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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Klinik und Genetik

In Zusammenarbeit mit Prof. Robert Kleta aus London wurde in der vorliegenden Arbeit
eine neuartige und dominant vererbte Form eines renalen Fanconi-Syndroms untersucht.
Durch genetische Kopplungsanalysen wurde ein Gen identifiziert (Genprodukt wird als
Fanconi-assoziiertes Protein FAP2 bezeichnet), dessen Mutation die Erkrankung in
insgesamt funf Familien verursacht.

Die Patienten entwickeln in ihrer Kindheit zunachst ein renales Fanconi-Syndrom. Das
renale Fanconi-Syndrom beschreibt ganz generell eine gestdrte Funktion des proximalen
Tubulus der Niere und geht mit einem renalen Verlust von Stoffen einher, die
normalerweise in diesem Segment rickresorbiert werden. Im Detail handelte es sich um
Glucosurie, Hyperphosphaturie, generelle Hyperaminoacidurie, ,low-molecular-weight*
Proteinurie und zudem eine metabolische Azidose. Schwerwiegendere Symptome, wie
sie bei gravierenderen Verlaufen beobachtet werden, z.B. Rachitis oder
Knochendeformationen zeigten sich hierbei nicht. In fortschreitendem Alter fihrt die
Mutation in FAP2 zusatzlich zu einem terminalen Nierenversagen, sodass die Patienten
Dialyse bzw. eine Nierentransplantation benétigen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Pathophysiologie dieser neuartigen Erkrankung
zu erforschen.

Bei Prof. Kleta wurden Patienten aus insgesamt funf Familien vorstellig, die ein renales
Fanconi-Syndrom aufwiesen. Bei den betroffenen Personen handelte es sich sowohl um
Méanner als auch um Frauen. In genetischen Untersuchungen konnten vier
unterschiedliche Mutationen von FAP2 gefunden werden, die autosomal dominant vererbt
werden und bereits bei allen heterozygoten Patienten zur vollen Penetranz fihren.

Die ersten milden Symptome eines renalen Fanconi-Syndroms traten bei den betroffenen
Patienten bereits in friiher Kindheit auf (jungster Patient 18 Monate).

Der Plasmawert an Kreatinin lag im Kindesalter in einem normalen Bereich (ca. 35 - 62
pmol/L bei Kindern bis 3 Jahre). Mit steigendem Alter stiegen allerdings die Plasmawerte
an Kreatinin dber den Normwert an (Normbereich ca. 44 — 106 pmol/l fir M&nner, 44 — 88
pmol/l fir Frauen), was mit dem progressiven Verlust der Nierenfunktion inklusive
Nierenfibrose erklart werden kann. Der Grof3teil der Nierentransplantationen war im Alter
von 45 — 50 Jahren.
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1.2 Vorarbeiten

In der vorangegangenen Dissertation von Dr. Carsten Broeker (2014) wurde bereits die
Expression von FAP2 in humanem und murinem Gewebe untersucht. FAP2 zeigt eine
starke Expression in der Niere und ist dort ausschlieBlich im proximalen Tubulus
lokalisiert.

Bei hoheren VergroRerungen war erkennbar, dass die Expression auf den frih-
proximalen Teil des proximalen Tubulus beschrankt war, da die Immunfluoreszenz-
Farbung von FAP2 bereits am Harnpol des Nephrons begann und im Verlauf des
proximalen Tubulus abnahm (Abb. 1).

Murine und humane Proben zeigten diesbezliglich eine identische Lokalisation von FAP2.

Abbildung 1: Lokalisation der FAP2-Expression in der Maus-Niere

In der Immunfluoreszenz-Farbung einer murinen Niere war zu erkennen, dass die FAP2-
Expression (grin) direkt am Harnpol (weiBer Stern) begann und auf den frih-proximalen Teil des
proximalen Tubulus (weil3e Pfeile) beschrankt war. Spat-proximale Tubulussegmente waren
weitgehend FAP2-negativ (weil3e Pfeilspitzen). Als Marker flr den Birstensaum des proximalen
Tubulus wurde fluoreszenzmarkiertes Phalloidin (rot) gefarbt. Dieses bindet an f-Aktin. Die
Abbildung stammt aus der Doktorarbeit von Dr. Carsten Broeker (2014) *.

Auffallig war das gefiederte Muster der Fluoreszenzfarbung an der basolateralen Seite der
Tubuluszellen (Abb. 2). Durch die palisadenartige Anordnung der Mitochondrien in den
basolateralen Membraneinfaltungen des proximalen Tubulus ist dieses Muster

charakteristisch fur mitochondriale Proteine.




1. Einleitung

Abbildung 2: FAP2-Immunfluoreszenz-Farbung in der humanen Niere

In hoher VergrolRerung war das charakteristische Muster der FAP2-Immunfluoreszenz-Farbung
(griin) gut zu erkennen, welches weitgehend identisch zur Lokalisation von FAP2 in der Mausniere
war. In blau wurden die Zellkerne mit HOE33342 angefarbt. Die Abbildung stammt aus der
Doktorarbeit von Dr. Carsten Broeker (2014) '

Zudem wurde die genaue intrazellulare Lokalisation von FAP2 mit Hilfe des induzierbaren
Zellmodells untersucht. Dazu wurden die stabil transfizierten, mittels Tetrazyklin
induzierbaren, LLC-PK1 Zellen als Modell fiir proximale Tubuluszellen verwendet. Diese
LLC-PK1 Zellen haben einige ihrer urspringlichen Eigenschaften erhalten, zum Beispiel
ihre  Transportfahigkeit und die Expression spezifischer Marker fur proximale

Tubuluszellen 2*

und eignen sich deshalb gut als Zellkulturmodell fir unsere
Untersuchungen.

Dabei zeigten induzierte LLC-PK1 Zellen, die das FAP2-Wildtyp Protein exprimieren
(LLC-PK1y7), in  Immunfluoreszenz-Farbungen eine unauffallige mitochondriale
Morphologie (Abb. 12 A). Induzierte LLC-PK1 Zellen, die ein mutiertes FAP2 Protein
exprimieren (LLC-PK1yut1), hingegen zeigten Mitochondrien, die stark elongiert waren
und spindelférmig die ganze Zelle durchzogen (Abb. 12 B).

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen induzierter LLC-PK1yyr: Zellen waren diese
verlangerten Mitochondrien ebenfalls gut erkennbar. Auffallig in diesen Mitochondrien
war, dass deren Matrixraum voll von filamentartigen Einschlissen war (Abb. 3 A, B

VergrolRerung), welche in normalen Mitochondrien nicht beobachtet werden konnten.
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopie von induzierten LLC-PK1yyr; Zellen

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen von induzierten LLC-PK1yyr1 Zellen waren deutlich die
verlangerten Mitochondrien erkennbar (A). Die VergroRerung zeigt, dass deren Matrixraum voll mit
filamentartigen Ablagerungen war (B). Die Abbildung stammt aus der Doktorarbeit von Dr. Carsten
Broeker (2014) .

Mit Hilfe von Immunogold-Farbungen auf diesen Zellen konnte eine Beteiligung von
mutiertem FAP2 am Aufbau dieser Ablagerungen nachgewiesen werden (Abb. 4 B, weil3e
Pfeile). In LLC-PKlwr Zellen hingegen wurde FAP2yr nur an die innere
Mitochondrienmembran assoziiert nachgewiesen (Abb. 4 A, weil3e Pfeile), wie es auch in
der Literatur beschrieben wurde °.
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A: LLC-PK1wt B: LLC-PK1yur1

Abbildung 4: Immunogold-Féarbung bei induzierte LLC-PK1 Zellen
FAP2 wurde mittels Immunogoldfarbung markiert. Die schwarzen Punkte stammen von den
Goldpartikeln, an die der sekundare Antikdrper gekoppelt war. FAP2 scheint ein Bestandteil der
filamentartigen Ablagerungen in den Mitochondrien zu sein, da die als schwarze Punkte
dargestellten Goldpartikel hauptséchlich auf den Filamenten zu sehen waren (B, wei3e Pfeile). In
Zellen, die FAP2y; exprimierten, waren die Markierungen nur an der inneren
Mitochondrienmembran zu erkennen (A, weil3e Pfeile). Die Abbildungen stammen aus der
Doktorarbeit von Dr. Carsten Broeker (2014) '

Weiterhin wurde in einem Zellkultur-Experiment die Abbaubarkeit dieser verlangerten
Mitochondrien untersucht, da es in der Literatur Hinweise gibt, wonach pathologisch
vergroRerte Mitochondrien nicht oder nur schwer (ber Mitophagie abgebaut werden
kénnen °.

Nach zweiwdchiger Induktion mit Tetrazyklin wurden LLC-PK1yr; Zellen fur weitere acht
Wochen ohne eine weitere Induktion kultiviert. Trotz fehlender Induktion war in den Zellen
auch nach acht Wochen noch eine unverminderte Anzahl an vergrof3erten Mitochondrien
zu erkennen (Abb. 5). Die Zellen waren offensichtlich nicht mehr in der Lage, die
veranderten Mitochondrien abzubauen. In der Literatur finden sich Angaben fur die
Halbwertszeit von mitochondrialen Proteinen zwischen 5,9 Tagen ’ bis 11,6 Tagen ®.
Proteine der &uf3eren mitochondrialen Membran wiesen eine Halbwertszeit von 4,2 Tagen
auf, Proteine der inneren Membran 12,6 Tage ®. Fiir ganze Mitochondrien sprechen die

Literaturwerte von 8,6 Tagen ’, 10,3 Tagen ° oder 6,7 bis 12,2 Tagen 2.
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FAP2 Mitotracker

0 Wochen

8 Wochen

Abbildung 5: Abbaubarkeit von veranderten Mitochondrien in LLC-PK 1yt Zellen
LLC-PK1yyr1 Zellen wurden zunachst fir zwei Wochen mit Tetrazyklin induziert und auf FAP2
gefarbt (0 Wochen). Die verlangerten Mitochondrien sind in allen Zellen zu erkennen. Die
folgenden acht Wochen wurden die Zellen ohne Induktion weiter kultiviert und in regelmafigen
Abstdnden auf FAP2 gefarbt. Obwohl die Zellen kein neues FAP2 mehr exprimieren konnten,
waren noch die elongierte Mitochondrien zu sehen. Die Abbildung stammt aus der Doktorarbeit von
Dr. Carsten Broeker (2014) *.

Zusatzlich zur induzierbaren Zelllinie wurde uns von Prof. Kleta die Nierenbiopsie eines
FAP2-Patienten zur Verfiigung gestellt. Der Patient trug Mutation 1 (hFAP2 c1006A->G)
und war zum Zeitpunkt der Biopsie 21 Jahre alt.

In ersten histologischen Untersuchungen wurde der Erhalt des Gewebes mit einer
Hamalaun/Eosin (H/E) Farbung, die Menge an Bindegewebe mit einer Masson-Goldner
Farbung und die Expression von FAP2 mit Immunfluoreszenz-Farbungen untersucht.

In der H/E Féarbung zeigte das Epithel der proximalen Tubuli deutliche pathologische
Veranderungen. Die Epithelhthe war sehr uneinheitlich und schien an manchen Stellen
von der Basalmembran abgel6st zu sein. Ferner waren im Tubuluslumen Zellfragmente
zu erkennen, welche in der Immunfluoreszenz FAP2-positiv waren (Abb. 6 A, weil3e
Pfeile). Vermutlich kam es also zu einem Zelluntergang von proximalen Tubuluszellen mit
einem nachfolgenden Abschwemmen der Zellen in einen spateren Tubulusabschnitt.
Solche Zellfragmente waren in den proximalen Tubuli der Kontroll-Niere nicht zu sehen
(Abb. 6 B).

Beziglich der Menge an Bindegewebe, welche mit einer Masson-Goldner Féarbung
bestimmt wurde, konnte in der Biopsie kein Unterschied zu einer gefarbten Kontroll-Niere

beobachtet werden.
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Allerdings konnten aufgrund der Grol3e der Biopsie keine Rickschliisse auf eine eventuell
bestehende Fibrose gemacht werden, da fibrotische Veranderungen der Niere zu Beginn
einer solchen Erkrankung zunéchst nur auf bestimmte Bereiche beschrankt sind und nicht
gleichzeitig an allen Stellen entstehen.

A: Patientenbiopsie B: Kontrolle

Abbildung 6: Histologische Voruntersuchungen der Patientenbiopsie

Diese Nierenbiopsie (A) stammt von einem 21jahrigen Patienten mit Fanconi-Syndrom. Sowohl in
der Nierenbiopsie (A) als auch in der Kontroll-Niere (B) waren FAP2-positive proximale Tubuli zu
erkennen (weil3e Pfeile). In der Patientenbiopsie waren in diesen Tubuli FAP2-positive Zelltrimmer
zu erkennen (A), die in der Kontroll-Niere (B) nicht zu sehen waren. Die Abbildungen stammen aus
der Doktorarbeit von Dr. Carsten Broeker (2014) *.

In elektronenmikroskopische Aufnahmen der Nierenbiopsie konnten die in Zellkultur-
Experimenten bereits entdeckten filamentartigen Strukturen in den Mitochondrien auch in
den Mitochondrien von proximalen Tubuluszellen beobachtet werden. Zur weiteren
Untersuchung des Aufbaus dieser Strukturen wurde in der vorliegenden Arbeit eine

Immunogold-Farbung auf die Nierenbiopsie durchgefiihrt.

1.3 Die Niere

Die Nieren sind ein paarig angelegtes Organ, das eingebettet in Bauchfett auf Hohe des
elften Brustwirbels bis zum zweiten Lendenwirbel im Retroperitonealraum liegt. Aufgrund
des hohen Energiebedarfs durch die stattfindenden Transportvorgange sind die Nieren
das am starksten durchblutete Organ mit 25% des Herz-Zeit-Volumens. Zu den Aufgaben
der Nieren gehdren die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes, des
Blutdruckes, des Saure-Basen-Haushaltes, die Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen
sowie die Produktion von Hormonen, wie Erythropoetin und Renin. Makroskopisch

betrachtet besteht die Niere aus einer Bindegewebskapsel, dem Cortex und der Medulla.

-10 -
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Die funktionelle Einheit der Niere bildet das Nephron, von denen die menschlichen Nieren
ungefahr 1,2 Millionen enthalten. Zu Beginn eines Nephrons sitzt der Glomerulus, der die
Aufgabe der Blutfiltration tbernimmt. Uber das gefensterte Endothel der Kapillarschlingen,
eine dreischichtige Basalmembran und die Schlitzmembran zwischen den Ful¥fortséatzen
der Podozyten werden ungeféahr 20% des renalen Plasmaflusses in den Raum der
Bowman Kapsel filtriert. Der Aufbau des Filters definiert die Eigenschaften der Teilchen,
die aus dem Plasma filtriert werden konnen. Teilchen mit einer Grof3e von bis zu 6 kDa
konnen frei filtriert werden, bis zu einer Grofte von 50 — 60 kDa nimmt die Filtrierbarkeit
ab, wahrend grof3ere Teilchen nicht mehr passieren kénnen. Weiterhin bestimmt auch die
Ladung der Teilchen ihre Filtrierbarkeit, da die Schlitzmembran mit einer negativ
geladenen Glykokalix ausgekleidet ist und so positiv geladene Kationen leichter passieren

koénnen als negativ geladene Anionen.

1.4 Der proximale Tubulus

Nach der Filtration des Primarharns aus dem Plasma schlief3t sich ein Tubulussystem an,
in dem alle Stoffe aus dem Primarharn rickresorbiert werden, die noch vom Kérper
bendtigt werden. Der erste Teil dieses Tubulussystems ist der proximale Tubulus als
langster Teil des Nephrons. Im proximalen Tubulus findet der Grof3teil der in der Niere
stattfindenden Resorption statt. Der Cortex weist, im Gegensatz zur Medulla, eine gute
0,-Versorgung auf, die die Transportvorgdnge unter ATP-Verbrauch erméglicht *°. Es
werden ca. 70% des filtrierten Wassers und Kochsalzes, 100% der filtrierten Glucose,
80% des filtrierten Bicarbonates, 60 — 80% des filtrierten Phosphates und 100% der
filtrierten Aminosauren Uber transzellulare und parazellulare Wege riickresorbiert.

Um diese energieaufwandigen Transportmechanismen durchzufiihren, werden
hauptsachlich Na'-gekoppelte Transportvorgange genutzt. Dafiir nétig ist eine konstant
niedrige intrazellulare Na'-Konzentration. Ermoglicht wird dies durch die basolateral
lokalisierte Na'/K’-ATPase, die entgegen des Konzentrationsgefalles unter ATP-
Verbrauch im Antiport 3 Na* aus und 2 K" in die Zelle pumpt. Da hierbei ein elektrogener
Transport vorliegt, generiert die Na'/K’-ATPase neben dem chemischen auch einen
elektrischen Gradienten. Um die Funktion der Na‘'/K'-ATPase aufrecht zu erhalten,
werden 95% des in den Mitochondrien gebildeten ATPs verbraucht ****. Aufgrund dieses
hohen Energieaufwandes fir die Transportvorgange weisen die Zellen des proximalen
Tubulus eine charakteristische Zellmorphologie auf. Apikal befindet sich der Burstensaum,
der eine VergroRerung der Oberflache fur die Transporter ermdéglicht. Basolateral gibt es
tiefe Einfaltungen der Zellmembran, in denen die Mitochondrien palisadenartig aufgereiht

liegen und sich somit in raumlicher Nahe zur Na'/K*-ATPase befinden.

-11 -
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apikal basolateral

Na*
XIZ ATP

U
Na+ Na’

Abbildung 7: Schematischer Aufbau einer Zelle des proximalen Tubulus

Apikal liegen die Transporter fur den Massentransport im proximalen Tubulus. Um die niedrige
intrazellulare Na*-Konzentration aufrecht zu erhalten, befinden sich basolateral Na*/K*-ATPasen,
die Na" im Antiport mit K* tauschen und dabei ATP verbrauchen. In basolateralen Einstiillpungen
der Zellmembran befinden sich Mitochondrien, die 95% ihres gebildeten ATPs an die Na'/K'-
ATPase geben. Das Bild wurde von PD Dr. rer. nat. Markus Reichold zur Verfigung gestellt.

