunden Nierenzellen, reagieren die RCC-Zelllinien anders:
Sowohl die Expression von CALR als auch die der anderen ER-Stress Proteine zeigen keine
signifikante Hochregulierung unter TM (Abbildung Anhang 1).
Tunicamycin gehort zu den Nukleosid-Antibiotika und hemmt die n-terminale Glykosylie-
rung, was zur Akkumulation von ungefalteten Proteinen und zu ER-Stress fithrt. Die nicht
signifikante Wirkung von TM in RCC-Zelllinien kénnte an der moglichen geringen Bedeu-

tung der n-terminalen Glykosylierung in der Proliferation von RCC-Zelllinien liegen.

3.5 Verinderung der Expression von CALR in RCC-Zellen
Um in weiteren Versuchen (siche Kapitel 3.6 und 3.8) die Rolle von CALR in der Prolifera-

tions- und Apoptoserate von RCC-Zellen unter Behandlung mit Cisplatin zu untersuchen,
wurden Zelllinien mit Hoch- und Herunterregulierung von CALR etabliert (zur Methode
sieche Kapitel 2.5). Ergebnisse der Transfektionen sind in Abbildung 14 dargestellt: Bei Caki-
2-Zellen wurde eine signifikante Herunterregulierung von CALR mittels siRNA-Transfek-
tion (siRNA zur Kontrolle: Mittelwert 0.2042 +/- 0.09739, p < 0.0001) und ebenfalls eine
signifikante Hochregulierung von CALR durch Plasmid-Transfektion (Plasmid zur Kon-
trolle: Mittelwert 1.884 +/- 0.4136, p = 0.0235) erreicht. In A498-Zellen sind die Effekte
geringer ausgeprigt und statistisch nicht signifikant (siRNA zur Kontrolle: Mittelwert 0.6294
+/-0.04385, p= 0.058; Plasmid zur Kontrolle: Mittelwert 1.161, weitere Aussagen aufgrund

eines einzelnen Werts nicht moglich).
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Abbildung 14: Western-Blot-Analyse zur Erfolgskontrolle der Transfektionen

Reprisentative Western-Blot-Analysen sind im oberen Abschnitt dargestellt, die Auswertung in
der Spalte darunter. Die Proben wurden gegen ACTB aufgerechnet und als normalisierte Werte
zur Kontrolle angegeben (analog Abbildung 8). Signifikante Unterschiede von jeder Behand-
lungskonzentration zu dem Wert 1 (dem Wert der Kontrolle, da die Proben normalisiert wurden)
sind direkt tiber der jeweiligen Sdule eingetragen. Signifikanzniveaus sind wie folgt angegeben:
*=p < 0,05 % = p <0,01; ¥ = p < 0,001; ¥** = p < 0,0001. Zur statistischen Auswertung
der Western Blots, siche Kapitel 2.3.8.

3.6 Einfluss der CALR-Expressionsregulierung auf die Proliferation
von RCC-Zellen unter Cisplatin-Behandlung

RCC-Zelllinien mit verdnderter CALR-Regulierung wurden auf ihre Proliferationsrate unter

Therapie mit Cisplatin in unterschiedlichen Konzentrationen uiberprift und mit einer Kon-

trollgruppe gleichen Zelltyps mit unverinderter CALR-Regulierung verglichen.

Abbildung 15 zeigt die Proliferationsrate von A498- und Caki-2-Zellen mit herunterregulier-

tem CALR im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe. Fur beide Zellreihen besteht

unabhingig von der CALR-Regulierung eine Abnahme der Proliferationsrate mit steigender

Behandlungskonzentration von Cisplatin.

A498-Zellen zeigen keine Unterschiede in der Proliferationsrate von Zellen mit unverinder-

ter CALR-Regulierung gegeniiber Knockdown-CALR-Zellen, wenn mit niedrigen
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Konzentrationen von Cisplatin behandelt wurde (20 uM Knockdown-CALR zur Kontrolle,
Mittelwerte mit Standardabweichung: 70.4 +/- 26.26 zu 76.9 +/- 14.12, Abbildung 15). Fur
mittlere und héhere Konzentrationen besteht ebenfalls kein Unterschied in der Prolifera-
tionsrate von A498-Zellen mit Knockdown-CALR gegeniiber der Kontrolle (50 pM Knock-
down-CALR zur Kontrolle: 57.98 +/-23.04 zu 55.27 + /- 23.73; 100 uM Knockdown-CALR
zur Kontrolle: 45.73 +/- 23.45 zu 44.42 + /- 18.65, Abbildung 15).

Die Proliferationsrate von Caki-2-Zellen unter Behandlung mit niedrigen Konzentrationen
von Cisplatin weist einen nicht signifikanten Unterschied zwischen Zellen mit unverinderter
CALR-Regulierung und Caki-2-Zellen mit Knockdown-CALR auf (20 uM Knockdown-
CALR zur Kontrolle: 57.96 +/- 23.09 zu 40.96 +/- 23.33, keine statistische Signifikanz, Ab-
bildung 15). Bei Behandlung mit hoheren Cisplatin-Konzentrationen ist dieser Unterschied
geringer und ebenfalls nicht statistisch signifikant (50 pM Knockdown-CALR zur Kontrolle:
31.71 +/- 15.72 zu 26.47 +/- 19.87; 100 uM Knockdown-CALR zur Kontrolle: 24.79 +/-
11.87 zu 21.39 +/- 15.82, beides statistisch nicht signifikant unterschiedlich, Abbildung 15).
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Abbildung 15: Einfluss von CALR-Herunterregulierung auf die Proliferation von RCC-Zellen
unter Cisplatin-Behandlung

Aufgetragen sind die zur unbehandelten (0 pM Cisplatin) Kontrollgruppe (Knockdown-CALR
und Kontrollzellen) in Prozent angegebenen Ergebnisse des MTT-Tests von RCC-Zellen beider
Zelllinien (A: A498, B: Caki-2) mit unverinderter CALR-Regulierung und Knockdown-CALR.
Die Versuchsergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001

Abbildung 16 veranschaulicht die Proliferationsrate von RCC-Zelllinien mit hochreguliertem
CALR gegentiber Zellen mit unverinderter CALR-Regulierung. Sowohl fiir A498-Zellen als
auch fir Caki-2-Zellen besteht eine konzentrationsabhingige Abnahme der Proliferations-
rate unter Cisplatin-Behandlung. Die Ergebnisse der Proliferationstests sind immer in Pro-

zent angegeben.
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A498-Zellen zeigen in der Gruppe mit unverinderter CALR-Regulierung eine nicht signifi-
kant héhere Proliferationsrate gegeniiber Zellen mit hochreguliertem CALR. Bei Behandlung
mit niedrigen Konzentrationen von Cisplatin ist dieser Unterschied stirker ausgeprigt
(20 uM CALR-Hochregulierung zur Kontrolle: 49.22 +/- 16.46 zu 75.02 +/- 13.83, keine
statistische Signifikanz, Abbildung 16), bei mittlerer Konzentration von Cisplatin sind die
Unterschiede der Proliferationsrate zwischen den Gruppen weniger deutlich (50 uM CALR-
Hochregulierung zur Kontrolle: 40.59 +/- 17.82 zu 51.76 +/- 22.74, keine statistische Signi-
fikanz, Abbildung 16), bis zur Behandlung mit hohen Konzentrationen, bei der fast kein
Unterschied zwischen den Gruppen besteht (100 uM CALR-Hochregulierung zur Kontrolle:
36.08 +/-19.31 zu 42.84 +/- 19.29, nicht signifikant, Abbildung 16).

