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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Niere

Die Niere spielt eine zentrale Rolle bei verschiedenen Prozessen im menschlichen Korper, etwa der
Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts, der S&ure-/Basen-Homdostase, der
Blutdruckregulation, der Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen und der Produktion von
Hormonen wie Renin und Erythropoetin.

Die Nieren sind paarig angelegte Organe, die retroperitoneal liegen. Makroskopisch besteht die Niere
aus dem Cortex, der Medulla und der Papille und ist von einer Kapsel aus Bindegewebe umgeben.
Die funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, das sich aus dem Glomerulus und dem
anschlieBenden Tubulussystem zusammensetzt. Dabei kommt dem Glomerulus die Funktion eines
Filters zu, durch den 20% des renalen Plasmaflusses filtriert werden. Der glomerulére Filter besteht
aus dem fenestrierten Endothel der Kapillarschlingen, einer dreischichtigen Basalmembran sowie der
Schlitzmembran zwischen den FuRfortsdtzen der Podozyten. Die Schlitzmembran ist mit einer negativ
geladenen Glykokalix ausgekleidet, die dafiir sorgt, dass Anionen den Filter schlechter passieren
kdnnen als positiv geladene Teilchen. Zudem wird die Filtrierbarkeit eines Stoffes von seiner GroRe
bestimmt. Stoffe mit einer GroRRe bis 6 kDa sind dabei frei filtrierbar, wahrend die Filtrierbarkeit bis

etwa 50-60 kDa stetig abnimmt.

1.2 Der proximale Tubulus

An den Glomerulus schliel3t sich der proximale Tubulus an. In diesem Tubulussegment findet der
Massentransport statt. Das heif3t, dass hier der Grof3teil der Resorption stattfindet. Konkret bedeutet
dies etwa 70% des filtrierten Wassers und NaCl, 80% des filtrierten Bikarbonats, 60-80% des
Phosphats und 100% der filtrierten Glucose, der niedermolekularen Proteine und der Aminosauren.
Die Transportmechanismen im proximalen Tubulus sind maRgeblich vom Na*-Gradienten abhingig,
der zwischen Tubuluslumen und Zytoplasma besteht. Dabei muss die intrazellulire Na'-
Konzentration konstant niedrig gehalten werden. Dies wird durch die basolateral gelegene Na'/K'-
ATPase bewerkstelligt, die Na* und K' entgegen ihrer jeweiligen Konzentrationsgradienten im
Verhiltnis 3:2 unter ATP-Verbrauch im Antiport (iber die Zellmembran pumpt. Da die Na*/K'-ATPase
keinen elektroneutralen Transporter darstellt, trdgt sie zudem mit etwa 10 mV zum
Membranpotential bei, generiert also zusatzlich zum chemischen auch einen elektrischen
Gradienten. Die Energie in der Form von ATP, die dafiir erforderlich ist, wird zum groBten Teil in den
Mitochondrien gebildet. 95% des gebildeten ATP wird dabei fiir die Aufrechterhaltung der Na*/K’-
ATPase-Funktion verwendet [1;2]. Eine Beeintrichtigung der Na'/K'-ATPase-Aktivitit hat

schwerwiegende Auswirkungen auf die Funktion des proximalen Tubulus [3].
1
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer Zelle des proximalen Tubulus

Die konstant niedrige Na’-Konzentration ist vor allem deshalb wichtig, da viele Transportprozesse
Uiber sekundar aktive Transporter ablaufen, die Na'-gekoppelt sind. Dies gilt beispielsweise fiir die
Na’-Glucose-Cotransporter SGLT1 und SGLT2 [4;5], die Na'-Phosphat-Cotransporter NaPi2a und
NaPi2c [6], den Na*-Protonen-Austauscher NHE3 oder verschiedene Aminosiure-Transporter wie den
EAAT3 [7;8] oder B’AT1 [9;10]. NHE3 ist dabei derjenige Transporter, tiber den der groRte Anteil an
Na® resorbiert wird. Das dabei aus dem Zytoplasma transportierte Proton reagiert im Lumen,
katalysiert von der membranstdandigen Carboanhydrase 1V, mit Bikarbonat zu H,0 und CO,. Aufgrund
seiner Lipophilie kann CO, nun {ber die Zellmembran diffundieren. In der Zelle lauft die
entgegengesetzte Reaktion ab, katalysiert von der Carboanhydrase Il. Das dabei entstehende Proton

kann wieder vom NHE3 fiir den Antiport mit Na* genutzt werden.
HCO;™ + H30" = CO,+2H,0

Zudem wird im proximalen Tubulus Wasser (iberwiegend parazelluldr entlang des osmotischen
Gradienten resorbiert. Das Wasser zieht dabei lonen mit, was man als ,,solvent drag” bezeichnet.

Im proximalen Tubulus finden jedoch nicht nur Resorptionsprozesse statt. Hier werden auch Stoffe
aus dem Blut in das Lumen sezerniert. Dazu gehoren unter anderem organische Anionen und
Kationen sowie Medikamente. Weiterhin wird in diesem Segment die aktive Form von Vitamin D3
gebildet und sezerniert.

Der hohe Energieaufwand, der fir die Aufrechterhaltung der transzelluldaren Resorption erforderlich
ist, fihrt zu einer charakteristischen Zellmorphologie. Proximale Tubuluszellen verfligen Uber eine
Vielzahl von Einfaltungen an der basolateralen Seite, in denen palisadenartig die Mitochondrien
liegen. Damit ist eine raumliche Nahe von ATP-Produktion in den Mitochondrien und ATP-Verbrauch

durch die Na*/K*-ATPase gewahrleistet.
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1.3 Aufbau und Funktion der Mitochondrien

Mitochondrien sind von einer Doppelmembran umgebene hochdynamische Zellorganellen, die (iber
ihr eigenes Genom verfligen [11] und an einer Vielzahl zelluldrer Vorgange beteiligt sind. In ihnen
l[auft unter anderem der Citratzyklus ab, ein Teil der B-Oxidation sowie einige Schritte der
Steroidbiosynthese. Des Weiteren dienen sie als Ca?*-Speicher und spielen eine Rolle bei der

Apoptose.

1.3.1 Die mitochondriale B-Oxidation

In den Mitochondrien werden mittlere und kurzkettige Fettsduren in der mitochondrialen B-
Oxidation zu Acetyl-CoA abgebaut. Dabei entstehen Reduktionsdquivalente in Form von FADH, und
NADH/H®, die unter anderem in der Atmungskette wieder oxidiert werden. Fettsduren liegen im
Plasma hauptsachlich an Glycerin gebunden als Triacylglycerine vor, die vor ihrem Transport in die
Mitochondrien hydrolysiert werden missen. Die freien Fettsduren konnen dann an Carnitin
gebunden Uber Carnitin-Acyl-Transferasen in die Matrix transportiert werden, wo der eigentliche
Abbau stattfindet. Dieser lauft dabei immer nach dem gleichen Schema ab, ndmlich Oxidation,
Dehydrierung, Oxidation, Thiolyse. Dadurch werden die Fettsdauren bei jedem Reaktionszyklus um

zwei C-Atome verkirzt, bis sie vollstdndig abgebaut sind (Abb.2).

4 3 2 1
R— CHy— CH,— CH,— C— S— CoA

B a

Acyl-CoA
1. Oxidation

Acyl-CoA-Dehydrogenase

FADH,

| FAD

-* pachster Zy;(f_u; Bt Ty

@) 3 . 4 3 H 1
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0 ;
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H '0‘ HOH Enoyl-CoA-
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2 3 2
4 3 H 1 4 H H 1
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LL-}Hydroxyacyl-CoA-DehydmgenaseJ

Abb. 2: Einzelreaktionen der B-Oxidation geradzahliger Fettsduren (aus: Loffler, Petrides; Biochemie &
Pathobiochemie; 9. Auflage 2014)

Je nach Lange der abzubauenden Fettsdure sind verschiedene Enzyme an der mitochondrialen B-
Oxidation beteiligt. Die langkettigen Fettsduren werden zundchst von long chain acyl-CoA-

Dehydrogenasen (LCADH) oxidiert. Die Dehydrierung, der zweite Oxidationsschritt und die
3
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abschlieRende Thiolyse werden dann von einem Heterooktamer katalysiert, dem sogenannten
mitochondrialen trifunktionellen Protein (MTP). Das MTP setzt sich aus zwei Untereinheiten
zusammen, der Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase A (HADHA) und der Hydroxyacyl-CoA-
Dehydrogenase B (HADHB). Nach zwei bis drei Oxidationszyklen werden die verkiirzten Fettsduren
von weiteren Enzymen vollstandig abgebaut.

Dieser Vorgang ist im proximalen Tubulus von besonderer Bedeutung, da diese Zellen ihre Energie
zum GrolSteil aus dem Abbau von Fettsduren gewinnen [12]. Dies ist insofern bemerkenswert, da in
der Niere die gesamte filtrierte Glucose in diesem Tubulussegment resorbiert wird. Dennoch findet
hier keine Glykolyse statt, es wird im Gegenteil sogar noch Glucose Uber die Gluconeogenese neu

gebildet [13-15].

1.3.2 Citratzyklus

Im Citratzyklus wird Acetyl-CoA, welches beim Abbau von Glucose, Fettsduren und Aminosauren
entsteht, komplett abgebaut zu CO,, GTP und den Reduktionsdquivalenten NADH/H" und FADH,.
NADH/H" und FADH, dienen dabei als Elektroneniibertriger, die ihre Elektronen in die Atmungskette
einspeisen und damit den Austritt von Protonen aus der Matrix antreiben. Dies geschieht in den

folgenden Reaktionen:

(1) Isocitrat + NAD" > a-Ketoglutarat + CO, + NADH + H*
(2) a-Ketoglutarat + NAD" +CoA > Succinyl-CoA + CO, + NADH + H*
(3) Succinat + FAD > Fumarat + FADH,

(4) Malat + NAD" > Oxalacetat + NADH + H*

Reaktion (3) wird von der Succinat-Dehydrogenase katalysiert, die als Komplex Il ebenfalls an der
Atmungskette beteiligt ist. FADH,, welches hier generiert wird, verlasst den Enzymkomplex nicht,
sondern die Elektronen werden direkt vom ,electron transferring flavoprotein“ (ETF) in die

Atmungskette eingeschleust [16].

1.3.3 Oxidative Phosphorylierung

Die wichtigste Aufgabe der Mitochondrien ist die Bereitstellung von Energie in Form von ATP. Dies
geschieht in der oxidativen Phosphorylierung. Hierbei wird ein elektrochemisches oder
chemiosmotisches Potential, welches Uber die innere Membran aufgebaut wird, genutzt, um die
ATP-Synthase anzutreiben. Die Potentialdifferenz von etwa 180-200 mV entsteht dabei durch den
Protonenefflux aus der Matrix in den Intermembranraum und der damit einhergehenden

Akkumulation positiver Ladung im Intermembranraum (Abb. 3).



Einleitung

LUl ettt ilellliellleltlielliillleiitilelllilellillteleillleiileleleelleellieeillilllleeelleeiteeeety

AuRere Mitochondrienmembran

LA L LLL L L LA L LLL LAL LLLLL LLL LLLAL LL LL L LA L L AL L L L L L LA L L L L

H*

TeTeeeesTereesReereeveveeReeeer e

[eeee [EeTETr RS SeReTeeeesee e e e e e e

Innere Mitochondrienmembran

e Letillleeiiiiiiiiiiiiituiiieiieciecines

@Ubiquinone
OCytochrome ¢

2H"+%0; H20 ADP +P, ATP

Abb. 3: Schematische Darstellung der Atmungskette

Die Protonen werden von Komplex I, Ill und IV aus der Matrix beférdert und treiben bei ihrem
Wiedereintritt in die Matrix die ATP-Synthase (Komplex V) an, was die Synthese von ATP ermdglicht.
Die Elektronen, die lGber Komplex | und Il in die Atmungskette eingebracht werden, werden in
Komplex IV genutzt, um O, zu H,0 zu reduzieren. Dies erklart auch, warum gerade in den corticalen
Nephronabschnitten wie dem proximalen und distalen Tubulus die Mitochondriendichte am
hochsten ist, da hier die Nierenperfusion und damit auch die Sauerstoffzufuhr am grof3ten ist.
Mitochondriale Defekte werden seit einiger Zeit auch mit renalen Erkrankungen in Verbindung
gebracht [17-21]. Eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmungskette macht sich besonders in
den Geweben bemerkbar, die auf eine konstant hohe Energieversorgung angewiesen sind, wie
Skelett- und Herzmuskelzellen, Zellen des zentralen Nervensystems oder auch proximale und distale
Tubuli des Nephrons [20;22;23]. Eine Stérung der Mitochondrienfunktion kann daher zu Stérungen
des zentralen Nervensystems, zu Optikusatrophie, Ophthalmoplegie, Herzrhythmusstérungen,
Muskelschwéache und Nierenfunktionsstorungen fiihren [24;25].

Im proximalen Tubulus ist die konstante Bereitstellung von Energie in Form von ATP zwingend
erforderlich, um den transzelluldren Transport aufrechtzuerhalten. Der Bedarf an ATP wird dabei zu
95% Uber die oxidative Phosphorylierung gedeckt [1;2;26]. Zudem liegt der ATP-Verbrauch nahe an
der maximalen Kapazitit der ATP-Generierung, da eine Stimulation der apikalen Na*-Aufnahme zu
einem schnellen Abfall der intrazelluldren ATP-Konzentration fiihrt [3]. Daher ist es naheliegend, dass
eine Stoérung der oxidativen Phosphorylierung mit einem renalen Verlust von Stoffen wie Glucose,
Aminosduren oder niedermolekularen Proteinen einhergeht, wie er bei Patienten mit renalem

Fanconi-Syndrom zu beobachten ist.

1.4 Renales Fanconi-Syndrom

Als renales Fanconi-Syndrom bezeichnet man eine Reihe von Symptomen wie den renalen Verlust
von Glucose, Phosphat, Bikarbonat und Aminosauren. Dieses Krankheitsbild wurde zum ersten Mal

1924 von Lignac beschrieben [27] und in den dreiBiger Jahren von Debré, de Toni und Fanconi naher

5
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charakterisiert [28-30]. Die Bezeichnung Debré-de Toni-Fanconi-Syndrom oder kurz Fanconi-Syndrom
wurde zum ersten Mal 1943 verwendet [31]. Mittlerweile definiert man das Fanconi-Syndrom als
generelle Funktionsstorung des proximalen Tubulus mit einem einhergehenden renalen Verlust von
Glucose, Phosphat, Bikarbonat, Aminosdauren und niedermolekularen Proteinen. Besonders
schwerwiegend ist hierbei die vermehrte Ausscheidung von Phosphat, da dies zu einer verzogerten
Mineralisierung bzw. einer Entmineralisierung der Knochen fiihrt, was sich bei Kindern als
Minderwuchs und Vitamin D-resistente Rachitis, bei Erwachsenen als Osteomalazie und Osteoporose
manifestiert. Glucosurie und Proteinurie haben hingegen in der Regel keine gravierenden klinischen
Auswirkungen. Bei Patienten, die in Folge einer Zystinose ein Fanconi-Syndrom entwickeln, kann es
im Verlauf der Erkrankung zum terminalen Nierenversagen kommen [32;33].

Die Ursachen fiir Fanconi-Syndrom sind vielfdltig. Ein renales Fanconi-Syndrom kann etwa eine
Nebenwirkung von antiretroviraler Medikation wie Tenofovir oder Adenovir sein. Ebenso ist das
Fanconi-Syndrom als Nebenwirkung des Wirkstoffes Valproat beschrieben, das als Antiepileptikum
verwendet wird. Wahrend man diese Formen des Fanconi-Syndroms als sekundar bezeichnet, kann
es auch in Folge von erblichen Erkrankungen zur Auspragung eines renalen Fanconi-Syndroms
kommen. Zudem wird bereits langer vermutet, dass Mitochondriopathien an der Entstehung eines

Fanconi-Syndroms beteiligt sind [17-21].
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Gen. Erkrankung ‘ Gendefekt/Mapping ‘ Protein/Pathomechanismus OoMIM
Autosomal rezessiv
Zystinose CTNS Zystinosin-Defekt
e Infantil [32] Chr. 17p13 #219800
e Juvenil [33-35] #219900
Hereditare Fructose- ALDOB Aldolase B-Mangel #229600
Intoleranz [36] Chr.9qg22.3
Galaktosamie [37] GALT Galaktokinase #230400
Chr. 9p13 (Gal-1-P-Uridyltransferase)-Mangel
Tyrosindmie [38;39] FAH Fumarylacetoacetat-Hydrolase- #276700
Chr. 15¢23-25 Defekt
Morbus Wilson [40] ATP7B Membranprotein (ATPase) fir den | #277900
Chr. 13g14.3-21.1 Kupfertransport
(B-Polypeptid)
Fanconi-Bickel-Syndrom SLC2A2 GLUT2 Glucosetransporter #227810
[41;42] Chr. 3926.1-26.3
Vit. D-abhéangige Rachitis CYP27B1
e Typ1[43] 12913.1-13.3 la-Hydrolase-Defekt #264700
o Typ2[44] 12q12-14 Vit. D-Rezeptor-Defekt #277440
X-chromosomal rezessiv
Lowe-Syndrom OCRL1 Phosphatidyl-Inositol-4,5- #309000
(Okulozerebro-renales Chr. Xg26.1 Bisphosphat-5-Phosphatase
Syndrom) [45]
Dent’s Disease 1 [46;47] CLCN5 Chloridkanal-Defekt #300009
Chr. Xp11.22
Dent’s Disease 2 [48] OCRL1 Phosphatidyl-Inositol-4,5- #300555
Chr. Xq26.1 Bisphosphat-5-Phosphatase
Mitochondriendefekte
Komplex IlI-Mangel [49;50] UQCRB, UQCRQ, BCS1L Cytochrom c Reduktase-Mangel #124000
8922, 5931.1, 2933
Komplex IV-Mangel [51;52] MTCO1-3, MTTS1, MTTL1 Cytochrom c Oxidase-Mangel #220110
2g33.3,19q13.1
Chronisch-tubulo- mtDNA-Deletion Cytochrom c Oxidase-Mangel #551200
interstitielle  Nephropathie
(53]
Leigh-Syndrom mit Fanconi- | Verschiedene Alle Komplexe der Atmungskette #256000

Symptomatik [54]

(I-v)

Tab. 1: Die haufigsten genetischen Ursachen eines renalen Fanconi-Syndroms
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Prof. Robert Kleta vom University College London gelang es, zwei weitere Gene zu identifizieren, die
auf Grund einer Mutation zur Ausprdgung eines renalen Fanconi-Syndroms fiihren. Bei diesen Genen
handelt es sich zum einen um das peroxisomale Protein L-3-Enoyl-CoA-Hydratase/L-3-Hydroxy-Acyl-
CoA-Dehydrogenase (EHHADH). Zum anderen konnte in weiteren Familien eine Mutation im
sogenannten Fanconi-assoziierten Protein 2 (FAP2) identifiziert werden, die ebenfalls zur Auspragung
eines renalen Fanconi-Syndroms fihrt. Im Gegensatz zu den oben aufgefiihrten Genen ist der

Erbgang in beiden Fallen autosomal dominant.