Die konstant geringe Konzentration an Na® im Zytoplasma wird auch benutzt, um
sekundéar-aktive Transporter anzutreiben. Diese Transporter nutzen chemischen
Gradienten von Na*, um weitere Substanzen wie Protonen (Antiporter NHE3 *?), Glucose
(Symporter SGLT1 und SGLT2 '), Phosphat (Symporter '°) oder verschiedene
Aminosduren, wie zum Beispiel Glutamat (EAAC1 '), entgegen ihres
Konzentrationsgefélles in die Zelle zu transportieren.

Die Ruckresorption des Wassers erfolgt im proximalen Tubulus Uberwiegend parazellular
tber einen osmotischen Gradienten, der aus der Rickresorption von Salzen resultiert. Mit
dem Wasserstrom werden zudem weitere lonen mitgezogen, was als ,solvent drag*
bezeichnet wird. Neben der Ruckresorption von Stoffen werden im proximalen Tubulus
auch noch Substanzen aktiv aus dem Blut in den Urin sezerniert. Hierzu gehdren

bestimmte Medikamente, sowie einige organische Anionen und Kationen.

1.5 Aufbau und Funktion von Mitochondrien

Bei Mitochondrien handelt es sich um dynamische Zellorganellen, die von einer

7 Neben der

Doppelmembran umgeben sind und ihr eigenes Genom enthalten
Energiebereitstellung in Form von ATP sind sie an weiteren zellularen Vorgangen
beteiligt, wie zum Beispiel der B-Oxidation von mittleren und kurzkettigen Fetts&uren,
einigen Schritten der Steriodbiosynthese und dem Citratzyklus. Au3erdem dienen sie der

Zelle als Ca**-Speicher und spielen eine Rolle bei zellulérer Apoptose *8.

-12 -



1. Einleitung

Interessanterweise fihren Zellen des proximalen Tubulus keine Glykolyse durch, obwohl
die gesamte Menge der filtrierten Glukose (ca. 150 g/d) hier riickresorbiert wird **%.

Die Verteilung der Mitochondriendichte entlang des Nephrons folgt der
Sauerstoffversorgung des jeweiligen Nephron-Teils *. Je nach Energiebedarf der Zelle
wechselt die mitochondriale Dynamik zwischen Fusion und Fission um die Versorgung mit

ATP entsprechend zu erméglichen #.

1.5.1 Citratzyklus

Die wohl bekannteste Aufgabe von Mitochondrien ist die Bereitstellung von Energie in
Form von ATP. Hierzu wird zunachst Acetyl-CoA, welches beim Abbau von Glukose, von
Fettsduren oder von Aminosauren entsteht, im Citratzyklus komplett zu CO,, GTP und
NADH/H" oder FADH, als Reduktionsaquivalente abgebaut. Diese Reduktionsaquivalente
nehmen Protonen und Elektronen bei den Reaktionsschritten 3, 4, 6 und 8 des
Citratzyklus auf, um die Elektronen spater in die Atmungskette einzuspeisen und so das
Ausschleusen von Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum
anzutreiben.

(3) Isocitrat + NAD" > a-Ketoglutarat + NADH/H" + CO,

(4) a-Ketoglutarat + NAD" + HS-CoA - Succinyl-CoA + NADH/H™ + CO,

(6) Succinat + FAD - Fumarat + FADH,

(8) Malat + NAD* - Oxalacetat + NADH/H"
Der Reaktionsschritt (6) wird vom Enzym Succinat-Dehydrogenase katalysiert, welches
als Komplex Il auch an der Atmungskette beteiligt ist. Im Gegensatz zu NADH/H+
verbleibt FADH, aus Schritt (6) als Co-Faktor eines ,Electron transferring Flavoprotein®
(EFT) im Enzymkomplex, die aufgenommenen Elektronen werden Uber das EFT in die

Atmungskette transferiert %°.

1.5.2 Oxidative Phosphorylierung

Die tatsachliche Bildung von ATP geschieht durch die oxidative Phosphorylierung. Um die
Energie fiur die Bildung von ATP durch die ATP-Synthase zu generieren, wird ein
chemiosmotisches und ein elektrochemisches Potential Uber die innere
Mitochondrienmembran aufgebaut. Das elektrische Potential mit einem Beitrag von 180
bis 200 mV entsteht durch den aktiven Transport von Protonen aus der mitochondrialen
Matrix in den Intermembranraum.

Elektronen aus den Reduktionsaquivalenten NADH/H" bzw. FADH, werden auf Komplex |
(NADH-Q-Reduktase) bzw. Komplex Il (Succinat-Dehydrogenase) Ubertragen und
schlielich von Komplex IV (Cytochrom C-Oxidase) dazu benutzt, um O, zu H,O zu

reduzieren. Durch die Protonenpumpen Komplex I, Komplex Il (Cytochrom C-Reduktase)
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1. Einleitung

und Komplex IV werden Protonen in den Intermembranraum gepumpt und es wird ein
Konzentrations- und Ladungsgradient aufgebaut. Die Synthese von ATP durch Komplex V
(ATP-Synthase) kann nun durch den Wiedereintritt der Protonen in die Matrix angetrieben

werden.

Complex | Complex lI Complex lll Complex IV Complex V

Succinate Fumarate
NADH NAD*

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Atmungskette

Schematische Darstellung der finf Komplexe der Atmungskette in der inneren
Mitochondrienmembran. Elektronenakzeptoren sind Komplex I (NADH-Q-Reduktase) und Komplex
Il (Succinat-Dehydrogenase). Durch die Protonenpumpen Komplex I, Komplex Il (Cytochrom C-
Reduktase) und Komplex IV (Cytochrom C-Oxidase) werden Protonen in den Intermembranraum
gepumpt und es kommt zum Aufbau eines Konzentrations- und Ladungsgradienten. Komplex V
(ATP—Synthase) nutzt diese Gradienten fur die Synthese von ATP. (die Abbildung stammt aus
Zeviani, 2004 2 ).

Der aktive Transport von Substanzen, vor allem im proximalen (und auch distalen)
Tubulus, ist abhangig von einer ausreichenden Bereitstellung von Sauerstoff und somit
von ATP ', Eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmungskette zeigt sich vor allem
in Geweben, die einen hohen Energieumsatz aufweisen, wie zum Beispiel Herz- und
Skelettmuskelzellen, das zentrale Nervensystem (ZNS) oder auch proximale Tubuli *472°,
Daher ist es nicht verwunderlich, dass sich eine Stérung der mitochondrialen Funktion in
Optikusatrophie, Ophthalmoplegie, Cardiomyopathie, Muskelschwéache, Stérungen des
ZNS oder Nierenfunktionsstérungen bemerkbar machen kann %, In den letzten Jahren
wurde in der Literatur gezeigt, dass Defekte der mitochondrialen Funktion auch in

Verbindung mit renalen Erkrankungen stehen 2°%%3?  Bei

einer friheren, in
Zusammenarbeit mit Prof. Kleta untersuchten Form des Fanconi-Syndroms, bei der eine
Mutation im peroxisomalen Protein EHHADH vorliegt, wurde eine Stérung der oxidativen
Phosphorylierung durch eine eingeschréankte mitochondriale 3-Oxidation als Ausloser zur

Entstehung eines Fanconi-Syndroms entdeckt *°.
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1.6 Renales Fanconi-Syndrom

Ein renales Fanconi-Syndrom beschreibt eine generelle Funktionsstérung des proximalen
Tubulus. Dabei kommt es zum renalen Verlust von Phosphat, Bikarbonat, Glucose,
niedermolekularen Proteinen und Aminosauren. Als Debré-de Toni-Fanconi-Syndrom
oder kurz Fanconi-Syndrom wurde das Krankheitshild erstmals 1943 bezeichnet, da die
nahere Charakterisierung durch Debré, de Toni und Fanconi in den dreiRiger Jahren 3%
erfolgte. Zuerst wurde dieses Krankheitsbild 1924 von Lignac beschrieben .

Die vermehrte Ausscheidung von Glucose und Proteinen mit dem Urin hat unter normalen
Umstanden keine schwerwiegenden klinischen Folgen. Der renale Verlust von Phosphat
hat hingegen gravierende Auswirkungen, da er zu einer verzdgerten Mineralisierung bzw.
zu einer Entmineralisierung der Knochen fihrt. Bei Kindern kann dies zur Entwicklung
einer Vitamin D-resistenten Rachitis und zu Minderwuchs fiihren, bei Erwachsenen zu
Osteoporose oder Osteomalazie. Bekannt sind Falle, in denen Patienten mit zunachst
diagnostizierter mitochondrialen Myopathie wie Kearns-Sayre Syndrom oder MELAS
(mitochondriale Myopathie, Encephalopathie, Lactic Acidosis, Stroke-like Episodes) im
weiteren Verlauf der Erkrankung noch ein renales Fanconi-Syndrom entwickelten 2~29%
Eine weitere, nicht mitochondriale Erkrankung in deren Verlauf es zu einem renalen
Fanconi-Syndrom kommen kann, ist eine Zystinose. Bei solchen Patienten kommt es in
der Regel spéter zusétzlich zu einem terminalen Nierenversagen ¥~°,

Als Ursache fir ein Fanconi-Syndrom werden zwei unterschiedliche Pathomechanismen
postuliert. Zum einen gibt es ein primares Fanconi-Syndrom, das durch die Vererbung

25,27,28,37,40,41. Zum anderen

einer Mutation entsteht, oftmals im mitochondrialen Genom
gibt es ein sekundares Fanconi-Syndrom, das im Rahmen einer Stoffwechselerkrankung
oder durch Medikamente erworben wird. Bekannt ist die Entstehung eines sekundaren
Fanconi-Syndroms beispielsweise durch die Einnahme von Tenofovir oder Adenovir bei
Behandlung einer retroviralen Infektion. Auch das als Antiepileptikum verschriebene
Valoproat kann zu einem renalen Fanconi-Syndrom filhren ****. Bei einem priméaren
Fanconi-Syndrom wird zwischen autosomal-rezessiver oder X-chromosomal-rezessiver
Vererbung unterschieden.

In Zusammenarbeit mit Prof. Kleta wurde kurzlich beobachtet, dass eine Mutation im
peroxisomalen Protein EHHADH (L-3-Enoyl-CoA-Hydratase/L-3-Hydroxy-Acyl-CoA-
Dehydrogenase) zur Entstehung eines Fanconi-Syndroms fihrt. Diese Mutation wird im
Gegensatz zu bisher untersuchten Mutationen, die ein Fanconi-Syndrom ausldsen,
autosomal dominant vererbt *. Dariiber hinaus konnte Prof. Kleta Mutationen in einem

weiteren Gen (Fanconi-assoziiertes Protein 2, kurz FAP2) identifizieren, das ebenfalls zur
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Entstehung eines renalen Fanconi-Syndroms fihrt und auch autosomal dominant vererbt

wird.
Erkrankung OMIM Gen Hauptsymptome
Autosomal-rezessive Vererbung
Akkumulation toxischer Metabolite
Fanconi-Bickel-Syndrom 227810 GLUT2 Beeintrachtigung des Glucose-Transportes,
344 Glykogenspeicherung, Wachsstumsstoérung
Galaktosamie ™ 230400 GALT Leberfunktionsstorung, lkterus, Sepsis
Hereditare 229600 ALDOB Leberinsuffizienz, Hepatomegalie, lkterus, Leberversagen
Fructoseintoleranz *°
Morbus Wilson *’ 277900 ATP7B Chronische  Kupferspeicherung,  Hepatitis,  akutes
Nierenversagen
Tyrosinamie Typ | = 276700 FAA LebervergrofRerung, -versagen, renal-tubulare Azidose,
eingeschrankte GFR
Zystinose 219800 CTNS Lysosomale Akkumulation von Cystin, chronisches
e Infantil % Nierenversagen
e Juvenil ¥*
Autosomal-rezessive Vererbung
Mitochondriopathie (eingeschrankte Energiebereitstellung)
Chronisch 551200 mtDNA Cytochrom C-Oxidase Mangel
tubulointerstitielle Deletion,
Nephropathie * Punktmutation
Komplex-lll-Mangel >>>* 124000 UQCRB, Cytochrom C-Reduktase Mangel
UQCRQ,
BCS1L
Komplex-IV-Mangel > 220110 Verschiedene | Cytochrom C-Oxidase Mangel

Leigh-Syndrom mit

Fanconi Symptomatik %

256000, auch
X-

Verschiedene

Alle Komplexe der Atmungskette

zerebro-renales Syndrom)
60

chromosomal-
rezessiv
X-Chromosomal-rezessiv
Dent-Syndrom (Dent | 300009 CICN5 Endosomendysfunktion, low-molecular-weight Proteinurie,
disease ) ***° chronisches Nierenversagen
Lowe-Syndrom  (Okulo- | 309000 OCRL Endosomendysfunktion, low-molecular-weight Proteinurie,

chronisches Nierenversagen, verzégerte Entwicklung

Isolierte renale Fanconi-Syndrome

Syndrom (FRTS) 3%

Fanconi renotubuléres | 134600 FAP2 Fanconi-Syndrom mit terminalem Nierenversagen,

Syndrom (FRTS) 1 Autosomal-dominante Vererbung

Fanconi renotubuléres | 613388 SLC3Al1 Mutation in Phosphat-Transporter NaPi-lla (loss-of-

Syndrom (FRTS) 2 %62 function),  Fanconi-Syndrom  mit  dominierender
Phosphaturie, Rachitis, Nierenversagen,
Autosomal-rezessive Vererbung

Fanconi renotubuléres | 315605 EHHADH Fanconi-Syndrom ohne Nierenversagen,

Autosomal-dominante Vererbung

Tabelle 1: Haufigste genetische Erkrankungen mit Fanconi-Syndrom

-1
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1. Einleitung

1.7 Nierenfibrose

Als Fibrose wird eine pathologische Veranderung von Gewebe verstanden. Hierbei kommt
es zur Akkumulation von Bindegewebe-produzierenden Zellen in betroffenen
Gewebebereichen und einer vermehrten Produktion von extrazellularer Matrix (ECM).
Dies geschieht vor allem bei Gewebeverletzungen und ist ein wichtiger Mechanismus zur
Heilung des geschadigten Gewebes. Durch ein Gleichgewicht von ECM-Produktion und —
Abbau durch Proteasen wird normalerweise eine Uberproduktion verhindert. Bei
andauerndem Stimulus zur Infiltration von Immunzellen und Produktion von ECM kommt
es allerdings zur Fibrose und der Schadigung des Gewebes %%,

In fast allen Fallen von chronischen Nierenerkrankungen (CKD) kommt es am Ende zu
renaler Fibrose ®~°. Die Untersuchung der bereitgestellten Gewebeproben von FAP2-
Patienten ergab eine starke Fibrose der Nieren mit darauffolgendem Nierenversagen.
Durch eine Schadigung des Gewebes kommt es zundchst zur Freisetzung
proinflammatorischer Cytokine, die zu einer Infiltration von inflammatorischen Zellen fiihrt.
Durch die Freisetzung profibrotischer Cytokine werden Fibroblasten aktiviert, die
extrazellulare Matrixproteine produzieren und sezernieren. Dauern die Stimuli fir die
Fibrose an und es kommt zu einer chronischen Verletzung des Gewebes, kommt es zu
einer extremen Produktion und Akkumulation von extrazellularer Matrix (ECM) ©36460-69,

In der Niere wird zwischen zwei unterschiedlichen Arten von Fibrose unterschieden, zum
einen in eine Glomerulosklerose, zum anderen in eine tubulointerstitielle Fibrose. Bei
beiden Fallen kommt es zur Infiltration inflammatorischer Zellen, der Aktivierung und
Vermehrung von Myofibroblasten und zu epithelialer-mesenchymaler Umwandlung
(epithelial to mesenchymal transition, EMT) ©3®4677°  Dabei verlieren polarisierte,
epitheliale Zellen ihren urspringlichen Phanotyp und zeigen Merkmale eines
mesenchymalen Phé&notyps, zum Beispiel die Bildung von ECM-Proteinen "*"*Bei
tubulointerstitieller Fibrose kommt es nach der Einwanderung inflammatorischer Zellen in
das Interstitium zusatzlich zu einer Aktivierung von interstitiellen Fibroblasten und zur
Produktion grol3er Mengen an extrazellularer Matrix. Als wichtige profibrotische Faktoren
sind Angiotensin 1l und TGF-B bekannt, die die Transkription von Bestandteilen der
extrazellularen Matrix, Fibronektin und Collagen, aktivieren %3478 pyrch Verkniipfung
der ECM-Proteine untereinander erhalt die Matrix ihre Stabilitat °>’>"*"5 kann aber tber
proteolytische Enzyme wie Matrix Metalloproteinasen (MMPs), wieder abgebaut werden
67.7% Normalerweise sollen diese Mechanismen zerstdrtes Gewebe heilen und ersetzen.
Ist die Schadigung der Zellen allerdings chronisch, schreitet die Fibrose weiter voran, die
Matrixproteine werden madifiziert, was eine Degradation erschwert und zur Entstehung

von fibrotischen Erkrankungen fiihren kann 8477476,
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1.8 Expression und Funktion des Fanconi-assoziierten
Proteins 2

Prof. Robert Kleta konnte neben dem bereits untersuchten EHHADH-Gen ein weiteres
Gen identifizieren, dessen Mutationen zur Ausbildung eines Fanconi-Syndroms fuhren.
Dieses Gen kodiert fur das Fanconi-assoziierte Protein 2 (FAP2). Exprimiert wird FAP2
hauptsachlich im proximalen Tubulus in der Niere, sowie in den a-Zellen des Pankreas
und auch in Leber-Hepatozyten °. Das Protein besteht aus 386 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 46 kDa ""’®. Das Gleichgewicht zwischen Monomer- und Dimer-
Bildung liegt auf Seite der Monomere . Subzellular befindet sich FAP2 in den

® und ist dort in den

Mitochondrien, genauer an der inneren Mitochondrien-Membran
Kreatin-Stoffwechsel involviert.