Die Proliferationsrate von Caki-2-Zellen mit hochreguliertem CALR ist unter Behandlung
mit Cisplatin in niedrigen Konzentrationen signifikant hoher als die Proliferationsrate von
Zellen mit unveranderter CALR-Regulierung (20 uM CALR-Hochregulierung zur Kontrolle:
78.06 +/- 14.56 zu 40.96 +/- 23.33, p<0.05, Abbildung 16). Der Unterschied bei Behand-
lung mit 50 uM Cisplatin ist weniger stark ausgeprigt und statistisch nicht mehr signifikant
(50 uM CALR-Hochregulierung zur Kontrolle: 49.15 +/- 17.81 zu 26.47 +/- 19.87, statis-
tisch nicht signifikant) und bei Behandlung mit 100 uM Cisplatin zeigen die Gruppen einen
geringen, nicht signifikanten Unterschied in der Proliferationsrate (100 pM CALR-Hochre-
gulierung zur Kontrolle: 34.65 +/- 24.47 zu 21.39 +/- 15.82, statistisch nicht signifikant,
Abbildung 16).
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Abbildung 16: Einfluss der CALR-Hochregulierung auf die Proliferation von RCC-Zellen

unter Cisplatin-Behandlung

Aufgetragen sind die zur unbehandelten (0 uM Cisplatin) Kontrollgruppe (CALR-Hochregulie-
rung und Kontrollzellen) in Prozent angegebenen Ergebnisse des MTT-Tests von RCC-Zellen
beider Zelllinien (A: A498, B: Caki-2) mit unverinderter CALR-Regulierung und CALR-Hoch-
regulierung. Die Versuchsergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben.
Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ¥** = p < 0,001; ¥*** = p < 0,0001
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3.7 Proliferation von RCC-Zellen mit hochregulierten ER-
Stressproteinen
Die Proliferationsrate von RCC-Zellen mit hochregulierten ER-Stressproteinen unter Cis-
platin-Behandlung wurde mittels MTT-Tests in A498 und Caki-2 Zelllinien gemessen, die
zundchst mit 5 pM TM und anschlieBend mit verschiedenen Konzentrationen von Cisplatin
behandelt worden waren. Der Vorversuch dieses Versuchs zeigte keine signifikante Hochre-
gulierung von ER-Stressproteinen (siche Kapitel 3.4). Aus diesem Grund sind die Ergebnisse
im Anhang (Abbildung Anhang 2) dargestellt.
A498-Zellen, die mit TM vorbehandelt wurden, zeigen bei Behandlung mit niedrigen Kon-
zentrationen an Cisplatin keinen signifikanten Unterschied zu Kontrollzellen (ohne TM-Vor-
behandlung; 20 uM Cisplatin: TM zur Kontrolle: 69.67 +/- 34.03 zu 75.69 +/- 16.17, kein
statistisch signifikanter Unterschied, Abbildung Anhang 2). Bei Behandlung mit héheren
Konzentrationen von Cisplatin zeigen Zellen mit TM-Vorbehandlung eine héhere Prolife-
rationsrate als Zellen der Kontrollgruppe. Der Unterschied ist nicht signifikant (50 uM Cis-
platin: TM zur Kontrolle: 57.54 +/- 38.01 zu 48.68 +/- 30.03; 100 uM Cisplatin: TM zur
Kontrolle: 50.07 +/- 35.90 zu 42.55 +/- 12.96, beides statistisch nicht signifikant unter-
schiedlich, Abbildung Anhang 2).
Caki-2-Zellen mit TM-Vorbehandlung zeigen hohere Proliferationsraten als Zellen der Kon-
trollgruppe sowohl bei Behandlung mit niedrigen als auch mit hoheren Konzentrationen von
Cisplatin. Dieser Unterschied ist nicht signifikant (20 uM Cisplatin: TM zur Kontrolle: 47.22
+/-22.04 zu 31.08 +/- 9.3; 50 uM Cisplatin: TM zur Kontrolle: 32.77 +/- 11.9 zu 15.59 +/-
3.39; 100 uM Cisplatin: TM zur Kontrolle: 31.47 +/- 11.41 zu 13.39 +/- 3.13, Ergebnisse
statistisch nicht signifikant unterschiedlich, Abbildung Anhang 2).

3.8 Einfluss der CALR-Expressionsregulierung auf die Apoptoserate

in RCC-Zellen unter Cisplatin-Behandlung

Die Abbildungen 17 und 18 zeigen die Apoptoserate von RCC-Zelllinien mit veranderter
CALR-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (unverinderte CALR-Expression).

In Abbildung 17 ist die Apoptoserate von A498- und Caki-2-Zellen mit Knockdown-CALR
gegentiber der Kontrollgruppe dargestellt. Die Apoptoserate von beiden Zelllinien steigt mit
steigender Konzentration der Cisplatin-Behandlung,.

A498-Zellen zeigen mit CALR-Knockdown bereits ohne Cisplatin-Behandlung eine hohere
Apoptoserate als Kontrollzellen (0 uM CALR-Knockdown gegentiber Kontrolle, im Folgen-
den wird immer die Summe aus Annexin V- und Annexin V/PI-positiven Zellen betrachtet:
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Mittelwert und Standardabweichung 21.93 +/- 1.886 zu 7.773 +/- 4.353, kein signifikanter
Unterschied, Abbildung 17). Die Apoptoserate verindert sich bei steigender Konzentration
von Cisplatin wenig in Zellen mit Knockdown-CALR, wohingegen die Apoptoserate von
Kontrollzellen deutlicher ansteigt (20 pM CALR-Knockdown gegentiber Kontrolle: 21.53
+/- 1.443 zu 12.26 +/- 2.045, kein signifikanter Unterschied; 50 uM CALR-Knockdown
gegenuber Kontrolle: 25.55 +/- 4.708 zu 15.23 +/- 6.124, kein signifikanter Unterschied,
Abbildung 17). Die Unterschiede zwischen CALR-Knockdown- und Kontrollzellen sind
nicht signifikant. Bei Behandlung mit hohen Konzentrationen von Cisplatin nimmt die
Apoptoserate in der Kontrollgruppe deutlich stirker zu, wihrend sie in CALR-Knockdown-
Zellen weniger stark ansteigt. Der Unterschied zwischen den beiden Zelltypen ist an dieser
Stelle signifikant (100 uM CALR-Knockdown gegeniiber Kontrolle: 34.25 +/- 4.764 zu
56.73 +/-25.67, p < 0.05, Abbildung 17).

In Caki-2-Zellen ist die Apoptoserate in der Kontrollgruppe im Bereich weniger Prozent und
zeigt keinen Unterschied zwischen Zellen mit CALR-Knockdown und Kontrollzellen (0 uM
CALR-Knockdown gegentiber Kontrolle: 3.51 +/- 2.71 zu 4.725 +/- 2.8306, kein signifikan-
ter Unterschied, Abbildung 17). Bei steigender Konzentration nimmt die Apoptoserate so-
wohl von CALR-Knockdown- als auch Kontrollzellen zu. Dabei zeigt sich eine nicht signi-
fikant hohere Apoptoserate der Kontrollgruppe zu CALR-Knockdown-Zellen (20 uM
CALR-Knockdown gegentiber Kontrolle: 15.57 +/- 10.27 zu 22.72 +/- 21.39; 50 uM: 30.54
+/-21.01 zu 36.62 +/- 27.51; 100 uM: 42.64 +/- 16.06 zu 52.65 +/- 24.3, zwischen allen
drei Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied, Abbildung 17).
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Abbildung 17: Einfluss der CALR-Herunterregulierung (KD) auf die Apoptoserate von RCC-
Zellen unter Cisplatin-Behandlung

I: exemplarische Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse, II: Auswertung der Versu-
che: Angabe in Prozent von Annexin V (V+)- und Annexin V/PI (V+/PI+)-positiven Zellen
an der Gesamtzahl der gezihlten Zellen von A498- (A) und Caki-2-Zelllinien (B) mit Knock-
down-CALR (KD-CALR) gegen Zellen mit unverinderter CALR-Regulierung. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Im Gegensatz zum MTT-Test (z. B.
Abbildung 15) und auch zur Darstellung der Western Blots (z. B. Abbildung 8) sind die Werte
in dieser Grafik nicht gegen die unbehandelte Kontrollgruppe (0 uM Cisplatin) normalisiert, da
bereits fur die Kontrollgruppe absolute Werte vorliegen. Die signifikanten Unterschiede der
Summe aus Annexin V- und Annexin V/PI-positiven Ergebnissen sind mittels Balken angezeigt.
Signifikanzniveaus sind wie folgt angegeben: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ** = p < 0,001;

woek = < 0,0001

In Abbildung 18 ist die Apoptoserate von Caki-2-Zellen mit hochreguliertem CALR unter