1.5 Expression und Funktion von EHHADH

Die L-3-Enoyl-CoA-Hydratase/L-3-Hydroxy-Acyl-CoA-Dehydrogenase (EHHADH, L-PBE - L-spezifisches
peroxisomales bifunktionales Protein) ist ein peroxisomales Protein, das an der peroxisomalen B-
Oxidation beteiligt ist. Es wurde 1994 auf Chromosom 3 am Locus 3g26.3-g28 lokalisiert [55]. Die
vollstandige Sequenz wurde 1998 beschrieben [56]. Die Aufklarung der Kristallstruktur des
Rattenenzyms 2010 zeigte, dass EHHADH Uber drei katalytische Domanen und zwei aktive Zentren
verfligt [57]. EHHADH besitzt N-terminal eine Hydratase- sowie eine Isomerase-Domadne und C-
terminal eine Dehydrogenase-Domadne. Damit die Intermediate das Enzym nicht verlassen kdnnen,
sind die aktiven Zentren mit einer Art Tunnel verbunden, so dass durch Substrat-Channelling die
Weitergabe erleichtert wird. In der Maus wie auch im Menschen wird EHHADH am starksten in der
Leber und in der Niere, hier vor allem im spaten proximalen Tubulus, exprimiert, den sogenannten

S2- und S3-Segmenten (Abb. 4).
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i BN P
Abb. 4: Immunfluoreszenzfarbung einer humanen Niere auf EHHADH (Davids anti-EHHADH). Die Expression
von EHHADH ist vor allem auf den spaten proximalen Tubulus (52-/5S3-Segment) beschrankt.

Die peroxisomale B-Oxidation verfiigt Uber zwei Abbauwege. Zum einen werden verzweigtkettige
Fettsduren vom D-spezifischen System abgebaut, dessen Enzyme eine spezifische Acyl-CoA-Oxidase,
das D-spezifische peroxisomale bifunktionale Protein (D-PBE, HSD17B4) sowie das Sterol Carrier
Protein-x (SCPx) sind. Zum anderen werden langkettige unverzweigte Fettsduren vom L-spezifischen
System abgebaut. Hier werden die an Coenzym-A gebundenen Acylreste zundchst von der Acyl-CoA-
Oxidase dehydriert, ehe sie in zwei aufeinanderfolgenden Schritten vom EHHADH (L-PBE) zunachst
hydratisiert und dann wieder dehydrogeniert werden. Zuletzt findet die Thiolyse statt, bei der ein
Acetyl-CoA abgespalten und die Fettsdure somit um zwei C-Atome verkirzt wird. Diese Reaktion wird
von der 3-Ketoacyl-Thiolase katalysiert.

Loss-of-function-Mutationen in EHHADH fiihren zu keinen nennenswerten Symptomen. EHHADH™ -
Mause zeigten normales Wachstum und es lieRen sich weder ein hepatischer noch ein renaler
Phanotyp beobachten [58-60]. Dies liegt vermutlich daran, dass in der Abwesenheit von EHHADH die
Substrate stattdessen vom D-spezifischen Abbauweg degradiert werden und so der EHHADH-

Knockout kompensiert werden kann.
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Wahrend loss-of-function-Mutationen keinerlei Symptome auslésen, fiihrt eine Punktmutation von
EHHADH an Position 7 der codierenden Sequenz bei den Betroffenen zur Auspragung eines renalen
Fanconi-Syndroms. Das klinische Krankheitsbild wurde bereits 1992 beschrieben [61]. In der
untersuchten Familie waren elf Patienten aus vier Generationen betroffen. Die Symptome waren
Rachitis, Phosphaturie, eingeschranktes Wachstum, Glucosurie, Aminoazidurie, eine metabolische
Azidose sowie eine erhdhte Auscheidung niedermolekularer Proteine. Die glomerulare Filtrationsrate
war bei allen Patienten normal. Allerdings gelang es erst spater, durch genetische Kopplungsanalyse
EHHADH als das betroffene Gen zu identifizieren. Die beschriebene Punktmutation fihrt zum
Austausch eines kationischen Lysins gegen ein anionisches Glutamat an Position 3 des Proteins.
Ahnlich wie Mitochondrien verfiigen auch Peroxisomen iiber eine Importmaschinerie fiir Proteine.
Peroxisomale Proteine besitzen eine peroxisomale Targeting Sequenz, die entweder C-terminal aus
drei konservierten Aminosauren (oftmals Serin-Lysin-Leucin SKL) besteht oder N-terminal aus einer
wenig konservierten Aminosauresequenz. Durch die Mutation entsteht N-terminal eine
mitochondriale Targeting Sequenz, so dass das mutierte EHHADH nicht nur in die Peroxisomen

sondern auch in die Mitochondrien importiert wird (Abb. 5).

EHHADH,,
MAEYTRLHNALALIRLRNPPVNAIS.........ovrvevererrren . SKL

EHHADH,,: E3K
MAKYTRLHNALALIRLRNPPVNAIS.........evevreeeerrennnn SKL

Mitochondrial targeting signal Peroxisomal targeting signal

Abb. 5: Schema der E3K-Mutation in der Aminosduresequenz von EHHADH

Uns gelang es, dies an einem stabil transfizierten induzierbaren Zellmodell nachzuweisen basierend
auf LLC-PK1-Zellen, einer Zelllinie, die urspriinglich von proximalen Tubuluszellen des Schweins
abstammt [60]. Die Zellen wurden mit Hilfe des Tet-On-Systems so modifiziert, dass sie bei Zugabe
von Tetrazyklin entweder das Wildtyp- (EHHADH;) oder das mutierte Protein (EHHADHyyr)
Uberexprimieren.

Mit Hilfe dieses Zellmodells konnte nachgewiesen werden, dass EHHADH yyr sowohl in Peroxisomen
als auch falschlicherweise in Mitochondrien importiert wird (Abb. 6). Dabei wiesen die

Mitochondrien jedoch keine morphologischen Veranderungen auf.
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EHHADH " % 5 Mitotracker ‘Overlay

EHHADH Mitotracker

mut

Abb. 6: Immunfluoreszenzfarbungen von stabil transfizierte LLC-PK1-Zellen auf EHHADH (Davids anti-EHHADH).
Uberexpression von (A) Wildtyp-EHHADH und (B) mutiertem EHHADH (griin). Mitochondrien sind mit dem
Farbstoff Mitotracker angefarbt (rot). Zellkerne sind in blau dargestellt. Mutiertes EHHADH wird neben der
physiologischen Lokalisation in Peroxisomen zusatzlich in Mitochondrien importiert (gelbe Flachen im Overlay-
Bild).

Ein dhnliches Prinzip wurde bereits fiir die primare Hyperoxalurie Typ 1 beschrieben [62]. Bei dieser
Erkrankung flhrt eine Mutation im Gen der Alanin:Glyoxylat-Aminotransferase ebenfalls zu einem
fehlerhaften Import eines urspriinglich peroxisomalen Proteins in die Mitochondrien, wodurch es
schlieRlich zur Bildung von Ca**-Oxalat-Steinen in der Niere kommt.

Wahrend bei der primaren Hyperoxalurie Typ 1 die Funktion der Mitochondrien nicht beeintrachtigt
ist, hat der fehlerhafte Import von EHHADH eine Stérung der mitochondrialen Funktion zur Folge.
Dies konnte ebenfalls am induzierbaren Zellmodell nachgewiesen werden. Zur Evaluation der
oxidativen Phosphorylierung wurden respiratorische Messungen des O,-Verbrauchs durchgefiihrt.
EHHADH yyr-Zellen wiesen dabei eine um 21% verringerte Aktivitdt von Komplex IV der
Atmungskette auf, wenn die Komplexe | und Il durch Zugabe von Substraten im Uberschuss maximal
stimuliert wurden (Abb. 7A). Dieser Effekt wurde verstarkt, wenn zusatzlich noch Octanoyl-Carnitin
als Substrat fir die mitochondriale -Oxidation zugegeben wurde (Abb. 7B, Daten noch nicht

veroffentlicht).

11



Einleitung

0.25 — 0.2 —
[] ennaon,, (n=s) [] exnaDH,, (n=10)
[ evraoh,,. (n=6) [l £+HROH,, (n=10)
[ vek (n=6) [ vek (n=8) %
0.2 — 0.16 —]
- -
2 2
- -
= = = -
=4 x * g =
L £ 015 — L £ 012 —
vy
82 g? *
o F o
2 E = E
a x o 5
® E 01— © £ 0.08 —
a o S o
s = 3=
> £ 3 >
a d
~ ~
[=] o
0.05 — 0.04 —
0 — — 0
Grundatmung Komplex 1+ 11 FCCP Grundatmung Komplex | + 11 FCCP

Abb. 7: Respirometrische Messung des O,-Verbrauchs in EHHADHy;- und EHHADHpur- und Vektor-
transfizierten Zellen (VEK).

(A) O,-Verbrauch unter Stimulation der einzelnen Atmungskettenkomplexe. EHHAD yyr-Zellen zeigen einen um
21% erniedrigten Verbrauch. VEK- und EHHADH-Zellen verhalten sich gleich

(B) O,-Verbrauch unter Zugabe von Octanoyl-Carnitin als Substrat der mitochondrialen B-Oxidation. Der
Verbrauch liegt um 35% niedriger bei EHHADH yyr-Zellen. VEK- und EHHADH,y;-Zellen verbrauchen im gleichen
MafRe O,

1.5 Expression und Funktion des Fanconi-assoziierten Proteins 2

Neben EHHADH konnte Prof. Kleta ein weiteres Gen identifizieren, das aufgrund einer Punktmutation
zur Ausprdgung eines renalen Fanconi-Syndroms fiihrt. Bei diesem Gen handelt es sich um das
sogenannte Fanconi-assoziierte Protein 2 (FAP2).

FAP2 ist in den Kreatinstoffwechsel involviert und mitochondrial lokalisiert. Die Kreatinsynthese lauft
in zwei Schritten in verschiedenen Organen ab. Im ersten Schritt wird eine Amidinogruppe von L-
Arginin auf Glycin Ubertragen und es entsteht Guanidinoacetat Im zweiten Schritt wird
Guanidinoacetat unter Verbrauch von S-Adenosylmethionin methyliert und es entsteht Kreatin. Der
Abbau von Kreatin erfolgt spontan lUber den Zerfall zu Kreatinin, das in der Niere frei filtriert und
ausgeschieden wird.

Kreatin ist besonders in seiner phosphorylierten Form (PCr) wichtig fur den Organismus, da es als
kurzfristiger Energiespeicher zur Verfligung steht, um in Geweben mit hohem ATP-Bedarf, wie etwa
Muskelgewebe, die ATP-Konzentration moglichst konstant zu halten. Diese Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von Kreatin wird von der Kreatin-Kinase katalysiert. Abhangig von Gewebe und
Entwicklungsstadium werden vier verschiedene Formen der Kreatin-Kinase exprimiert: Brain Kreatin-
Kinase (B-CK) und Muskel-Kreatin-Kinase (M-CK) liegen beide im Zytosol vor, die mitochondriale
Kreatin-Kinase (Mi-CK) wird entweder ubiquitdr oder sarkolemmal exprimiert. Die mitochondrialen
Isoformen phosphorylieren Kreatin am Syntheseort des ATP, wahrend die cytosolischen Isoformen
ADP wieder zu ATP regenerieren. Da PCr und Kreatin intrazelluldr in hoheren Konzentrationen als

ATP vorliegen kdnnen, wirkt PCr als Puffer.
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Prof. Kleta gelang es, mit Hilfe der Kopplungsanalyse Mutationen im Gen zu identifizieren, das fur
FAP2 codiert. Eine der Mutationen von FAP2, welche an Position 336 im Protein zum Austausch eines
Threonins gegen ein Alanin (T336A) fihrt, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit naher
untersucht. Das FAP2-assoziierte Fanconi-Syndrom wird autosomal dominant vererbt. Einige der

betroffenen Patienten entwickeln im Verlauf der Erkrankung ein terminales Nierenversagen
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2. Zielsetzung

Das renale Fanconi-Syndrom wurde bereits in verschiedenen Fallen mit mitochondrialen Defekten in
Verbindung gebracht. In dieser Arbeit wurden zwei Formen des renalen Fanconi-Syndroms
untersucht, in denen die Vererbung autosomal dominant erfolgt.

In Vorarbeiten wurde beobachtet, dass die Expression von EHHADHpyyr im Zellmodell die
mitochondriale Funktion in erheblichem MaRe beeintrachtigt. Allerdings war der Zusammenhang
zwischen der Fehllokalisation des mutierten Proteins in die Mitochondrien und der eingeschrankten
Transportkapazitdt des proximalen Tubulus noch unklar. Daher war es zum einen Ziel dieser Arbeit,
die genaue Lokalisation des mutierten EHHADH in den Mitochondrien zu ermitteln. Dies sollte mit
Hilfe der ReAsH-Methode realisiert werden, mit der Proteine nach Modifikation mit einer definierten
Aminosduresequenz am Ort ihrer Expression elektronenmikroskopisch sichtbar gemacht werden
kénnen. Zum anderen sollte untersucht werden, ob der verminderte tubuldre Transport, welcher in
vivo bei den Patienten auftritt, auch im Zellmodell beobachtet werden kann.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte eine weitere bislang unbekannte Form eines autosomal dominant
vererbten renalen Fanconi-Syndroms untersucht werden. Bislang ist noch nichts dariiber bekannt,
wie die beobachtete Mutation im FAP2-Gen mit dem Auftreten eines Fanconi-Syndroms in
Zusammenhang steht. Darliber hinaus kann auch die Progression zum terminalen Nierenversagen
nicht erklart werden. Um dies zu untersuchen sollte zunachst sollte die Lokalisation von FAP2 in der
Niere sowohl in humanem als auch murinem Gewebe bestimmt werden. AnschlieBend wurde eine
stabil transfizierte Zelllinie als Modell fir die Erkrankung charakterisiert. Zu diesem Zweck wurde
entweder Wildtyp- oder mutiertes FAP2 Uberexprimiert. Im ersten Schritt sollte mit Hilfe der
Immunfluoreszenz die intrazellulare Lokalisation von FAP2 ermittelt werden. Anschliefend wurde
mittels der Respirometrie die Aktivitdt der Atmungskette untersucht. Zudem stand eine
Patientenbiopsie zur Verfliigung. Diese wurde sowohl mit (immun-)histologischen Farbemethoden als
auch elektronenmikroskopisch im Hinblick auf die Lokalisation von FAP2 sowie mogliche strukturelle

Verdanderungen untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerdte
Gerate Hersteller
Accuchek Comfort Roche, Mannheim, D
Analysenwaage GR-120 A&D Instruments, Tokio, J
Autoklav Tuttnauer 2540ELC, biomedis GmbH, GieRen, D
Brutschrank Heraeus Instruments, Osterode, D
Mikroskop Axiovert 200 Zeiss, Jena, D
Mikrozentrifuge Hettich, Tuttlingen, D
Milli-Q-Anlage (Biocel A10) Millipore, Schwalbach/Ts., D
Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific, Wilmington, NC, USA
Oxygraph-2k Oroboros Instruments GmbH, Innsbruck, A
pH-Meter Schott Gerate, Mainz, D
Pipetten Eppendorf, Hamburg, D
Pipetten Gilson, Middleton, USA
Ultrospec™ 3100 pro UV/Visible Amersham Biosciences, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, D
Spectrophotometer
Sterilbank (Holten LaminAir) Heto-/Holten AS, Allergd, DK
Thermomixer 5436 Eppendorf GmbH, Hamburg, D
Thermocycler T1 Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Gottingen, D
UV-Photospektrometer Genova, Jenway, Essex, E
Waage (EK-600) A&D Instruments Ltd., Tokio, J
Warmeschrank Modell 300, Memmert, Schwabach, D
Zentrifuge ZK 364 Hermle, Wehingen, D

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller

6x DNA Loading Dye MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D
Accuchek Sensor Comfort Pro Teststreifen Roche, Mannheim, D

Casyton Puffer Roche Diagnostics, Mannheim, D

DEPEX Mounting Medium Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
dNTP-Mix MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

Einwegpipetten (5 ml, 10 ml und 25 ml) Sarstedt, Nimbrecht, D
GeneRuler™ DNA Ladder (100 bp,
1000bp)

Glasdeckplattchen fir Zellfarbungen Hartenstein, Wirzburg, D
Glycergel mounting medium,
fluoreszenzfrei

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

DakoCytomation, Dakato North America Inc., Carpinteria, USA

Kulturschalen klein (35 x 10 mm) Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK
Kulturschalen mittel (60 x 15 mm) Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK
Kulturschalen groR (100 x 15 mm) Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK
Mikrotiterplatten Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK
Pasteurpipetten Brand, Wertheim, D

PCF-Filter 0,4 um Merck, Darmstadt, D

Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul, 1000 pl) Sarstedt, Nimbrecht, D

Polysin Objekttrager Kindler, Freiburg, D

TissueTek OCT-Medium Sakura Finetek, Zoeterwoude, NL
Tubes (15 ml und 50 ml) Greiner bio-one, Frickenhausen, D
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3.1.3 Chemikalien

Produkt Hersteller
a-D-Methylglucosid Sigma, Taufkirchen, D
Acetyl-CoA Sigma, Taufkirchen, D
ADP Sigma, Taufkirchen, D
Agarose AppliChem, Darmstadt, D
Ampicillin (50mg/ml) Sigma, Taufkirchen, D
Antimycin A Sigma, Taufkirchen, D
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen, D
Ascorbat Sigma, Taufkirchen, D

Bacto peptone

BD GmbH, Heidelberg, D

Bacto yeast extract

BD GmbH, Heidelberg, D

Bovines Fibronectin

Biochrome AG, Berlin, D

BSA (Albumin from bovine serum)

Sigma, Taufkirchen, D

CaCl,

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe, D

Citrat-Synthase

Sigma, Taufkirchen, D

Citronensdure-Monohydrat

Merck, Darmstadt, D

Collagen from calf skin

Sigma, Taufkirchen, D

Cytochrom ¢

Sigma, Taufkirchen, D

Deoxyribonucleinsdure Natriumsalz aus

Kalbsthymus

Sigma, Taufkirchen, D

Digitonin Sigma, Taufkirchen, D
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt, D