Bei der Kreatin-Synthese wird in einem ersten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
eine Amidinogruppe von L-Arginin auf Glycin Ubertragen. Diese Reaktion wurde erstmals

8 Das dabei

1940 von Borsook und Dubnoff in Nieren-Homogenaten festgestellt
entstehende Guanidinoacetat wird im zweiten Schritt mit Hilfe von aktivem Methionin (S-
Adeonosylmethionin, SAM) methyliert und es entsteht Kreatin. Kreatin wird in
Skelettmuskeln und in das Gehirn importiert und dort gelagert ®. Dort kann es (iber einen
von der Kreatin-Kinase katalysierten Schritt phosphoryliert werden und dient dann als
schnell verfiigbarer Energiespeicher bzw. -puffer, da die Phosphatgruppe bei Bedarf
wieder zurtck auf ADP Ubertragen werden kann und somit wieder ATP entsteht. Der
Abbau erfolgt Gber den spontanen Zerfall von Kreatin oder Kreatin-Phosphat zu Kreatinin,
welches in der Niere frei filtriert und ausgeschieden wird .

Durch seine Eigenschaft als kurzfristiger Energiespeicher ist Kreatin-Phosphat (PCr)
wichtig fir Gewebe mit hohem Energieverbrauch, wie zum Beispiel Gehirn oder Muskeln,
wo PCr dephosphoryliert und dabei Energie in Form von ATP bereitgestellt wird. Diese
Dephosphorylierung wird von ,Brain Kreatin-Kinasen“ (B-CK) und ,Muskel Kreatin-
Kinasen* (M-CK) katalysiert ®, die sich im Zytoplasma befinden. Die Phosphorylierung
von Kreatin erfolgt direkt im Mitochondrium ' durch mitochondriale Kreatin-Kinasen (Mi-
CK).

Prof. Robert Kleta konnte durch Kopplungsanalysen vier unterschiedliche Mutationen im
Gen fur FAP2 identifizieren, die sich alle an der Oberflache des Proteins befinden und
weit vom katalytischen Zentrum entfernt sind. Diese Form des Fanconi-Syndroms wird
autosomal dominant vererbt. Im Gegensatz zu EHHADH-Patienten *° entwickeln FAP2-

Patienten im Verlauf der Erkrankung aber immer ein terminales Nierenversagen.
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2. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollte ein Gen untersucht werden, dessen Mutation zu einer
neuartigen, autosomal dominant vererbten Form eines renalen Fanconi-Syndroms flhrt.
Zusatzlich kommt es bei allen Patienten im Erwachsenenalter zu einer Nierenfibrose mit
terminalem Nierenversagen. Uber Kopplungsanalysen konnte unser Kooperationspartner
Prof. Robert Kleta (University College London) in den fiinf betroffenen Familien vier
unterschiedliche Mutationen in einem Gen identifizieren, das fir das Fanconi-assoziierte
Protein 2 (FAP2) codiert. Die Mutationen dieses in den Mitochondrien lokalisierten
Proteins liegen alle entfernt vom aktiven Zentrum an der Oberflache des Proteins.

In Vorarbeiten wurde die Lokalisation von FAP2 sowohl beim Menschen, als auch bei der
Maus in Mitochondrien des frihproximalen Tubulus bereits mit Hilfe von
Immunfluoreszenz-Farbungen bestétigt. Weiterhin  konnte in  Immunfluoreszenz-
Experimenten an einer stabil transfizierten, induzierbaren Zelllinie (Tet-on System)
beobachtet werden, dass die Uberexpression von mutiertem FAP2 zur Ausbildung
riesiger, spindelférmiger = Mitochondrien  fuhrt. In  elektronenmikroskopischen
Untersuchungen an diesen Zellen wurden innerhalb der riesigen Mitochondrien lange
filamentartige Strukturen beobachtet, welche in normalen Mitochondrien nicht vorhanden
sind. Uber Immunogold-Farbungen konnte beobachtet werden, dass FAP2yur am Aufbau
dieser Strukturen beteiligt ist. Da Mitochondrien mit diesen FAP2,,r Filamenten nicht
abgebaut werden koénnen, sollte auch die Abbaubarkeit von Mitochondrien mit FAP2+
untersucht werden. AuRerdem sollte in respirometrischen Messungen geklart werden, ob
die Ausbildung der riesigen Mitochondrien zu einer Veranderung der respiratorischen
Funktion der Zellen fuhrt, was die Entstehung des Fanconi-Syndroms erkléaren kdnnte.

Als erstes in vivo Modell fir die Entstehung des vorliegenden Fanconi-Syndroms wurde
eine FAP2 Knockout Maus benutzt. Durch die Untersuchung des Nierenphanotyps dieser
Maus sollte eine Haploinsuffizienz als mogliche Ursache zur Krankheitsentstehung
untersucht werden. Weiterfihrende Untersuchungen an der Nierenbiopsie eines Fanconi
Patienten sollten klaren, ob die dort entdeckten pathologischen Filamente ebenfalls aus
FAP2yr aufgebaut sind. AuRerdem wurde die post mortem Nierenprobe eines zweiten
Patienten untersucht. Da diese Gewebeprobe deutliche Anzeichen einer Nierenfibrose
zeigte, wurde die Expression von Genen untersucht, welche bei anderen Arten der
Nierenfibrose reguliert sind, sowohl im Zellkultur-System, als auch in einem FAP2 Knockin
Mausmodell. Diese FAP2 Knockin Maus tragt die Mutation eines der Patienten und sollte
phanotypisch auf typische Symptome eines Fanconi-Syndroms und auf Anzeichen eines

terminalen Nierenversagens hin untersucht werden.
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3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerat Hersteller

Analysenwaage GR-120 A&D Instruments Ltd, Tokio, J

Augenschere und weitere chirurgische

Instrumente FST, Bad Oeynhausen, D

Autoklav Tuttnauer 2540ELC, biomedics GmbH,
Giel3en, D

Brutschrank (Hypoxie-geeignet) Binder GmbH, Tuttlingen, D

Gasmischanlage fur Isofluran-Verdampfer | MFI Fohr Medical Instruments GmbH,
Seeheim, D

Invertmikroskop Observer Z.1 Zeiss, Jena, D

Konfokales Mikroskop LSM 710 Zeiss, Jena, D

Kryostat Leica CM3050 Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, D

LightCycler LC480 Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, D

550 Microplate Reader Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, C,
USA

Mikrotom (Rotationsmikrotom RM2165) Leica, Wetzlar, D

Mikrozentrifuge Hettich, Tuttlingen, D

Milli-Q-Anlage (Biocel A10) Millipore, Schwalbach/Ts., D

Nanodrop 2000 PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
D

NOVOstar Microplate Reader BMG Labtech, Ortenberg, D

OSMOMAT 030 Gonotec GmbH, Berlin, D

Oxygraph-2k Oroboros Instuments GmbH, Innsbruck, A

pH-Meter Schott Gerate, Mainz, D

Pipetten Eppendorf, Hamburg, D

Pipetten Gilson, Middleton, USA

Seahorse XFp Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Sterilbank (Holten LaminAir) Heto-/Holten AS, Alleragd, 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

Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, C,
USA

Zentrifuge ZK 364 Hermle, Wehingen, D

-20 -



3. Material und Methoden

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Cluster Plates (6-well, 12-well, 24-well)

Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK

6x DNA Loading Dye

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

DEPEX Mounting Medium

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D

Eppendorf Tubes (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2
ml)

Eppendorf AG, Hamburg, D

Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt, Niumbrecht, D

Filterpapier

GE Healthcare Life Sciences,
Buckinhamshire, UK

GeneRulerTM DNA Ladder (50 bp, 100
bp, 1 kb)

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

Glasdeckplattchen fir Zellfarbungen

Hartenstein, Wirzburg, D

Glycergel mounting medium,
fluoreszenzfrei

DakoCytomation, Dakato North America
Inc., Carpinteria, USA

0,5 ml Insulin-Spritzen

BD Micro-Fine+, BD Consumer Healthcare,
Heidelberg, D

Kulturflaschen T-25, T-75

Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK

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 grof3 (100 x 15 mm)

Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK

Mikrotiterplatten (96-well)

Nuclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, DK

Pasteurpipetten

Brand, Wertheim, D

PCF-Filter 0,4 um

Merck, Darmstadt, D

Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl, 1000 ul)

Sarstedt, Numbrecht, D

Polysin Objekttrager

Kindler, Freiburg, D

PVDF Blotting Membran

GE Healthcare Life Sciences,
Buckinhamshire, UK

Tissue Tek OCT-Medium

Sakura Finetek, Zoeterwoude, NL

Tubes (15 ml, 50 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen, D

3.1.3 Chemikalien

Produkt Hersteller

Agarose AppliChem, Darmstadt, D

Acetyl-CoA Sigma, Taufkirchen, D

Acrylamid Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe, D
ADP Sigma, Taufkirchen, D

Ammoniumacetat

Merck, Darmstadt, D

Ammonium Persulfat (APS)

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe, D

Ampicillin Sigma, Taufkirchen, D
Antimycin A Sigma, Taufkirchen, D
L-Arginin HCI Pulver wake-up-easy, Berlin, D
Ascorbat Sigma, Taufkirchen, D

Aqua ad iniectabilia

Braun, Melsungen, D
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Bacto pepton

BD GmbH, Heidelberg, D

Bacto yeast extract

BD GmbH, Heidelberg, D

Benzonase (25 U/pl)

Sigma, Taufkirchen, D

Bradford Reagenz

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, C,
USA

Bromophenol Blue

Sigma, Taufkirchen, 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

Citronenséure-Monohydrat

Merck, Darmstadt, D

Creapure® Creatine

Biomenta® Sport Nutrition, Koblenz, D

Collagen from calf skin

Sigma, Taufkirchen, D

Cytochrom ¢

Sigma, Taufkirchen, D

Digitonin

Sigma, Taufkirchen, D

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt, D

DMEM (Dulbecco’s modified eagle

Gibco Cell Culture Systems — Invitrogen,

Medium) Karlsruhe, D

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

Eisen(lll)chlorid

Merck, Darmstadt, D

Eosin-Loésung alkoholisch

Merck, Darmstadt, D

Ethanol (EtOH)

J. T. Baker, Deventer, NL

FCS (Fetales Kalberserum)

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
Heparin-Losung Liguemin N (25000 I.E./5 | Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
ml) Mannheim, D
IGEPAL® CA-630 Sigma, Taufkirchen, D
Isofluran Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleilfheim, D
Isopropanol Merck, Darmstadt, D
KoHPO, Merck, Darmstadt, D
KCI Merck, Darmstadt, D
KH,PO4*3H,0 Merck, Darmstadt, D
K-Lactobionat Sigma, Taufkirchen, D
KOH Merck, Darmstadt, D

Laemmli Sample Puffer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, C,
USA

L-Glutamin, 200 mM (100x), flissig

Gibco Cell Culture Systems — Invitrogen,
Karlsruhe, D
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Malat Sigma, Taufkirchen, D
Mannitol neolab, Heidelberg, D
Mayers Hamalaun alkoholisch Merck, Darmstadt, D
B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, D
2-Methylbutan Sigma, Taufkirchen, D
Methanol Merck, Darmstadt, D
MgCl,*6H,0 Merck, Darmstadt, D
MgSO,*7H,0 Merck, Darmstadt, D
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt, D
Na,HPO,*2H,0 Merck, Darmstadt, D
NacCl Merck, Darmstadt, D
NacCl, 0,9% (isotone Losung) B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
NaH,PO,*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
Natrium-Deoxycholat 297 % (titration) Sigma, Taufkirchen, D
NH,-Acetat Merck, Darmstadt, D
Octanoyl-Carnitin Tocris Bioscience, Bristol, UK
Oligomycin Sigma, Taufkirchen, D
OptiMEM Gibco Cell Culture Systems — Invitrogen,
Karlsruhe, D
Orange G Merck, Darmstadt, D
Oxalacetat Sigma, Taufkirchen, D
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, D

Penecillin-Streptomycin-Ldsung, flissig Gibco Cell Culture Systems — Invitrogen,
(20000 I.E./ml Pen G, 10000 pg/ml Strep.- | Karlsruhe, D

Sulfat)

Phosphorwolframsaure Sigma, Taufkirchen, D

PMSF (Stock 100 mM) AppliChem, Darmstadt, D

Protease-Inhibitor Cocktail (100x Stock) Calbiochem, San Diego, CA, USA

Proteasom-Inhibitor MG-132 MedChem Express, Monmouth Junction,
NJ, USA

Ponceau Serva, Heidelberg, D

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

Restore™ Western Blot Stripping Buffer | ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Ma,
USA

RNAse Inhibitor Promega Corporation, Madison, W1, USA

Rotenon Sigma, Taufkirchen, D

RPMI 1640 Medium, mit/ohne Glucose Gibco Cell Culture Systems — Invitrogen,
Karlsruhe, D

Saccharose Merck, Darmstadt, D

Saurefuchsin Merck, Darmstadt, D

SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz) Merck, Darmstadt, D

Succinat Sigma, Taufkirchen, D
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TAE (Tris — Acetat — EDTA) — Puffer (50x)

AppliChem, Darmstadt, D

Taurin

Sigma, Taufkirchen, D

TEMED

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, D

Tetrazyklinstock (12,5 mg/ml) in EtOH

Bioline, Luckenwalde, D

TMPD

Sigma, Taufkirchen, D

Trinatriumcitrat-Dihydrat

Merck, Darmstadt, D

TRIS HCI (Trizma® hydrochloride)

Sigma, Taufkirchen, D

Triton X-100

AppliChem, Darmstadt, D

Tween

Sigma, Taufkirchen, D

Trypsin-EDTA-LOsung (10x), flissig

Gibco Cell Culture Systems — Invitrogen,
Karlsruhe, D

Xylol

Sigma, Taufkirchen, D

3.1.4 Substanzen, Enzyme, Kits

Produkt

Hersteller

anti-pig-I1L-18 ELISA

PromoCell GmbH, Heidelberg, D

Collagenase Typ IV (aus Clostridium
histolyticum)

Sigma, Taufkirchen, D

CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Ma,
USA

dNTPs 10 mM

QIAGEN GmbH, Hilden, D

HiYield® Plasmid Mini Kit

Siud-Laborbedarf Gauting, Miinchen, D

Immunoreagenz Part |
Immunoreagenz Part I

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, T,
USA

Lipofectamine® 3000 Transfection Reagent

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Ma,
USA

6x Loading Dye

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Ma,
USA

Marker (50 bp, 1 kb)

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Ma,
USA

M-MLV Reverse Transkriptase

Promega Corporation, Madison, WI, USA

M-MLV RT RNAse Inhibitor

Promega Corporation, Madison, WI, USA

M-MLV RT 5x Buffer

Promega Corporation, Madison, WI, USA

Nucleo Spin RNA

Macherey-Nagel GmbH, Diren, D

Precision Plus Protein Dual Color Standard

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Proteinase K

Sigma-AldrichCo. LLC., St. Louis, MO,
USA

QIAquick®Gelextraction Kit

Quiagen GmbH, Hilden, D

QIAquick® PCR-Purification Kit

Quiagen GmbH, 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

Random Hexamer Primer (100 uM)

Promega Corporation, Madison, WI, USA

REDTag Ready Mix

Sigma-AldrichCo. LLC., St. Louis, MO,
USA
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Restriktionsenzym Hpal (2000 U/ml)

USA

New England Biolabs Inc., Ipswich, Ma,

Restriktionsenzym Notl (2000 U/ml)

USA

New England Biolabs Inc., Ipswich, Ma,

Restriktionsenzym EcoRI (2000 U/ml)

USA

New England Biolabs Inc., Ipswich, Ma,

SYBR® Green PCR Kit

Quiagen GmbH, Hilden, D

Ultra-Pfu-Polymerase

Stratagene, California, US

XFp cell mito stress kit

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

3.1.5 Software

Produkt

Hersteller

ImageJ V1.37c

Wayne Rasband, NIH, USA

Origin 2016G

OriginLab Corporation, Northampton, USA

3.1.6 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von Invitrogen, Karlsruhe, D hergestellit.