Behandlung mit Cisplatin gegen Caki-2-Zellen mit unverinderter CALR-Regulierung

aufgetragen. Schon ohne Behandlung mit Cisplatin (0 uM) zeigen Zellen mit hochreguliertem

CALR eine nicht signifikant héhere Apoptoserate als Zellen der Kontrollgruppe (0 pM
CALR-Hochregulierung gegeniiber Kontrolle: 27 +/- 23.55 zu 4.715 +/- 2.552, kein

signifikanter Unterschied, Abbildung 18). Bei Behandlung mit niedrigen und mittleren

Konzentrationen von Cisplatin ist der Unterschied weiterhin sichtbar, nimmt aber etwas ab
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(20 uM CALR-Hochregulierung gegentiber Kontrolle: 51.36 +/- 9.473 zu 28.42 + /- 25.73;
50 uM: 66.01 +/- 16.74 zu 46.33 +/- 37.57, beides nicht statistisch signifikant, Abbildung
18). Wenn mit hohen Konzentrationen von Cisplatin behandelt wird, ist der Unterschied in
der Apoptoserate zwischen Zellen mit hochreguliertem CALR und Kontrollzellen deutlich
geringer (100 uM CALR-Hochregulierung gegentiber Kontrolle: 67.69 + /- 20.65 zu 58.3 +/-
34.92, kein statistischer Unterschied, Abbildung 18). Fur A498-Zellen liegt an dieser Stelle
kein Ergebnis vor. Dies ist wie bereits im Proliferationstest (Kapitel 3.7) darauf
zurlickzufiihren, dass sich A498-Zellen mit dem verwendeten Plasmid teilweise
unzureichend transfizieren lieBen (sieche auch Kapitel 3.5). A498-Zellen sind Karzinomzellen
eines bereits metastasierten Karzinoms, was hochgradige Verinderungen auf Ebene des
Genoms und Proteoms vermuten lisst. Die fehlende Hochregulierung von CALR nach
Transfektionsbehandlung kénnte tiber einen vermehrten Efflux des Plasmids erklirt werden,

tber den sich A498-Zellen vor einer Behandlung schiitzen.
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Abbildung 18: Apoptoserate von Caki-2-Zellen mit hochreguliertem CALR unter Cisplatin-
Behandlung

I: exemplarische Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse, II: Auswertung der Versu-
che: Angabe in Prozent von Annexin V (V+)- und Annexin V/PI (V+/PI+)-positiven Zellen
an der Gesamtzahl der gezidhlten Zellen von Caki-2-Zelllinien mit CALR-Hochregulierung ge-
gen Zellen mit unverinderter CALR-Regulierung. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Stan-
dardabweichung dargestellt. Im Gegensatz zum MTT-Test (z. B. Abbildung 15) und auch zur
Darstellung der Western Blots (z. B. Abbildung 8) sind die Werte in dieser Grafik nicht gegen
die unbehandelte Kontrollgruppe (0 uM Cisplatin) normalisiert, da bereits fiir die Kontroll-
gruppe absolute Werte vorliegen. Die signifikanten Unterschiede der Summe aus Annexin V-
und Annexin V/PI-positiven Ergebnissen sind mittels Balken angezeigt. Signifikanzniveaus sind
wie folgt angegeben: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; ¥*** = p < 0,0001
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3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse
In Abbildung 19 werden zusammenfassend die Regulierungen der untersuchten ER-

Stressproteine dargestellt.

Tabelle 11 zeigt zusammenfassend die Ergebnisse der Proliferations- und Apoptoseassays.
Sie sind als Unterschiede von A498- und Caki-2-Zellen mit veranderter CALR-Regulierung

zur Kontrolle angegeben.

A498, CALR
4 Caki-2, CALR
= A498, GRP78
== Caki-2, GRP78
- A498, GRP94
4 Caki-2, GRP94
A498, ERP57
-®= Caki-2, ERP57
- A498, ATF6API0
¥+ Caki-2, ATF6Ap90
- A498, ATF6ApP50

-7- Caki-2, ATF6Ap50

relative Intensitat

[Cisplatin]

Abbildung 19: Zusammenfassende Darstellung der Regulierung von ER-Stressproteinen un-

ter Cisplatin-Behandlung

Jeder Graph stellt ein untersuchtes Protein einer Zellreihe dar. Die Werte sind analog der Wes-
tern-Blot-Darstellung im Ergebnisteil (Kapitel 3.4) als zur Kontrolle normalisierte Regulierungen
der Proteine angegeben. Zur besseren Ubersicht sind Werte fiir A498- und Caki-2-Zellen etwas
versetzt eingezeichnet.
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Tabelle 11: Zusammenfassung von Proliferations- und Apoptoserate von RCC-Zelllinien un-

ter Cisplatin-Behandlung

Dargestellt sind Unterschiede in der Proliferations- und Apoptoserate von RCC-Zelllinien zur
Kontrolle. CALR-Knockdown (KD) oder Hochregulierung (CALR 1) sind in Spalte drei ange-
geben. Unterschiede von mehr als zehn Prozent sind mit einem Pfeil in die entsprechende Rich-
tung angezeigt, in Klammern, wenn sie nicht signifikant sind. Es wird immer von der verinder-
ten Zellpopulation zur Kontrolle angegeben, z. B. wird eine héhere Proliferationsrate von A498-
Zellen mit KD-CALR zur Kontrollgruppe mit einem Pfeil nach oben gekennzeichnet.

Versuch Zelllinie CALR 0pM 20 yM 50 uM 100 pM
Proliferation A498 KD > — >
Proliferation ~ Caki-2 KD @) > -
Proliferation A498 CALR 1 () ) >
Proliferation ~ Caki-2 CALR 1 1* @) @)

Apoptose A498 KD M > @) *

Apoptose Caki-2 KD > > > )

Apoptose  Caki-2 CALR 1 ™) ™) ™) o
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4 Diskussion

4.1 Chemoresistenz des Nierenzellkarzinoms

Die intrinsische Resistenz gegeniiber Chemotherapie verhindert bei Nierenzellkarzinomen
im fortgeschrittenen Stadium bis zum aktuellen Zeitpunkt die routinemiflige Anwendung
von Chemotherapeutika. Ein bisher wenig auf Resistenzvermittlung untersuchter Wirkungs-
weg von Chemotherapeutika erfolgt tiber das Auslésen von ER-Stress und im Anschluss
aktivierte Apoptosekaskaden (Mandic et al. 2003).

CALR ist ein zentrales Chaperon der Zelle, das zum einen an der Reaktion auf ER-Stress
(Yoshida et al. 1998), zum anderen an der Progession von verschiedenen Karzinomen (siche
Kapitel 1.6) und weiterhin an der Entstehung von Nierenfibrose (Dihazi et al. 2013) und
damit méglicherweise auch an der Progression von RCCs beteiligt ist. Diese Tatsache veran-
lasste uns, CALR in RCC-Zellen bei der Therapie mit Zytostatika genauer zu untersuchen.
Beispielhaft fiir andere Chemotherapeutika wurde in dieser Arbeit Cisplatin verwendet.
CALR wurde als mégliches therapeutisches Ziel fur die verbesserte Wirkung von Chemo-
therapie bereits identifiziert (Martins et al. 2011) und weitere Erkenntnisse konnten zur Um-

gehung der Chemoresistenz von RCCs beitragen.

4.2 Methodendiskussion

In dieser Arbeit wurde die Rolle von CALR und anderen ER-Stressproteinen in der Resis-
tenzvermittlung von RCC-Zelllinien auf Cisplatin untersucht. Es wurde ein Versuchsaufbau
verwendet, der in der Arbeitsgruppe bereits fiir die Untersuchung der Bedeutung verschie-
dener Proteine bei Behandlung mit Therapeutika in Karzinomzellen etabliert ist (Trivedi et
al. 2016a; Trivedi et al. 2016b). In anderen Arbeitsgruppen werden zz-vitro-Modelle nach dhn-
lichem Schema genutzt, um eine Beteiligung bestimmter ER-Stressproteine an der Chemo-
resistenz verschiedener Karzinomtypen nachzuweisen (Martin et al. 2015; Corazzari et al.
2007; Lee et al. 2008).