DTNB Sigma, Taufkirchen, D
EDTA Sigma, Taufkirchen, D
EGTA Sigma, Taufkirchen, D

Eisen(lll)chlorid

Merck, Darmstadt, D

Eosin-Losung alkoholisch

Merck, Darmstadt, D

Ethanol J. T. Baker, Deventer, NL

Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, D

FCCP Sigma, Taufkirchen, D

FCS (Fotales Kélberserum) Gibco Cell Culture Systems - Invitrogen, Karlsruhe, D
Glucose Merck, Darmstadt, D

Glutamat Sigma, Taufkirchen, D

Glycerol Merck, Darmstadt, D

HCI Merck, Darmstadt, D

Hamatoxylin Sigma, Taufkirchen, D

HEPES AppliChem, Darmstadt, D

Isopropanol Merck, Darmstadt, D

JetPEI® Transfektionsreagenz Polyplus-Transfection, llikirch, F

Ky;HPO, Merck, Darmstadt, D

KCl Merck, Darmstadt, D

KH,PO,*3H,0 Merck, Darmstadt, D

K-Lactobionat Sigma, Taufkirchen, D

KOH Merck, Darmstadt, D

L-Glutamin, 200 mM (100x), flUssig Gibco Cell Culture Systems - Invitrogen, Karlsruhe, D
Lichtgriin Chroma-Gesellschaft, Schmidt GmbH, Kéngen, D
Lipofectamin Invitrogen, Karlsruhe, D

Malat Sigma, Taufkirchen, D

Mannitol neolab, Heidelberg, D

Mayers Hamalaun alkolholisch

Merck, Darmstadt, D

2-Methylbutan

Sigma, Taufkirchen, D

Methanol

Merck, Darmstadt, D

MgCl,*6H,0

Merck, Darmstadt, D

16

Material & Methoden



Material & Methoden

MgS0,*7H,0 Merck, Darmstadt, D
Na,HPO,*2H,0 Merck, Darmstadt, D
NaCl Merck, Darmstadt, D
NaH,P0O,*H,0 Merck, Darmstadt, D
NaOH Merck, Darmstadt, D

Na-Hexanoat

Sigma, Taufkirchen, D

Na-Pyruvat, 100 mM Lésung

Sigma, Taufkirchen, D

Natriumacetat

Merck, Darmstadt, D

Octanoyl-Carnitin

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Oligomycin Sigma, Taufkirchen, D
Orange G Merck, Darmstadt, D
Oxalacetat Sigma, Taufkirchen, D

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, D

Penicillin-Streptomycin-Losung, fliissig

10000 I.E./ml Pen G, 10000 pg/ml Strep.-Sulfat, Gibco Cell
Culture Systems - Invitrogen, Karlsruhe, D

Phosphorwolframs&ure

Sigma, Taufkirchen, D

Ponceau Serva, Heidelberg, D

Purified BSA 100x (10mg/ml) New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA
Rotenon Sigma, Taufkirchen, D

Saccharose Merck, Darmstadt, D

Saurefuchsin

Merck, Darmstadt, D

SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz)

Merck, Darmstadt, D

Succinat

Sigma, Taufkirchen, D

TAE (Tris — Acetat- EDTA) — Puffer

AppliChem, Darmstadt, D

Taurin

Sigma, Taufkirchen, D

Tetrazyklinstock (12,5 mg/ml) in EtOH

Bioline, Luckenwalde, D

TMPD

Sigma, Taufkirchen, D

Triethanolamin

Sigma, Taufkirchen, D

Trinatriumcitrat-Dihydrat

Merck, Darmstadt, D

TRIS HCI (Trizma® hydrochloride)

Sigma, Taufkirchen, D

Triton X-100

Sigma, Taufkirchen, D

Trypsin-EDTA-Losung (10x), Flussig

Gibco Cell Culture Systems - Invitrogen, Karlsruhe, D

Xylol

Sigma, Taufkirchen, D

3.1.4 Enzyme & Kits

Produkt

Hersteller

Antarctic Phosphatase (5000 U/ml)

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

FluoReporter Blue Fluorimetric dsDNA
Quantitation Kit

Invitrogen, Karlsruhe, D

Nucleobond Xtra-Midi®Kit

Macherey-Nagel GmbH, Diiren, D

Nucleospin Plasmid®Kit

Macherey-Nagel GmbH, Diiren, D

QlAquick® Gelextraction Kit

Quiagen, Hilden, D

QlAquick® PCR-Purification Kit

Quiagen, Hilden, D

Quick T4 DNA Ligase (recombinant)

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Quick Ligation Reaction Buffer (2x)

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Restriktionsenzym BamHI (20000 U/ml)

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Restriktionsenzym BamHI HF 20000 U/ml)

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Restriktionsenzym BspE1l

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Restriktionsenzym Dpnl

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Restriktionsenzym EcoRI HF (20000 U/ml)

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Restriktionsenzym Smal

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Restriktionspuffer NEBuffer 4 (10x)

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Ultra-Pfu-Polymerase

Stratagene, California, US

Ultra-Pfu-Polymerase Puffer (10x)

Stratagene, California, US

17



Material & Methoden

3.1.5 Antikorper

Bezeichnung

Art

Hersteller

Anti-AQP2 (sc-9882)

Primar-Antikorper

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D

Anti-Calbindin D-28k

Primar-Antikorper

Swant, Marly, CH

Anti-D Amino acid oxidase

Primar-Antikorper

Abcam, Cambridge, UK

(ab140127)

Anti-EHHADH (ab93172) Primar-Antikorper Abcam, Cambridge, UK

Anti-EHHADH Primar-Antikorper Davids Biotechnologie GmbH, Regensburg, D
Anti-FAP2 Primar-Antikorper Proteintech, Manchester, UK

Alexa Fluor® 488 donkey anti
rabbit

Sekundar-Antikorper

Invitrogen, Karlsruhe, D

Alexa Fluor® 555 donkey anti
rabbit

Sekundar-Antikorper

Invitrogen, Karlsruhe, D

Alexa Fluor® 647 donkey anti
rabbit

Sekundar-Antikérper

Invitrogen, Karlsruhe, D

Cy5 goat anti rabbit

Sekundar-Antikérper

Invitrogen, Karlsruhe, D

Gold goat anti rabbit

Sekundar-Antikérper

Aurion, Wageningen, NL

Mitotracker (Stockkonz.: 1 mM)

Mitochondrienmarker

Invitrogen, Karlsruhe, D

Phalloidin 647 f-Actin-Marker Invitrogen, Karlsruhe, D
I Z
HM?E33342 (Stockkonz.: 5x10 Zellkernmarker Invitrogen, Karlsruhe, D

3.1.6 Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

Endkonzentration

PBS-Puffer, pH 7.4 KH,PO, 1.8 mM
Na,HPO, 10.3 mM
NacCl 137 mM
In Aqua dest.

Fixierlosung, pH 7.4 Paraformaldehyd 3%

(fir Immunfluoreszenz IF) In PBS

Losung zur Epitopdemaskierung, pH 7.4 SDS 0,1%

(far IF) In PBS

Ringer-Losung, pH 7.4 NacCl 145 mM
KH,PO,4 0.4 mM
K,HPO, 1.6 mM
MgCl, 1 mM
Glucose 5mM
CaCl, 1.3 mM
HEPES 5mM
In Aqua dest.

Fixierlosung, pH 7,4 NacCl 90 mM
K,HPO, 15 mM
MgCl, 2 mM
EGTA 1
Saccharose 100
Paraformaldehyd 3%
In Aqua dest.
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Nachfixierlosung, pH 7,4 NacCl 90 mM
K,HPO, 15 mM
MgCl, 2 mM
EGTA 1
Saccharose 17%
Paraformaldehyd 1%
In Aqua dest.

Permeabilisierungs-L6sung, pH 7.4 Triton X-100 0,04%

(far IF) In PBS-Puffer

K-Lactobionat Stock, pH 7,0 K-Lactobionat 0,5M
In Aqua dest.

Citratpuffer, pH 6,0 Citronensaure-Monohydrat  0,3165 g

(far IF) Trinatriumcitrat-Dihydrat 2,0587
In Aqua dest.

Tris-HCI-Puffer, pH 8,1 Tris 1M
In Aqua dest.

Blocklésung BSA 5%

(far IF) Triton X-100 0,04%
In Aqua dest.

Antikorper-Verdiinnungslésung BSA 0,5%

(far IF) Triton X-100 0,04%
In Aqua dest.

Triethanolamin-HCI-Puffer, pH 8,0 Triethanolamin 05M
EDTA 5mM
In Aqua dest.

Triton-X100 Triton-X100 10%

(fir Citrat-Synthase-Messung) In Aqua dest.

Oxalacetat Oxalacetat 10 mM
In aqua dest.

DTNB DTNB 1,01 mM
In 1M Tris-HCI-Puffer

Citrat-Synthase Citrat-Synthase 0,2%

In 0,1 M Tris-HCI-Puffer
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Weigerts Eisenhamatoxylin Lésung A Hamatoxylin 1%
In EtOH 96%

Weigerts Eisenhamatoxylin Losung B Eisen(lll)chloride 1,5%
In Aqua dest.
+1 mL 25% HCI

Saurefuchsin-Ponceau-Losung Ponceau 02¢g
Saurefuchsin 01lg
In 300 mL Aqua dest.
+ 0,6 mL Eisessig

Orange G-Differenzierungslésung Phosphorwolframsaure 4%
Orange G 2%
In Agua dest.

Lichtgriin Lichtgriin 2%
In Aqua dest.

+ 0,2 mL Eisessig

Transportlosung a-MDG 200 mM
Mannitol 100 mM
In Aqua ad iniectabilia

3.1.7 Zellmedien
LB-Medium, pH 7,0 Bacto peptone 10g
(far Transformation) Bacto yeast extract 5g
NacCl 10g
In Aqua dest.
Basismedium Hersteller Artikelnummer
DMEM (hoch Glucose) . 31053-028
DPBS Gibco Cell Culture Systems - 14190-094
Mem alpha Medium Invitrogen, Karlsruhe, D 22561-021
RPMI Medium 1640 (mit Glucose) 21875-034
LLC-PK,-Medium (mit Glucose 2 g/I) RPMI Medium 1640
FCS (hitzeinaktiviert) 10%
Penicillin / Streptomycin 0,5%
Na-Hexanoat 5mM
LLC-PK,-Medium (Hoch Glucose 4,5 g/l) DMEM hoch Glucose
FCS (hitzeinaktiviert) 8%
L-Glutamin 2 mM
Penicillin/Streptomycin 0,5%
Lipid Mix 1 0,25%
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Mir05-Medium, pH 7,1 EGTA 0,5 mM
MgCl,*6H,0 3mM
K-Lactobionat (Stock) 60 mM
Taurin 20 mM
KH,PO, 10 mM
HEPES 20 mM
Saccharose 110 mM
BSA 1g/l
In Aqua dest.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kultivierung stabil transfizierter induzierbarer Zellen

Als Zellmodell fir den proximalen Tubulus wurden stabil transfizierte Zellen verwendet. Diese LLC-
PK1-Zellen stammen urspriinglich von proximalen Tubuluszellen des Schweins und haben daher
einige ihrer Eigenschaften erhalten. Die Zellen wurden von Enriko Klootwijk mit Hilfe des Tet-on-
Systems stabil transfiziert. Nach Tetrazyklin-Gabe (1 pg/ml Medium) bindet Tetrazyklin dabei an
einen Repressor und inhibiert damit die Blockade des Promotors durch den Repressor, so dass das
nachgeschaltete Gen exprimiert wird.

Es wurden folgende Zellen verwendet:

Nachgeschaltetes Gen Bezeichnung
hEHHADH Wildtyp EHHADH
hEHHADH c.7G->A EHHADH vyt
hFAP2 Wildtyp FAP2wr
hFAP2 c.1006A—>C FAP2 vyt
Leerer Vektor ohne nachgeschaltetes Gen VEK

Tab. 2: Ubersicht (iber die verwendeten stabil transfizierten Zelllinien

Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, in LLC-PK1-Medium kultiviert.
3.2.2 (Immun-)Histochemische Firbemethoden

3.2.2.1 Immunfluoreszenfarbungen auf Paraffinschnitten

Um die Expression von EHHADH bzw. FAP2 in humanem Gewebe zu untersuchen, wurden humane
Nierenproben gefarbt, die von Dr. Stefan Reinhold (Innere Medizin II, Universitatsklinikum
Regensburg) zur Verfligung gestellt wurden. Die Proben waren in Paraffin eingebettet und wurden in
Schnitten von 5 um Dicke auf Polysin-Objekttragern aufgezogen. Um die Gewebeproben von Paraffin
zu befreien, wurden die Proben zweimal zehn Minuten in Xylol eingebracht und anschlieBend in
einer absteigenden Alkoholreihe (99% Isopropanol, 95% EtOH, 80% EtOH, 70% EtOH) fir jeweils zehn
Minuten rehydriert. Zwischen den folgenden Schritten wurden die Schnitte jeweils finf Minuten mit
PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Schnitte 15 Minuten bei 95°C in Citratpuffer pH 6,0
gekocht, um die Epitope zu demaskieren. Um unspezifische Signale zu vermeiden, wurden die
Schnitte 10 min mit Blockldsung inkubiert. Die Inkubation mit dem primaren Antikorper fand tber
Nacht bei 4°C statt AnschlieBRend wurden die Schnitte 1h bei Raumtemperatur mit den sekundaren
Antikorpern inkubiert. Zusatzlich zu den sekunddren Antikérpern wurde immer HOE33342

(Endkonzentration 5 x 107 M) als Kernmarker zugegeben. Sowohl priméare als auch sekundare
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Antikorper wurden in der Antikérper-Verdiinnungslésung verdiinnt. Die Schnitte wurden nach

zweimaligem Waschen in PBS mit fluoreszenzfreiem Mounting Medium eingedeckelt.

3.2.2.2 Immunfluoreszenzfarbungen auf Kryoschnitten

Fir die Immunfluoreszenz wurde Mausen in tiefer Isoflurannarkose retrograd Uber die Aorta
heparinisierte NaCl-Lésung (10 I.E./ml| Heparin) infundiert, das Blut Uber eine eréffnete Vena cava
inferior entfernt und damit die Tiere euthanasiert. AnschlieRend erfolgte die Perfusion der Mause
mit Fixierl6sung, um die Gewebestruktur zu erhalten und autokatalytische Vorgange zu verhindern.
Die Nieren wurden entnommen und flr drei Stunden in Nachfixierlosung bei 4°C aufbewahrt. Fir die
weitere Aufbewahrung wurden die Nieren bei -40°C in Methylbutan eingefroren und bei -80°C
gelagert. Vor dem Schneiden wurden die Nieren mit OCT-Medium auf dem Objekthalter des
Kryostaten eingebettet. Es wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt und auf Polysin-Objekttragern
aufgezogen. Die Schnitte wurden 20 Minuten bei RT getrocknet. Nachdem das Einbettmedium durch
funf Minuten Waschen in PBS entfernt wurde, wurden die Schnitte zehn Minuten in 0,1% SDS in PBS
gestellt, um die Epitope zu demaskieren. AnschlieRend wurden die Schnitte zehn Minuten mit
Blocklosung behandelt, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Sowohl primare als auch
sekundare Antikérper wurden in der Antikdrper-Verdiinnungslosung verdiinnt. Die Schnitte wurden
Uber Nacht bei 4°C mit dem primaren Antikorper inkubiert. Der sekundare Antikérper wurde fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben. Zusatzlich zu den sekunddren Antikorpern
wurde immer HOE33342 (Endkonzentration 5 x 107 M) als Kernmarker zugegeben. Zuletzt wurden
die Schnitte zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit fluoreszenzfreiem Mounting Medium

eingedeckelt.

3.2.2.3 Hamalaun-Eosin-Farbung auf Paraffinschnitten

Um die Histologie der humanen Proben beurteilen zu kénnen, wurde eine Hamatoxylin-Eosin (HE)-
Farbung durchgefiihrt. Dabei farbt das basische Hamalaun die Zellkerne blau, das saure Eosin das
Zytoplasma rot.

Die Schnitte wurden durch zweimaliges Einbringen in Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe fir jeweils 10 min rehydriert. AnschlieBend wurden die Schnitte 3 min mit Mayer’s
Hamalaun inkubiert, kurz in 1% Eisessig in Aqua dest. getaucht und schlieflich fir 2 min unter
flieBendem Leitungswasser gebldut. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte 2 min mit Eosin bedeckt
und im Anschluss in einer aufsteigenden Alkoholreihe sowie Xylol entwassert, bevor sie mit Xylol-

haltigem DEPEX-Medium eingedeckelt wurden.
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3.2.2.4 Masson-Goldner-Farbung auf Paraffinschnitten

Die Masson-Goldner-Farbung, auch Trichromfarbung genannt, ermoglicht die Anfarbung von
Bindegewebe, das auf den Schnitten tirkis erscheint. Die Zellkerne werden braun angefarbt, das
Zytoplasma rot.

Fir die Masson-Goldner-Farbung wurden die Schnitte nach dem Entparaffinieren zunachst 2 min in
Weigerts Eisenhamalaun eingebracht, danach 2 min angeblaut unter flieRendem Leitungswasser und
zum Differenzieren kurz in 0,1% HCI-Alkohol gestellt. AnschlieRend wurden die Schnitte 10 min unter
flieBendem Leitungswasser geblaut, fiir 15 sec in 0,5% Phosphorwolframsaure differenziert und 3
mal 5 min in Aqua dest. gewaschen, ehe sie 10 min in Saurefuchsin-Ponceau gefarbt wurden. Danach
folgte 3 mal 1 min Inkubation in 1 % Essigsdure, 20 sec differenzieren in Orange G-Losung, 2 min
spilen in 1% Essigsaure, 4 min Farben in Lichtgriin-Lésung und zweimal 2 min spiilen in 2% Essigsaure
ehe die Schnitte entwdssert wurden durch einbringen in 96% Isopropanol (20 sec, 99% Isopropanol
(zweimal 5 min) und Xylol (zweimal 10 min). Die Schnitte wurden ebenfalls mit DEPEX-Medium

eingedeckelt.