Genotypisierung

Zielgen Primer Sequenz Annealing
Temp.
murines se AGCCCCTCTATTTCCCTTTTCATT 60 °C
FAP2 as TTCCACTGCGTCATTCTCCTGTAA
murines se CGATACAGGCATCCACAGCT 57 °C
FAP2yur2, |as CGAGGGGAAATGCTGACTCTA
Mutagenese
Zielgen Primer Sequenz Anneal
ing
Temp.
humanes | se_EcoRI GACGAATTCATGCTGCGGGTGCGGTGT 62 °C
FAP2 GACGGATCCTGTTCAGTCCAAGTAGGACT |69 °C
as_BamHlI GTAAG
murines se_Notl GAAGCGGCCGCGATGCTACGGGTGCGGT | 68 °C
FAP2 GTCT
as_EcoRlI GACGAATTCCCACGCCTGCTCAGTCAAAG | 65°C
se_Sacl GAAGAGCTCGATGCTACGGGTGCGGTGTC | 67 °C
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murines se_A1006G TCAAGAAAGCAGGATGGGCCATAG 59 °C
FAP2 as_A1006G CTATGGCCCATCCTGCTTTCTTGA

murines se_G1012A 2 | GCAGGATGGACCATAATTACTC 52 °C
FAP2uut2 | as_G1012A 2 | GAGTAATTATGGTCCATCCTGC

murines se_G1l030A 2 | ACTCCGTTAACACCAATCATCC 54°C
FAP2uut2 | as_G1030A_2 | GGATGATTGGTGTTAACGGAGT

Quantitative Real-time PCR

Gen Primer Sequence (5°>3’) Annealing
temp.

porcines FAP2 sense CGACCCTGTCACCAGATTGA 60°C
antisense = ATGGAAAGCCACTTGGACGA

humanes FAP2 | sense AGGCCAGGAACATTCCGC 60°C
antisense  GTTCGTCCAAGCCGAGATCC

murines FAP2 sense TTTTCAAGAAAGCAGGATGGA 57°C
antisense n TGACATCCAGAGGGGATGAT

porcines FN1 sense GAGGCACAAGATTCGGGAGG 61°C
antisense n CATAATGGGAAACCGTGTAGGG

murines FN1 sense GAAGACAGATGAGCTTCCCCA 59°C
antisense  GGTTGGTGATGAAGGGGGTC

porcines sense AGAACACGGCATCATCACCA 61°C

Glattmuskelaktin | antisense = CAGGGTCGGATGCTCTTCTG

murines sense GCTACGAACTGCCTGACGG 57°C

Glattmuskelaktin | antisense = GCTGTTATAGGTGGTTTCGTGGA

porcines IL-18 sense AGCTGAAAACGATGAAGACCTG 61°C
antisense  AAACACGGCTTGATGTCCCT

murines IL-18 sense TCTTGGCCCAGGAACAATGG 60°C
antisense = CGGCCAAAGTTGTCTGATTCC

porcines NLRP3 | sense CCTGCAAAAACTGGGGTTGG 60°C
antisense = CTCCAAGAGCATTTCCCCGT

murines NLRP3 | sense TGGCTGTGTGGATCTTTGCT 59°C
antisense  ACGTGTCATTCCACTCTGGC

porcines B-actin | sense CCCATCTACGAGGGGTACG 60°C
antisense = CGCTCCGTCAGGATCTTC

murines 3-actin | sense GACAGGATGCAGAAGGAGATTACTG | 57°C
antisense n CCACCGATCCACACAGAGTACTT
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3.1.7 PCR-Programme

Genotypisierungs-PCR
FAP2 Knockout Mause

Schritt Temperatur | Zeit

1 95°C 5 min
2 94°C 20 sec
3 60°C 45 sec
4 72°C 60 sec
5 72°C 5 min
6 4°C hold
FAP2\ur2 Knockin Mause

Schritt Temperatur | Zeit

1 94°C 5 min
2 94°C 60 sec
3 57°C 60 sec
4 72°C 30 sec
5 72°C 5 min
6 4°C hold

Site-directed mutagenesis

PCR-Programm 1

Schritt Temperatur | Zeit

1 95°C 5 min

2 94°C 30 sec
3 49°C 30 sec
4 72°C 150 sec
5 72°C 5 min

6 4°C hold

40x Schritt 2 - 4

32x Schritt 2 - 4

35x Schritt 2 - 4
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PCR-Programm 2

Schritt Temperatur | Zeit

1 95°C 5 min

2 94°C 30 sec

3 49°C 30 sec 35x Schritt 2 - 4
4 72°C 60 sec

5 72°C 5 min

6 4°C hold

PCR-Programm 3

Schritt Temperatur | Zeit

1 95°C 5 min

2 94°C 30 sec

3 61°C 30 sec 35x Schritt 2 - 4
4 72°C 180 sec

5 72°C 5 min

6 4°C hold

Quantitative Realtime-PCR
Anpassung der Temperatur von Schritt 3 und 6 nach optimaler Annealing-Temperatur der

Primer (siehe Primer-Ubersicht ,Quantitative Real-time PCR*)

Schritt Temperatur | Zeit

1 95°C 10 min

2 95°C 15 sec

3 57°C 20 sec 40x Schritt 2 - 4
4 72°C 20 sec

5 95°C 5 sec

6 57 °C 60 sec

7 97°C 5 min

8 4°C hold
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3.1.8 Antikorper

Antikorper Art Hersteller

anti-FAP2, rabbit polyclonal IgG Prim.-AK | Sigma-Aldrich Co. LLC., Taufkirchen,
D
Proteintech Group Inc., Manchester,
UK

anti-Fibronectin, rabbit polyclonal Prim.-AK |Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH,

IgG Eching, D

anti-Aquaporin2, goat polyclonal Prim.-AK | Alomone labs, Jerusalem, IL

IgG

anti-Smooth Muscle a-Actin, mouse |Prim.-AK | Abcam, Cambridge, UK

polyclonal IgG

anti-IL-18, goat polyclonal IgG Prim.-AK |R&D Systems Inc., Minneapolis, MN,
USA

anti-beta-Actin, rabbit polyclonal IgG | Prim.-AK | Sigma-Aldrich Co. LLC., Taufkirchen,
D

Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit | Sek.-AK | Invitrogen, Karsruhe, D

Alexa Fluor® 555 donkey anti-rabbit | Sek.-AK | Invitrogen, Karsruhe, D

Alexa Fluor® 647 donkey anti-rabbit | Sek.-AK | Invitrogen, Karsruhe, D

Alexa Fluor® 555 donkey anti-goat | Sek.-AK | Invitrogen, Karsruhe, D

Alexa Fluor® 647 donkey anti- Sek.-AK | Invitrogen, Karsruhe, D

mouse

IgG-HRP donkey anti-rabbit Sek.-AK | Santa Cruz, Heidelberg, D

MitoTracker Orange CMTMRos Mitochon | Invitrogen, Karsruhe, D

(Stock 1 mM) drien

Phalloidin 647 f-Actin Invitrogen, Karsruhe, D

HOE33342 (Stock 5x10-4 M) Zellkern- | Invitrogen, Karsruhe, D

Marker
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3.1.9 Puffer und Lésungen

Alle Angaben in % sind in m/m (Masse/Masse, engl. w/w, weight/weight) bzw. v/v

(Volumen/Volumen) angegeben.

Bezeichnung Inhaltsstoffe Endkonzen
tration

Ammoniumacetat NH.AC 7,5M
in Aqua dest.

Antikdrper-Verdinnungslésung BSA 0,5%

(fir Immunfluoreszenz) Triton X-100 0,04%
in Aqua dest.

Blocklésung BSA 5%

(far Immunfluoreszenz) Triton X-100 0,04%
in Aqua dest.

Blocklésung Milchpulver 5%

(fir Western Blot) in PBS-T

Citratpuffer, pH 6,0 Citronenséure-Monohydrat | 0,3165 g

(far Immunfluoreszenz) Trinatrium-Dihydrat 2,0587 g
in Aqua dest.

Epitopdemaskierung, SDS 0,1%

pH 7,4 (fir Immunfluoreszenz) in PBS-Puffer

Fixierlosung, pH 7,4 NacCl 90 mM

(far Perfusion) KH,PO, 15 mM
MgCl, 2 mM
EGTA 1 mM
Saccharose 100 mM
Paraformaldehyd 3%
in Aqua dest.

Fixierlésung, pH 7,4 Paraformaldehyd 3%

(fir Immunfluoreszenz) in PBS-Puffer
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Laufpuffer, 5x Tris 15¢
Glycin 72 ¢
SDS 59
in Aqua dest. ad 11

Lichtgrun Lichtgrin 2%
in Aqua dest.
+0,2 ml Eisessig

Nachfixierldsung, pH 7,4 NacCl 90 mM
KH,PO, 15 mM
MgCl, 2 mM
EGTA 1 mM
Saccharose 17 %
Paraformaldehyd 1%
in Aqua dest.

Orange G-Differenzierungslosung Phosphorwolframsaure 4%
Orange G 2%
in Aqua dest.

PBS-Puffer, pH 7,4 KH,PO, 1,8 mM
Na,HPO, 10,3 mM
NacCl 137 mM
in Aqua dest.

PBS-T (PBS mit Tween) Tween 500 pl
PBS ad 500 ml

Permeabilisierungs-Lésung, pH 7,4 Triton X-100 0,04%

(fir Immunfluoreszenz) in PBS-Puffer
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Ringer-Losung, pH 7,4 NacCl 145 mM
KH,PO, 0,4 mM
K;HPO, 1,6 mM
MgCl, 1 mM
Glucose 5 mM
CacCl, 1,3 mM
HEPES 5mM
in Aqua dest.

RIPA-Puffer, pH 7,4 SDS 0,1%
IGEPAL 1%
Natrium-Desoxycholat 0,5%
Protease-Inhibitor-Cocktail 1x
(Stock 100x) 1mM
PMSF (Stock 100 mM)

Sample Puffer, 2x DTT 154 mg
1% Bromophenol Blue 0,2 ml
86% Glycerol 1,16 ml
10 % SDS 3ml
0,5 M Tris, pH 6,8 1,25 ml
in Aqua dest. ad 10 ml

Sample Puffer, 1x Sample Buffer, 2x 500 ul
0,5 M MgCl, 10 ul
Benzonase (25 U/ul) 4 ul
in Aqua dest. ad 1 ml

Saurefuchsin-Ponceau-L6sung Ponceau 0,29
Saurefuchsin 0,1g

in 300 ml Aqua dest.

+0,6 ml Eisessig

Store Buffer BSA 1,5%
NaAzid (Stock 8%) 0,02%
in PBS-T
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Tail-Buffer, pH 8,0 EDTA 0,1M
SDS 0,5%
Tris-HCI 50 mM
in Aqua dest.

TE-Buffer, pH 7,4 EDTA 1 mM
Tris-HCI 10 mM
in Aqua dest.

Transferpuffer Laufpuffer, 1x 200 ml
Methanol 200 ml
Aqua dest. 600 ml

Triethanolamin-HCI-Puffer, pH 8,0 Triethanolamin 0,5mM
EDTA 5 mM
in Aqua dest.

Tris-HCI-Puffer, pH 6,8 Tris 0,5M
in Aqua dest.

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

Tris-HCI-Puffer, pH 8,8 Tris 15M
in Aqua dest.

Triton X-100 Triton X-100 10%
in Aqua dest.

Verdinnungslésung fur sek. AK fur | Milchpulver 1%

Western Blot in PBS-T

Weigerts Eisenhamatoxylin Lésung A Hamatoxylin 1%
in EtOH 96%
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Weigerts Eisenhamatoxylin L6sung B

Eisen(lI)chlorid
in Aqua dest.
+ 1 ml 25% HCI

1,5%

3.1.10 Zellkultur-Medium

Basismedium

Hersteller

Artikelnummer

DPBS

RPMI Medium 1640 (mit GIc)

RPMI Medium 1640 (ohne Glc)

OptiMEM

Gibco Cell Culture Systems —

Invitrogen, Karlsruhe, D

14190-094

21875-034

11879-020

31985-062

Bezeichnung Inhaltsstoff Endkonzentration
LB-Medium, pH 7,0 Bacto peptone 10g¢g
(Luria Broth; fur Transfektion) Bacto yeast extract 59
NacCl 10g
in Aqua dest.
LB-Medium, pH 7,0 LB-Medium
mit Ampicillin Ampicillin 50 pg/ml
LLC-PK1-Medium RPMI Medium 1640 (mit Glc)
(mit Glucose 2 g/l) FCS (hitzeinaktiviert) 10 %
Penicillin / Streptomycin 0,5%
Na-Hexanoat 5mM
LLC-PK1-Medium RPMI Medium 1640 (ohne GlIc)
(ohne Glucose) FCS (hitzeinaktiviert) 10 %
Penicillin / Streptomycin 0,5%
Na-Hexanoat 5mM
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kultivierung stabil transfizierter induzierbarer Zelllinien

Als Zellmodell fir den proximalen Tubulus wurde eine stabil transfizierte Zell-Linie, welche
von proximalen Tubuluszellen des Schweins abstammt, verwendet. Diese LLC-PK1
Zellen haben einige ihrer ursprunglichen Eigenschaften erhalten, wie beispielsweise die
Transportfahigkeit und die Expression spezifischer Marker fiir den proximalen Tubulus .
In London wurden die Zellen von Enriko Klootwijk mit Hilfe des Tet-on-Systems stabil
transfiziert und exprimieren das entsprechende Zielgen erst bei Gabe von Tetrazyklin (1
pg/ml Medium). Tetrazyklin bindet einen Repressor und inhibiert so die Blockade des
Promotors durch diesen Repressor. Dadurch wird die Expression des nachgeschalteten
Gens ermoglicht.

Um Effekte von Tetrazyklin auf die Zellen auszuschlieBen, wurden LLC-PK1l.g« Zellen
untersucht, die kein Zielgen in das Tet-on System integriert hatten. Es sind sowohl

82-84

mitotoxische Effekte von Tetrazyklin bekannt , als auch inhibitorische Effekte auf

zellulare Prozesse ¢,
Die Zellen wurden bei 37°C, 5% CO, in LLC-PK1 Medium ohne Glucose kultiviert.

Es wurden die in Tabelle 2 aufgelisteten Zellen verwendet.

Name Exprimiertes Gen
LLC-PK1wt hFAP2 Wildtyp
LLC-PK1yex leerer Vektor ohne nachgeschaltetes Gen
LLC-PK1yut1 hFAP2 c1006A>G
LLC-PK1yut hFAP2 c1022C->T
LLC-PK1yuts hFAP2 c1007C->T
LLC-PK1yuts hFAP2 c958C->T

Tabelle 2: Verwendete LLC-PK1 FAP2 Zellen

3.2.1.2 Transiente Transfektion mit Lipofectamine 3000

Um unbehandelte LLC-PK1 Zellen mit einem spezifischen Plasmid transient zu
transfizieren, wurde das Lipofectamine 3000 System benutzt. In das Ausgangsplasmid
pIRES-CD8 wurden zunéchst Uber site-directed mutagenesis erstellte, unterschiedlich

mutierte FAP2 Gene oder aus stabil-transfizierten Zellen ausgeschnittene unterschiedlich
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mutierte FAP2 Gene ligiert und bei -20°C gelagert. LLC-PK1 Zellen wurden auf
Glasplattchen ausgesat und am folgenden Tag mit dem Lipofectamine 3000 Reagenz
transfiziert. Fur die Transfektion wurde OptiMEM einmal mit Lipofectamine 3000 und
einmal mit 2 pg des jeweiligen Plasmids und P3000 Reagenz nach Angaben des
Herstellers gemischt, nach kurzer Inkubationszeit homogenisiert und anschlie3end auf die
Zellen pipettiert. Das P3000 Reagenz gewahrleistet einen effizienten Transport des
Plasmids zum Zellkern. Am Folgetag wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden

nach 1 bis maximal 4 Tagen nach der Transfektion gefarbt.

3.2.1.3 Immunfluoreszenz-Farbungen auf Zellen

Um antigene Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten anzufarben, wurden
Antikorper (AK) benutzt, die mit Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen, Isotopen oder
Goldpartikeln gekoppelt sind. Bei einer indirekten Immunfluoreszenz-Farbung bindet
zuerst der primare, unkonjugierte Antikdrper (Primér-AK) an sein spezifisches Antigen in
den Zellen oder im Gewebe. Die Detektierbarkeit des Antigen-Antikorper-Komplexes wird
mittels eines zweiten Antikorpers (Sekundéar-AK) erreicht, der gegen den F¢-Teil des
Primar-AK gerichtet ist. Wird das Fluorophor, das an den Sekundar-AK gekoppelt ist, mit
entsprechender Wellenldnge angeregt, kann der Komplex detektiert werden.

Um die Expression bestimmter Zielgene im Zellmodell zu charakterisieren, wurden die
Zellen auf Glasplattchen ausgesat und mit 1 pg/ml Tetrazyklin im Medium induziert. Nach
mindestens 24 Stunden wurden die Zellen zundchst mit Mitotracker (1:5000) fir 30
Minuten, 37°C bei 5% CO, inkubiert. Der Mitotracker ist ein Marker fur Mitochondrien, der
in lebenden Zellen durch das mitochondriale Potential deren Membran passieren kann
und somit Mitochondrien anfarbt. Die Zellen wurden anschlieBend mit Ringerl6sung
gewaschen und fur 15 Minuten mit 3% Paraformaldehyd in PBS fixiert. Nach jedem der
folgenden Schritte wurden die Zellen jeweils mit PBS gewaschen. Zur Demaskierung der
Epitope wurde fur 5 Minuten in 0,1% SDS in PBS inkubiert. Der primére und sekundéare
Antikorper wurden jeweils in 0,04% Triton X-100 in PBS verdiinnt. Die Inkubation des
priméren Antikorpers erfolgte fur 1 Stunde. Zusétzlich zum sekundéren Antikbrper wurden
auch immer der Zellkern-Marker HOE33342 (Endkonzentration 5 x 107 mol/l) fir 1 Stunde
im Dunklen mitgefarbt. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS wurden die
Glasplattchen mit fluoreszenzfreiem DAKO-Mounting Medium auf Polysin Objekttrager
eingedeckelt.

Eine Liste aller benutzten primaren und sekundaren Antikorper, sowie anderer benutzter

Farbstoffe ist unter 3.1.8 aufgefiihrt.
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3.2.1.4 Untersuchungen der Abbaubarkeit des FAP2-Proteins

Um zu untersuchen, ob die LLC-PK1 Zellen in der Lage sind, exprimiertes FAP2 wieder
abzubauen, wurden LLC-PK1yt Zellen auf Glasplattchen ausgesat und zwei Wochen lang
mit Tetrazyklin (1 pg/ml) im Medium induziert. Nach zwei Wochen wurde das Tetrazyklin
abgesetzt und eine Schale auf FAP2 gefarbt. Die Zellen wurden anschlieend fur weitere
8 Wochen ohne Tetrazyklin kultiviert und jede Woche eine Schale gefarbt um den Abbau

des FAP2,r zu verfolgen.

3.2.1.5 Messung der IL-18-Expression bei induzierten LLC-PK1 FAP2 Zellen

Um die Menge an gebildetem IL-18 zu bestimmen, wurden induzierbare LLC-PK1ly
Zellen und LLC-PK1yyr: in groRen Flaschen kultiviert und mit jeweils 1 pg/ml Tetrazyklin
fur 3 Wochen induziert. Nach 3 Wochen wurde ein letztes Mal frisches Medium
Tetrazyklin auf die Zellen gegeben und flir 7 Tage taglich ein Aliquot jeder Flasche
entnommen und sofort auf -80°C eingefroren. Alle zwei Tage wurde neues Tetrazyklin
zugegeben, da es bei 37°C nur begrenzt stabil ist. Nachdem das letzte Aliquot des
Mediums abgenommen wurde, wurden die Zellen in PBS abgeschabt, abzentrifugiert und
das Zellpellet bei -80°C eingefroren.

In einem zweiten Versuch wurde dieses Experiment wiederholt. Dieses Mal wurden die
Zellen far 2 Wochen mit 1 pg/ml Tetrazyklin im Medium induziert. Danach wurde das
Medium zum letzten Mal gewechselt und die Zellen ohne Tetrazyklin weiter kultiviert.
Wahrend der folgenden 5 Tage wurde taglich ein Aliquot jeder Flasche entnommen und
sofort auf -80°C eingefroren. Nach der letzten Proben-Entnahme wurden die Zellen in
PBS abgeschabt, abzentrifugiert und das Zellpellet bei -80°C eingefroren.

Ein IL-18 ELISA-Kit spezifisch fur Schwein wurde nach Angaben des Herstellers benutzt
um die Menge an IL-18, sowohl in den entnommenen Medium-Proben, als auch in den

Zelllysaten zu messen.