Bestandeteil dieser Versuchsreihen sind zum einen Nachweise der Hochregulierung von ER-
Stressproteinen, haufig mittels proteomischer Analysen, Western Blots oder dem Nachweis
einer ethéhten mRNA-Regulierung. Zum anderen werden Proliferations- und Apoptoseas-
says bei Knockdown oder Uberexpression des untersuchten Proteins zur Uberpriifung von

dessen Einfluss auf die Wirksamkeit eines Therapeutikums verwendet.
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4.2.1 Regulierung von ER-Stressproteinen und Beteiligung der Chaperon-Funktion
von CALR an der Chemoresistenz von RCC-Zelllinien

Fiir die Uberpriifung von ER-Stressproteinen wurde in der vorliegenden Arbeit auf ausfiihr-
liche proteomische Analysen verzichtet. Stattdessen wurden gezielt fiinf Proteine, die an der
Antwort der Zelle auf ER-Stress beteiligt sind, mittels Western Blot untersucht. Die Regu-
lierung von GRP78 und GRP9Y4, beides bekannte Effektorproteine des UPR-Signalweges
(Lee 2001), wurde uiberpriift. Diese Vorgehensweise, insbesondere bei GRP78, dem zentra-
len Protein des UPR-Signalweges (siche Kapitel 1.4), ist weit verbreitet, um ER-Stress in
Zellen zu uberprifen (Mandic et al. 2003; Rutkowski et al. 2006; Wang et al. 2009). ATF6A
als eines der drei UPR-Signalproteine wurde zusitzlich untersucht. An dieser Stelle sei anzu-
merken, dass nicht ebenfalls die beiden anderen UPR-Signalproteine IRE 1 und PERK (siche
Kapitel 1.4) in den Versuch einbezogen wurden, um eine umfassende Darstellung des UPR-
Signalweges sicherzustellen. Weiterhin wird in vielen Arbeiten eine zusitzliche Methode ver-
wendet, um gesicherte Ergebnisse noch einmal zu bestitigen (z. B. auf der Transkriptions-
Ebene) (Rutkowski et al. 2006; Peyrou et al. 2007). In anderen Arbeiten wird auf diese Be-
statigung verzichtet (Wang et al. 2009; Martin et al. 2013) und eine Teildarstellung des UPR-
Signalweges gilt vielen Autoren als ausreichend, um ER-Stress in Zellen nachzuweisen (Mar-
tins et al. 2011; Feng et al. 2011; Al-Rawashdeh et al. 2010).

CALR wurde im gleichen Versuch tiberprift, um eine Aussage tber seine Beteiligung an der
Resistenzvermittlung zu erhalten. ERP57 wurde zudem als wichtiges Co-Chaperon von
CALR in den Versuch mit einbezogen, um mit den oben besprochenen Proteinen den Ein-
fluss der Chaperon-Funktion von CALR zu untersuchen. Tunicamycin (TM) als bekannter
und hiufig verwendeter ER-Stress-Ausloser wurde in dieser Arbeit verwendet, um den kom-
binierten Einfluss von hochregulierten ER-Stressproteinen auf RCC-Zellen unter Therapie
mit Cisplatin zu tiberpriifen. Die Auswertung der Western Blots erfolgte mit dem Bildbear-
beitungsprogramm Image | nach einer modifizierten Methode von Miller (2010). Diese Me-
thode ist in der Arbeitsgruppe etabliert.

Fir genauere Informationen tber die Lokalisation von CALR in der Zelle und damit Aussa-
gen uber die durchgefithrte Funktion wurden Immunfluoreszenztirbungen von CALR in
RCC-Zelllinien unter Behandlung mit Cisplatin angefertigt. Diese Methode wird in verschie-
denen in-vitro-Modellen verwendet, in aktuelleren Arbeiten meist zum Nachweis von CALR-
vermitteltem ICD (Martins et al. 2011; Obeid et al. 2007; Panaretakis et al. 2008). In den
genannten Publikationen wurde CALR sowohl in nicht-permeabilisierten als auch in perme-

abilisierten Zellen gefirbt, um die Lokalisation an der Zelloberfliche und innerhalb der Zelle
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zu untersuchen. Die Translokation von CALR an die Zelloberfliche unter Cisplatin-Therapie
war nicht Teil der Fragestellung dieser Arbeit. Deshalb wurden in dieser Arbeit Farbungen
mit permeabilisierten Zellen vorgenommen, um (wie oben beschrieben) einen Uberblick
tber die vorwiegende Lokalisation von CALR innerhalb der Zelle bei Behandlung mit Cis-

platin zu erhalten.

4.2.2 Proliferation und Apoptose zum Nachweis des Einflusses von CALR auf die
Therapie mit Cisplatin

Proliferations- und Apoptoserate unter Hoch- und Herunterregulierung eines Proteins wer-
den in vielen zz-vitro-Modellen zur Messung des Einflusses eines Proteins auf die Wirksamkeit
eines Therapeutikums verwendet. Zur Apoptosemessung wird meist eine Farbung mit Propi-
diumiodid (Feng et al. 2011; Martin et al. 2015), teilweise in Kombination mit Annexin V
(Higa et al. 2014; Feng et al. 2015), und anschlieBender durchflusszytometrischer Untersu-
chung durchgefiithrt. Alternativ steht die Messung aktivierter Caspasen zur Verfugung, die
als weniger sensitiv beschrieben wird (Corazzari et al. 2007). Die Proliferationsrate wurde
mit dem MTT-Test gemessen, der hierfiir vielfach verwendet wird (Lee et al. 2008; Al-Ra-
washdeh et al. 2010; Xu et al. 2012). Die Regulierung von CALR wurde vor den oben ge-
nannten Versuchen mit siRNA- und Plasmidtransfektionen verindert. Um einen Effekt der
Transfektion auf die Proliferations- und Apoptoserate von Zellen auszuschlieBen, wurden
Kontrollen der siRNA-Transfektion mit einer unspezifischen siRNA vorgenommen. Plas-
mid-Transfektionen wurden mit einer regulidren Zellkontrolle vorgenommen. Die Transfek-
tion von A498-Zellen mit Plasmid zeigte eine nicht signifikante Hochregulierung von CALR

(zur genaueren Erlduterung siehe hierzu auch Kapitel 3.5).

4.3 Behandlung der Zellen mit Cisplatin

Das Ergebnis der Behandlung von A498- und Caki-2-Zellen mit Cisplatin wurde iberpriift.
Es wurden fiir die nachfolgenden Versuche Behandlungskonzentrationen von Cisplatin und
eine Behandlungsdauer gesucht, bei der signifikante Unterschiede in der Proliferations- und
Apoptoserate nachgewiesen werden konnten. Frihere Arbeiten der Arbeitsgruppe wurden
mit in die Uberlegung einbezogen (Trivedi et al. 2016a). RegelmiBige lichtmikroskopische
Kontrollen bestitigten eine sichtbare konzentrationsabhingige Abnahme der Proliferations-
rate und eine Zunahme der Apoptoserate. Wir gingen nach diesen Ergebnissen davon aus,
dass sich Proliferations- und Apoptoserate in einem Bereich befanden, in dem weder ein zu

hoher Anteil der Zellen durch das Therapeutikum apoptotisch wurde, noch alle Zellen
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Uberlebten und kein Effekt sichtbar war. Dies ermoglichte einen ausreichenden Nachweis

von Unterschieden (in Apoptose und Proliferation) zwischen den Behandlungsgruppen.