3.2.2.5 Immunfluoreszenzfarbung auf Zellen

Die Expression der Zielgene der induzierbaren Zelllinien wurde mit Hilfe der Immunfluoreszenz
Gberpruft. Die Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat und mit 1 pg/mL Tetrazyklin induziert. Nach
24h wurden die Zellen zunadchst 30 min mit Mitotracker bei 37°C, 5% CO, inkubiert, um die
Mitochondrien zu markieren. Danach wurden die Zellen zunachst mit Ringerl6sung gewaschen und
15 min mit 3% PFA in PBS fixiert. Zwischen den weiteren Farbeschritten wurden die Zellen jeweils mit
PBS gewaschen. Darauf folgte die Epitop-Demaskierung mit 0,1% SDS in PBS und die Inkubation mit
dem primaren Antikoérper fur 1h. Zuletzt wurden die Zellen fiir 1 h mit dem sekundaren Antikdrper
inkubiert. Zusatzlich zu den sekundaren Antikorpern wurde immer HOE33342 (Endkonzentraion 5 x
107 M) als Kernmarker zugegeben. Primare und sekundare Antikérper wurden in der Antikérper-
Verdiinnungslésung verdiinnt Nach Waschen mit Aqua dest. wurden die Deckglaschen auf Superfrost

Objekttrager mit GlycerGel Mounting Medium eingedeckelt.
3.2.3 Methoden zur Charakterisierung der EHHADH-Mutation

3.2.3.1 Immunfluoreszenz an humanen Nierenproben

Die Expression von EHHADH war im Rahmen von Vorarbeiten bereits in humanen und murinen
Gewebeschnitten in der Niere nachgewiesen worden [60]. Um die Lokalisation ndher einzugrenzen,
wurden weitere Farbungen mit zwei verschiedenen kommerziellen Antikérpern durchgefihrt. Zum

einen wurde der Peroxisomenmarker D-Amino acid oxidase (abcam anti-DAMOX, 1:100 verdiinnt)

24



Material & Methoden

gefarbt, zum anderen EHHADH (abcam anti-EHHADH, 1:50 verdiinnt). Die Schnitte wurden zudem

gegen Aquaporin2 (AQP2, 1:500 verdiinnt) gefarbt.

3.2.3.2 Nachweis der intramitochondrialen Lokalisation mittels ReAsH-Markierung

3.2.3.2.1 Plasmidpréparation

Damit die Zellen flur die ReAsH-Markierung verwendet werden kénnen, missen sie mit einem
Plasmid transient transfiziert werden, auf dem EHHADH mit einem eingefligten Tetracystein-Motiv
(TC-Tag) codiert ist. Da EHHADH ,yr sowohl N-terminal als auch C-terminal Gber Targetingsignale fir
die Mitochondrien bzw. die Peroxisomen verfligt, wurde der TC-Tag in die Mitte der codierenden
Sequenz kloniert. An den TC-Tag kann der fluoreszierende Stoff ReAsH (Resorufin-derived arsenical
hairpin binding reagent) binden. Bei entsprechender Behandlung der transfizierten Zellen mit
Diaminobenzidin und anschlieBender Photokonversion entsteht am Ort der Expression ein
elektronendichter Niederschlag, der im Elektronenmikroskop als dunkle Flecken detektierbar ist.

Der TC-Tag wurde als zwei komplementare Oligonukleotide bestellt, die auf beiden Seiten von einer
Kpnl-Schnittstelle flankiert waren. Nach Verdau der Oligonukleotide mit Kpnl wurde der geschnittene
Tag in das Plasmid pET21-EHHADH ligiert. Bei erfolgreicher Ligation wurde die komplette EHHADH-
Sequenz mit TC-Tag mit den Restriktionsenzymen EcoRl und BamHI ausgeschnitten und in den
Expressionsvektor pIRES-AcGFP ligiert, der zusatzlich zum Zielgen ein GFP exprimiert, um so
transfizierte Zellen identifizieren zu konnen. Der Zwischenschritt Gber den Vektor pET21 war

erforderlich, da pIRES-AcGFP endogen bereits tiber eine Kpnl-Schnittstelle verfiigt.

3.2.3.2.2 Zellkultur

Fiir die transiente Transfektion wurden native LLC-PK1-Zellen verwendet. Der Expressionsvektor
hEHHADH-TC wurde mit Hilfe des Transfektionsreagens JetPEl transfiziert. Da die Expression des auf
dem Expressionvektor codierten AcGFP nicht funktionierte, wurde zusatzlich ein pGFP-Plasmid
cotransfiziert, damit transfizierte Zellen identifiziert werden konnten. Die Zellen wurden nach der
Transfektion zum Institut flir Anatomie unter der Leitung von Prof. Ralph Witzgall gebracht, wo die
weitere Behandlung sowie die Photokonversion der Zellen durchgefiihrt und anschlieRend Bilder

angefertigt wurden.

3.2.3.3 Evaluation der Transportkapazitat

Flr die Evaluation der Transportkapazitat wurden EHHADH - und EHHADH yyr-Zellen auf PCF-Filter
in 24well-Platten ausgesat. Sobald die Zellen auf der Filtermembran die vollstandige Konfluenz
erreicht haben, beginnen die Epithelzellen sich zu polarisieren. Das heifst, dass die Innenseite des
Filters die apikale Seite darstellt, wahrend die AuBenseite des Filters der basolateralen Seite

entspricht. Die Zellen wurden in LLC-PK1-Medium (Hoch-Glucose-Medium) kultiviert. Das Medium
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wurde einmal nach drei Tagen gewechselt. Im weiteren Verlauf des Experiments wurde jeden
zweiten Tag frisches Tetrazyklin zugegeben, um die Expression aufrechtzuerhalten. AnschlieRend
wurden 100 pl der Transportlésung (200 mM a-MDG, 100 mM Mannitol in Aqua ad iniectabilia)
zugegeben. o-MDG ist ein Substrat der Na'-Glucose-Cotransporter SGLT1 und SGLT2 mit
vergleichbarer Affinitdt wie D-Glucose. Es wird zwar von den Zellen aufgenommen aber nicht
abgebaut, sondern auf der basolateralen Seite wieder abgegeben. Durch die Zugabe von Mannitol
sollte die Integritdit des zelluliren Monolayers Uberprift werden, da fir Mannitol kein
Aufnahmemechanismus in die Zellen bekannt ist. Nach vier Stunden wurden je well 20 ul Proben
entnommen sowohl von der apikalen (= Innenseite des Filters) als auch von der basolateralen (=
AulRenseite des Filters) Seite. Die Konzentration an a-MDG und Mannitol in den jeweiligen Proben

wurde am Institut fir funktionelle Genomik im Massenspektrometer vermessen.
3.2.4 Methoden zur Charakterisierung der FAP2-Expression

3.2.4.1 FAP2-Expression in humanem und murinem Gewebe

Die Expression und Lokalisation von FAP2 wurde an Paraffinschnitten von humanen Nierenproben
sowie an Kryoschnitten von murinem Nierengewebe untersucht.

Fiir den Nachweis der Expression in murinem Gewebe wurden fixierte, eingefrorene Nieren
verwendet. Die Farbungen wurden wie unter 3.3.2 beschrieben angefertigt. Die Gewebeproben
wurden mit anti-FAP2 (Verdiinnung 1:200) und Alexa Fluor®647 Phalloidin (Verdinnung 1:500)
gefarbt.

Die Paraffinschnitte humaner Nieren wurden wie unter 3.3.1 beschrieben aufbereitet. Die humanen
Proben wurden ebenfalls mit anti-FAP2 (Verdlinnung 1:200) gefarbt. Zuséatzlich wurde als Marker fir
den distalen Tubulus und das Verbindungsstlck Calbindin (Verdiinnung 1:200) und als Marker des

Verbindungsstiicks und Sammelrohrs AQP2 (Verdiinnung 1:500) co-gefarbt.
3.2.4.2 Arbeiten am Zellmodell

3.2.4.2.1 Untersuchung derFAP2-Expression in LLC-PK1-Zellen
Um die Uberexpression des Proteins nachzuweisen, wurden FAP2r- und FAP2yyur-Zellen auf FAP2
gefarbt. Die Farbung wurde wie unter 3.2.2.5 beschrieben durchgefiihrt. Der Anti-FAP2-Antikorper

wurde in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt.

3.2.4.2.2 Elektronenmikroskopie an induzierten FAP2-Zellen
Um die Mitochondrien genauer zu untersuchen, wurden FAP2y-, FAP2yur- und VEK-Zellen auf
Glasplattchen ausgesat und eine Woche lang mit 1 pg/ml Tetrazyklin induziert. Als Kontrolle wurden

die gleichen Zellen auch ohne Tetrazyklin kultiviert. Nach einer Woche wurden die Zellen zum Institut
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flir Anatomie gebracht, wo sie fir die Elektronenmikroskopie eingebettet wurden. Zunachst wurden
die Zellen 2 h in 2% Glutaraldehyd in PBS fixiert. Nach viermal Waschen mit PBS fiir 15 min erfolgte
eine Inkubation mit 2% Osmiumtetroxid in PBS Uber Nacht. Am darauf folgenden Tag wurden die
Zellen viermal mit PBS fur 5 min gewaschen und anschlieRend in einer aufsteigenden EtOH-Reihe
(50%, 70%, 80%, 90%, abs. EtOH, Aceton EtOH 1:1, Aceton) jeweils 2x10 min entwdassert. Die
Einbettung erfolgte zunachst in Aceton und Epon 2:1 und Aceton und Epon 1:1 fiir jeweils 2 Stunden,
danach in Aceton und Epon 1:2 {ber Nacht. Zuletzt wurden die Proben fiir jeweils 2 Tage in Epon
eingebracht, zunachst bei 30°C, abschlieBend bei 60°C. Von den einzelnen Proben wurden jeweils

250 nm dicke Schnitte zur Betrachtung im Elektronenmikroskop angefertigt.

3.2.4.2.3 Intramitochondriale Lokalisation von FAP2

Flr die Lokalisation von FAP2 innerhalb der Mitochondrien wurde eine Immuno-Gold-Markierung auf
den Dinnschnitten von induzierten FAP2 -, FAP2\r- und VEK-Zellen durchgefiihrt. Es wurden die
unter 3.2.4.2.2 beschriebenen Schnitte verwendet. Die Schnitte wurden zunachst mit Anti-FAP2 (1:20
in 0,04% Triton X-100 in PBS) inkubiert. AnschlieBend wurde ein an Goldpartikel gekoppelter

sekundarer Antikoérper (goat anti-rabbit, Verdiinnung 1:50 in 0,1% BSA in PBS) zugegeben.

3.2.4.2.4 Untersuchung der Abbaubarkeit des mutierten Proteins

Hier sollte untersucht werden, ob die Zellen in der Lage sind, die intramitochondrialen Ablagerungen
abzubauen. Zu diesem Zweck wurden FAP2yr- und FAP2yyr-Zellen auf Glasplattchen in kleinen
Schalen ausgesat und zwei Wochen lang mit 1 pg/ml Tetrazyklin induziert. Nach zwei Wochen wurde
jeweils eine Schale gefarbt. Von den restlichen Schalen wurde die Halfte weiterhin mit Tetrazyklin
kultiviert, wahrend die andere Halfte ohne Tetrazyklin gezogen wurde. Jede Woche wurde fir
weitere acht Wochen von den beiden Versuchsgruppen (FAP2/FAP2yur jeweils mit und ohne
Tetrazyklin) eine Schale gefarbt. Die Farbungen wurden jeweils nach dem unter 3.2.2.5

beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

3.2.4.2.5 Untersuchung der mitochondrialen Funktion

Die Untersuchung der mitochondrialen Funktion erfolgte mit Hilfe der hochauflésenden
Respirometrie (High-resolution respirometry). Bei dieser Methode wird der O,-Verbrauch von Zellen
oder Geweben unter Zugabe spezifischer Substrate und Inhibitoren der einzelnen
Atmungskettenkomplexe gemessen. Vor jeder Messung wurden die Messkammern zur Kalibrierung
mit 2 mL MIR0O5-Medium [63] befillt und mit Stoppern so verschlossen, dass noch eine Luftblase
vorhanden war. Nachdem sich das Medium mit O, gesattigt hatte, wurde lber eine Zeitspanne von
finf Minuten der Mittelwert des O,-Gehalts gebildet und dieser Bereich als 100% O,-Sattigung

definiert.
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Fir die Experimente wurden sowohl FAP2,y- als auch FAP2yyr-Zellen auf grofRe Schalen ausgesét
und eine Woche mit 1 pg/ml Tetrazyklin induziert. Nach einer Woche wurden die Zellen abgel6st und
in MIR05-Medium resuspendiert. Fir die Messung der Zellen wurden 2,8 ml der Zellsuspensions
luftblasenfrei in eine Kammer des Oxygraphen pipettiert. Aus jeder der beiden Messkammern
wurden dann 700 ul Zellsuspension entnommen und fiir die spatere Standardisierung in fllissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Anschlieend wurden die Kammern mit den Stoppern luftdicht verschlossen, Uber die mittels
Hamilton-Spritzen Lésungen appliziert werden kdnnen. Zundchst wurde gewartet, bis sich ein
konstanter O,-Verbrauch eingestellt hatte. AnschlieBend wurde die Zellmembran mit Digitonin
permeabilisiert, so dass die Messung an praktisch freien Mitochondrien fortgefiihrt werden konnte.
Ferner wird damit sichergestellt, dass die endogenen Substrate verdiinnt werden und somit keinen
Einfluss mehr auf die Mitochondrien ausiiben. Zum anderen kdénnen so spezifische Substrate und
Inhibitoren in definierten Konzentrationen fiir die einzelnen Komplexe der Atmungskette zugeben
werden. Die weiteren Substanzen wurden nach dem in Tabelle 3 angegeben Schema zugegeben.
Nach der Applikation wurde gewartet, bis die Anderung des 0,-Gehalts stabil war. Fir die
Auswertung wurde ein Bereich von etwa drei Minuten aus den jeweiligen Perioden markiert, wobei
die Software den durchschnittlichen O,-Verbrauch in diesem Zeitraum ermittelt. Wenn die O,-
Konzentration in einer Kammer unter 50 nmol/mL fiel, wurde die Kammer geoffnet, um das Medium
wieder mit O, anzureichern. Es wurden zudem Messungen ohne Zellen durchgefiihrt. Dabei wurde
nur MIR0O5-Medium in die Kammern pipettiert, um den technischen Hintergrund des Geréts zu

bestimmen. Dieser wurde von den eigentlichen Messwerten abgezogen [64;65].

# Substanz Stockkonzentration Volumen [pl] Kammerkonzentration
1 Digitonin 8,1 mM 4 16,2 uM
Glutamat 1M 20 1mM
2 Malat 1M 4 2mM
3 ADP 0,5M 20 5mM
4 Cytochrom ¢ 4 mM 5 10 uM
5 Succinat 1M 20 10 mM
6 Oligomycin 4 mg/ml 2 4 pg/ml
7 FCCP 1 mM 1(+1+1) 0,5 UM(/1 pM/1,5 uM)
8 Rotenon 0,5 mM 2 0,5 uM
9 Antimycin A 1mM 5 2,5 uM
Ascorbat 0,8M 20 8 mM
10 TMPD 0,2M 5 0,5mM

Tabelle 3: Reihenfolge und Konzentration der zugegebenen Substanzen fir die Respirometrie

Zur Standardisierung der Messergebnisse wurden zwei Methoden verwendet. Da die
Standardisierung auf die Zellzahl problematisch ist, wurde zum einen die Aktivitat der Citratsynthase

als Mall der Mitochondrienmasse bestimmt. Die Citratsynthase ist das geschwindigkeits-
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bestimmende Enzym des Citrat-Zyklus und katalysiert die Kondensation von Acetyl-CoA und

Oxalacetat zu Citrat unter Freisetzung von Coenzym A.

Oxalacetat + Acetyl-CoA m Citrat + CoA

Die Messung der Citratsynthase-Aktivitat erfolgt photometrisch Uber die Umsetzung von 5,5'-
Dithiobis-2-nitrobenzoesdure (DTNB), welches nach der Reaktion mit Coenzym A bei 412 nm
absorbiert. Die Messungen wurden in einem Spectrophotometer durchgefiihrt, wobei 200 s lang alle
20 s ein Wert aufgezeichnet wurde. Die Extinktion steigt dabei im Laufe der Messung linear an.

Das Inkubationsmedium wurde wie folgt fiir jede Probe vorbereitet:

Citratsynthase-Ansatz:
700 ul aqua dest.
100 pul 0,1 mM DTNB
25 ul 10% Triton X-100
50 ul Oxalacetat
25 ul Acetyl-CoA

Gesamtvolumen 900 pl - 10 min/30°C

Anschliefend wurden 100 ul der Zellsuspension zugegeben, die Probe gut durchmischt und in eine
Plastikklvette Gberfihrt. Die Kiivetten wurden in das Spectrophotometer gestellt und der Reihe nach
automatisiert vermessen.

Die spezische Aktivitat v der Citratsynthase wurde nach folgender Formel berechnet:

__Ta . VKiwvette
l-ep-vp VProbe

v [umol/min]

Dabei ist v die spezifische Aktivitdt der Citratsynthase [umol/min], r, die Differenz der
Extinktionsdnderung mit der Zeit [min™], | die Linge des optischen Pfades (= 1 cm), € der
Extinktionskoeffizient von 2-Nitro-5-thiobenzoesdure (TNB) bei 412 nm und pH 8,1 (= 13,6 mM-1 *
cm-1), vg die stochiometrische Zahl von TNB (= 1), Vkuvette das Gesamtvolumen der Kivette und Vp,ope
das zugegebene Volumen der Probe.

Als weitere Methode zur Standardisierung wurde der DNA-Gehalt verwendet. Hierzu wurde der
fluoreszenzbasierte FluoReporter Assay von Invitrogen verwendet. Von den aus der Messkammer
entnommenen 700 ul wurden pro Probe jeweils drei Mal 50 pl in ein 96 well pipettiert und mit je 50
pl MIR0O5-Medium verdiinnt. Danach wurde die Platte fir 10 min bei -80°C inkubiert. Im nachsten
Schritt wurden pro well 100 pl der HOE-Losung (bestehend aus 25 pl HOE33258 in 10 ml TNE-Puffer)
zupipettiert und die Platte in einem Plattenlesegerdt vermessen (340 nm Exzitation, 510 nm

Emission). Die Mittelwerte der Dreifachbestimmung wurden als ng DNA/ul Probe ausgewertet, auf
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die die Messungen dann standardisiert wurden. Um die absoluten Werte zu erhalten wurde fir jede
Platte zusatzlich eine Verdiinnungsreihe einer definierten DNA-Konzentration gemessen. Aus diesen

Werten wurde eine Standardgerade erstellt.

3.2.4.3 Untersuchungen an einer humanen Nierenbiopsie
Zusatzlich zur induzierbaren Zelllinie wurden noch Schnitte einer in Paraffin eingebetteten
Patientenbiopsie untersucht. In den 1960ern wurde diese einem Patienten entnommen, der die

Mutation im FAP2-Gen aufwies. Die Biopsie wurde uns von Prof. Robert Kleta zur Verfiigung gestellt.