3.2.1.6 Seahorse-Messungen

Zur Messung der zellularen Respiration wurde das Gerat ,Seahorse XFp“ von Agilent
verwendet. LLC-PK1yr und LLC-PK1yyr: Zellen wurden vor der Messung 3 Wochen lang
oder 1 Woche lang mit Tetrazyklin induziert. Am Tag vor der Messung wurden die Zellen
abgel6st, gezéahlt und jeweils 30000 Zellen pro Well in die Seahorse-Zellkultur-Platten
ausgesat und Uber Nacht weiter induziert. Pro Platte wurden zusatzlich zwei Kammern
ohne Zellen nur mit dem verwendeten Zellkulturmedium inkubiert, um in der Messung
Leerwerte zu generieren. Zuséatzlich wurde auch die Sensor-Platte nach Angaben des
Herstellers mit Kalibriermedium bei 37°C ohne CO, uUber Nacht, mindestens jedoch 12

Stunden, inkubiert. Fir die Messungen wurde das ,XFp Cell Mito Stress Test Kit* von
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Seahorse nach Herstellerangaben verwendet. Als Zugabe-Substanzen wurden im Kit
Oligomycin (Stock 100 pM), zweimal FCCP (Stock 100 pM) und Rotenon und Antimycin A
(Stock 50 pM) bereitgestellt und in Assay-Medium (DMEM ohne NaHCOj; 10 mM
Glukose, 1 mM Na-Pyruvat, 2 mM L-Glutamat, pH 7,4) so verdinnt, dass nach der
jeweiligen Zugabe zur Kammer folgende Endkonzentrationen vorlagen: Oligomycin 5,0
UM, FCCP Zugabe 1 2,0 uM, FCCP Zugabe 2 1,0 uM (insgesamt 3,0 uM) und Rotenone
mit Antimycin A 2,5 uM.

Oligomycin hemmt Komplex V der Atmungskette und sorgt fur eine Abnahme des
Sauerstoffverbrauches der Zellen. FCCP bildet Loécher in  der inneren
Mitochondrienmembran, die ein Zuriickstromen der Protonen aus dem Intermembranraum
ins Zytosol ohne die Benutzung von Komplex V ermdglichen. So kénnen die Zellen die
maximale Kapazitdt der Atmungskette aktivieren. Mittels Rotenon und Antimycin A
werden Komplex | und Komplex 11l der Atmungskette gehemmt. Ein weiteres Durchlaufen
der Atmungskette ist somit nicht mehr méglich. Der noch messbare Sauerstoff-Verbrauch
der Zellen nach dieser Zugabe ist auf nicht mitochondriale Respiration zurlickzuflihren
(Abb. 9).

Oligomycin FCCP Antimycin A
& Rotenone
i

Mitochondrial Respiration
OCR (pmol/min)

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 9 100 M0
Time (min)

Abbildung 9: Messung des Sauerstoffverbrauches von Zellen mit "Cell mito stress kit"

Die Abbildung zeigt den Sauerstoffverbrauch (Oxygen consumption rate, ,OCR*) von Zellen, die
mit dem ,Cell mito stress kit“ von Seahorse im gleichnamigen Gerat gemessen wurden. Durch
Oligomycin wird Komplex V der Atmungskette gehemmt, der einzig mdgliche Sauerstoffverbrauch
resultiert nun aus Protonen, die Uber ein ,Protonen-Leck” vom Intermembranraum zuriick ins
Zytosol gelangen kdnnen. FCCP generiert ,Ldcher” in die innere Mitochondrienmembran. Diese
Locher ermdoglichen es Protonen ohne Komplex V vom Intermembranraum zuriick ins Zytosol zu
gelangen. Mit der letzten Zugabe eines Rotenon und Antimycin A-Mixes werden Komplex | und
Komplex 1l gehemmt und die mitochondriale Atmung kommt zum Erliegen. Der nun noch
messbare Sauerstoffverbrauch ist auf nicht-mitochondriale Respiration zuriickzufiihren. Abbildung
aus Anleitung des ,Cell mito stress kit“ von Seahorse.
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Die Zellen wurden vor dem Start der Messung zweimal mit Assay-Medium gewaschen
und fur eine Stunde bei 37°C ohne CO; inkubiert. In der Sensor-Platte wurden die Kanéle
fur die Zugaben nach Herstellerangaben mit Oligomycin, FCCP oder dem
Rotenon/Antimycin A-Mix beflllt und die Platte zur Kalibrierung der Sensoren in das
Seahorse XFp Gerét gestellt. Es wurde ein vorab eingegebenes Programm gestartet
(siehe Tab. 3). Nach der Kalibration wurde die Platte mit den Zellen in das Gerat gestellt

und die automatische Messung weitergefiihrt.

Basale 3 Minuten mischen 5 Zyklen

Respiration 3 Minuten messen
Zugabe Endkonzentration pro Zeit
Well

Oligomycin 5,0 uM 3 Minuten mischen 5 Zyklen
3 Minuten messen

FCCP Zugabe 1 2,0 uM 3 Minuten mischen 5 Zyklen
3 Minuten messen

FCCP Zugabe 2 1,0 uM 3 Minuten mischen 5 Zyklen
3 Minuten messen

Rotenone + 2,5 uM 3 Minuten mischen 5 Zyklen
Antimycin A 3 Minuten messen

Tabelle 3: Seahorse-Protokoll

Das automatisch im Seahorse durchlaufene Programm beinhaltet jeweils finf Messzyklen fir die
basale Respiration der Zellen ohne Zugaben, die Respiration nach Zugabe von Oligomycin
(Hemmung von Komplex V), nach zwei Zugaben von FCCP (Entkopplung) und nach der Zugabe
von Rotenone und Antimycin A (Hemmung von Komplex | und Komplex I11).

Nach der Messung wurden die Zellen auf -80°C eingefroren. Fir die Standardisierung
sollte der DNA-Gehalt der Zellen gemessen werden, da die Bestimmung der Zellzahl bei
LLC-PK1 Zellen nicht ausreichend genau ist, da die Zellen nach dem Ablésen vom
Schalenboden in Clustern vorlagen und nicht als Einzelzellen. Zur Quantifizierung der
DNA-Menge wurde das CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit von Thermofisher nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Messung in diesem Gerat ermoglicht einen
ersten Eindruck der zellularen Respiration der Zellen. Fir genauere Messungen hat sich

das Gerat als nicht optimal erwiesen.
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3.2.2 Histologische Methoden

3.2.2.1 Gewebefixierung durch Perfusion mit 3% Paraformaldehyd

Durch die Fixierung von Geweben fir histologische Untersuchungen sollen
autokatalytische Vorgénge verhindert und die Zellstruktur in einem mdglichst natirlichen
Zustand erhalten werden. Zusatzlich wird dadurch eine Hartung des Probenmaterials und
damit eine bessere Schneidbarkeit bewirkt. Die Stabilisierung der Strukturen wird durch
die Fixierung mit Paraformaldehyd erreicht, da es zur Ausbildung von Querverbindungen
zwischen den Eiwei3molekilen fuhrt.

Mit Isofluran anasthesierte Mause (2,5% Isofluran in einem Gasgemisch aus 50%
Sauerstoff und 50% Stickstoff mit einem Fluss von 60 ml/min) wurden getoétet, indem ihr
Blut durch eine 0,9%ige NaCl-Lésung mit 10 I.U./ml Heparin durch einen Katheter in der
Bauchaorta ersetzt wurde. Dazu wurde nach Offnen des Abdomens die Aorta abdomianlis
freigelegt und unterhalb der Abgdnge der Aa. renales abgeklemmt. Der
Perfusionskatheter wurde distal zu dieser Klemme in das Gefal3 eingefiihrt und mit einer
weiteren Klemme fixiert. Damit die Perfusionslésungen abflieBen kénnen, wurde die Vena
cava inferior durch einen Schnitt getffnet. Fur die Perfusion wurden nach der Entfernung
der proximalen Klemme zunéchst 10 ml Vorfixierlésung (0,9%ige NaCl-Lésung mit 10
[.U./ml Heparin) infundiert, das Blut somit entfernt und die Maus getdtet, wahrend das
Heparin eine eventuelle Blutgerinnung verhindert. AnschlieRend wurde die Maus uber
eine retrograde Perfusion mit frischer Fixierldsung (mit 3% Paraformaldehyd) mit einem
konstanten Fluss von 15 mi/min fixiert. Die Nieren wurden entnommen und entsprechend

der folgenden Experimente als Kryopréparate oder Paraffinpraparate weiter behandelt.

3.2.2.2 Vorbereitung von Kryopraparaten

Die durch die Perfusion fixierten Nieren wurden (ber Nacht, mindestens jedoch 3
Stunden, bei 4°C in einer Nachfixierlésung (mit 1% Paraformaldehyd) inkubiert. Danach
wurden sie in 2-Methylbutan (-35°C) eingefroren und bei -80°C bis zur weiteren
Verwendung gelagert.

Zum Schneiden wurden die Nieren mit OCT-Medium auf dem Objekthalter des Kryostats
eingebettet. Kryoschnitte der eingefrorenen Nieren (5 pum Dicke) wurden auf Polysine

Objekttrager aufgezogen und bei -20°C gelagert.

3.2.2.3 Immunflouoreszenz auf Kryoschnitten

Fur Immunfluoreszenz-Farbungen wurden die Schnitte zunachst in PBS gewaschen (5
Minuten), um das Einbettmedium zu entfernen. AnschlieRend wurden die Schnitte in 0,1%

SDS 5 Minuten inkubiert um die Epitope zu demaskieren, zweimal fur jeweils 5 Minuten
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mit PBS gewaschen und anschlieBend fur 10 Minuten mit 5% bovinem Albumin (BSA)
inkubiert um unspezifische Bindestellen mit BSA zu blockieren. Primare und sekundére
Antikdrper wurden in 0,04%igem Triton X-100 in PBS mit 0,5% BSA, pH 7,4, verdinnt.
Das Triton X-100 sorgt fur eine Permeabilisierung der Zellen. Die Schnitte wurden mit den
priméren Antikorper jeweils Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Die sekundaren Antikorper,
sowie auch der Kernmarker HOE33342 wurden fir eine Stunde bei Raumtemperatur im
Dunklen auf die Schnitte gegeben. Vor dem Eindeckeln mit fluoreszenzfreiem Dako

Mounting Medium wurden die Schnitte zweimal fur jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen.

3.2.2.4 Einbettung in Paraffin

Entnommene perfundierte Organe in Gewebe-Einbettkassetten wurden bis zur Einbettung
in Paraffin in 70% Methanol bei 4°C aufbewahrt. Die Inkubation in 70% Methanol erfolgte
mindestens Uber Nacht, konnte aber auch bis zu mehreren Wochen dauern. Zur
Vorbereitung auf die Einbettung in Paraffin wurden die Gewebe dehydriert. Dies geschah
durch eine Methanolreihe steigender Konzentration (80%, 90%, 100%; jeweils 30 min) bei
4°C. Zuletzt wurde fur 30 min in 99% Isopropanol bei 4°C inkubiert. Danach wurden die
Praparate fir 60 min in ein auf 70°C erwarmtes lIsopropanol/Paraffin-Gemisch (1:1)
Uberfuhrt und anschlieBend Uber Nacht in 70°C warmem Paraffin inkubiert, wobei nach 24
h die Losung gewechselt wurde, um Isopropanol Reste vollstandig zu entfernen.
Nachdem das Préaparat vollig mit flissigem Paraffin durchtrénkt war, wurde es schlief3lich
in die Einbettkassetten in 60°C warmes, geschmolzenes Paraffin eingebettet. Die

Abklihlung und Hartung erfolgte Giber Nacht bei 4°C.

3.2.2.5 Anfertigung von Paraffinschnitten

Mit einem Rotationsmikrotom von Leica wurden 4 — 5 pym dicke Schnitte angefertigt, die in
einem 42°C warmen Wasserbad gestreckt wurden. Nach dem Aufziehen auf Polysin-

Objekttrager wurden die Schnitte im Warmeschrank bei 38°C mindestens 12 h getrocknet.

3.2.2.6 Immunfluoreszenz auf Paraffinschnitte

Bereits in Paraffin eingebettete Nieren wurden als Kontrollgewebe zur Verfligung gestellt.
Die Proben von zwei FAP2-Patienten wurden, ebenfalls in Paraffin eingebettet, von Prof.
Kleta zur Verfigung gestellt. Um das Paraffin von den Gewebeproben zu entfernen,
wurden die Schnitte zweimal fur jeweils 15 Minuten in Xylol gegeben und anschlie3end in
einer absteigenden Alkoholreihe fir jeweils 15 Minuten rehydriert (99% Isopropanol, 95%
EtOH, 80% EtOH, 70% EtOH). Nach jedem der nachfolgenden Schritte wurden die
Schnitte jeweils fur 5 Minuten mit PBS gewaschen. Zum Demaskieren der Epitope wurden

die Proben fir 15 Minuten bei 95°C in Citratpuffer, pH 6,0, gekocht. Unspezifische
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Bindestellen wurden mit Hilfe einer Inkubation von 10 Minuten in einer Losung mit 5%
BSA besetzt. Die primaren und sekundéaren Antikbrper wurden in einer 0,5%igen BSA-
Losung verdunnt. Die Inkubation der primaren Antikérper erfolgte tber Nacht bei 4°C in
einer feuchten Kammer, die sekundaren Antikérper zusammen mit HOE33342 als
Kernmarker fur 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunklen. Zum Eindeckeln wurde

fluoreszenzfreies Dako Mounting Medium verwendet.

3.2.2.7 Hamalaun-Eosin (HE) Farbung auf Paraffinschnitten

Zur histologischen Beurteilung der humanen Proben wurde eine Hamalaun-Eosin
Farbung der Paraffin-Schnitte durchgefihrt. Die Zellkerne werden hierbei durch das
basische Hamalaun in Blau angefarbt und das Zytoplasma durch das saure Eosin in Rot.

Zunachst wurden die Schnitte durch zweimaliges Inkubieren in Xylol (jeweils 10 Minuten)
entparaffiniert und anschlieRend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (99%
Isopropanol, 95% EtOH, 80% EtOH, 70% EtOH). Nach einem Waschschritt in PBS fur 5
Minuten, wurden die Schnitte 3 Minuten mit Mayer's Hamalaun inkubiert, kurz in 1%
Eisessig in Aqua dest. getaucht und anschlieBend unter flieBendem Leitungswasser fur 2
Minuten geblaut. Fur die Farbung mit Eosin wurden die Schnitte fur 2 Minuten mit Eosin
inkubiert, bevor sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% EtOH, 80% EtOH, 95%
EtOH, 99% Isopropanol) und Xylol entwassert und mit Xylol-haltigem DEPEX-Medium

eingedeckelt wurden.

3.2.2.8 Masson-Goldner Farbung auf Paraffinschnitten

Zum Anfarben von Bindegewebe wurde eine Trichrom-Férbung, oder auch Masson-
Goldner Farbung genannt, benutzt. Dabei erscheint das Bindegewebe am Ende Turkis,
die Zellkerne Braun und das Zytoplasma Rot.

Zunachst wurden die Schnitte mit Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe (siehe
3.2.2.7) entparaffiniert und anschlieRend 2 Minuten in Weigerts Eisenhamalaun-Lésung
inkubiert. Danach wurde unter flieRendem Leitungswasser fur 2 Minuten geblaut und kurz
in 0,1% HCI-Alkohol differenziert. Die Schnitte wurden nochmals fir 10 Minuten unter
flieRendem Leitungswasser geblaut, fur 15 Sekunden in 0,5% Phosphorwolframséure
differenziert und 3 Mal fur jeweils 5 Minuten in Aqua dest. gewaschen, bevor sie in
Saurefuchsin-Ponceau fir 10 Minuten gefarbt wurden. Im Anschluss folgten 3 Mal 1
Minute Inkubation in 1% Essigsaure, 20 Sekunden Differenzierung in Orange G-Lésung, 2
Minuten spilen in 1% Essigsdure, 4 Minuten Farben in Lichtgrin-Losung und
abschlieRendem Spilen in 2% Essigsaure fur 2 Minuten. Zum Entwassern wurden die
Schnitte in 96% Isopropanol (20 Sekunden), 99% Isopropanol (zweimal 5 Minuten) und

Xylol (zweimal 10 Minuten) inkubiert und in Xylol-haltigem DEPEX-Medium eingedeckelt.
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3.2.2.9 Mikroskopie

Zur Untersuchung der Farbungen wurde ein konfokales Mikroskop (LSM 710, Zeiss)
benutzt. Als Objektiv wurde ein 63x/Ol Objektiv verwendet. Das Pinhole wurde auf 1 uM
optische Schnittdicke eingestellt. Fir die Anregung der Sekundar-Antikdrper wurde
monochromatisches Laserlicht der Wellenlangen 488 nm (AlexaFluor® 488), 543 nm
(AlexaFluor® 546) und 633 nm (AlexaFluor® 647) benutzt. Zur Erstellung von
Ubersichtsaufnahmen wurde ein inverses Mikroskop (Observer Z1, Zeiss) mit einem 20x
Objektiv benutzt.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 Isolierung von Total-RNA

Fur die Isolierung von RNA, sowohl von induzierten LLC-PK1 Zellen, als auch von
murinen Organen, wurde das Nucleo Spin RNA Kit (Macherey-Nagel) nach Angaben des
Herstellers benutzt. Dieses Séulen-basierte Kit ermoglicht die Aufreinigung von RNA auch
aus geringen Gewebe- und Zell-Mengen. Fir die Isolierung von RNA aus Zellen wurden
diese in 6-well Platten kultiviert, einmal mit PBS gewaschen und anschlieend in Lyse-
Puffer aus dem Nucleo Spin RNA Kit abgeschabt. Fir die Isolierung von RNA aus Nieren
wurden Mause in Isofluranandsthesie getétet, die Nieren entnommen, halbiert und sofort
in flissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Organe bei -
80°C gelagert.