4.4 Lokalisation von CALR in RCC-Zelllinien

Calretikulin kann innerhalb der Zelle in unterschiedlichen Kompartimenten nachgewiesen
werden und fihrt dort je nach Lokalisation unterschiedliche Funktionen aus: Im Zellkern
regelt es die Expression bestimmter Gene, im ER nimmt es seine Funktion als essenzielles
kalziumbindendes Chaperon wahr. Im Zytosol ist es tiber die Bindung an Integrine an Zel-
ladhision und -mobilitit beteiligt und an der Zelloberfliche ist es in neoplastischen Zellen
zu finden oder vermittelt immunologische Funktionen (Michalak et al. 1999, siehe auch Ka-
pitel 1.6). Um seine Funktion in der Chemoresistenz von RCCs genauer einzugrenzen, wur-
den Immunfluoreszenzfirbungen von CALR unter Therapie mit Cisplatin vorgenommen.
Dabei wurde CALR vorwiegend perinukleir detektiert, also im ER lokalisiert. Bei einer Be-
handlung mit héheren Konzentrationen Cisplatin nahm die Signalstirke von CALR ab. Die
abnehmende Intensitit bei Behandlung mit hoheren Konzentrationen von Cisplatin steht im
Kontrast zu den Resultaten des Western Blot (Abschnitt 3.3), bei denen in Caki-2-Zellen
eine nicht signifikante Hochregulierung von CALR bei Therapie mit hohen Konzentrationen

Cisplatin (100 uM) zu beobachten war.

4.5 Regulierung von ER-Stressproteinen unter Cisplatin-Therapie

In diesem Teil der Arbeit wurde iberpriift, ob Cisplatin ER-Stress in RCC-Zelllinien ausl0st.
Damit sollte eine Beteiligung von CALR an der Chemoresistenz des RCC tber seine Funk-
tion als essenzielles Chaperon des ER untersucht werden. Es wurden fiinf Proteine tber-
prift, die als Chaperone (GRP78, GRP94 und CALR), Co-Chaperon (ERP57) oder Signal-
proteine (GRP78 und ATF6A) am UPR-Signalweg beteiligt sind (siche Kapitel 1.4).

4.5.1 GRP78 und GRP9%4
Die Rolle von GRP78 und GRP94 in Zellsignalwegen und als essenzielle Chaperone des ER

(siche Kapitel 1.4) sowie ihre Verwendung in der experimentellen Forschung in Bezug auf
ER-Stress wurden an anderer Stelle bereits besprochen (siche Kapitel 4.2.1). Viele Neopla-
sien zeigen ein rasches und wenig kontrolliertes Wachstum, bei dem eine hohe Menge an
Proteinen anfillt, die gefaltet werden missen. Insbesondere GRP78 ist deswegen in vielen
Tumoren einschlieBlich Nierenzellkarzinomen im Vergleich zum normalen Gewebe erhéht

(Fu et al. 2010; Daneshmand et al. 2007; Shuda et al. 2003). Unter der Therapie mit Cisplatin
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zeigte sich in unserem Versuch eine konzentrationsabhingige (bei Therapie mit 100 uM Cis-
platin) Hochregulierung in Caki-2-Zellen. A498-Zellen zeigten eine nicht signifikante Hoch-
regulierung bei der Therapie mit niedrigen Konzentrationen Cisplatin (20 uM). In mehreren
Publikationen wird bei der Therapie mit Zytostatika meist eine Hochregulierung von GRP78
beobachtet (Wang et al. 2009; Corazzari et al. 2007). Zudem wirkt sich die vorherige Induk-
tion von GRP78 bei anschlieBender Zytostatika-Therapie protektiv aus (Virrey et al. 2008;
Martin et al. 2015). Ein Knockdown oder die Blockade von GRP78 sensibilisiert hingegen
Zellen in der groen Mehrzahl der Veroffentlichungen fiir eine zytostatische Therapie (Wang
et al. 2009; Virrey et al. 2008).

GRP9Y4 zeigt in Caki-2-Zellen eine nicht signifikante Hochregulierung bei Behandlung mit
hohen Konzentrationen von Cisplatin (100 uM), wohingegen es in A498-Zellen bei niedrigen
und mittleren Konzentrationen (20 pM und 50 pM) signifikant hochreguliert ist und bei ho-
hen Konzentrationen (100 pM) auf das Ausgangsniveau abfillt.

Bei der Therapie mit Cisplatin sind beziiglich der beiden Proteine abhingig von verwendeter
Behandlungskonzentration und Zelllinie unterschiedliche Ergebnisse zu finden. Einige Pub-
likationen sprechen fiir die Hochregulierung (Mandic et al. 2003; Lee et al. 2008; Rovetta et
al. 2012), andere dagegen (Peyrou et al. 2007; Trivedi et al. 2016a). Eine protektive Auswir-
kung fir die Therapie mit Cisplatin durch die Induktion von ER-Stressproteinen (insbeson-
dere GRP78) wird beobachtet (Feng et al. 2011; Peyrou und Cribb 2007; Lee et al. 2008),
teilweise zeigt sich aber auch ein gegenteiliger Effekt (Xu et al. 2012).

4.5.2 ERP57
ERP57, eine Proteindisulfidisomerase, ist das wichtigste Co-Chaperon von CALR und wird

bei ER-Stress hochreguliert (siche Kapitel 1.4). In A498-Zellen war ERP57 nicht signifikant
zur Kontrolle verindert, in Caki-2-Zellen zeigte sich unter Therapie mit hohen Konzentra-
tionen von Cisplatin (100 uM) eine signifikante Hochregulierung. Bei der Therapie mit Zy-
tostatika werden unterschiedliche Reaktionen von ERP57 in der Literatur angegeben. Coraz-
zari et al. (2007) beschreiben eine Hochregulierung, Trivedi et al. (2016b) eine Herunterre-
gulierung. Konsens ist, dass die Induktion von ERP57 die Apoptoserate von Tumorzellen
bei Therapie mit Zytostatika verringert (Trivedi et al. 2016b) und der Knockdown von
ERP57 diese Apoptoserate erhéht (Corazzari et al. 2007). Zudem wird derzeit an der thera-
peutischen Inhibition von Proteindisulfidisomerasen (u. a. ERP57) mit erfolgsversprechen-

den Resultaten geforscht (Vatolin et al. 2016).
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4.5.3 ATF6A
ATFOGA ist eines von drei Signalproteinen des UPR-Signalweges und wird bei dessen Akti-

vierung von einer 90p-Einheit zu einer aktiven 50p-Untereinheit gespalten, die wiederum zur
vermehrten Transkription der UPR-Effektorproteine GRP94, GRP78 und CALR fiihrt
(siche Kapitel 1.4). ATFOA p90 wurde in Caki-2-Zellen signifikant zur Kontrolle herunter-
reguliert. Bei A498-Zellen liegt ein singulires Ergebnis vor, sodass keine eindeutige Aussage
tber die Regulierung getroffen wird (genauere Darstellung in Kapitel 3.3). Die Herunterre-
gulierung in Caki-2-Zellen konnte fiir eine vermehrte Spaltung sprechen und wird damit auch
in der Literatur in Zusammenhang gebracht (Higa et al. 2014). Langer anhaltender ER-Stress
wird hingegen mit einer Hochregulierung (und erleichterter ER-Stress mit einer Herunterre-
gulierung) von ATF6A beschrieben (Li et al. 2000; Trivedi et al. 2016b). Bestitigt werden
die Ergebnisse der p90-Einheit durch die der p50-Untereinheit nicht. Hier zeigt sich eine
nicht signifikante Herunterregulierung, was gegen eine vermehrte Aktivierung des UPR-Sig-
nalweges spricht.

Anzumerken ist, dass dauerhafte Expositionen gegentiber Auslosern von ER-Stress bevor-
zugt eine konstante Hochregulierung der Effektorproteine (z. B. GRP78) zur Folge haben
(und weniger von ATFOA selbst, Rutkowski et al. 2006) und Shang und Lehrman (2004)
wiesen nach, dass das mRNA-Level der Effektorproteine nicht zwangsliufig mit dem der
Transkriptionsfaktoren (wie beispielsweise ATF6A) iibereinstimmt. Insofern liegt der Fokus

zum Nachweis der UPR-Aktivierung auf GRP78 und GRPY4.