3.2.4.3.1 Histologische Fdrbungen

Es wurden zwei verschiedene histologische Farbungen durchgefiihrt. Zum einen wurde die Niere mit
Hilfe der HE-Farbung auf ihre Histologie untersucht. Diese Farbung wurde wie unter 3.2.2.3
beschrieben durchgefiihrt. Es wurden jeweils Schnitte der Patientenbiopsie sowie als Kontrolle
Schnitte von humanen Nierenproben gefarbt.

Zum anderen wurde eine Masson-Goldner-Farbung durchgefiihrt, mit deren Hilfe Gewebeproben auf
Kollagen-haltige Bereiche liberprift werden. Die Farbung wurde wie unter 3.2.2.4 beschrieben
durchgefiihrt. Es wurden wiederum Schnitte der Patientenbiopsie gefarbt sowie als Kontrolle

Schnitte von humanen Nierenproben.

3.2.4.3.2 FAP2-Expression in der Patientenbiopsie
Um die FAP2-Expression in der Patientenbiopsie zu lGberprifen, wurden die Schnitte nach dem unter
3.2.2.1 beschriebenen Protokoll gefarbt. Als primarer Antikorper wurde anti-FAP2 in einer

Verdiinnung von 1:200 eingesetzt.

3.2.4.3.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Patientenbiopsie

Fiir die Elektronenmikroskopie wurde ein Stlick der Biopsie zunachst vollstandig von Paraffin befreit
und in Epon umgebettet. Die Entparaffinierung wurde unter der Leitung von Dr. Josef Schréder am
Institut fUr Pathologie des Universitatsklinikums Regensburg durchgefiihrt. Die Einbettung in Epon
sowie das Anfertigen der Schnitte erfolgte am Institut fir Anatomie wie unter Punkt 3.2.4.2.2

beschrieben.

3.2.5 Mikroskopie

Die Ubersichtsaufnahmen wurden mit einem Zeiss Observer mit motorisiertem Tisch angefertigt. Die
Einzelbilder wurden mit einem 10x Plan Apochromat Objektiv gemacht und mit der Software Zeiss
Axiovision zu einer Ubersichtsaufnahme zusammengefiigt und ausgerichtet.

Die konfokalen Aufnahmen entstanden an einem Zeiss LSM710 Mikroskop. Als Software wurde Zeiss

Zen verwendet. Die Aufnahmen wurden mit einem 63x Plan Apochromat Ol-Objektiv angefertigt.
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3.2.6 Statistik

Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der student’s t-Test verwendet. Die Zahlen in den
Abbildungen geben die Anzahl der Experimente an, die fir die Messserie durchgefihrt wurden. Aus
diesen wurden der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) gebildet. Als
signifikant wurden p-Werte < 0,05 gewertet. Entsprechende Ergebnisse wurden mit einem Stern (*)

markiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Pathophysiologie des EHHADHy,-assoziierten

Fanconi-Syndroms

4.1.1 Untersuchung der Peroxisomenverteilung in der humanen Niere

In Vorarbeiten wurde EHHADH in der humanen Niere bereits mit Hilfe eines eigens hergestellten
Antikorpers untersucht. Um die genaue intrazelluldre Lokalisation zu ermitteln, wurden weitere
Farbungen auf Schnitten einer humanen Nierenprobe durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die
Schnitte zum einen mit einem kommerziell erhaltlichen Antikérper von gegen EHHADH (abcam anti-
EHHADH, Verdiinnung 1:50) gefarbt, zum anderen mit einem Antikorper gegen ein peroxisomales
Protein, die D-Amino acid-Oxidase (abcam anti-DAMOX, Verdiinnung 1:100). Eine Kofdarbung beider
Antikorper war nicht moglich, da beide Antikorper aus dem Kaninchen stammen.

In der Ubersicht war eine positive Farbung fir EHHADH nur in den spat-proximalen Bereichen (S2/S3-
Segment) der Niere erkennbar (Abb. 8). Der friihe proximale Tubulus sowie die medullaren Bereiche

waren negativ.
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Abb. 8: Immunfluoreszenzfarbung einer humanen Niere. EHHADH (abcam anti-EHHADH) war nur in den spat-
proximalen Tubuli lokalisiert.

Die Farbung derselben Niere auf den Peroxisomenmarkers DAMOX ergab ein vergleichbares
Expressionsmuster wie fiir EHHADH (Abb. 8). Die proximalen Tubuli waren positiv, wohingegen in

den medulldren Bereichen keinerlei Expression erkennbar war.
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Abb. 9: Immunfluoreszenz derselben humanen Niere. DAMOX war im corticalen Bereich in den proximalen
Tubuli exprimiert. Medullare Bereiche waren negativ.

In einer hoheren VergrofRerung liel sich eine spezifische Farbung im proximalen Tubulus erkennen
(Abb. 10). Die AQP2-positiven Tubulussegmente zeigten keine Expression. In den proximalen Tubuli

wurde EHHADH granular exprimiert.

Abb. 10: Immunfluoreszenz einer humanen Niere auf EHHADH (abcam, in griin) und AQP2 (in rot).

Die Farbung auf DAMOX ergab ein dhnliches Expressionsmuster (Abb. 11) wie bei der Farbung auf
EHHADH. In den proximalen Tubuli lief sich ein spezifisches Signal detektieren. Die mit dem
Sammelrohrmarker Aquaporin2 (AQP2) gefarbten Tubulussegmente waren hingegen negativ fir
DAMOX. Diese Befunde lieRen darauf schliefen, dass EHHADH in den spat-proximalen Tubuli

peroxisomal lokalisiert war.
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Abb. 11: Immunfluoreszenz derselben humanen Niere auf D-Amino acid oxidase (abcam anti-DAMOX, in griin)
und AQP2 (in rot)

4.1.2 Untersuchung der intramitochondrialen Lokalisierung mittels ReAsH-Farbung
Die positive Farbung auf den Peroxisomenmarker DAMOX bestéatigte die Lokalisation von EHHADH in
den Peroxisomen des proximalen Tubulus. Um allerdings die genaue Lokalisation des mutierten
Proteins in den Mitochondrien zu untersuchen, war die Immunfluoreszenz nicht geeignet. Dies
wurde mit Hilfe der ReAsH-Methode ermittelt. Dabei wird zunachst ein Tetracystein-Motiv (oder TC-
Tag) in die Zielsequenz kloniert. Da im Falle des mutierten EHHADH sowohl am N- wie auch am C-
Terminus eine mitochondriale respektive eine peroxisomale Targeting-Sequenz vorliegt, musste der
TC-Tag in die Mitte des EHHADH-Proteins eingebracht werden. Nach der transienten Transfektion
von LLC-PK1-Zellen mit dem Wildtyp- oder dem mutierten Protein wurden die Zellen am Institut fir
Anatomie photokonvertiert und anschlieRend Schnitte fiir die Elektronenmikroskopie angefertigt. Die
transfizierten Zellen waren daran zu erkennen, dass sich am Expressionsort des markierten Proteins
ein elektronendichter Niederschlag gebildet hatte.

Bei Zellen, die mit dem Wildtyp-Plasmid transfiziert wurden, zeigten nur die Peroxisomen einen
dunklen Niederschlag (Abb. 12, schwarze Pfeile), das heiRt EHHADH war ausschlieBlich peroxisomal

lokalisiert. Die Mitochondrien hatten eine unauffallige Morphologie (Abb. 12, weilRe Pfeile).
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Abb. 12: ReAsH-Farbung einer mit EHHADH,y; transfizierten LLC-PK1-Zelle. Die schwarzen Pfeile markiere
Peroxisomen, die weillen Pfeile markieren Mitochondrien. Die schwarzen Bereiche sind elektronendichter
Niederschlag an den Expressionsorten des Proteins

Bei Zellen, die mit dem mutierten Plasmid transfiziert wurden, konnte man sowohl dunkle
Peroxisomen (Abb. 13, schwarze Pfeilspitze) als auch dunkle Mitochondrien erkennen. Dabei schien
die mitochondriale Matrix im gesamten dunkel eingefarbt zu sein (Abb. 13, schwarze Pfeile). In
untransfizierten Zellen fehlte der dunkle Niederschlag in den Mitochondrien. Doppelmembran und

Cristae waren deutlich erkennbar (Abb.13, weille Pfeile).
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» 1 .
Abb. 13: LLC-PK1-Zellen, die mit EHHADHyyr transfiziert wurden. Untransfizierte Zellen zeigten unauffallige

Mitochondrien (weiRe Pfeile). Transfizierte Zellen wiesen Mitochondrien auf, deren Matrix erkennbar dunkler
war (schwarze Pfeile) ebenso wie schwarzen Niederschlag in Peroxisomen (schwarze Pfeilspitze)

4.1.3 Untersuchung der Transportkapazitat

Die Messung der mitochondrialen Funktion in der Respirometrie ergab einen eingeschrankten O,-
Verbrauch bei den EHHADH,,r-Zellen. Da die Resorption filtrierter Stoffe im proximalen Tubulus
enorm energieaufwendig ist und die Energie zu 95% in der oxidativen Phosphorylierung der
Mitochondrien generiert wird, war es denkbar, dass der eingeschrankte O,-Verbrauch mit einer
verminderten Transportkapazitdt einhergeht. Um die beeintrachtigte Rickresorption in Anwesenheit
von mutiertem EHHADH in vitro zu untersuchen, wurden EHHADH\y- und EHHADHyy-Zellen auf
Filtern ausgesat. Die Innenseite des Filters stellt dabei die apikale Seite dar, die AulRenseite des Filters
die basolaterale. Nach Erreichen einer konfluenten Zelldecke wurden 100 pl der Transportlésung

bestehend aus 200 mM a-D-Methylglucosid (a-MDG)und 100 mM Mannitol zugegeben, so dass in
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jedem Filter ein Gesamtvolumen von 600 ul vorlag. a-MDG wird von den Na‘-gekoppelten
Glucosetransportern SGLT1 und SGLT2 in die Zellen aufgenommen, dort aber nicht verstoffwechselt.
Der Zucker Mannitol wird hingegen nicht transzelluldr transportiert und kann nur bei Undichtigkeit
des Epithels von der apikalen Seite zur basolateralen gelangen. Mannitol wurde daher als
Markersubstanz fiir die Dichtigkeit des Epithels eingesetzt. Nach vier Stunden wurden sowohl eine
Probe der apikalen Seite als auch ein Probe der basolateralen Seite entnommen, die anschlieBend
massenspektrometrisch vermessen wurden.

Die Messung von Mannitol ergab eine groBere Diffusion Giber den Monolayer bei EHHADH-Zellen
verglichen mit EHHAHDyy-Zellen, in denen in den basolateralen Proben kaum Mannitol
nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Sowohl bei den WIldtyp-Zellen als auch bei den
mutierten Zellen war das Verhaltnis vona -MDG zu Mannitol auf der basolateralen Seite in Richtung
a-MDG verschoben, was dafiir spricht, dass der Monolayer konfluent war. Die Konzentration an -
MDG in der basolateralen Probe war deutlich erhéht in den EHHADH-Zellen verglichen mit den
EHHADHyr-Zellen. Aus der gemessenen Konzentration wurde der a-MDG-Transport Uber einen
Zeitraum von 4 Stunden errechnet. Dabei zeigten EHHADHyyr-Zellen einen deutlich verringerten
Transport von a-MDG (Abb. 14). Die EHHADHy+-Zellen transportierten etwa fiinfmal so viebh -MDG

wie die Zellen, die das mutierte Protein Gberexprimieren.
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Abb. 14: Evaluation der Transportkapazitat stimulierter EHHADH-Zellen
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4.2 Untersuchungen zur Pathophysiologie von FAP2,yr

4.2.1 FAP2-Expression in humanem und murinem Gewebe

Die Expression von FAP2 wurde an humanen Nierenproben untersucht. Die Schnitte wurden co-
gefarbt mit Calbindin als Marker des distalen Tubulus und Verbindungsstiicks sowie AQP2 als Marker
des Verbindungsstlicks und des Sammelrohrs

Die Ubersichtsaufnahmen zeigten eine starke Expression von FAP2 im proximalen Tubulus,
wohingegen in den distalen Segmenten keine Farbung erkennbar war (Abb. 15). Es war keine

Koexpression erkennbar, weder mit Calbindin noch mit AQP2, so dass eine relevante Expression in

distalen Tubulussegmenten ausgeschlossen werden kann.

Abb. 15: Immunfluoreszenzfarbung einer humanen Niere. Die FAP2-Immunfluoreszenz (griin) ist ausschlielich
in proximalen Tubulussegmenten detektierbar. Calbindin-positive distale Tubuli (blau) und AQP2-positive
Sammelrohre (rot) zeigen keine FAP2-Farbung.

In einer hoheren VergrofRerung erkannte man ein gefiedertes Muster, welches eher basolateral
verteilt ist (Abb. 16). Diese Farbung ist charakteristisch flir mitochondriale Proteine, da die
Mitochondrien im proximalen Tubulus basolateral zwischen den Membraneinfaltungen

palisadenférmig angeordnet sind.
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Abb 16: FAP2-Immunfluoreszenz in hoherer VergroRerung. In den proximalen Tubuli erkennt man eine
gefiederte Farbung, die eher basolateral liegt.

Im Hinblick auf die geplante Untersuchung einer knockout- und knockin-Maus wurde weiterhin die
Expression von FAP2 in der murinen Niere untersucht.

Hier war ein dhnliches Bild wie beim Menschen erkennbar. Die Expression ist auf die corticalen
Bereiche beschriankt (Abb. 17). Die medulldaren Bereiche sind negativ fiir FAP2. Es war eine
Kolokalisation mit f-Actin erkennbar, die allerdings auf den friih-proximalen Bereich beschrankt war.

Der spat-proximale Tubulus war negativ fir FAP2.

39



Ergebnisse

A Y T
T sty

Abb. 17: Expression von FAP2 in der murinen Niere. FAP2 (griin) ist im corticalen Bereich exprimiert. FAP2
kolokalisiert mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin, welches an f-Actin bindet (rot).

Bei einer héheren VergrofRerung erkennt man, dass die Expression bereits am Harnpol beginnt und

im Verlauf des proximalen Tubulus abnimmt (Abb. 18). Dies ist daran erkennbar, dass noch Segmente

des proximalen Tubulus positiv fir F-Actin sind, in denen keine FAP2-Expression mehr zu sehen ist.
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Abb. 18: Die FAP2-Expression (griin) beginnt direkt am Harnpol (weiler Stern) und ist auf die friih-proximalen
Segmente beschrankt (weile Pfeile). Fluoreszenzmarkiertes Phalloidin, welches an f-Actin bindet, (rot) als
Marker des Birstensaums des proximalen Tubulus farbt zusatzlich in spat-proximalen Segmenten, in denen
keine FAP2-Expression detektierbar ist (weilRe Pfeilspitzen).

4.2.2 Untersuchungen am FAP2-Zellmodell

4.2.2.1 FAP2-Expression in induzierbaren LLC-PK1-Zellen

Die intrazelluldre Lokalisation des Proteins wurde an stabil transfizierten, induzierten LLC-PK1-Zellen
untersucht. Es wurden jeweils FAP2yr- und FAP2yr-Zellen gefarbt.

Die Mitochondrien der Wildtyp-Zellen zeigten in der Immunfluoreszenz eine verhaltnismaRig

unauffallige Morphologie (Abb. 19). Die Mitochondrien erschienen etwas fragmentiert. FAP2

kolokalisierte mit dem Mitochondrienmarker Mitotracker.

Abb. 19: FAP2,-Expression (griin) ist in den mit Mitotracker markierten Mitochondrien (rot) lokalisiert. Die
gelben Bereiche zeigen eine Kofdarbung von FAP2 und Mitotracker

Im Gegensatz dazu zeigten FAP2yr-Zellen stark elongierte Mitochondrien, die filamentartig die Zelle

durchzogen (Abb. 20).
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Abb. 20: FAP2,yr (grin) fihrte zur Ausbildung elongierter Mitochondrien (rot). Hier konnte man ebenfalls eine
Kofarbung von FAP2 und Mitotracker sehen.

4.2.2.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung von induzierten LLC-PK1-Zellen

Bereits bei den verhaltnismaRig niedrigen VergroRerungen, die bei der Aufnahme konfokaler Bilder
erreicht werden konnen, stach die extrem verdnderte mitochondriale Morphologie der FAP2yy-
Zellen ins Auge. Um die Ursache fiir die veranderte Morphologie genauer zu ermitteln, wurden
induzierte Zellen mit Hilfe der Elektronenmikroskopie genauer untersucht.

Wahrend FAP2y-Zellen in der Immunfluoreszenz wenig auffallig erschienen, bot sich in der
Elektronenmikroskopie ein anderes Bild. Die Mitochondrien erscheinen aufgeblaht mit wenig
sichtbaren Cristae (Abb. 21). Es handelt sich unzweifelhaft um Mitochondrien, da immer noch die
Doppelmembran und einzelne Cristae erkennbar sind. Die verdanderte Morphologie ist vermutlich auf

die Uberexpression des stabil transfizierten FAP2 zuriickzufiihren, welches in die Mitochondrien

importiert wurde und dort moglicherweise zum Anschwellen der Mitochondrien fiihrte.
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Abb. 21: FAP2 erschienen aufgebldht mit wenigen Cristae. Dies

war vermutlich durch die Uberexpression des mitochondrialen FAP2 bedingt

FAP2\r-Zellen zeigten einen noch auffalligeren Phanotyp. Die Mitochondrien waren stark elongiert

und wurden von filamentartigen Fasern durchzogen (Abb. 22). Zwar waren noch vereinzelte
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Mitochondrien erkennbar, die eine relativ normale Morphologie zeigten. Es hatte jedoch den

Anschein, dass der GroRteil der Mitochondrien als Riesenmitochondrien vorlag, die die

filamentartigen Einschlisse beinhalteten.

Abb. 22: Die Morphologie der FAP2yur-Zellen war massiv verdandert. Die Zellen waren gefillt mit
filamentartigen Strukturen.

Auch hier waren sowohl die Doppelmembran als auch vereinzelte Cristae erkennbar. Allerdings war
die Morphologie der Mitochondrien stark verandert verglichen mit induzierten FAP2r- oder nicht-
induzierten bzw. VEK-Zellen.

Die nicht-induzierten Zellen zeigten sowohl fir FAP2yr- als auch fir FAP2yyur-Zellen keine

Veranderung der Mitochondrienmorphologie (Abb. 23).

ur-Zellen

(Abbildung B) zeigten keinerlei Auffilligkeiten.
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VEK-Zellen hatten sowohl bei Behandlung mit als auch ohne Tetrazyklin keine veranderte
Morphologie. Daraus ladsst sich schlieBen, dass die Veranderungen durch die Expression des
jeweiligen Gens verursacht wurden und kein Tetrazyklin-vermittelter Effekt waren (Daten nicht

gezeigt).