Die Konzentration der aufgereinigten RNA wurde am Nanodrop bestimmt. Die Qualitat der
Aufreinigung wurde flr spatere Realtime RT-PCR noch mittels Agarose-

Gelelektrophorese bestimmt. Die weitere Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

3.2.3.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Um einzelstrangige komplementdre DNA (cDNA) aus der isolierten RNA zu erhalten,
wurde 1 pg der Gesamt-RNA umgeschrieben. Hierbei wurden zunachst 1 pul Random
Primer (100 pM), die an verschiedensten Stellen der RNA binden, bei 70 °C fir 5 Minuten
an 1 ug RNA angelagert (Gesamtvolumen 15 ul). AnschlieBend wurde ein Mastermix
hinzugefiigt, der aus 1,25 pl dNTPs (10 mM), 5 ul spezifischem Reaktionspuffer (M-MLV
Reaction Buffer 5x), 1 ul RNase Inhibitor und 2,75 pl RNAse freies Wasser bestand.
Dieser Ansatz wurde aufgeteilt in einen 5 pl Ansatz ohne die Transkriptase zum
Ausschlie3en einer Kontamination mit genomischer DNA (— RT) und einen 20 pl Ansatz,
zu dem noch 1 pl des Enzyms M-MLV Reverse Transkriptase (100 U) pipettiert wurde.
Die Synthese der cDNA erfolgte nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei

Raumtemperatur bei 50 °C fir 50 Minuten. In einem abschlielRenden Schritt wurde das
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Enzym fir 5 Minuten bei 70°C inaktiviert. Die Qualitdt der reversen Transkription wurde
mittels einer quantitativen PCR fir beta-Aktin Gberpruft und die cDNA bei 4°C kurzfristig
und langfristig bei -20°C gelagert.

3.2.3.3 Quantitative Real-time-PCR

Zur Untersuchung der Expressionsstarke bestimmter Gene wurde mittels einer
gquantitativen Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) die
entstandene DNA-Menge nach jedem PCR-Zyklus photometrisch vermessen. Dadurch
wird es ermoglicht, den exponentiellen Verlauf der Reaktion in Echtzeit (real time) zu
verfolgen. Die quantitative Bestimmung des amplifizierten DNA-Produkts erfolgt indirekt
iber die Messung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR® Green, da dieser mit hoher Affinitat
an doppelstrangige DNA bindet, wobei gebundenes SYBR® Green 1000-fach stérker
fluoresziert als freies und eine Signalintensitat aufweist, die proportional zur entstehenden
DNA-Menge ist. Je hoher die Gen-Expression in der Probe, desto eher erreicht diese in
der Real-time-PCR den gesetzten Threshold-Wert.

Fur den Ansatz der quantitativen real-time PCR wurden 1 pl cDNA, spezifische und, wenn
mdglich, Intron-tberspannende Primer (1 uM) (1 pl sense und antisense Primer-Mix), 3 pl
SYBR Green H,O und 5 pl des SYBR Green Mastermix 2x von QIAGEN verwendet. Im
Light Cycler LC480 wurde der Lauf mit dem Primer-spezifischen Amplifikationsprogramm
gestartet. Fur die Auswertung der gemessenen DNA-Mengen pro Gen wurde auf die
DNA-Menge eines Housekeeping-Gens (beta-Aktin) normalisiert. Weiterhin wurden auch
die PCR-Effizienzen berlcksichtigt, die aus Standard-Verdinnungskurven berechnet
wurden. Der Standard wurde fir jeden Lauf neu aus allen verwendeten Proben gemischt
und 1:5, 1:25 und 1:125 mit PCR-Wasser verdiinnt. Die Spezifitdt der PCR-Amplikons
wurde mittels Schmelzkurven-Analyse und Agarose-Gelelektrophorese geprift. Die
Sequenzen der benutzten Primer (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland)
sind unter 3.1.6 aufgefuhrt.

3.2.3.4 Isolation von Protein

Um Protein aus Zellen zu isolieren, wurden die Zellen in IP-Lysis Buffer mit Proteinase-
Inhibitor (1:10) abgeschabt und auf Eis jeweils 10x mit einer 27G und einer 22G Kantile
aufgezogen um die L6sung zu homogenisieren. Anschliel3end wurden die Proben jeweils
4x fur 20 Sekunden im Ultraschallbad und 40 Sekunden auf Eis im Wechsel inkubiert.
Nach einem Zentrifugationsschritt fir 10 Minuten auf 4 °C bei 14000 x g wurde der
Uberstand abgenommen und bei -80°C eingefroren.

Zur lIsolation von Protein aus murinen Organen wurden die nach der Entnahme

eingefrorenen Organe gewogen und in flissigem Stickstoff mit einem Morser pulverisiert.
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Die Elution der Proteine erfolgte tiber eine Inkubation des Gewebe-Pulvers in Lyse-Puffer
mit 200mM PMSF (1/200 v/v) und EDTA-freiem Protease Inhibitor Cocktail Set Il (1/100
v/v, Calbiochem, San Diego, CA) fur 20 Minuten auf Eis. Anschliel3end wurden die Proben
fir 10 Minuten bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren
Analyse auf -80°C eingefroren.

3.2.3.5 Bestimmung der Protein-Konzentration (Bradford Assay)

Zur Bestimmung der Protein-Konzentration in Zellen und Gewebe wurde ein Bradford
Assay benutzt. Fur die Quantifizierung wurde eine Verdinnungsreihe mit bekannten BSA-
Konzentrationen vorbereitet. Die Proben und die Standard-Verdinnungen wurden mit
Bradford-Reagenz verdiinnt (1:100) und in Triplikaten in eine 96-well-Platte tberflhrt.
Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten im Dunklen, wurde die Absorption bei 595 nm
im Plattenleser 550 Microplate Reader von Bio-Rad nach Angaben des Herstellers
gemessen. Anhand der Gerade der BSA Standard-Proben wurden die Protein-

Konzentrationen ermittelt.

3.2.3.6 Western Blot

Fur die Bestimmung der Protein-Expression von FAP2 mittels Western Blot wurden
gleiche Mengen an Protein pro Probe in Laemmli-Puffer mit 2-Mercaptoethanol (1:20) fur
5 Minuten auf 95°C gekocht bevor die Proben auf das 10%ige SDS-Gel aufgetragen
wurden. Nach der Gelektrophorese wurden die Proben vom SDS-Gel auf eine PVDF
Blotting Membran transferiert. Die PVDF Membran wurde zuvor fur 20 Sekunden in 100%
Methanol aktiviert, um sie hydrophil zu machen und ihre Protein-Bindekapazitat zu
erh6hen. Um unspezifische Bindestellen auf der Membran zu blockieren, wurde mit 5%
Fett-freier Milch in PBS-Tween fir maximal 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Inkubation mit dem priméaren polyklonalen rabbit anti-FAP2 in 1,5% BSA PBS-Tween mit
0,02% NaAzid erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Der sekundare donkey anti-rabbit IgG (HRP
gekoppelt) wurde in 1% Milch in PBS-Tween verdinnt und fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Entwickelt wurden die Blots nach einer Inkubation mit Western
Blot Luminol Reagenz nach Angaben des Herstellers im Bildanalysesystem ,Fusion Fx7*.
Um die Expression von Kontroll-Proteinen im gleichen Blot zu analysieren, wurde die
Membran mittels Restore Western Blot Stripping Puffer von bereits gebundenen
Antikodrpern fur 15 Minuten bei Raumtemperatur befreit, mit PBS-Tween gewaschen und
mit dem primaren Antikorper gegen das Kontroll-Protein beta-Aktin (rabbit anti-mouse
beta-Aktin) in 1,5% BSA PBS-Tween mit 0,02% NaAzid tUber Nacht bei 4°C inkubiert. Der
sekundare donkey anti-mouse IgG (HRP gekoppelt) wurde in 1% Milch in PBS-Tween

verdinnt und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschlieRende Entwicklung
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erfolgte wie bereits oben beschrieben. Fiur die Quantifizierung von FAP2 und beta-Aktin

wurde das Programm ,ImageJ“ benutzt.

3.2.3.7 Site-directed mutagenesis

Um gezielt einzelne Basen in einem gewlnschten Gen auszutauschen, wurde eine ,Site-
directed® Mutagenese durchgefuhrt. Hierfir wurden zunachst spezifische Primer fir die
gewilnschte Stelle entworfen, die in sense und anti-sense Richtung genau auf der zu
veréandernden Stelle liegen und die gewiinschte Base enthalten, die ausgetauscht werden
soll. Das Gen lag bereits im Plasmid pIRES-CD8 vor, tUber Notl und EcoRI Schnittstellen
eingefligt. Uber das PCR-Programm 1 (siehe 3.1.7) wurde ein Fragment amplifiziert, das
den Basenaustausch tiber den anti-sense Mutationsprimer am 3° - Ende tragt. Uber das
PCR-Programm 2 wurde ein weiteres Fragment amplifiziert, das den Basenaustausch
Uber den sense Mutationsprimer am 5°- Ende tragt (Abb. 10). Die Lange beider PCR
Ergebnisse wurden Uber ein Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert und die gewilinschten
Banden aus dem Gel geschnitten und mit dem QIAquick® Gelextraction Kit von Quiagen
nach Herstellerangaben aufgereinigt.

FAP2yyr,

S€xion Semut

Notl EcoRI

—
O hov
P —

ASput ASiion

PCRProgramm% PCR-Programm 2
S€¢1an Seput
Notl =

EcoRlI Notl EcoRI
> ol

J”"‘SK\on

Asput

Notl EcoRI
/\/\,{ | _'_|». N
I
Abbildung 10: Schematische Darstellung der "Site-directed" Mutagenese, PCR 1 und PCR 2
Als Ausgangsprodukt wurde FAP2yur. in pIRES-CD8 benutzt. Eingefligt wurde das Gen Uber Notl
und EcoRI Schnittstellen. Zur Vereinfachung wird nur das Gen mit den Schnittstellen in obiger
Abbildung gezeigt. Uber das PCR-Programm 1 wurde ein Fragment amplifiziert, das die Notl
Schnittstelle am 5°- Ende und den Basenaustausch am 3°- Ende tragt. Mittels des PCR-

Programms 2 wurde ein weiteres Fragment amplifiziert an dessen 5°- Ende der Basenaustausch
stattgefunden hat und am 3°- Ende die EcoRI Schnittstelle tragt.
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Um das komplette Gen mit dem Basenaustausch zu erhalten, wurde eine dritte PCR
durchgefuhrt. Als Ausgangsmaterial fur die Amplifikation wurden dafir die zuvor Uber
PCR-Programm 1 und 2 amplifizierten Fragmente benutzt (Abb. 11). Durch die Benutzung
der Klonierungsprimer fir diese PCR wurden an den Enden des mutierten Fragments die
Schnittstellen fur Notl (5°- Ende) und EcoRI (3'- Ende) eingefugt.

S€xion

Notl

~ - R

PCR-Programm 3

Notl EcoRI

= (Hn

Abbildung 11: Schematische Darstellung der "Site-directed" Mutagenese, PCR 3

Als Ausgangsprodukte fur die Amplifikation des gesamten Gens mit der ausgetauschten Base
wurden die zuvor amplifizierten Fragmente aus PCR 1 und PCR 2 benutzt. Durch die Benutzung
der Klonierungsprimer mit den Schnittstellen fir Notl und EcoRI wurden an den Enden des
Fragments bereits Schnittstellen fir den spateren Verdau und die Ligation in pIRES-CD8 eingefigt.

Vor der Ligation mussten sowohl das mutierte Fragment, als auch der leere pIRES-CD8
mit den Restriktionsenzymen Notl und EcoRl, fir 2 Stunden bei 37°C geschnitten werden.
Die Lange der verdauten Proben wurden Uber ein Agarose-Gel kontrolliert,
ausgeschnitten und aufgereinigt. Fir die Ligation wurde ein Ansatz mit 1 pl Quick Ligase,
1 ul geschnittenem Vektor und 3 pl geschnittenem Fragment und ein Ansatz nur mit
geschnittenem Vektor als Kontrolle fir den Restriktionsverdau fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das ligierte Plasmid wurde anschlieBend in kompetente
XL1blue E.coli Zellen transformiert. Dazu wurden 10 pl des Ligationsproduktes zu 100 pl
XL1 blue Zellen pipettiert, fir 15 Minuten auf Eis inkubiert, darauf folgte ein Hitzeschock
fur 30 Sekunden bei 42°C, bevor die Zellen zu 700 pl LB-Medium gegeben und fiir 1
Stunde bei 37°C inkubiert wurden. AnschlieRend konnten die transformierten Zellen fir
Uber-Nacht-Kulturen auf Ampicillin-Platten (50 pg/ml) plattiert und bei 37°C ohne CO,
inkubiert werden. Am nachsten Tag wurden die Platten auf 4°C gelegt, die Kolonien
gezahlt und aus dem Verhéltnis der Klone zwischen Platten mit Insert und Platte ohne
Insert die Anzahl der zu pickenden Kolonien ermittelt. Bis zu 50 Kolonien auf Platten mit
Insert lassen auf eine hohe Wahrscheinlichkeit der korrekten Ligation schliel3en. Die
gepickten Klone wurden Uber Nacht in LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/ml) in
Flassigkultur kultiviert. Am nachsten Tag wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe des HiYield®
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Plasmid Mini Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt und in jeweils 50 pl H,O eluiert. Ein
Kontrollverdau mit Notl und EcoRI wurde durchgefuhrt um zu testen, ob die Fragmente im
Vektor integriert wurden. Fir eine genaue Kontrolle wurden die Plasmide zusatzlich zur

Sequenzierung eingeschickt.
3.2.4 Mause

3.2.4.1 Isolation genomischer DNA

Zur Isolation von genomischer DNA (gDNA) aus Schwanzbiopsien von Mausen wurden
die Biopsien zunachst tber Nacht bei 55°C in 300 pl Tail Puffer mit 1 pl Proteinase K
(100 mg/ml) zum Aufschlie3en der Zellen geschuttelt. Am nachsten Tag wurde die DNA
nach Zugabe von 100 pl Ammoniumacetat (7,5 M) und 600 ul 100% Isopropanol fur 20
Minuten auf -20°C gefallt und die ausgefallte gDNA durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir
10 Minuten pelletiert. Zum Waschen der DNA und zum Entfernen der Salzreste wurde das
Pellet anschlieRend in 1 ml 70% EtOH erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet an der Luft 20 - 30 Minuten getrocknet. Die gDNA konnte im Anschluss daran
in 50 ul TE Puffer geldst werden. Dieser TE-Puffer enthalt 10 mM Tris und 1 mM EDTA
und ist somit stabilisierend und PCR-kompatibel. Die geléste gDNA wurde auf 4°C

gelagert und fur die weitere Verwendung bei Bedarf noch weiter verdinnt.

3.2.4.2 Genotypisierung der FAP2 Knockout Mause

Die gDNA der Mause wurde vor der Zugabe in den PCR-Ansatz 1:6 in TE Puffer verdinnt
und anschlieBend 0,5 pl zu 19,5 pyl des PCR-Mastermixes pipettiert. Der fiir den
Mastermix verwendete RedTaqg Ready Mix von Sigma enthéalt bereits MgCl,, dNTPs, den
Reaktionspuffer und die Tag-Polymerase. Zu 10 pl dieses Mixes wurden noch 1 ul DMSO
(5%), jeweils 1 ul des sense und des antisense Primers fiir FAP2 (je 10 uM) und 6,5 pl
PCR-H,O pipettiert. Das PCR-Programm ist unter 3.1.7 ,FAP2 Knockout Mause*
beschrieben. Das so amplifizierte Produkt von FAP2 wurde zur Analyse auf ein 2%iges
Agarose-Gel aufgetragen, um die Wildtyp-Bande von FAP2 mit einer Lange von 522

Basenpaaren und die Knockout-Bande mit einer L&nge 277 Basenpaaren zu detektieren.

3.2.4.3 Genotypisierung der FAP2 Knockin Mause
Vor der Zugabe in den PCR-Ansatz wurde die gDNA der Mause 1:6 in TE Puffer verdinnt

und anschlie3en 1 pl zu 19 pl des PCR-Mastermixes pipettiert. Der Mastermix wurde aus
10 pl des RedTag Ready Mix von Sigma, 1 pl DMSO (5%), jeweils 1 pl des sense und des
antisense Primers fir FAP2yyr2 (je 10 uM) pipettiert und auf 20 pl mit PCR-H,O aufgefullt.
Das PCR-Programm ist unter 3.1.7 ,FAP2 Knockin Mause“ beschrieben. Das so

amplifizierte Produkt mit einer Lange von 462 bp wurde zur weiteren Analyse mit dem
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Restriktionsenzym Hpal verdaut, da durch die Mutation zusatzlich noch eine
Restriktionsschnittstelle fur Hpal in die DNA eingefligt wurde. Dazu wurden 0,5 pl des
Enzyms zu 15 pl PCR-Ansatz pipettiert und fir 120 Minuten bei 37°C inkubiert. Bei
heterozygoten FAP2"" Knockin Mé&usen sollte eine WT-Bande bei 462 bp und die
geschnittenen Knockin-Banden bei 353 bp + 109 bp vorliegen. Bei homozygoten FAP2"
Knockin Tieren nur die geschnittenen Banden. Zur Analyse wurden die verdauten PCR-
Produkte auf ein 2%iges Agarose-Gel aufgetragen. Da der Verdau nicht regelmafiig
vollstandig ablauft, wurden Proben, bei denen geschnittene Banden zu erkennen waren,
noch sequenziert. Daflir wurden jeweils 50 pl des PCR-Ansatzes mit Hilfe des QIAquick
PCR purification Kit von QIAGEN nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und in
jeweils 15 pl RNase-freiem H,O eluiert. Die Ansatze fir die Sequenzierung bei SeqlLab
enthielten jeweils 6 ul des aufgereinigten PCR-Produkts, 7 pl RNase-freies H,O und 2 pl
des antisense oder sense Primers. Uber die Analyse der entstehenden Chromatogramme
kénnen anschlieBend die DNA-Sequenzen der Proben an den durch die Primer

spezifizierten Stellen ermittelt werden.

3.2.4.5 Kreatin-Supplementation

Fur den Futterungsversuch wurden mannliche Wildtyp C57BIl/6 Mause (n=8, Alter 10
Wochen, von Jackson Laboratories) zufallig einer Kontrollgruppe oder einer
Versuchsgruppe zugeordnet. Beide Gruppen erhielten Brot als Kreatin-arme Diat, als
Trinkwasser Leitungswasser und die Versuchsgruppe zusatzlich eine Supplementation
mit 1% (w/v) Kreatin im Trinkwasser. Eine Woche lang wurde das Trinkwasser taglich
gewogen und gewechselt und das Gewicht der Mause notiert. Nach 7 Tagen wurden die
Mause in Isofluran-Narkose durch zervikale Dislokation getotet, die Nieren ziigig
entnommen, in Halften geschnitten, sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert.