4.5.4 CALR

Die Funktionen von CALR wurden bereits an anderer Stelle ausfithrlich besprochen (siche
Kapitel 1.5 und 1.6). Die Analyse der Regulierung von CALR unter Therapie mit Cisplatin
ergab in A498-Zellen keine Veranderung. In Caki-2-Zellen zeigte sich eine nicht signifikant
erhohte Regulierung unter der Therapie mit hohen Konzentrationen Cisplatin (100 uM).
CALR wird bei ER-Stress in der Zelle mit GRP78 und GRP94 hochreguliert und die Induk-
tion von ER-Stress hat sich in der Therapie mit Cisplatin als protektiver Faktor erwiesen (Lin
et al. 2011). Jedoch ist die Regulierung von CALR unter Cisplatin-Therapie abhingig von
Behandlungskonzentration und verwendeter Zelllinie. So wurden sowohl Hoch-, als auch

unverinderte Regulierung nachgewiesen (Coling et al. 2007; Trivedi et al. 2016a).
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4.5.5 Reaktion von RCC-Zellen auf die Therapie mit Tunicamycin (TM)

Tunicamycin (TM) wurde verwendet, um den Einfluss mehrerer ER-Stressproteine auf die
Therapie von RCC-Zellen mit Cisplatin zu tberpriifen. In fritheren Arbeiten der Arbeits-
gruppe an humanen Nierenzellen zeigte sich eine signifikante Hochregulierung von ER-
Stressproteinen unter Behandlung mit TM (Dihazi et al. 2013). Auch andere Arbeiten ver-
wenden TM als sicheren Ausloser von ER-Stress (Okada et al. 2002; Xu et al. 2012). Dieser
Versuch zeigte zwar eine Hochregulierung von ER-Stressproteinen wie GRP78, allerdings
waren die Ergebnisse nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle fir die verwendete
Konzentration. In den angegebenen Ergebnissen zeigt sich ein nicht signifikanter Prolifera-
tionsvorteil von Zellen mit vorherig induziertem ER-Stress. Dies ist konsistent mit Ergeb-
nissen der Literatur: Peyrou et al. (2007) zeigten z. B., dass Prikonditionierung mit TM zu

einer verminderten Toxizitit von Cisplatin fihrt.

4.6 Fazit: ER-Stress in RCCs bei der Therapie mit Cisplatin

Die dargestellten Ergebnisse, insbesondere von GRP78, GRP94, ERP57 und auch ATF6A
p90 in Caki-2-Zellen deuten auf eine Aktivierung des UPR-Signalweges hin. CALR zeigte in
Caki-2-Zellen keine signifikant verdnderte Regulierung, allerdings eine nicht signifikante
Hochregulierung bei Behandlung mit hohen Konzentrationen von Cisplatin (100 uM), was
mit den Ergebnissen der genannten anderen Proteine (GRP78, GRP94 und ERP57) zusam-
menpasst. Zusammengefasst sprechen die Ergebnisse fiir eine Verursachung von ER-Stress
durch die Behandlung mit Cisplatin und es ldsst sich ein dosisabhingiger Effekt beobachten.
Dieses Ergebnis ist iberwiegend mit der Literatur konsistent. Eine signifikante Aussage ldsst
sich aus den Ergebnissen nicht abschliefend treffen. An dieser Stelle kénnte eine zweite
Methode zur Bestitigung der Western Blots, beispielsweise die Untersuchung von CALR
und GRP78 auf mRNA-Ebene, in zukinftigen Arbeiten angestrebt werden.

CALR selbst wird bei hohen Konzentrationen von Cisplatin in Caki-2-Zellen nicht signifi-
kant hochreguliert, also interessanterweise dann, wenn ein hoher Anteil der Zellen apopto-
tisch oder nekrotisch ist. Insofern koénnte die vermehrte Expression fur einen protektiven
Effekt des Proteins sprechen, konnte aber auch Teil des induzierten Apoptosewegs sein. In

den folgenden Kapiteln wird diese Frage genauer erortert.
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4.7 Einfluss von CALR auf die Proliferationsrate von Zellen unter
Cisplatin-Therapie
Zur Uberpriifung eines Einflusses von CALR auf die Chemoresistenz von RCCs wurde die
Proliferationsrate von RCC-Zelllinien mit Knockdown-CALR und CALR-Hochregulierung
unter der Therapie mit Cisplatin ermittelt. Fiir A498-Zellen besteht kein Unterschied zwi-
schen der Proliferationsrate von CALR-Knockdown-Zellen gegentiber der Kontrolle. In
A498-Zellen mit hochreguliertem CALR zeigte sich ein nicht signifikanter Proliferations-
nachteil gegentiber der Kontrolle, insbesondere bei Behandlung mit niedrigen Cisplatin-
Konzentrationen (20 uM). Fir Caki-2-Zellen wurde ein nicht signifikanter Proliferationsvor-
teil von Zellen mit herunterreguliertem CALR verglichen mit der Kontrolle erhoben. Bei
Behandlung mit héheren Konzentrationen Cisplatin zeigte sich ein signifikanter Proliferati-
onsvorteil von Zellen mit hochreguliertem CALR gegentiber der Kontrolle. Dieser Prolife-
rationsvorteil war bei Behandlung mit héheren Konzentrationen Cisplatin noch zu beobach-
ten, allerdings nicht mehr signifikant.
CALR kann in Bezug auf die Proliferationsrate von Tumoren unterschiedliche Effekte ha-
ben. Einerseits werden hochregulierte CALR -Werte in z-vitro-Modellen mit vermehrter Mig-
ration und Proliferationsrate von Tumorzellen verschiedenen Ursprungs in Verbindung ge-
bracht. An anderer Stelle wird kontrovers diskutiert, ob eine CALR-Hochregulierung in Zel-
len zur Zellzyklusprogression (Feng et al. 2015; Huang et al. 2016) oder zum Zellzyklusarrest
fihrt (Liu et al. 2015). Dies scheint abhingig von der untersuchten Zellreihe zu sein (Sheng
et al. 2014). Zudem ist CALR an der Migration und Proliferation verschiedener Tumoren
beteiligt. CALR-Knockdown fiithrt dabei zu verminderter Migration und weniger Prolifera-
tion (Lu et al. 2011; Chiang et al. 2013). AbschlieBend sei die Arbeit von Sheng et al. (2014)
genannt, in der nachgewiesen wurde, dass der Knockdown von CALR eine Verminderung
der Chemoresistenz von pankreatischen Tumorzellen zur Folge hat. Dies wurde anhand ei-
ner verminderten Proliferationsrate unter Therapie mit Gemcitabin und Oxaliplatin nachge-
wiesen.
Andererseits gilt CALR als das zentrale Signalprotein fir immunologischen Zelltod (ICD,
immunogenic cell death), wenn es an die Zelloberfliche verlagert wird (sieche Kapitel 1.6). In
dieser Hinsicht hat der Knockdown von CALR und anderen Proteinen der ER-Stress-Kas-
kade, die als Signal fir die Translokation von CALR dienen, einen protektiven Einfluss auf
die Proliferation unter Behandlung mit Zytostatika, da auf diese Weise weniger ICD in der
Zelle ausgel6st werden kann. So wiesen Xu et al. (2017) in chemoresistenten Endometrium-

karzinom-Zellen verminderte Konzentrationen von CALR und ebenjenen Proteinen nach.
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Diese stiegen auch nach Zytostatika-Therapie nicht an, im Gegensatz zu nicht-resistenten
Kontrollzellen. CALR-Hochregulierung und Auslosen von ER-Stress in resistenten Zellen
hingegen forderten ICD und verminderten die Proliferationsrate der Zellen.

Der Einfluss von CALR auf die Proliferationsrate ist nach den oben dargestellten Ergebnis-
sen deutlich abhingig vom Zelltyp. Auch in der angegebenen Literatur werden unterschied-
liche Ergebnisse beobachtet. Eine Vielzahl verschiedener Mechanismen sind in die Zell-
proliferation involviert und dartiber konnten die Unterschiede erklirt werden. Haufig wird
ein solcher Proliferationsvorteil von Zellen mit hochreguliertem CALR beobachtet. Dies ist
fir Caki-2 konsistent mit den Ergebnissen der Western-Blot-Analyse, in denen eine stei-
gende, nicht signifikante Hochregulierung von CALR bei Behandlung mit steigenden Kon-
zentrationen von Cisplatin erhoben wurde. Auch zeigt sich in Zellen, in denen iiber TM ER-
Stressproteine hochreguliert wurden, fur Caki-2-Zellen ein nicht signifikanter Proliferations-
vorteil. Uberraschend ist, dass in Caki-2-Zellen mit Knockdown-CALR ebenfalls ein Prolife-
rationsvorteil gegentuber der Kontrolle erhoben wurde. A498-Zellen verhalten sich entge-
gengesetzt, mit einer statistisch nicht signifikant niedrigeren Proliferationsrate von Zellen mit
hochreguliertem CALR und einer weitgehend gleichbleibenden Proliferationsrate von Zellen
mit CALR-Knockdown zur Kontrolle. Weitere Erkenntnisse hierzu erbrachte der Apoptose-

assay, der im folgenden Abschnitt behandelt wird.