4.2.2.3 Untersuchung der Halbwertszeit der intramitochondrialen Filamente

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob die Zellen in der Lage sind, das
liberexprimierte Protein wieder abzubauen. Zu diesem Zweck wurden die Zellen zunachst zwei
Wochen mit Tetrazyklin stimuliert. AnschlieBend wurde die Hélfte der Zellen mit normalem Medium
ohne Tetrazyklin weiterkultiviert.

Nach zwei Wochen Induktion erkennt man wieder deutlich die elongierten Mitochondrien, die sich

teilweise um den Zellkern anordnen (Abb. 24).

FAP2 Mitotracker Overla

0 Wochen

Abb. 24: FAP2 (griin) zeigte eine mitochondriale Expression, erkennbar durch die gelben Bereiche im Overly

Nach weiteren acht Wochen Stimulation war das mutierte Protein unverdndert vorhanden (Abb. 25).
Die Mitochondrien schienen sich im Verlauf des Experiments aufzubldhen, da immer wieder
Ausbeulungen aus den Fasern zu erkennen waren. Es waren auch weiterhin stark verldangerte
Mitochondrien erkennbar. Es hatte jedoch den Anschein, dass die Lange der Mitochondrien nicht

mehr zunimmt sondern nur die Dicke.
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FAP2 Mitotracker Overlay
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Abb. 25: Die Uberexpression von FAP2 (griin) kann durch konstante Zugabe von Tetrazyklin aufrechterhalten
werden. Die Morphologie der Mitochondrien (rot) verandert sich bestandig innerhalb von 8 Wochen Induktion.
Es waren weiterhin lange Mitochondrien erkennbar, aber auch ,,ausgebeulte” Mitochondrien.

Die Zellen, die nach zwei Wochen Induktion wieder ohne Tetrazyklin kultiviert wurden, zeigten nach
acht Wochen ohne Tetrazyklin immer noch eine positive Farbung auf das mutierte Protein (Abb. 26).
Die Mitochondrien waren jedoch nicht mehr im gleichen Ausmal’ verdndert wie bei den durchgehend
induzierten Zellen. Die Mitochondrien behielten ihre elongierte Form, schienen sich jedoch nicht im

gleichen MaRe aufzublahen wie in den permanent induzierten FAP2y, r-Zellen.
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FAP2 Mitotracker Overlay
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Abb. 26: FAP2 (griin) konnte auch acht Wochen nach Ende der Stimulation weiter nachgewiesen werden. Die
Mitochondrien (rot) anderten ihre Morphologie jedoch nicht so stark wie in den permanent induzierten Zellen.

4.2.2.4 Immuno-Gold-Farbung auf FAP2 an induzierten LLC-PK1-Zellen

Um zu untersuchen, ob FAP2y,,r am Aufbau der intramitochondrialen Filamente beteiligt war, wurde
eine Immuno-Gold-Farbung der induzierten Zellen am Elektronenmikroskop untersucht.

FAP2: konnte nahe an der inneren Mitochondrienmembran nachgewiesen werden. Die Goldpartikel
lagen innerhalb der Mitochondrienmatrix (Abb. 27, weilRe Pfeile). Im Zytoplasma sowie auRerhalb der
Mitochondrien waren vereinzelt schwarze Partikel zu erkennen. Dies ist jedoch auf unspezifische

Bindungen zurlickzufiihren.
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Abb. 27: Immuno-Markierung von FAPW-ZeIIen in der EIethror{l'enmikroskopie. An der inneren
Mitochondrienmembran sind eindeutig schwarze Punkte erkennbar, welche die mit Antikorper beschichteten
Goldpartikel darstellen (weile Pfeile)

In FAP2\ur-Zellen waren die Filamente deutlich zu erkennen. Auf den filamentartigen Fasern lag eine
Vielzahl von Goldpartikeln auf (Abb. 28, weilRe Pfeile). Im Gegensatz zu den Wildtyp-Zellen waren
kaum Goldpartikel an der inneren Mitochondrienmembran zu finden. Im Zytoplasma waren ebenfalls
keine schwarzen Partikel zu erkennen. FAP2,ur scheint also tatsidchlich ein Bestandteil der

filamentartigen Strukturen zu sein.
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auf den Filamenten zu finden.

4.2.3 Funktionelle Untersuchung der FAP2-Zellen

Da die Morphologie der Mitochondrien stark verdndert war, sollte untersucht werden, ob dies einen
Einfluss auf die respiratorische Funktion der Mitochondrien hatte. Zu diesem Zweck wurde die
Aktivitat der Atmungskette mit Hilfe der hochauflésenden Respirometrie gemessen.

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs von einer Woche lang stimulierten FAP2yr- bzw. FAP2yyr-
Zellen ergab unterschiedliche Ergebnisse je nach Standardisierung. Bei einer Standardisierung auf die
Aktivitat der Citratsynthase als Mass des Mitochondrienvolumens zeigten FAP2y-Zellen einen
erhéhten O,-Verbrauch verglichen mit VEK-Zellen (Abb. 29 A). FAP2\,r-Zellen unterschieden sich
weder in der Grundatmung noch unter Zugabe des Entkopplers FCCP von VEK-Zellen. Bei der
Stimulation von Komplex I+l war hier ein Unterschied erkennbar. Allerdings lag der O,-Verbrauch

unter dem der FAP2y-Zellen. Wenn die Ergebnisse auf den DNA-Gehalt der Proben standardisiert
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wurden, ergab sich das inverse Ergebnis. FAP2y-Zellen zeigten nun einen erniedrigten O,-Verbrauch
(Abb. 29 B) verglichen mit VEK-Zellen. FAP2yr-Zellen zeigten nur bei Stimulation von Komplex I+

einen veranderten O,-Verbrauch verglichen mit VEK-Zellen.
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Abb. 29: Respirometrische Untersuchung der stimulierten FAP2-Zellen. (A) Standardisierung der Ergebnisse auf
die Aktivitat der Cltratsynthase. (B) Standardisierung der Ergebnisse auf den DNA-Gehalt der Proben.

Diese Ergebnisse legten die Vermutung nahe, dass der Import des liberexprimierten Wildtyp-Proteins
die Mitochondrienfunktion dnderte, da der O,-Verbrauch der FAP2y,yr-Zellen ndher an dem der VEK-
Zellen lag als der O,-Verbrauch der FAP2,y-Zellen.

Die Aktivitat der Citratsynthase wird als MaR fir die Mitochondrienmasse verwendet. In unserem
Zellmodell schienen jedoch die Mitochondrien der FAP2yur-Zellen immer weiter zu fusionieren.
Daher wurde fiir die Proben die Aktivitat der Citratsynthase pro DNA-Gehalt bestimmt (Abb. 30).
FAP2r-Zellen wiesen eine geringere Citratsynthase-Aktivitat auf als FAP2yyr-und VEK-Zellen, die

vergleichbare Werte hatten.
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Abb. 30: Bestimmung der CS-Aktivitdt pro DNA-Gehalt. FAP2y-Zellen wiesen eine niedrigere Ratio auf als
FAP2\ur- und VEK-Zellen, zwischen denen kein Unterschied vorlag.

4.2.4 Histologische Untersuchung einer Patientenbiopsie

Zusatzlich zum Zellmodell konnte noch eine Patientenbiopsie untersucht werden, die von Prof. Kleta
zur Verfliigung gestellt wurde. Die Biopsie wurde in den 60er Jahren entnommen und in Paraffin
eingebettet aufbewahrt. Die untersuchte Patientenbiopsie stammt von einem Patienten, der
ebenfalls die T336A-Mutation trug. Als Kontrolle wurden die entsprechenden Farbungen auch auf
Schnitten von Gewebeproben durchgefihrt, die als peritumorales Gewebe bei Tumorentfernungen
mit entnommen wurden. Das peritumorale Gewebe wurde von Dr. Stefan Reinhold (Innere Medizin

I, Universitatsklinikum Regensburg) in Paraffin eingebettet zur Verfligung gestellt.

4.2.4.1 Evaluation der Histologie mittels Himalaun/Eosin-Farbung

Zunachst wurde die Qualitat der Probe bzw. der Erhalt des Gewebes mit Hilfe einer Himalaun/Eosin-
Farbung untersucht. In der Patientenbiopsie waren die Glomeruli noch intakt (Abb. 31). Der
Blirstensaum des proximalen Tubulus war mit dieser Farbemethode nicht erkennbar, was jedoch ein
generelles Problem bei solchen Nierenschnitten darstellt. Die Zellen des proximalen Tubulus hatten
eine variable Dicke, wahrend die Zellen des Sammelrohrs noch gut erhalten schienen. Teilweise
hatten sich die Zellen des proximalen Tubulus von der Basalmembran abgel6st und waren im

Tubuluslumen erkennbar.
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Abb. 31: H/E-Farbung einer Patientenbiopsie. Glomeruli (Abb. C) und distale Segmente (Abb. B) erschienen
weitgehend intakt. Die proximalen Tubuli wiesen ein unterschiedlich dickes Epithel auf (Abb. A).

Die H/E-Farbung der Kontrollniere zeigte keine Auffilligkeiten (Abb. 32). Auch hier waren die
Glomeruli intakt. Die proximalen Tubuli waren besser erhalten und das Epithel ist dicker. Allerdings
war auch hier der Birstensaum nicht mehr erhalten. Das Lumen war verschlossen, was jedoch

dadurch zustande kommt, dass die Proben immersionsfixiert sind.

Abb. 32: H/E-Farbung einer Kontrollniere. Die Glomeruli sind weitgehd intakt (Abb C). Die proximalen Tubuli
schienen besser erhalten (Abb. B). Die distalen Bereiche waren morphologisch unauffallig (Abb. A).

4.2.4.2 Untersuchung auf Bindegewebe mittel Masson-Goldner-Farbung
Im néachsten Schritt wurde eine Masson-Goldner-Farbung durchgefiihrt, um fibrotisches Gewebe
erkennen zu kénnen. Bei dieser Methode wird Bindegewebe, das den Grof3teil fibrotischen Gewebes

ausmacht, tlrkis angefarbt. Die Zellkerne werden braun angefarbt, das Zytoplasma rot. Die Patienten
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erleiden im Verlauf der Erkrankung ein terminales Nierenversagen, welches mit einer Nierenfibrose
einhergeht.
In der Patientenbiopsie waren klare tlirkisen Bereiche erkennbar, was auf Bindegewebe hindeutete

(Abb. 33). Allerdings lief} die geringe GroRRe der Probe keine Riickschliisse dariiber zu, ob die Niere

insgesamt fibrotisch war.

In der Kontrollniere waren ebenfalls Bereiche erkennbar, die positiv fiir Bindegewebe waren (Abb.
34). Allerdings war das Verhaltnis von normalem Nierengewebe zu Bindegewebe nicht verdandert im

Vergleich zur Patientenbiopsie.

Bindegewebe.
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4.2.4.3 Untersuchung der FAP2-Lokalisation in der Patientenbiopsie mittels Immunfluoreszenz

Zuletzt wurde die Biopsie noch immunhistochemisch auf FAP2 untersucht. Obwohl die Nierenbiopsie
vor Uber 40 Jahren entnommen wurde, hatte das Gewebe immer noch seine Antigenitat bewahrt.
Distale Tubulussegmente (Abb. 35 A) sowie die Sammelrohre (Abb. 35 B) waren negativ fir FAP2,
ebenso wie die Glomeruli (Abb. 35C). Wie in Abb. 15 gezeigt waren auch hier die proximalen Tubuli

positiv fir FAP2.

Abb. 35: Immunfluoreszenz auf FAP2. Glomeruli (Abb. C) und distale Segmente (Abb. A) waren negativ flr
FAP2. Eine FAP2-Farbung war nur in den proximalen Tubuli sichtbar (Abb. B).

Es waren eindeutig FAP2-positive proximale Tubuli erkennbar (Abb. 36B, C). Allerdings war auffallig,
dass die Zelltrimmer, die das Lumen verstopfen, ebenfalls positiv fir FAP2 waren (Abb. 36A). Es
schien sich um proximale Tubuluszellen zu handeln, die sich aus dem Epithel gelost hatten und das
Lumen blockierten. Allerding kann es auch sein, dass es sich hierbei um ein Fixierungsartefakt
handelt, da proximale Tubuluszellen extrem empfindlich fir Hypoxie sind und als erstes die Struktur
(vor allem den Birstensaum) verlieren, wenn das Gewebe nach der Entnahme nicht schnell genug

fixiert wird.
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Abb. 36: Immunfluoreszenz auf FAP2. Die proximalen Tubuli waren positiv, ebenso wie Zelltrimmer im Lumen.

Betrachtete man die Schnitte in einer hoheren VergrofRerung, konnte man erkennen, dass die
Epithelzellen positiv flir FAP2 waren, welches fragmentiert in der gesamten Zelle verteilt war (Abb.
37). Allerdings waren auch Zelltrimmer oder ganze Zellen zu sehen, die scheinbar im Lumen lagen

und positiv fiir FAP2 waren.

Abb. 37: VergroRerte Aufnahmen eines proximalen Tubulus. Innerhalb des Lumens waren FAP2-positive
Zelltrimmer in griin zu erkennen. Die Zellkerne sind in blau dargestellt.

Zudem waren immer wieder Tubulusabschnitte erkennbar, in denen es zur Ausbildung von
ringférmigen Strukturen kam, die positiv fir FAP2 waren (Abb. 38). Zudem schienen die
Mitochondrien stark fragmentiert zu sein. Die gefiederte Expression, die charakteristisch fir

mitochondriale Proteine ist, war nicht erkennbar.
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Abb. 38: VergrofRerte Aufnahme eines proximalen Tubulus. Die Mitochondrien erschienen fragmentiert und
bildeten variable Strukturen aus.

Die FAP2-Expression in der Kontrollniere war auf den proximalen Tubulus beschrankt. Glomeruli und
distale Nephronsegmente waren negativ (Abb. 15). Zudem war die gefiederte Struktur sehr gut
erkennbar, die charakteristisch ist fiir palisadenférmige Anordnung der Mitochondrien an der

basolateralen Seite des proximalen Tubulus (Abb. 39).

Abb. 39: Immunfluoreszenz der Kontrollniere. FAP2 (griin) war nur im proximalen Tubulus exprimiert. Die
Zellkerne sind in blau markiert. Die FAP2-Farbung der Zellen erscheint durch die Anordnung der Mitochondrien
gefiedert.

4.2.4.4 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Patientenbiopsie
Um die Gewebestruktur im Detail bewerten zu kdnnen, wurde zudem ein Teil der Biopsie
ausgestanzt, entparaffiniert und in Epon umgebettet, um elektronenmikroskopisch untersucht zu

werden.
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Die Glomeruli erschienen morphologisch unauffillig (Abb. 40). Die Kapillarschlingen waren noch
erkennbar, ebenso wie Erythrozyten in den Kapillaren. Die Bowman-Kapsel erschien ebenfalls intakt

zu sein. Die Bestandteile des glomeruldren Filters wie FuRfortsidtze der Podozyten und

Kapillarendothel zeigten ebenfalls keine Auffalligkeiten.

R ) S . T -} o 78 My FLIT R :
Abb. 40: Elektronenmikroskopische Aufnahm rulus. Der Glomerulus erschien morphologisch
unauffallig.
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Betrachtete man die Tubuli, waren in allen Tubulussegmenten blasenartige Einschlisse zu erkennen.
Hierbei handelte es sich vermutlich um verschiedene Zellorganellen, unter anderem auch
Mitochondrien. In den proximalen Tubuluszellen waren auRerdem stark vergréoRerte Mitochondrien
erkennbar, die in den nicht-proximalen Abschnitten nicht vorkamen. Weiterhin war auch noch der
Birstensaum (Abb. 41, schwarzer Pfeil) erkennbar, so dass man diese Zellen eindeutig als proximale
Tubuluszellen identifizieren konnte. Ferner sprach das Vorhandensein eines Biirstensaums fiir einen

guten Erhalt bzw. flr eine gute Fixierung des Gewebes nach der Entnahme (s.0.).
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Abb. 41: Elektronenmikroskopische Aufnahme zweier Tubuli. In beiden Epithelien sind blasenartige Einschliisse
erkennbar. Im proximalen Tubulus ist noch einen Teil des Birstensaums erhalten (schwarzer Pfeil). Nicht-
proximale Tubuli (weiBer Pfeil) hatten keinen Birstensaum. In diesen Tubulussegmenten waren keine
morphologisch verdnderten Mitochondrien erkennbar.

Wie im Zellmodell waren auch in nativen proximalen Tubuluszellen vergréBerte Mitochondrien

erkennbar, welche filamentartige Einschlisse aufwiesen (Abb. 42).

Abb. 42: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer proxima
Mitochondrien mit filamentartigen Einschliissen erkennbar.

&

len Tubuluszelle.
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Es waren vergroRerte
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5. Diskussion

5.1 EHHADHyyr-Mistargeting als Ursache eines renalen Fanconi-

Syndroms

Das renale Fanconi-Syndrom kann vielfaltige Ursachen haben. Bei der von Klootwijk et. al.
beschriebenen Familile ist der fehlerhafte Import des mutierten EHHADH in die Mitochondrien
ursachlich fur das Auftreten der Erkrankung. Dies fiihrt zu einer Einschrankung der mitochondrialen
Funktion und letzten Endes zur verminderten Resorption im proximalen Tubulus.

Die Expression von EHHADH im spat-proximalen Tubulus wurde bereits mit Hilfe eines eigens
hergestellten Antikorpers untersucht (Abb. 4), wo es vermutlich in den Peroxisomen lokalisiert ist.
Um diesen Befund zu bestdtigen, wurden weitere Schnitte mit einem kommerziell erhaltlichen
Antikorper gegen EHHADH gefarbt (Abb. 8, 10), sowie mit einem Antikorper gegen das peroxisomale
Protein D-Amino acid Oxidase (Abb. 9, 11). Ich konnte bei allen drei Farbungen dasselbe
Expressionsmuster erkennen, namlich eine granuldre Verteilung tiberwiegend im corticalen Bereich
der Niere. In den distalen Tubulussegmenten sowie in den Glomeruli waren nur wenige Peroxisomen
vorhanden. Dies ist konsistent mit der in der Literatur beschriebenen Verteilung der Peroxisomen in
der Niere [66;67]. Die Verteilung innerhalb des proximalen Tubulus war nicht gleichmaRig. Sowohl in
der Maus als auch im Menschen war die Expression im Wesentlichen auf den spaten proximalen
Tubulus (S2-/S3-Segment) beschrankt.