Zur Quantifizierung der Expression von FAP2 wurden die Nieren mit quantitativer Real-

time-PCR und Western Blot wie unter 3.2.3.6 beschrieben analysiert.

3.2.4.6 Arginin-Supplementation
Fur den Fitterungsversuch wurden mannliche Wildtyp C57BI/6 Mause (n=8, Alter 10

Wochen, von Jackson Laboratories) zuféllig zur Kontrollgruppe oder zur Versuchsgruppe
eingeteilt. Beide Gruppen erhielten Standardfutter und Leitungswasser mit 5%
Saccharose und die Versuchsgruppe zusatzlich eine Supplementation mit 1% (w/v)
Arginin im Trinkwasser. Zwei Wochen lang wurde das Trinkwasser alle 2 Tage gewogen
und gewechselt und das Gewicht der Mause notiert. Nach 14 Tagen wurden die Mause in

Isofluran-Narkose durch zervikale Dislokation getdtet, die Nieren zigig enthommen, in
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Halften geschnitten und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C bis zum
weiteren Gebrauch gelagert.

Zur Quantifizierung der Expression von FAP2 wurden die Nieren mit quantitativer Real-
time-PCR und Western Blot wie unter 3.2.3.6 beschrieben analysiert.

3.2.5 Urin-Analyse
Spontanurin von 9 — 12 Wochen alten FAP2*"* Knockout (n = 6) und FAP2” Knockout (n =

6) Mausen wurde zweimal pro Maus an zwei verschiedenen Tage gesammelt. Nachdem
die letzten Proben entnommen wurden, wurden die Mause durch zervikale Dislokation
getétet und Blut entnommen. Auch von FAP2'* Knockin (n = 8) und FAP2" Knockin
Mausen (n = 8) wurde Spontanurin gesammelt. Gemessen wurden im Urin folgende
Aminosauren: L-Alanin, Glycin, L-Valin, L-Leucin, L-Isoleucin, L-Prolin, L-Asparagin, L-
Asparaginsaure, L-Methionin, L-Glutaminsdure, L-Phenylalanin, L-Ornithin, L-Lysin, L-
Histidin, L-Tyrosin, L-Threonin, L-Glutamin und L-Tryptophan.

Die Messungen wurden vom Institut fir Funktionelle Genomik im Biopark Regensburg
nach dem Verfahren der Gaschromatographie mit anschlieender Massenspektrometrie
(GC-MS) durchgefuihrt. Hierbei trennt der Gas-Chromatograph das zu untersuchende
Stoffgemisch auf und das Massenspektrometer dient zur Identifizierung und
gegebenenfalls auch zur Quantifizierung der einzelnen Komponenten. Nach
Derivatisierung der Aminosauren erfolgte die Messung nach einem modifizierten Protokoll
des Faast kit von Phenomenex (Phenomenex Inc, Torrence, CA, USA). Die
Konzentrationen wurden anhand des internen Standards Norvalin ermittelt. Zur
Normalisierung wurde die Osmolalitdt der Urin-Proben gemessen. Daflir wurde der
OSMOMAT 030 benutzt. Hierbei wurde der Urin 1:10 in Wasser verdiunnt und nach
Herstellerangaben im Gerdt vermessen. Kreatinin zur Normalisierung ist bei FAP2
Knockout und FAP2 Knockin Mausen ungeeignet, da FAP2 in der Kreatin-Synthese
involviert ist und die Kreatinin-Werte durch den Knockout bzw. die Mutation von FAP2

verandert werden.

3.2.5 Priméarkultur von Nierenzellen

3 Wochen alte C57/BL6 N Mause wurden mit Isofluran anasthesiert und durch cervikale
Dislokation getttet. Die Nieren wurden entnommen und mit einem sterilen Skalpell in
kleine Stiicke geschnitten. Darauf folgte eine Inkubation von 30 - 40 min in 1 ml Verdau-
Ldsung Il (enthalt 0,5 mg/ml Collagenase) bei 37°C. Die Lésung wurde regelmafig auf-
und abpipettiert und im Mikroskop auf den Grad des Verdaus kontrolliert. Sobald die Niere
optisch weitgehend in kurze, vereinzelte Tubulusfragmente zerfallen war, wurde die

Suspension abzentrifugiert (500 rpm, 5 Minuten), der Uberstand abgenommen und die
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Zellen in LLC-PK1 Medium mit Glucose resuspendiert. Um noch eventuelle Reste der
Collagenase zu entfernen, wurde nochmals abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und in LLC-PK1 Medium mit Glucose resuspendiert und auf kleinen Schalen ausgesét.
Die angewachsenen Zellen wurden mittels Lipofectamine 3000 transient transfiziert und
anschliel3end gefarbt.

3.2.6 Statistik

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte inklusive Standardabweichung des Mittelwerts
(SEM) dargestellt. Um die Signifikanz zu bestimmen, wurde der Student’s unpaired t-Test
verwendet. Die Anzahl der Experimente, die fur eine Messserie durchgefuhrt wurden, wird
durch die Zahlen in den Legenden der Abbildungen dargestellt (n). Ausgehend von diesen
wurde der Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) errechnet. Als
signifikant wurden p-Werte < 0,05 gewertet und entsprechende signifikante Ergebnisse
mit einem Stern (*) markiert, die entsprechenden Werte bei Signifikanz finden sich
ebenfalls in den Legenden der Abbildungen (p). Bei multipler Testung wurde die Korrektur

nach Bonferroni angewandt, um eine Alphafehler-Kumulierung zu vermeiden.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchungen am Zellmodell von FAP2

4.1.1 FAP2-Expression in induzierbaren LLC-PK1 Zellen

Fur die vorliegende Arbeit wurde neben den bereits beschriebenen LLC-PK1,; und LLC-
PK1wur: Zellen noch drei weitere Mutationen in LLC-PK1 Zellen eingebracht und
untersucht: LLC-PK1yyrz, LLC-PK1yyrz und LLC-PK1yyr4 (Siehe Tab. 2).

Um die genaue zellulare Lokalisation zu untersuchen, wurde FAP2 mit dem
Mitochondrienmarker Mitotracker ko-gefarbt. Wahrend Zellen mit FAP2y, eine normale
Mitochondrienmorphologie und -verteilung aufwiesen (Abb. 12 A), zeigten Zellen mit allen
mutierten FAP2-Formen verlangerte, filamentartige Mitochondrien (Abb. 12 B bis E). Die
unterschiedlichen Mutationen wiesen dabei leicht unterschiedliche Mitochondrien-
Morphologien auf. Bei LLC-PK1yyr: waren die Verdnderungen der Morphologie bereits
nach zwei Tagen Induktion mit Tetrazyklin sehr gut in praktisch allen Zellen zu erkennen.
Die veranderten Mitochondrien wurden mit langerer Induktionsdauer dicker und
durchzogen die ganze Zelle (Abb. 12 B). In LLC-PK1yyt, Zellen zeigten sich nach zwei
Tagen Induktion bereits in fast allen Zellen erste kurze Mitochondrien, die im Gegensatz
zu Mitochondrien in LLC-PK1yyr; keine glatte Oberflache zu haben schienen (Abb. 12 C).
Neben den veranderten Mitochondrien waren noch viele normale Mitochondrien zu
erkennen. LLC-PK1yyrs und LLC-PK1yu74 benétigten die langste Induktionsdauer. Nach
zwei Tagen Induktion waren bei LLC-PK1yyt3 hur in einzelnen Zellen lange und dinne
Mitochondrien zu erkennen (Abb. 12 D), bei LLC-PK1yyr4 waren erst nach sieben Tagen
kurze veranderte Mitochondrien detektierbar (Abb. 12 E).
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A: LLC-PK1yy nach 2 Tagen Induktion
FAP2 Mitotracker Overlay-Bild

B: LLC-PK1yyt: nach 2 Tagen Induktion

LLC-PK1yur1 nach 7 Tagen Induktion

C: LLC-PK1yyt2 nach 2 Tagen Induktion
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D: LLC-PK1yyr3 nach 2 Tagen Induktion
FAP2 Mitotracker Overlay-Bild

E: LLC-PK1yyt4 nach 2 Tagen Induktion

LLC-PK1yur4 Nach 7 Tagen Induktion

Abbildung 12: Expression von FAP2 in induzierten LLC-PK1 Zellen

Gefarbt wurden die LLC-PK1 Zellen nach Induktion der FAP2-Expression mit Tetrazyklin auf FAP2
(gran), dem Mitochondrienmarker Mitotracker Orange (rot) und als Zellkernmarker HOE33342
(blau). Im Overlay-Bild jeweils rechts ist die Ko-Lokalisation von FAP2 mit den Mitochondrien zu
sehen (gelb). LLC-PK1yy Zellen zeigten nach Induktion eine normale mitochondriale Morphologie,
wahrend bei allen FAP2yur Zellen, nach unterschiedlicher Induktionsdauer, verédnderte
Mitochondrien-Morphologien auftraten, da die FAP2-Farbung mit dem Mitochondrienmarker
Mitotracker ko-lokalisiert.
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4.1.2 Untersuchung der Abbaubarkeit von FAP2r

Die Halbwertszeiten von mitochondrialen Proteinen und Mitochondrien variiert mit dem
Organ ®, wobei Niere und Leber &hnliche Werte aufweisen. In den 60er Jahren wurden
von einigen Gruppen die Halbwertszeiten von mitochondrialen Proteinen oder
Bestandteilen und Mitochondrien gemessen. Dabei wurden Zeitangaben von 8,6 Tagen /,
10,3 Tagen ° und 6,7 bis 12,2 Tagen ® fir ganze Mitochondrien angegeben. Bei léslichen
Proteinen schwankten die Angaben zwischen 5,9 Tagen ’ und 11,6 Tagen ®. Proteine der
aulBeren mitochondrialen Membran wiesen eine Halbwertszeit von 4,2 Tagen auf,
Proteine der inneren Membran 12,6 Tage 8 In LLC-PK1yr Zellen konnte Dr. Carsten
Broeker mittels Immunogold-Farbungen zeigen, dass FAP2y;: an der inneren
Mitochondrienmembran liegt (Abb. 4), was auch der Literatur entspricht °.

Zellen, die das mutierte FAP2\yr1 exprimieren, waren auch acht Wochen nach Beenden
der Expressions-Induktion mit Tetrazyklin nicht in der Lage, das mutierte FAP2
abzubauen. Die pathologisch verénderten Mitochondrien waren dementsprechend immer
noch in den Zellen zu sehen (Abb. 5). Das gleiche Experiment zur Abbaubarkeit sollte
auch mit LLC-PK1lyr Zellen durchgefuhrt werden. Eine frilhere Durchfiihrung dieses
Experiments wahrend der Doktorarbeit von Dr. Carsten Broeker war aus Zeitgriinden
nicht mehr maoglich.

Die LLC-PK1yr Zellen wurden in kleinen Schalen auf Glasplattchen ausgeséat und zwei
Wochen lang mit Tetrazyklin induziert. AnschlieRend wurden die Zellen fir acht Wochen
ohne Tetrazyklin weiter kultiviert und wochentlich eine Schale gefarbt.

Nach zweiwé6chiger Induktion (Woche 0) zeigten die Zellen die erwartete normale FAP2yt
Expression, die mit der Farbung des Mitotrackers ko-lokalisierte (Abb. 13).

Overla

FAP2 , Mitotracker

0 Wochen

Abbildung 13: Expression von FAP2 nach zwei Wochen Induktion (Woche 0)

Gefarbt wurden LLC-PK1 FAP2 Zellen nach einer zweiwéchigen Induktion der FAP2-Expression
mit Tetrazyklin (1 pg/ml im Medium) auf FAP2 (grin), einem Mitotracker (rot) als
Mitochondrienmarker und HOE33342 (blau) als Zellkernmarker. Im Overlaybild jeweils rechts ist
die Ko-Lokalisation von FAP2 mit den Mitochondrien zu sehen (gelb). LLC-PK1y Zellen zeigen
nach Induktion eine normale mitochondriale Morphologie.
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Nach Beenden der Expressionsinduktion war nach zwei Wochen immer noch FAP2yt in
den Zellen vorhanden, wenngleich die Menge an FAP2; bereits leicht vermindert
erschien (Abb. 14, 2 Wochen). Nach vier Wochen Kultivierung ohne Tetrazyklin war nur
noch in wenigen Zellen FAP2,,r vorhanden und ab sechs Wochen hatten alle Zellen das
tberexprimierte FAP2,yr-Protein vollstandig abgebaut (Abb. 14, 6 Wochen).

FAP2 Mitotracker

o . .
o . - l

- . . l
o . . l

Abbildung 14: Expression von FAP2; nach Absetzen der Induktion (Woche 2 bis 8)

Gefarbt wurden LLC-PK1yt Zellen nach einer zweiwdchigen Induktion der FAP2-Expression mit
Tetrazyklin auf FAP2 (grun), einem Mitotracker (rot) als Mitochondrienmarker und HOE33342
(blau) als Zellkernmarker. Im Overlay-Bild jeweils rechts ist die Ko-Lokalisation von FAP2 mit den
Mitochondrien zu sehen (gelb). LLC-PK1y+ Zellen waren in der Lage, das Uberexprimierte FAP2y-
Protein nach sechs Wochen ohne Induktion vollstandig abzubauen.

Overla
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4.2 Histologische Untersuchungen von Patientennieren

4.2.1 Histologie einer Patientenbiopsie

Zuséatzlich zum Zell- und Mausmodell wurde eine Patientenbiopsie untersucht, die von
Prof. Kleta zur Verfigung gestellt wurde. Der Patient, von dem diese Biopsie in den 60er
Jahren entnommen und in Paraffin eingebettet wurde, trug die FAP2 Mutation 1. Als
Kontrolle dienten humane Nierenproben, die bei Tumorentfernungen als peritumorales
Gewebe mit entnommen wurden. Die ersten Untersuchungen wurden von Dr. Carsten

Broeker im Rahmen seiner Dissertation durchgefihrt (siehe 1.2 und Abb. 6).

4.2.1.2 Immunogold-Farbung auf die Patientenbiopsie

Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Patientenbiopsie wurden bereits von Dr.
Carsten Broeker im Rahmen seiner Dissertation angefertigt. Hierbei zeigten sich
Glomeruli und nicht-proximale Tubuli normal. In proximalen Tubuli, die durch den
Burstensaum gut zu erkennen waren, waren vergrof3erte Mitochondrien zu sehen, in
denen, wie im auch im Zellmodell, filamentartige Strukturen zu erkennen waren.

Um diese Filamente genauer zu untersuchen, wurde eine Immunogold-Farbung gegen
FAP2 auf der Patientenbiopsie durchgefiihrt. Hierbei wurde der FAP2-spezifische priméare
AK aus den Immunfluoreszenz-Experimenten verwendet, der sekundare AK war
allerdings nicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, sondern an Goldpartikel
assoziiert (Durchmesser 1 nm), die elektronendicht sind und daher bei
elektronenmikroskopischen Aufnahmen als schwarze Punkte erscheinen. In den
proximalen Tubuluszellen, die durch den Birstensaum identifiziert werden konnten (Abb.
15, B, Sternchen), waren analog zum Zellmodell die filamentartigen Strukturen zu sehen.
Diese lagen teilweise, im Vergleich zu induzierten LLC-PK1 Zellen, in ungeordneter und
nicht paralleler Anordnung in den Mitochondrien vor. Die Filamente, die in den
Mitochondrien der proximalen Tubuluszellen zu erkennen waren, zeigten hierbei eine
eindeutige Markierung durch die Goldpartikel (Abb. 15, A und B, Pfeile), was bedeutet,

dass diese Ablagerungen zumindest zum Teil aus mutiertem FAP2 aufgebaut sind.
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Abbildung 15: Immunogold-Farbung auf die FAP2-Patientenbiopsie

Uber die Immunogold-Farbung wurde FAP2 mit Goldpartikeln (Pfeile) markiert. Die proximalen
Tubuli waren am Burstensaum (B, Sternchen) erkennbar. In Zellen der proximalen Tubuli waren
pathologisch vergréRerte Mitochondrien zu sehen, die voll von filamentartigen Strukturen waren.
Da die Goldpartikel Uberwiegend an diesen Filamenten haften, schienen diese aus mutiertem
FAP2 zu bestehen.
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4.2.2 Pathophysiologie einer post mortem entnommenen

Patientennieren

4.2.2.1 Untersuchung der Histologie mittels Hamalaun/Eosin-Féarbung

Auler der Biopsie wurde von Prof. Kleta auch noch eine weitere Nieren-Gewebeprobe
eines Patienten zur Verfligung gestellt. Diese Probe wurde erst nach dem Tod des
Patienten enthommen und wurde ebenfalls in Paraffin eingebettet. Dieser Patient starb im
Alter von 65 Jahren aufgrund eines terminalen Nierenversagens.

Um die Histologie des Nierengewebes zu beurteilen, wurde zunéchst eine
Hamalaun/Eosin-Farbung der post mortem Niere gemacht. In der Ubersichtsaufnahme
(Abb. 16 C) war bereits zu erkennen, dass das Nierengewebe stark verandert war. Der
Cortex erschien geschrumpft, weshalb die BlutgefalRe Ubermalig gro3 wirkten.
Ansammlungen von dicht gepackten Zellen mit wenig Zytoplasma lieRen auf eine
Einwanderung von T-Lymphozyten schlieBen und damit auf eine entzindliche
Veréanderung der Niere. Die Medulla enthielt kaum noch Tubuli und erschien in der HE-
Farbung als dicht gepacktes Bindegewebe.

Im Vergleich zu einer gesunden Niere (Abb. 16 B) war die Anzahl der Tubuli stark
reduziert (Abb. 16 A, Pfeile). In vielen Fallen hatten sich die Epithelzellen von der

Basalmembran abgeldst und waren im Lumen zu erkennen.
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A: H/E Farbung auf einer Kontrollniere
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B: H/E Farbung auf der post mortem Patientenniere
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C: Ubersichtsaufnahme der H/E Farbung auf die post mortem Patientenniere

Abbildung 16: Hamalaun/Eosin-Farbung auf eine post mortem FAP2-Patientenniere
Bei der Hamalaun/Eosin-Farbung werden Zellkerne blau angeféarbt und das Zytoplasma rot. Die
Anzahl an proximalen Tubuli war der Patientenniere (B, Pfeile) im Vergleich zu einer gesunden
Niere (A) stark reduziert. Die Glomeruli waren teilweise verschlossen (B, Sterne). In der Ubersicht
erschien der Cortex stark geschrumpft, wahrend in Medulla und Papille bereits in dieser Farbung
deutliche Veranderungen zu erkennen waren, die auf eine Fibrose hinweisen kénnten (C).
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4.2.2.2 Markierung von Bindegewebe mittels Masson-Goldner-Farbung

Da in der post mortem Probe bereits in der Hamalaun/Eosin-Farbung deutliche Hinweise
auf eine Fibrose beobachtet wurden, wurde sie zudem mittels einer Masson-Goldner-
Farbung untersucht, da hierbei Bindegewebe in Turkis angefarbt werden kann. Collagen,
als Hauptbestandteil von Bindegewebe, macht auch einen Grof3teil des fibrotischen
Gewebes aus.