4.8 Einfluss von CALR auf die Apoptoserate von RCCs unter der
Therapie mit Cisplatin

Die Apoptoserate von RCC-Zelllinien mit verinderter CALR-Regulierung unter Therapie
mit Cisplatin wurde mittels eines Annexin V/PI-Apoptoseassays gemessen. Der Versuch
ergab fir A498-Zellen mit Knockdown-CALR zunichst eine nicht signifikant hohere
Apoptoserate gegeniiber der Kontrolle bei Behandlung mit 0 uM, 20 uM und 50 uM Cispla-
tin, wobei die Apoptoserate von Knockdown-CALR-Zellen mit steigender Konzentration
von Cisplatin wenig anstieg. Bei Behandlung mit 100 uM Cisplatin zeigte sich eine signifikant
erhohte Apoptoserate von Zellen der Kontrollgruppe zu Knockdown-CALR-Zellen. Der
Versuch von A498-Zellen mit hochreguliertem CALR ergab bei eingeschrinktem Erfolg der
Transfektion kein verwertbares Ergebnis (siche hierzu auch Kapitel 4.8). Caki-2-Zellen zeig-
ten eine statistisch nicht signifikant verminderte Apoptoserate von Knockdown-CALR-Zel-
len gegentiber der Kontrolle und eine statistisch nicht signifikant héhere Apoptoserate von
Zellen mit hochreguliertem CALR gegentiber der Kontrolle. Die héhere Apoptoserate trat
bereits ohne Cisplatin-Behandlung (0 uM) auf.
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Der Einfluss von CALR auf die Apoptoserate von Zellen wurde in zahlreichen Arbeiten
untersucht, hiufig auch in Kombination mit deren Proliferationsrate. Zunichst wird CALR
als ER-Stressprotein bei der Therapie mit Chemotherapeutika hochreguliert (Corazzari et al.
2007) und seine Herunterregulierung kann Teil des therapeutischen Wirkungsmechanismus
sein (Trivedi et al. 2016b; Nakajo et al. 1996). Dariiber hinaus wurde eine generelle Beteili-
gung von CALR an Chemoresistenz beispielsweise von Lungenkarzinomen von Chou et al.
(2015) festgestellt. Der Knockdown von CALR wird haufig mit einer erhohten Apoptoserate
in Zusammenhang gebracht: Feng et al. (2015) beschrieben dies in Zelllinien des hepatozel-
lulidren Karzinoms tber die Regulierung des Zellzyklus. Liu et al. (2013) wiesen eine Beteili-
gung von Integrinen an der Verminderung von Apoptose tber eine vermehrte Adhasion
unter Chemotherapie nach und benennen Calretikulin als das zytosolische Bindungsprotein.
Umgekehrt vermittelt wiederum der Knockdown von CALR hohere Apoptoseraten iiber
eine gestorte Adhasionsfahigkeit der Zellen (Du et al. 2009). CALR scheint in Bezug auf
seine ER-Chaperon-Funktion hingegen vor allem in den proapoptotischen Teil des UPR-
Signalweges tiber das Auslosen von immunologischem Zelltod (ICD) und weniger in das
Verhindern von Apoptose involviert zu sein (Obeid et al. 2007) (weitere Informationen siehe
Kapitel 1.6 und 4.7). Dieser Mechanismus ist beteiligt an der Ausbildung von Chemoresis-
tenz. Gleichzeitig wird Cisplatin als ein wenig potenter Ausloser von ER-Stress-getriggertem
ICD beschrieben (Tesniere et al. 2010; Martins et al. 2011) und ICD tritt iz vitro erst in Co-
Kultur mit Immunzellen auf (Michaud et al. 2014), sodass eine Beteiligung dieses Signalweges
von CALR in dieser Arbeit weitgehend ausgeschlossen werden kann.

Die Ergebnisse des Apoptoseassays weisen bei A498-Zellen und Caki-2-Zellen in die gleiche
Richtung. Ein Knockdown von CALR zeigt fir beide Zelllinien einen protektiven Effekt,
wenn auch nicht signifikant, insbesondere fiir A498-Zellen, bei denen die Apoptoserate weit-
gehend unabhingig von der Cisplatin-Konzentration ist und eine Resistenz gegen Cisplatin
auch bei Therapie mit hohen Konzentrationen aufzeigt. Die Hochregulierung stellt in Caki-
2-Zellen hingegen einen nicht signifikanten Therapievorteil fur Cisplatin bei erhéhten
Apoptoseraten von Zellen mit CALR-Hochregulierung dar.

Dies steht im Gegensatz zu der Mehrzahl der Publikationen. Dort ist CALR an Prozessen
der Adhision oder des Zellzyklus beteiligt, die Apoptose entgegenwirken, womit ein Knock-
down zu vermehrter Apoptose fuhrt. Der Vorgang, dass ein CALR-Knockdown tber die
fehlende Vermittlung von ICD verminderte Apoptoseraten auslost, ist, wie oben beschrie-
ben, unwahrscheinlich. Die Eigenschaften des verwendeten Zelltyps werden auch an dieser

Stelle mal3geblich fiir die o. g FErgebnisse sein und koénnten die Unterschiede zur
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dargestellten Literatur erkliren. Nicht ausgeschlossen ist, dass Nierenzellkarzinome auf Che-
motherapie anders als die o. g. Karzinomtypen reagieren (hepatozellulire Karzinome, Lun-
genkarzinome) und eine Herunterregulierung von CALR Teil der Resistenzentwicklung ge-

gen Chemotherapie ist.

4.9 Fazit und Ausblick: Die Rolle von Calretikulin in der

Chemoresistenz des Nierenzellkarzinoms
In den erhobenen Ergebnissen zeigt sich insgesamt, anders als zunichst in Kapitel 4.7 ver-
mutet, der Trend, dass eine Herunterregulierung von CALR vermehrte Resistenz auslost.
Ein Knockdown von CALR hat in beiden Zelllinien einen nicht signifikanten protektiven
Effekt, nachgewiesen durch eine verminderte Apoptoserate insbesondere in A-498-Zellen.
Die Hochregulierung hingegen stellt einen Therapievorteil von Cisplatin in Caki-2-Zellen
dar. Unterstutzt wird dieser Trend durch die Ergebnisse der Proliferationstests v. a. fiir A498-
Zellen, in denen ein Proliferationsnachteil von Zellen mit hochreguliertem CALR beobachtet
wird. Caki-2-Zellen zeigen passend einen Proliferationsvorteil mit Knockdown-CALR. Inte-
ressanterweise zeigt sich auch ein Proliferationsvorteil fur Zellen mit hochreguliertem CALR.
Eine erhohte Apoptoserate (wie im vergleichbaren Apoptoseassay sichtbar) schlie3t jedoch
eine erhohte Proliferationsrate z. B. als Kompensationsmechanismus nicht aus.
Dem oben beschriebenen Trend entgegen stehen die Proliferationsversuche mit TM mit ei-
nem Proliferationsvorteil von Zellen mit hochregulierten ER-Stressproteien sowie die feh-
lende Herunterregulierung von CALR unter Cisplatin-Therapie in den Western-Blots. Ers-
tere zeigen allerdings den kombinierten Effekt der untersuchten Proteine und sollten bei
weniger deutlicher Regulierung von CALR fiir die Fragestellung als nachrangig angesehen
werden. Die fehlende Herunterregulierung kénnte auch fiir einen proapoptotischen Effekt
von CALR unter Therapie mit Cisplatin stehen und somit ein Knockdown weniger Apoptose
und vermehrt Proliferation verursachen.
In der Literatur wird tiberwiegend ein entgegengesetzter Trend beobachtet. Die Herunterre-
gulierung von CALR steht in der Mehrzahl der Publikationen im Zusammenhang mit ver-
minderter Proliferation und vermehrter Apoptose. Dies ist abhdngig vom untersuchten Zell-
typ.
Nierenzellkarzinome besitzen eine hohe intrinsische Resistenz gegen Chemotherapie. Inso-
fern konnten die dargestellten Ergebnisse Anhalt fiir eine Sonderposition des Nierenzellkar-
zinoms beziiglich der Rolle von CALR in der Vermittlung von Chemoresistenz sein und
sollten weiterverfolgt werden. Insbesondere wird in aktuelleren Publikationen auf die Rolle
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von CALR in der Vermittlung von ICD eingegangen. Diese steht nach neueren Erkenntnis-
sen in Zusammenhang mit Chemoresistenz (Xu et al. 2017) und ist in Nierenzellkarzinomen

noch nicht erforscht.