In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass EHHADHyyr tatsachlich nicht nur in die
Peroxisomen importiert wird, sondern auch in die Mitochondrien, da durch die Mutation ein
mitochondriales Targeting Signal generiert wird (Abb. 5). Die Beurteilung der genauen Lokalisation
von EHHADHyyr im Mitochondrium war mit der Immunfluoreszenz jedoch nicht moglich. Um dies zu
untersuchen wurde die ReAsH-Methode gewahlt. Die transiente Transfektion von LLC-PK1-Zellen mit
entsprechend modifizierten EHHADH- bzw. EHHADHyyr-Plasmiden ergab eine rein peroxisomale
Expression von EHHADH; (Abb. 12). In den Mitochondrien war keine Expression erkennbar. Im
Gegensatz dazu wurde das mutierte Protein sowohl in Peroxisomen als auch in Mitochondrien
importiert (Abb. 13). Dabei schien die Expression auf die mitochondriale Matrix beschrankt.

In weiteren Experimenten konnte von Klootwijk et. al. mittels Co-Immunoprazipitation gezeigt
werden, dass EHHADH mit HADHA und HADHB, den beiden Enzymen des mitochondrialen
trifunktionellen Proteins, co-préazipitiert [60]. Dies deutet darauf hin, dass das mutierte Protein
anstelle von HADHA in den Heterooktamer des mitochondrialen trifunktionellen Proteins (MTP)

inkorporiert wird. EHHADH und HADHA haben eine 30-prozentige Homologie der
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Aminosduresequenz, was diesen Austausch moglich erscheinen lasst. Dieser Austausch von HADHA
gegen EHHADHyyr fihrt dann vermutlich dazu, dass die Funktion des MTP eingeschrankt ist.

Diese Hypothese konnte im Zellmodell erhdrtet werden, wenn den Zellen Palmitat als Substrat der
mitochondrialen B-Oxidation angeboten wurde. Die mutierten Zellen waren nicht in der Lage,
Palmitat im gleichen Male abzubauen wie die Wildtyp-Zellen (Assmann et. al., Daten noch nicht
veroffentlicht). In der Folge kam es zu einer Akkumulation von Intermediaten der mitochondrialen B-
Oxidation im Uberstand der kultivierten EHHADHyyr-Zellen verglichen mit Wildtyp-Zellen. Dies ist
charakteristisch fur Erkrankungen, die die mitochondriale f-Oxidation beeintrachtigen [70].

Die Fahigkeit des proximalen Tubulus zur Energiegewinnung ist von elementarer Bedeutung fir die
Aufrechterhaltung der dort ablaufenden Transportvorgénge. Ca. 95% des fiir die Funktion der Na*/K’-
ATPase bendtigten ATPs werden dabei in der oxidativen Phosphorylierung generiert [1;2;26].
Zugleich produzieren die Mitochondrien jedoch nahe ihrer maximalen Kapazitat ATP. Das bedeutet,
dass ein Abfall in der ATP-Produktion gravierende Auswirkungen auf die Resorptionsleistung im
proximalen Tubulus hat [3]. Durch die eingeschrdnkte mitochondriale B-Oxidation steht dem
Citratzyklus weniger Acetyl-CoA zur Verflgung. Infolgedessen werden im Citratzyklus auch weniger
NADH/H" und FADH, generiert, die als Elektronendonoren fiir die Atmungskette benétigt werden.
Gleichzeitig stellt FADH,, welches in der B-Oxidation selbst entsteht, ebenfalls Elektronen fiir die
Atmungskette zur Verfligung. In Summe flieRen also bei den betroffenen Patienten weniger
Elektronen in die Atmungskette ein. Dadurch ist die ATP-Produktion bei der oxidativen
Phosphorylierung eingeschrankt. Dies fiihrt in letzter Konsequenz Uiber eine verringerte Aktivitat der

Na*/K*-ATPase zu einer eingeschrinkten Transportkapazitit im proximalen Tubulus.
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Abb. 43: Schematische Darstellung des Pathomechanismus des renalen Fanconi-Syndroms (Aus: Klootwijk et.
al., NEJM 2014)

Die Storung der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien habe ich bereits in friheren
Experimenten im Rahmen meiner Diplomarbeit nachgewiesen. Der O,-Verbrauch der EHHADHyyr-
Zellen lag etwa 20% niedriger als bei EHHADH-Zellen bei maximaler Stimulation aller Komplexe der
Atmungskette. Dieser Befund war noch starker ausgepragt, wenn zusatzlich Octanoyl-Carnitin als
Substrat der mitochondrialen B-Oxidation zugegeben wurde. In diesem Fall lag der O,-Verbrauch 35%
niedriger bei den Zellen, die das mutierte Protein exprimieren.

Die Auswirkungen der Mutation auf die Transportkapazitdt der Zellen wurde untersucht durch die
Zugabe von a-MDG, einem Glucose-Derivat, das von Zellen mittels der Na'-abhingigen
Glucosetransporter SGLT1 und SGLT2 transportiert wird, aber nicht metabolisiert werden kann. Die
flr dieses Experiment stabil transfizierten LLC-PK1-Zellen stammen urspriinglich aus dem proximalen
Tubulus des Schweins. Da einige Eigenschaften des proximalen Tubulus, wie etwa der Transport von
Substraten, bei LLC-PK1-Zellen erhalten geblieben sind, eignen sie sich als Modell fir die
Transportvorgédnge des proximalen Tubulus [71-73;73;74]. Dabei zeigte sich, dass EHHADHr-Zellen
eine geringere Transportkapazitat haben als EHHADH-Zellen (Abb. 14).

Obwohl im proximalen Tubulus die filtrierte Glucose nahezu komplett resorbiert wird, wird die
Glucose nicht zur Energiegewinnung verwendet. Die Energie, die der proximale Tubulus fir die
Transportprozesse bendtigt, wird zum groBen Teil durch den Abbau von Fettsduren in der
mitochondrialen B-Oxidation gewonnen [12]. Daher ist der fehlerhafte Import von EHHADHyyr in die
Mitochondrien und die darauf folgende Interaktion mit dem MTP der Ausléser des renalen Fanconi-
Syndroms. Die gestorte [B-Oxidation und die daraus resultierende verminderte ATP-Produktion
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fihren zum renalen Verlust von Substraten wie Glucose und Phosphat, die normalerweise im

proximalen Tubulus reabsorbiert wiirden.

5.2 Charakterisierung einer FAP2-Mutation

5.2.1 Lokalisation und intramitochondriale Verteilung von FAP2

FAP2 ist in der Niere beschrieben an der Kreatin-Synthese beteiligt. In Immunfarbungen war FAP2
ausschlieBlich im friihen proximalen Tubulus lokalisiert (51/2-Segment (Abb. 15). Die Zellen zeigten
ein gefiedertes Farbemuster auf der basolateralen Seite der Tubuluszellen (Abb. 16), welches typisch
ist fir eine mitochondriale Lokalisation. Diese Befunde waren sowohl in der Maus (Abb. 17, 18) als
auch in humanen Proben sichtbar. In den spat-proximalen Segmenten, die ebenfalls positiv fir den
Blrstensaummarker f-Actin waren, war keine Farbung erkennbar. Im distalen Nephron war keinerlei
Expression von FAP2 zu finden (Abb. 15).

Um die subzelluldre Lokalisation ndher zu untersuchen, wurde auch fir dieses Projekt ein
induzierbares Zellmodell verwendet. Die stabil transfizierten LLC-PK1-Zellen (iberexprimieren nach
Induktion mit Tetrazyklin entweder das Wildtypprotein (FAP2,y)oder das mutierte Protein (FAP2yyr).
Die Lokalisation des Wildtyp- und des mutierten Proteins wurde mit Hilfe der Immunfluoreszenz
untersucht. Hierbei zeigten die FAP2-Zellen einen relativ milden Phanotyp (Abb. 19). Die Expression
des Proteins war auf die Mitochondrien beschrankt, was durch Markierung der Mitochondrien mit
dem fluroreszierenden Farbstoff Mitotracker nachgewiesen werden konnte.
Elektronenmikroskopische  Aufnahmen der FAP2y;-Zellen ergaben jedoch geschwollene
Mitochondrien, deren Cristae weniger stark ausgepragt waren (Abb. 21) als bei Kontrollzellen, die
kein nachgeschaltetes Gen (iberexprimierten (Daten nicht gezeigt). Die Volumenzunahme der
Mitochondrien ist vermutlich der massiven FAP2-Uberexpression und dem daraus resultierenden
Import des Proteins in die Mitochondrien geschuldet, da die Mitochondrien nicht induzierter Zellen
keinerlei morphologische Auffdlligkeiten aufwiesen (Abb.23). Eine verdnderte Mitochondrien-
morphologie auf Grund der Behandlung der Zellen mit Tetrazyklin kann ebenso ausgeschlossen
werden, da als Kontrolle native LLC-PK1-Zellen (VEK-Zellen) mit dem Tet-on-System ohne
nachgeschaltetes Gen untersucht wurden. Diese Zellen wurden analog mit Tetrazyklin behandelt und
zeigten keine morphologischen Auffalligkeiten der Mitochondrien (Daten nicht gezeigt).
FAP2\ur-Zellen hingegen enthielten stark veranderte Mitochondrien, die elongiert waren und sich
durch die gesamte Zelle zogen (Abb. 20). Dabei war sowohl die Morphologie der Mitochondrien stark
verandert als auch ihre Anzahl verringert. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen von induzierten

FAP2\r-Zellen waren innerhalb der Mitochondrien filamentartige Einlagerungen erkennbar (Abb.
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21). Zwar besalRen die Mitochondrien weiterhin ihre charakteristische Doppelmembran, allerdings
waren nur noch wenige Cristae erkennbar.

Die genaue intramitochondriale Lokalisation von FAP2 wurde elektronenmikroskopisch mit Hilfe
einer Immuno-Gold-Markierung ermittelt. Dabei wurden die Ultradlnnschnitte, die fiir die
Elektronenmikroskopie angefertigt wurden, mit dem Antikdrper gegen FAP2 als primaren Antikoérper
behandelt. Der sekundare Antikdrper war jedoch nicht an ein Fluorophor gekoppelt, sondern an
Goldkigelchen gebunden, die im Elektronenmikroskop als schwarze Punkte am Expressionsort
erkennbar sind. FAP2\yr erschien dabei nahe der inneren Mitochondrienmembran in der Matrix zu
liegen (Abb. 27).

FAP2\,ur hingegen schien Bestandteil der intramitochondrialen Filamente zu sein (Abb. 28). Ob
FAP2\ur alleine am Aufbau der Filamente beteiligt ist oder ob andere Bestandteile noch
hinzukommen, kann mit dieser Methode nicht ermittelt werden. Zu diesem Zweck sind weitere
Experimente geplant unter Mithilfe des Instituts fir funktionelle Genomik.

Die Lokalisation von FAP2 wurde nicht nur im Zellmodell und in murinen Nierenproben untersucht.
Es stand auch eine Patientenbiopsie zur Verfligung, die licht- und elektronenmikroskopisch
untersucht wurde. Die Untersuchung der Patientenbiopsie mit Hilfe der Immunfluoreszenz ergab das
gleiche Bild fir die Expression von FAP2. Die Glomeruli und die distalen Nephronsegmente waren
negativ flr FAP2 (Abb. 35). Im proximalen Tubulus war eine starke Expression erkennbar (Abb. 36).
Auch im Lumen der proximalen Tubuli lagen abgel6ste Zellen oder Zelltriimmer, die positiv fiir FAP2
waren (Abb. 37). Dies deutete darauf hin, dass sich die Zellen von der Basalmembran geldst hatten
und ins Lumen gelangt waren. Zudem schienen die Mitochondrien fragmentiert zu sein (Abb. 38) und
waren nicht mehr palisadenartig an den Einfaltungen der Basalmembran entlang aufgereiht, wie es
fiir Mitochondrien im proximalen Tubulus charakteristisch ist.

Weitere morphologische Hinweise auf eine mogliche Schadigung der Niere sollten mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Aufnahmen der Biopsie dokumentiert werden. Die Glomeruli erschienen
dabei morphologisch unauffillig. Die Bowmankapsel sowie die Filtrationsbarriere schienen noch
intakt zu sein, ebenso wie die Kapillarschlingen (Abb. 40). Die proximalen Tubuli zeigten analog zum
Zellmodell die Bildung von spindelformigen Mitochondrien in Epithelzellen (Abb. 41). Diese waren
weder in den Glomeruli noch in distalen Nephronsegmenten erkennbar. In héheren VergrolRerungen
waren zudem in den Zellen des proximalen Tubulus filamentartige Einschlisse in den
Riesenmitochondrien erkennbar (Abb. 42). Dies lasst den Schluss zu, dass die Ausbildung der
Filamente kein Zellkultur-Artefakt ist, das im Zellmodell aufgrund der Uberexpression des mutierten
Proteins entsteht. Vielmehr treten die Filamente auch in vivo auf und tragen vermutlich zum

Pathomechanismus der Erkrankung bei.
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5.2.2 Charakterisierung des FAP2-knockouts

Als Modell fur den vollstandigen Funktionsverlust wurde zudem eine FAP2-knockout-Maus
untersucht. Im Wesentlichen zeigten die knockout-Tiere ein verringertes Korpergewicht sowie einen
niedrigeren Gehalt an Fettgewebe. Die knockout-Mause zeigten aullerdem eindeutige Symptome
eines Kreatinmangels (Daten nicht gezeigt). Diese Symptome sind bei unseren Patienten nicht
vorhanden. Die renalen Symptome werden daher also nicht durch Haploinsuffizienz, also das Fehlen

von FAP2, verursacht sondern vermutlich durch einen ganzlich anderen Pathomechanismus.

5.2.3 Funktionelle Untersuchung des Zellmodells

Aufgrund der stark veranderten Mitochondrienmorphologie erscheint es plausibel, dass die Funktion
der Mitochondrien beeintrachtigt ist. Um dies zu untersuchen wurden sowohl FAP2+- als auch
FAP2\ur-Zellen nach einer Woche Induktion mit Tetrazyklin im Oxygraphen vermessen. Als Kontrolle
wurden LLC-PK1-Zellen verwendet, die nur das Tet-on-System integriert hatten ohne
nachgeschaltetes Gen. Diese Kontrollzellen wurden ebenfalls eine Woche lang mit Tetrazyklin
behandelt. Wenn die Messungen auf die Aktivitdt der Citratsynthase standardisiert wurden, sah es
zunachst so aus, als ob die FAP2y-Zellen einen héheren O,-Verbrauch aufwiesen als VEK-Zellen (Abb.
29 A), wohingegen FAP2yr-Zellen sich in der Grundatmung und unter Zugabe des Entkopplers FCCP
wie VEK-Zellen verhielten. Bei Stimulation von Komplex I+Il war der O,-Verbrauch der FAP2,,yr-Zellen
erniedrigt bezogen auf VEK-Zellen. Bei Standardisierung auf den DNA-Gehalt der Proben war das Bild
genau umgekehrt (Abb. 29 B). Hier schien die Mutante mehr O, zu verbrauchen als der Wildtyp.
Zwischen FAP2yur-Zellen und VEK-Zellen bestand kein Unterschied im O,-Verbrauch.

In der Immunfluoreszenz hatte es den Anschein, als ob die Mitochondrien der FAP2y-Zellen starker
fragmentiert waren als die Mitochondrien von Kontrollzellen. Um zu Gberpriifen, ob sich dies auf das
Mitochondrienvolumen auswirkte, wurde das Verhéltnis aus der Citratsynthase-Aktivitat und der
DNA-Menge gebildet. Zwischen FAP2yyr-Zellen und VEK-Zellen bestand kein Unterschied,
wohingegen das Verhéltnis bei FAP2y-Zellen im Vergleich erniedrigt war (Abb. 30). Es ist denkbar,
dass die Uberexpression von FAP2 und der damit einhergehende Import von FAP2 in die
Mitochondrien den Import anderer mitochondrialer Proteine wie etwa der Citratsynthase storen.
Dies ware eine Erklarung fur die erniedrigte Atmung der FAP2y-Zellen bei Standardisierung auf die
Aktivitat der Citratsynthase. Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Import des
iberexprimierten Proteins bereits durch die Anderung der mitochondrialen Morphologie zu einer
Veranderung der Mitochondrienfunktion fiihrt, unabhangig von FAP2 selbst. Dies legt den Schluss
nahe, dass bei funktionellen Messungen von FAP2yr-Zellen die VEK-Zellen als Bezugspunkt
betrachtet werden miissen, da die Uberexpression von FAP2u; ebenfalls zu einer Anderung des

Phanotyps flhrt.
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Eine massive Verdnderung der Mitochondrienmorphologie muss nicht zwangslaufig mit einer
gestorten mitochondrialen Funktion einhergehen. Im Falle der Methylmalonyl-Azidamie, die zumeist
durch Mutationen im Gen der Vitamin B12-abhdngigen Methylmalonyl-CoA-Mutase ausgeldst wird,
kommt es Verlaufe der Erkrankung zu einer tubularen Dysfunktion gefolgt von tubulointerstitieller
Nephritis und schlussendlich zum terminalen Nierenversagen. Dabei ist auffallig, dass bei betroffenen
Patienten sogenannte Megamitochondrien in proximalen Tubuluszellen entstehen. In einem
Mausmodell der Erkrankung konnte jedoch kein Unterschied in der Aktivitdit der
Atmungskettenkomplexe zwischen heterozygoten Tieren und leberspezifischen knockout-Tieren
festgestellt werden [75]. In einem herkémmlichen knockout-Modell wurde hingegen eine erniedrigte
Aktivitat der Komplexe I+Il, lI+lll und IV in Leberproben gemessen bei einer erhéhten Aktivitat der
Citrat-Synthase. Fir die Nierenproben konnte kein Unterschied ermittelt werden. Dies ist allerdings
moglicherweise darauf zurickzufihren, dass fiir die Messung Gesamtniere verwendet wurde, der
proximale Tubulus aber als einziges Tubulussegment morphologisch veranderte Mitochondrien hat
[76]. Allerdings konnte in Nierenbiopsien einer betroffenen Patientin histopathologisch eine
erniedrigte Aktivitdit von COX- und NADH-Enzymen nachgewiesen werden, die auf eine

Beeintrachtigung der Elektronentransportkette schlieRen lassen [77].

5.2.4 Mogliche Pathomechanismen

Aufgrund der bisher erhobenen Daten ist keine Aussage Uber die Ursachen der Erkrankung zu treffen.
Zwar zeigen die Mitochondrien massive morphologische Veranderungen, allerdings scheint dies
keinerlei Auswirkungen auf ihre Funktion zu haben. Dies gilt jedoch nur fir den in dieser Arbeit
untersuchten Zeitraum. Der Krankheitsverlauf beginnt zunachst mit dem renalen Fanconi-Syndrom
und endet mit einem terminalen Nierenversagen. Die Progression der Erkrankung in vivo verlauft
jedoch Uber einen Zeitraum, der mit unserem Zellmodell méglicherweise nicht mehr nachgestellt
werden kann. Weiterfihrende Versuche sind daher notwendig, um die Pathomechanismen dieser

Erkrankung aufzuklaren.

5.2.4.1 Mitochondriale Dysfunktion als Ursache von Nierenerkrankungen

Mitochondrien sind hoch dynamische Zellorganellen, die je nach Energiebedarf der Zelle fusionieren
oder sich wieder teilen. Wenn die Zellen einen hohen Energiebedarf haben, fusionieren die
Mitochondrien, bei einem niedrigen Energiebedarf teilen sie sich wieder. Zudem dienen diese
Vorgdnge der Qualitdtskontrolle, um beschadigte Mitochondrien oder schadhafte mtDNA durch
Abschniiren und anschlieBende Mitophagie abbauen zu koénnen. Neben den in Tabelle 1
beschriebenen Formen des renalen Fanconi-Syndroms [49-54;60] gibt es eine Reihe weiterer

Nierenerkrankungen, deren Auftreten durch eine Stérung der Mitochondrienfunktion ausgelost wird.
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Mutationen der mitochondrialen DNA fiihren im Allgemeinen zu Erkrankungen, bei denen die
extrarenale Symptome im Vordergrund stehen. Renale Symptome werden nur in seltenen Fallen
berichtet. Dazu gehdéren etwa eine fokale segmentale Glomerulosklerose (FSGS) oder
tubulointerstitielle Nephropathie als Folge einer Punktmutation im tRNA(Leu)-Gen, die als Ursache
fir das MELAS-Syndrom gilt (Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, stroke-like episodes)
[78]. Zudem wurde 2003 eine Punktmutation im tRNA(Tyr)-Gen beschrieben, die ebenfalls zur
Auspragung von FSGS fihrte.

Deletionsmutationen der mitochondrialen DNA haben dagegen meist eine Tubulopathie zur Folge.
Fir Patienten, die am Kearns-Sayre-Syndrom oder am Pearson-Syndrom leiden, sind verschiedene
tubuldre Einschrankungen beschrieben, unter anderem Bartter-dhnliche Symptome [25] oder ein
Fanconi-Syndrom [79;80].

Stérungen in der mitochondrialen Fusions- und Fissionsmaschinerie stehen seit langerem im
Verdacht, an der Ausbildung von Nierenerkrankungen beteiligt zu sein. So konnte an einem Modell
fiir akutes Nierenversagen gezeigt werden, dass eine Drpl, ein Mediator der mitochondrialen Fission,
aktiviert ist, was zu einer gesteigerten mitochondrialen Fragmentierung fiihrt [81]. Dabei konnte
ausgeschlossen werden, dass die mitochondriale Fragmentierung durch die Aktivierung pro-
apoptotischer Faktoren ausgelost wird, da sich die Mitochondrien trotz Hemmung von Caspasen
weiterhin teilen. Bei Transfektion der Zellen mit einem dominant-negativen Drpl wurde die
mitochondriale Fragmentierung teilweise aufgehoben. Zudem konnte die mitochondriale
Fragmentierung nach Ischdamie oder Cisplatin-Behandlung durch Zugabe des Drpl-Hemmstoffes
mdivi-1 gehemmt werden. In unserem Zellmodell scheinen die Mitochondrien immer weiter zu
fusionieren, so dass das Gleichgewicht zwischen Fusion und Fission in Richtung Fusion verschoben
sein konnte. Zugleich ist es jedoch auch denkbar, dass die intramitochondrialen Filamente
mechanisch so stabil sind, dass die Mitochondrien an der Fission gehindert werden. Dadurch ware
auch der Abbau von beschadigten Mitochondrien nicht mehr moglich.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch in Modellen fiir chronisches Nierenversagen gemacht werden
[82]. ROCK1 fordert (iber Phosphorylierung die Rekrutierung von Drpl und stimuliert so die Fission
von Mitochondrien. ROCK1 knockout-Mause zeigten eine verringerte mitochondriale Fragmentierung
unter Gabe von Hoch-Glucose-Futter als Modell einer diabetischen Nephropathie (DN), wohingegen
Nieren von Wildtyp-Mausen stark fragmentierte Mitochondrien enthielten.

Mitochondrien sind in der diabetischen Nephropathie zudem auf andere Art impliziert. Es wird
vermutet, dass der Mitophagie eine renoprotektive Rolle zukommt [83]. Mitochondrien sind neben
ihrer Funktion als Energielieferant wesentlich an apoptotischen Prozessen beteiligt [84]. Aufgrund
extrinsischer Stimuli wie FasL oder TNFa bzw. intrinsischer Stimuli, die etwa eine Schadigung der

Zelle zur Folge haben, wird Cytochrom c aus den Mitochondrien freigesetzt, was zur Bildung eines
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Apoptosoms fiihrt. Dieses Apoptosom wiederum setzt eine proteolytische Kaskade in Gang, die zur
Aktivierung weiterer Caspasen fihrt. In der Folge werden unter anderem das Zytoskelett, die
Mitochondrien sowie die Nuklei fragmentiert. In der diabetischen Nephropathie kommt es zu einer
Storung der mitochondrialen Funktion und daraus folgend zu einer gesteigerten Produktion von ROS,
die wiederum zu einer weiteren Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion durch eine erhohte
Mutationsrate im mitochondrialen Genom fihren. Als Schutzmechanismus wird daher der Abbau von
beschadigten Mitochondrien durch die Mitophagie gesteigert.

In unserem Zellmodell konnten die elongierten Mitochondrien nach Uberexpression von FAP2yur
nicht mehr abgebaut werden (Abb. 25), selbst nachdem die Induktion der Expression bereits acht
Wochen zuvor beendet worden war (Abb. 26). Die Mitochondrien waren bis acht Wochen nach
Absetzen des Tetrazyklins immer noch sichtbar in der Immunfluoreszenz. In ersten Untersuchungen
an FAP2y-Zellen hatte es den Anschein, dass die Mitochondrien hier schneller abgebaut werden.

Es ist denkbar, dass die massiv elongierten Mitochondrien nicht mehr von Autophagosomen
abgebaut werden kénnen. Damit die beschadigten Mitochondrien abgebaut werden kénnen, missen
sie zunachst fragmentiert werden. Moglicherweise sind die intramitochondrialen Filamente
mechanisch zu stabil, so dass die Mitochondrien nicht mehr fragmentiert werden kénnen. Dies
wirde auch dazu fihren, dass die mitochondriale , Qualitdtskontrolle” nicht mehr durchgefiihrt
werden kann und so Mutationen in der mtDNA sowie beschadigte Proteine in den Mitochondrien
akkumulieren. In der Folge wiirde es zu einer Schadigung der Zellen kommen und langfristig zum

Zelltod.

5.2.4.2 Mechanismen der renalen Fibrose

Die betroffenen Patienten erleiden im Verlauf der Erkrankung ein terminales Nierenversagen mit
einhergehender Nierenfibrose. Bei den meisten chronischen Nierenerkrankungen tritt im Verlauf der
Erkrankung eine Fibrose der Niere ein [86]. Die Griinde fiir das Eintreten der Fibrogenese sind
vielfdltig. Die zugrundeliegenden Mechanismen zielen zunachst darauf ab, beschadigtes Gewebe zu
heilen oder zu ersetzen. In der Niere kommt es zu zwei verschiedenen Arten der Fibrose. Zum einen
kann eine Glomerulosklerose entstehen, bei der es zur Einwanderung von inflammatorischen Zellen
in den Glomerulus, zur Aktivierung von Myofibroblasten und zur Umwandlung von epithelialen zu
mesenchymalen Zellen kommt. Zum anderen besteht die Moglichkeit einer tubulointerstitiellen
Fibrose. In diesem Fall sind die Einwanderung inflammatorischer Zellen, die Aktivierung von
Fibroblasten sowie die Bildung einer extrazellularen Matrix die entscheidenden Faktoren fiir die
Entstehung der Fibrose. Wesentliche profibrotische Faktoren sind hierbei Angiotensin Il und TGF-B.
Eine erhohte Expression dieser fibrogenen Faktoren fihrt zu einer Aktivierung der Transkription von
Collagen und Fibronektin, zwei Bestandteilen der extrazellularen Matrix. Die Stabilitdt der Matrix

wird dadurch verursacht, dass die Proteine untereinander verkniipft werden [87-89]. Dieser Vorgang
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ist zundchst noch reversibel, das heit die extrazelluldre Matrix kann von proteolytischen Enzymen
abgebaut werden. Je weiter die Fibrose voranschreitet, desto starker werden die Bestandteile der
Matrix modifiziert, so dass sie nicht mehr ohne weiteres degradiert werden kénnen. Die Progression
der Fibrose kann zudem abgemildert werden, wenn die Verknipfung der Matrixkomponenten
gehemmt wird [90;91].

Mit Hilfe der Masson-Goldner-Farbung wurde die Biopsie eines betroffenen Patienten auf
Bindegewebe untersucht (Abb. 33). Fibrotisches Gewebe, das im Verlaufe einer tubulointerstitiellen
Fibrose entsteht, besteht zum Teil aus Collagen, dem Hauptbestandteil von Bindegewebe. Eine
genaue Aussage Uber das Ausmald einer eventuell vorhandenen Fibrose ist jedoch nur schwer
moglich, da die Biopsie zu klein ist. Die entnommene Biopsie hat nur etwa die GroRe eines
Stecknadelkopfes. Aufgrund des sehr kleinen untersuchten Ausschnittes sind Riickschlisse auf das
Ausmall von Schadigungen in der gesamten Niere nur sehr eingeschriankt und mit gebihrender
Vorsicht moglich. Verglichen mit der Kontrollniere (Abb. 34) schien aber ohnehin kein relevanter
Unterschied im Verhéltnis von Bindegewebe zu Nierenfunktionsgewebe erkennbar zu sein. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen lassen jedoch darauf schliefen, dass der proximale Tubulus
das Nephronsegment ist, das am starksten beschadigt war (Abb. 41, Abb. 42).

Im proximalen Tubulus wird der GroRteil der filtrierten Substanzen wieder resorbiert. Es ist denkbar,
dass der renale Verlust von Stoffen wie Glucose und Phosphat auch dadurch zustande kommt, dass
die Zellen des proximalen Tubulus derart beschadigt sind, dass sie nicht mehr in der Lage sind, die

Transportprozesse durchzufiihren bzw. aufrechtzuerhalten.

5.3 Mitochondriale Beteiligung am renalen Fanconi-Syndrom

Obwohl die beiden hier untersuchten Gene zumindest zu Beginn der Erkrankung die gleichen
Symptome auslésen, sind die zu Grunde liegenden Mechanismen sehr verschieden.

EHHADH als urspriinglich peroxisomales Protein wird auf Grund der gefundenen Mutation
falschlicherweise zusatzlich in die Mitochondrien importiert, wo es in der Folge die mitochondrialep -
Oxidation beeintrachtigt. Die daraus resultierende erniedrigte ATP-Produktion flihrt zu einer
verminderten Resorptionsleistung im proximalen Tubulus der Niere und schlussendlich zur
Auspragung des Fanconi-Syndroms. Der Krankheitsverlauf ist in diesem Fall vergleichsweise milde, da
es sich offensichtlich um eine isolierte Minderung der Transportkapazitdt handelt, die Zellen aber
nicht tiefgreifend geschadigt zu sein scheinen und die Patienten daher keine weiteren renalen
Symptome zeigen.

Bei den Patienten, die die FAP2-Mutation tragen, stellt sich ein anderes Bild dar. Auch hier kommt es
zunachst zur Ausbildung einer Transportstérung im Sinne eines renalen Fanconi-Syndroms. Allerdings

verlauft die Erkrankung im weiteren Verlauf progressiv bis zum terminalen Nierenversagen. Der
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genaue Pathomechanismus ist bis dato noch unbekannt. Allerdings deutet die Anwesenheit der
intramitochondrialen Filamente in der Patientenbiopsie wie auch im Zellmodell darauf hin, dass die
Filamente zu einer so gravierenden Storung der Mitochondrien oder der mitochondrialen Signalwege

flhren, dass die zelluldre Schadigung die bei EHHADH-Patienten beobachtete bei weitem libersteigt.
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6. Zusammenfassung

Das renale Fanconi-Syndrom wird definiert als Einschrankung des proximal tubuldren Transports und
kann durch eine Vielzahl von Faktoren ausgelost werden. Neben sogenannten sekundaren Formen
als Folge einer anderen Erkrankung oder als Nebenwirkung einer therapeutischen Behandlung gibt es
auch priméare Formen, die als direkte Konsequenz einer Mutation auftreten. In dieser Arbeit sollten
zwei dieser Formen untersucht werden, die beide autosomal dominant vererbt werden. Zum einen
handelt es sich dabei um das peroxisomale Protein EHHADH, das dort an der B-Oxidation beteiligt ist.
Zum anderen um FAP2, einen Bestandteil der Kreatin-Synthese.

Fir EHHADH war bereits bekannt, dass es im spaten proximalen Tubulus der Niere exprimiert wird.
Dieses Ergebnis wurde mit Hilfe zweier weiterer Antikorper bestatigt. Sowohl die Immunfluoreszenz
mit einem weiteren Antikorper gegen EHHADH als auch mit einem Antikdrper gegen das
peroxisomale Protein D-Amino acid oxidase ergab ein Signal im corticalen Bereich der Niere im spat-
proximalen Tubulus (S2/S3-Segment). Die beobachtete granuldre Verteilung stand im Einklang mit
der Verteilung der Peroxisomen. Dies lieB den Schluss zu, dass EHHADH in den Peroxisomen des spat-
proximalen Tubulus exprimiert wird. In Vorarbeiten konnte nachgewiesen werden, dass mutiertes
EHHADH zusatzlich in die Mitochondrien importiert wird. Die genaue intramitochondriale
Lokalisation wurde elektronenmikroskopisch mit Hilfe der ReAsH-Methode untersucht. Bei den mit
EHHADH transfizierten Zellen waren nur die Peroxisomen positiv. In den Mitochondrien war kein
Niederschlag erkennbar. Im Gegensatz dazu hatten mit EHHADH,,r transfizierte Zellen sowohl
positive Peroxisomen als auch Mitochondrien. In meiner Diplomarbeit habe ich festgestellt, dass der
mitochondriale Import von EHHADH eine Beeintrdachtigung der oxidativen Phosphorylierung zur
Folge hat. Um zu Ulberprifen, ob sich dies analog zu den Fanconi-Patienten tatsachlich auf den
transzelluldren Transport auswirkt, wurde auf Filtern gewachsenen Zellen das Glucose-Derivat a-D-
Methylglucosid angeboten. Dies wird von Na+-Glucose-Cotransportern transportiert, in den Zellen
jedoch nicht umgesetzt. Dabei zeigte sich, dass die EHHADHyyr-Zellen nur rund ein Viertel der
Transportkapazitat der Wildtypzellen hatten.

Diese Daten erlauben nun neue Einblicke in die Pathogenese dieses speziellen Fanconi-Syndroms.
EHHADH,yr wird falschlicherweise in die Mitochondrien importiert, wo es die mitochondflale -
Oxidation beeintrachtigt. Dies flhrt schlussendlich zu einer verringerten ATP-Synthese und einer
erniedrigten Transportkapazitat im proximalen Tubulus der betroffenen Patienten.

Bei FAP2 handelt es sich im Gegensatz zu EHHADH um ein genuines mitochondriales Protein. Die
Lokalisation in der Niere konnte auf den friihen proximalen Tubulus eingegrenzt werden, wo es in
den Mitochondrien lokalisiert war. Spat-proximale Tubuli sowie medulldre Segmente waren negativ

fur FAP2. Mit Hilfe einer stabil transfizierten Zelllinie wurde eine Mutation im FAP2-Gen naher
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untersucht. Zellen, welche FAP,y; Gberexprimierten, wiesen einen relativ milden Phanotyp auf. Die
Mitochondrien erschienen fragmentiert und geschwollen, was in der Elektronenmikroskopie
bestatigt wurde. Dies ist vermutlich der Uberexpression von FAP2y; und dem damit verbundenen
vermehrten Import von FAP2y; in die Mitochondrien geschuldet. Zellen, die FAP2yyr
Uberexprimierten, enthielten massiv veranderte Mitochondrien. Die Mitochondrien waren stark
elongiert und durchzogen die gesamte Zelle. In der Elektronenmikroskopie waren in den
Mitochondrien der FAP2y-Zellen filamentartige Strukturen erkennbar. Mit Hilfe der Immuno-Gold-
Markierung konnte die Beteiligung von FAP2,,,r am Aufbau der Filamente nachgewiesen werden. Die
Halbwertszeit des mutierten FAP2-Proteins war drastisch verlangert. Dies deutet darauf hin, dass das
in Filamenten befindliche FAP2,yr-Protein nicht mehr normal degradiert werden konnte. Trotz der
massiv veranderten Mitochondrienmorphologie konnte in respiratorischen Messungen der
oxidativen Phosphorylierung kein deutlicher Unterschied zwischen FAP2yr und FAP2yyr-Zellen
beobachtet werden. Das Fanconi-Syndrom scheint bei diesen Patienten also nicht durch eine
Einschrankung der Energiebereitstellung verursacht zu werden.

Zudem konnte eine Biopsie einer Patientenniere untersucht werden. Eine Hamalaun/Eosin-Farbung
ergab gut erhaltene distale Segmente und Glomeruli. Die proximalen Abschnitte Zeichen einer
tubuldren Schéadigung. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen waren in den proximalen
Tubuluszellen ebenfalls Riesenmitochondrien erkennbar, die filamentartige Einschliisse enthielten.
Diese Befunde legen nahe, dass das Auftreten der intramitochondrialen Ablagerungen kein
Zellkulturartefakt ist, sondern diese filamentartigen Strukturen auch in vivo am Entstehen der
Erkrankung beteiligt sind. Das beobachtete Fanconi-Syndrom sowie die Niereninsuffizienz scheinen
jedoch nicht die Folge einer beeintrachtigten oxidativen Phosphorylierung zu sein. Der zu Grunde
liegende Pathomechanismus konnte jedoch noch nicht aufgeklart werden.

Die in dieser Arbeit untersuchten Formen des renalen Fanconi-Syndroms entstehen beide in Folge
einer Mitochondriopathie. Wahrend im Falle der EHHADH-Mutation eine verminderte
Energiebereitstellung krankheitsauslésend zu sein scheint, sind die Pathomechanismen bei FAP2
komplexer und bedirfen weiterfihrender Untersuchungen, fir die die hier dargestellten Befunde

eine Ausgangsbasis bilden.
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