Wenig Hinweis besteht hingegen dafiir, dass CALR Chemoresistenz iiber seine Funktion als
zentrales ER-Chaperon vermittelt. Zunichst besteht keine signifikante Hochregulierung in
den Western-Blot-Analysen. CALR ist weiterhin in der Immunfluoreszenz bei Therapie mit
héheren Konzentrationen von Cisplatin weniger deutlich perinukledr nachweisbar. Abschlie-
Bend wiirde man bei Resistenzvermittlung als ER-Chaperon einen protektiven Effekt unter
CALR-Hochregulierung erwarten, was nicht den Ergebnissen entspricht. Dennoch hatte die
Prikonditionierung mit TM einen positiven Effekt auf die Proliferationsrate sowohl von
A498- als auch von Caki-2-Zellen. Dies lidsst den Schluss zu, dass andere Proteine des UPR-
Signalwegs einen grof3eren Einfluss tber ihre Funktion als ER-Chaperone haben. An dieser
Stelle set GRP78 genannt, welches bereits in zahlreichen Publikationen als wichtiges Protein
in der Tumorgenese und -progression beschrieben wurde (siche Kapitel 4.5.1). GRP78 wird
unter Therapie mit Cisplatin signifikant in Caki-2-Zellen hochreguliert und zeigte sich eben-
falls unter TM signifikant induziert. Die weitere Untersuchung von GRP78 in Bezug auf
Nierenzellkarzinome koénnte den dargestellten Ergebnissen zufolge ebenfalls vielverspre-

chend sein.

Die Vermittlung von Chemoresistenz in Nierenzellkarzinomen erfolgt durch eine Vielzahl
verschiedener Mechanismen. Weitere Erkenntnisse sind nétig fur die Entwicklung von effi-
zienten Therapeutika. CALR zeigte sich in den Ergebnissen als Protein, was in der Resis-
tenzvermittlung weiter untersucht werden sollte. So konnte es Zielstruktur von neueren The-
rapeutika werden, um Patienten mit metastasierter Erkrankung oder Rezidiv Therapieoptio-

nen zu ermoglichen und ihre Prognose deutlich zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Das metastasierte Nierenzellkarzinom (mRCC) ist bis zum heutigen Zeitpunkt eine nicht
heilbare Erkrankung (Rodriguez-Vida et al. 2017). Eine Chemotherapie ist wegen intrinsi-
scher Resistenz der Zellen keine therapeutische Option (Lilleby und Fossa 2005). Calretikulin
(CALR) als ein kalziumbindendes Chaperon des endoplasmatischen Retikulums (ER), spielt
in der Entstehung und Progression von verschiedenen Tumoren eine wichtige Rolle (Chen
et al. 2009). Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von CALR in seiner Funktion als essenzielles
Chaperon in der Chemoresistenz des RCC zu untersuchen.

Daftr wurde ein sz-vitro-Versuchsansatz an zwei Zellrethen des RCC angewendet. Dieser be-
stand aus Western-Blot-Analysen von CALR und weiteren ER-Stressproteinen sowie Im-
munfluoreszenz-Firbungen von CALR unter Therapie mit dem Chemotherapeutikum Cis-
platin. Dabei wurde CALR in RCC-Zelllinien durch eine Transfektionsbehandlung hoch-
und herunterreguliert. AnschlieBend wurden MTT-Assays zur Messung der Proliferations-
rate sowie durchflusszytometrische Analysen nach Annexin V/PI-Firbung zur Messung der
Apoptoserate unter Cisplatin-Therapie durchgefiihrt.

Die Regulierungen von CALR und anderen ER-Stressproteinen waren sowohl abhingig von
der Cisplatin-Konzentration als auch von der untersuchten Zelllinie. In Caki-2-Zellen zeigte
sich dabei eine konzentrationsabhingige Hochregulierung von CALR und GRP78 (glucose-
regulated-protein; GRP78: 1.687 +/- 0.5583, p = 0.0173). CALR wurde in der Immunfluores-
zenz hauptsichlich perinukledr detektiert. Proliferationsassays zeigten sowohl einen Prolife-
rationsvorteil fiir Zellen mit herunterreguliertem CALR als auch mit hochreguliertem CALR
in Caki-2-Zellen (78.06 +/- 14.56 zu 40.96 +/- 23.33, p<0.05) sowie einen Proliferations-
nachteil von A-498-Zellen mit hochreguliertem CALR. In Apoptoseassays wurden Ubetle-
bensvorteile von Zellen mit CALR-Herunterregulierung (A498: 34.25 +/- 4764 zu 56.73
+/-25.67, p < 0.05) im Gegensatz zu einem Therapievorteil in Caki-2-Zellen mit hochregu-
liertem CALR beobachtet.

Dass eine Herunterregulierung von CALR vermehrte Proliferation und verminderte
Apoptose begiinstigt, deutet auf eine Beteiligung von CALR in der Progression und Chemo-
resistenz von RCCs hin. Eine Vermittlung der Chemoresistenz von CALR iiber seine Funk-
tion als essenzielles ER-Chaperon konnte in dieser Arbeit dagegen nicht abschlieBend besti-

tigt werden. Weiterfithrende Untersuchungen, wie etwa einer Beteiligung in anderen
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Zusammenfassung

apoptotischen Signalwegen [z. B. zmmunogenic cell death (1CD)] in RCCs sind erforderlich, um

diese Resistenzentwicklung besser zu verstehen.
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6  Anhang

6.1 Abbildungen

6.1.1 Western-Blot-Analysen mit Tunicamycin (TM)
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Abbildung Anhang 1: Western-Blot-Analysen von A498 und Caki-2 mit CALR und anderen
ER-Stressproteinen unter TM-Behandlung

Dargestellt sind reprisentative Western Blots (linke Halfte) von ER-Stressproteinen (CALR,
GRP78, GRP94, ERP57 und ATFGA p50) und der Positivkontrolle ACTB mit den entsprechen-
den Auswertungen (rechte Hilfte) in RCC-Zellen (A: A498, B: Caki-2), die mit aufsteigenden
TM-Konzentrationen behandelt wurden. Angabe der zur Kontrolle normalisierten Werte als
Mittelwert mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede von jeder Behandlungskon-
zentration zum normalisierten Wert 1 sind direkt Gber der jeweiligen Sdule eingetragen, Unter-
schiede zwischen den Konzentrationen als Balken. Signifikanzniveaus: * = p < 0,05;
= p < 0,01; ¥ = p <0,001; ¥** = p < 0,0001. Zur statistischen Auswertung der Western
Blots, siche Kapitel 2.3.8.
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6.1.2 Proliferationsassays mit Tunicamycin (TM)
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Abbildung Anhang 2: Proliferation von RCC-Zelllinien mit verinderter Regulierung von ER-

Stressproteinen gegen Kontrolle unter Cisplatin-Behandlung

Aufgetragen sind die zur unbehandelten (0 uM Cisplatin) Kontrollgruppe (TM-Behandlung und
Kontrollzellen) in Prozent angegebenen Ergebnisse des MTT-Tests von RCC-Zellen beider
Zelllinien (A: A498, B: Caki-2) mit unverinderten oder hochregulierten ER-Stressproteinen
(nach Behandlung mit Tunicamycin). Die Versuchsergebnisse sind als Mittelwert mit Stan-
dardabweichung angegeben. Signifikanzniveaus: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001,
Rk = p < 0,0001
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