Im Cortex war eine deutliche Zunahme an Bindegewebe zu erkennen (Abb. 17 A). In einer
hoheren Vergro3erung waren verddete Glomeruli und defekte Tubuli, bei denen sich die
Epithelzellen abgeltst hatten, sichtbar (Abb. 17 B). In Medulla und Papille war eine
deutliche Fibrose, gekennzeichnet durch die enorme Zunahme von Bindegewebe (tirkis),
zu sehen. Es war kaum noch normales Nierengewebe mit gesunden Tubuli zu erkennen
(Abb. 17).
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A: Ubersichtsaufnahme der Masson-Goldner-Farbung auf die Patientenniere
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B: Detailbilder der Masson-Goldner-Farbung der Patientenniere

Abbildung 17: Masson-Goldner-Farbung auf FAP2-Patientenniere

Zum Nachweis von Bindegewebe bzw. zur Untersuchung von fibrotisch verédndertem Gewebe
wurde eine Masson-Goldner-Farbung auf die FAP2-Patientenniere durchgefiihrt. Bindegewebe
wird hierbei in Tirkis dargestellt. In der Ubersichtsaufnahme war eine deutliche Zunahme an
Bindegewebe sichtbar (A). B zeigt Detailausschnitte aus der Ubersichtsaufnahme von A. Im Cortex
waren verschlossene Glomeruli und nur noch wenige Tubuli erkennbar (B, Detailaufnahmen
»cortex“). Im Interstitium waren Ansammlungen von vermutlich eingewanderten T-Lymphozyten zu
erkennen (Zellkerne erscheinen braun und Zytoplasma rot). Medulla und Papille schienen
hauptsachlich aus Bindegewebe zu bestehen. Hier waren kaum noch intakte Tubuli zu erkennen,
wahrend der Zwischenraum komplett mit Bindegewebe gefillt war (B, Detailaufnahmen ,Papille®
und ,Medulla®).
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4.2.2.3 Untersuchung der subzellularen FAP2-Lokalisation mittels

Immunfluoreszenz

In einem nachsten Schritt wurde die Patientenniere mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Farbung auf die FAP2 Expression hin untersucht. Im Gegensatz zu einer gesunden Niere,
bei der ca. 70% der kortikalen Tubuli proximale Tubuli sind, waren in dieser Probe nur
noch sehr wenige FAP2-positive Tubuli im Cortex zu finden (Abb. 18 C, FAP2 in griin
gefarbt). Wie erwartet, waren distale Tubulussegmente, Glomeruli und Sammelrohre,
soweit im Gewebe noch vorhanden, FAP2-negativ (Abb. 18 A). In der Vergrol3erung
erschien in den proximalen Tubuli ein dhnliches FAP2-Farbemuster wie in der zuvor
untersuchen Patientenbiopsie (Abb. 18 A). Auch hier erschienen die Mitochondrien nicht
in normaler Dynamik, sondern eher fragmentiert. Aul3erdem waren in den Tubuli noch
FAP2-positive Zelltrimmer zu erkennen, die auch in der Patientenbiopsie zu sehen waren
(Abb. 18 C und D). Zusatzlich zu FAP2 wurde die Probe noch auf Glattmuskel-Aktin
gefarbt. Glattmuskel-Aktin ist ein Protein, das von Myofibroblasten gebildet wird.
Myofibroblasten sind aktivierte Fibroblasten, die bei Gewebeverletzungen zur Produktion
von Bindegewebe aktiviert werden "##3%_ Es stellte sich heraus, dass alle Tubuli und alle
Glomeruli von mehreren Schichten dieser Zellen umgeben waren, eingebettet in einen
dicken Ring aus Bindegewebe, welcher eine extrem verdickte Basalmembran war (Abb.
18 B: Glomeruli, C und D: Tubuli, Glattmuskel-Aktin in rot gefarbt). In hoéherer
VergroBerung waren bei den FAP2-positiven Tubuli (Abb. 18 D, FAP2 in grin,
Glattmuskel-Aktin in rot) die verschiedenen Schichten an Myofibroblasten um die Tubuli
besser zu erkennen.

Dass auch Glomeruli und nicht-proximale Tubuli von Glattmuskel-Aktin positiven
Myofibroblasten umgeben waren (Abb. 18 B und D), lasst vermuten, dass das
Endstadium dieses Fanconi-Syndroms nicht nur auf den Ort der FAP2-Expression,
namlich die proximalen Tubuli, beschrénkt scheint.

Detailaufnahmen der Immunfluoreszenz-Féarbung der post mortem Patientenniere zeigten
die FAP2-Expression der proximalen Tubuluszellen (Abb. 19 A). Das Zytosol einiger
Tubuluszellen schien komplett voll mit mutiertem FAP2 zu sein (Abb. 19 B, Stern). Im
Lumen einiger Tubuli waren FAP2-positive Zellablagerungen zu sehen, die abgestorbene

proximale Tubuluszellen sein kénnten (Abb. 19 B).
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A: FAP2- (griin) und Glattmuskel Aktin-Farbung (rot) auf Patientenniere

Papille
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C: Proximale Tubuli in der Patientenniere (FAP2 (griin), Glattmuskel Aktin (rot))
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D: Detailaufnahme von proximalen Tubuli in Patientenniere
(FAP2 (grun), Glattmuskel Aktin (rot))

v oy

Abbildung 18: Immunfluoreszenz-Farbung auf die post mortem FAP2-Patientenniere

FAP2 ist in grun, Glattmuskelaktin in rot dargestellt. Die gelb/orangenen Bereiche waren
Erythrozyten, die auf jeder Wellenlange autofluoreszierten. In der Ubersicht (A) war bereits zu
erkennen, dass im Cortex nur noch wenige FAP2-positive Tubuli waren, alle anderen Bereiche der
Niere, wie distale Tubuli, Sammelrohre und Glomeruli (B) waren FAP2-negativ. In der Farbung
konnte beobachtet werden, dass die verbliebenen proximalen Tubuli (C) und die Glomeruli (B) von
mehreren Schichten Myofibroblasten umgeben waren.
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Detailaufnahmen von proximalen Tubuluszellen in der post mortem Patientenniere
A

Abbildung 19: Detailaufnahmen der Immunfluoreszenz-Farbung auf die post mortem FAP2-
Patientenniere

FAP2 ist in grun, die Zellkerne sind in blau dargestellt. Die FAP2 positiven proximalen Tubuli der
post mortem Patientenniere wiesen ein ahnliches FAP2-Farbemuster auf, wie die zuvor
untersuchte Patientenbiopsie (A). Aul3erdem waren in einigen Tubuli im Lumen FAP2-positive
Zellablagerungen zu sehen (B), welche abgestorbene proximale Tubuluszellen sein kénnten. Das
Zytosol einiger Tubuluszellen (Stern) schien komplett voll mit mutiertem FAP zu sein.
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4.2.2.4 Elektronenmikroskopische Untersuchung der post mortem Patientenniere

AbschlieRend wurde auch noch eine elektronenmikroskopische Untersuchung der Nieren-
Autopsie durchgefthrt. Um in dem stark pathologisch veranderten Gewebe proximale
Tubuli fur die Elektronenmikroskopie zu bekommen, wurden durch die Immunfluoreszenz-
Farbung von Konsekutivschnitten FAP2-positive proximale Tubuli lokalisiert und die
Proben fur die Elektronenmikroskopie genau an dieser Stelle ausgestanzt. Dadurch
konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei den gezeigten Tubuli um proximale
Tubuli handelte. Aufgrund der schlechten Histologie war es nicht mehr mdglich, die Tubuli
eindeutig zu bestimmen. In den vorangegangen histologischen Untersuchungen wurde
bereits beobachtet, dass diese Patienten-Probe eine hoch-fibrotische Morphologie der
Niere zeigt, die typisch fur das Endstadium dieser Form des Fanconi-Syndroms ist. Auch
in der Elektronenmikroskopie war deutlich zu sehen, dass die Glomeruli stark fibrotisch
verandert waren (Abb. 20 A). Um die meisten der verbliebenen Tubuli war eine extrem
verdickte Basalmembran (Abb. 20 B) zu erkennen, in der Myofibroblasten lagen (Abb. 20
C). Im Lumen dieser Tubuli und in Epithelzellen waren weiterhin langliche Strukturen, die
den pathologischen FAP2-Filamenten ahnlich sahen, zu sehen (Abb. 20 D). Fur die
genauere Untersuchung dieser Strukturen wurde eine Immunogold-Farbung durchgefihrt
(siehe 4.2.2.5).
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen der post mortem Patientenniere

A: Glomerulus in der post mortem Patientenniere
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C: Detail-Aufnahmen eines Tubulus in der post mortem Patientenniere

- e

D: Detail-Aufnahmen eines Tubulus in der post mortem Patientenniere
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Abbildung 20: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der post mortem Patientenniere

Die verdnderte Morphologie der post mortem Patientenniere war auch in der
Elektronenmikroskopie erkennbar. Die Glomeruli zeigten eine veranderte Morphologie mit
Myofibroblasten um die Bowman-Kapsel (A). Die verbliebenen Tubuli waren von einer extrem
dicken Basalmembran umgeben (B), in denen Myofibroblasten zu erkennen waren (C). Im Lumen
der Tubuli, sowie teilweise auch in den Epithelzellen, waren langliche kristallahnliche Strukturen zu
sehen (D).
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4.2.2.5 Immunogold-Farbung der post mortem Patientenniere

Zur weiteren Untersuchung der unbekannten Strukturen, die sich im Lumen der
verbliebenen Tubuli der Patienten-Autopsie befanden, wurde eine Immunogold-Farbung
durchgefuhrt. Als Primarantikérper wurde der FAP2-spezifische Antikoérper der
Immunfluoreszenz-Farbungen benutzt. Der Sekundarantikérper war an Goldpartikel
gekoppelt, die durch ihre Elektronendichte als schwarze Punkte in der
Elektronenmikroskopie erscheinen. Diese Goldpartikel lagen teilweise auf den langlichen
Strukturen (Abb. 21, schwarze Pfeile), teilweise verteilt im Zytoplasma vor (Abb. 21, weil3e
Pfeile). Eine eindeutige Markierung der kristallahnlichen Strukturen durch die Goldpartikel

war somit nicht geben.

Abbildung 21: Immunogold-Farbung der post mortem Patientenniere

Zur Untersuchung, ob FAP2 Bestandteil der filamentartigen Strukturen im Lumen der verbliebenen
proximalen Tubuli der post mortem Patientenniere ist, wurde eine Immunogold-Farbung
durchgefuhrt. Die Goldpartikel waren zwar teilweise an die assoziiert (schwarze Pfeile), allerdings
zeigten sie im Rest des Gewebes eine ahnliche Verteilung (weil3e Pfeile), was auf eine
unspezifische Markierung schlieRen lasst.

4.3 Untersuchungen auf Fibrose im FAP2-Zellmodell

4.3.1 Gen-Expressionsanalyse am FAP2-Zellmodell

Da beide Patienten-Gewebeproben Hinweise auf eine renale Fibrose lieferten, sollte im
Zellmodell die Expression von Genen untersucht werden, die in einem Zusammenhang
mit renaler Fibrose stehen. Daflr wurden stabil transfizierte FAP2,+ und FAP2yy1; Zellen
fur drei Wochen mit Tetrazyklin induziert und anschlieBend die Expressionsstarke tUber

gquantitative Real-time PCR bestimmt. Untersucht wurden dazu NLRP3 als Bestandteil
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des Inflammasoms, Interleukin-18 (IL-18) und Fibronektin (FN1). NLRP3 war in Zellen, die
das mutierte FAP2 exprimierten, signifikant stérker exprimiert als in Zellen, die FAP2y
exprimierten (Abb. 22 A). Inaktives pro-IL-18 wird von der durch das Inflammasom
aktivierten Caspase-1 in aktives IL-18 gespalten. Zellen mit FAP2yr; zeigten eine
signifikant hohere Expression an IL-18 als die Kontrollzellen mit FAP2,+ (Abb. 22 B).
Auch Fibronektin als wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix bzw. des
Bindegewebes war in diesen Zellen signifikant hoher exprimiert (Abb. 22 C). Uber
Immunfluoreszenz-Farbungen der post mortem Patientenniere konnten Glattmuskel-Aktin-
positive Myofibroblasten um Glomeruli und proximale Tubuli detektiert werden. Auch bei
induzierten LLC-PK1yyut: Zellen war Glattmuskel-Aktin signifikant hdher exprimiert (Abb.

22 D).
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Abbildung 22: mRNA-Expression Fibrose-beteiligter Gene in LLC-PK1 Zellen

Aus LLC-PK1 Zellen wurde nach drei Wochen Induktion mit Tetrazyklin mRNA isoliert und diese
Uber quantitative PCR auf Gene, die mit renaler Fibrose in Verbindung stehen, untersucht (n = 3
pro Gruppe). NLRP3 als Teil des NLRP3-Inflammasoms zeigte bei LLC-PK1MUT1 eine signifikant
hdhere Expression als bei LLC-PKIWT und LLC-PK1VEK (A, p-Values WT-MUT1 0,036 und
VEK-MUT1 0,098). Ebenfalls signifikant erhéht war die Expression der Gene IL-18 (B, p-Values
WT-MUT1 0,0041 und VEK-MUT1 0,00409), Fibronektin 1 (C, p-Values WT-MUT1 0,0375 und
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VEK-MUT1 0,0295) und Glattmuskel-Aktin (D, p-Values WT-MUT1 0,0198 und VEK-MUT1
0,0199). Alle Werte wurden jeweils auf die Expression von beta-Aktin als Referenz-Gen
normalisiert.

4.3.2 Untersuchungen zur Protein-Expression von Interleukin-18 (IL-18)

Da IL-18 auf RNA-Ebene eine signifikant erhéhte Expression in LLC-PK1yyr; Zellen
aufwies, wurde dariiber hinaus noch die Protein-Expression quantifiziert. Drei Wochen
induzierte LLC-PK1yr und LLC-PK1yur: Zellen und zwei Wochen induzierte und eine
Woche ohne Induktion kultivierte LLC-PK1yr und LLC-PK1yyri Zellen wurden geerntet
und das Zell-Lysat mit einem porcinen IL-18 ELISA Kit (siehe 3.2.1.5) untersucht. Es
wurden zwei verschiedene Versuchsbedingungen gewahlt, weil in vorherigen Studien
beobachtet werden konnte, dass Tetrazyklin bzw. das halb-synthetische Minocyclin
(Tetrazyklin der zweiten Generation) ein potenter Inhibitor der Expression von Caspase-1
und Matrix-Metalloproteasen (MMP) ist %!, Da die Aktivierung von pro-IL-18 abhéngig
von Caspase-1 ist, sollte eine mogliche Inhibition der Caspase durch Tetrazyklin im
zweiten Versuchsansatz ausgewaschen werden.

Die Zellen, die das mutierte FAP2 Uberexprimierten, wiesen hierbei in beiden Versionen
des Experiments (Abb. 23 A: drei Wochen Induktion, B: zwei Wochen Induktion plus eine

Woche auswaschen) einen signifikant héheren Wert an intrazellular gemessenen IL-18

auf.
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Abbildung 23: Intrazellulare IL-18 Messung am FAP2-Zellmodell mittels ELISA

Bei diesem Experiment wurden FAP2-Zellen einmal fir drei Wochen (A) mit Tetrazyklin induziert
und einmal fur zwei Wochen induziert und eine weitere Woche ohne Tetrazyklin kultiviert (B). Die
Lysate der geernteten Zellen wurden mit Hilfe eines IL-18 ELISA nach Herstellerangaben
vermessen. Bei beiden Experimenten zeigten die Zellen mit FAP2yyr1 eine signifikant héhere IL-18
Protein-Expression als die Zellen mit FAP2y, oder Vektor-Zellen (n = 3 in allen Gruppen, A p-
Values WT-MUT1 0,002 und VEK-MUT1 0,004, B p-Values WT-MUT1 0,001 und VEK-MUT1
0,001).
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Auf den identischen Proben der Zell-Lysate von Versuchsaufbau 1 wurden zusétzlich
noch Western Blots zur Quantifizierung der IL-18 Protein-Expression durchgefihrt. Auch
im Western Blot zeigte sich das gleiche Bild wie bereits im ELISA: Zell-Lysate mit
FAP2yuT1 enthielten signifikant mehr IL-18 als die Kontrollzellen mit FAP2,+ oder Vektor-
Zellen (Abb. 24).
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Abbildung 24: Intrazellulare IL-18 Messung am FAP2-Zellmodell mittels Western Blot

Drei Wochen induzierte FAP2-Zellen zeigten das gleiche Expressionsmuster von IL-18 wie zuvor
mittels IL-18 ELISA bestimmt. Die Zellen mit FAP2yyr1 zeigten einen signifikant hdheren Wert an
IL-18 als die Zellen mit FAP2,,; oder Vektor-Zellen (n = 3 in allen Gruppen, p-Values WT-MUT1
0,0067 und VEK-MUT1 0,0038).

Auch tber Immunfluoreszenz konnte eine erhdhte Menge an intrazellularem IL-18 in LLC-
PK1wur: Zellen nachgewiesen werden. Die Zellen wurden zunéchst zwei Wochen mit
Tetrazyklin induziert und anschieRend noch eine weitere Woche ohne Induktion weiter
kultiviert. In LLC-PK1yt und LLC-PK1ek-Zellen war fast keine I1L-18 Farbung sichtbar, die
Uberexpression von FAP2,r1 hingegen schien zu einer intrazellularen Akkumulation von
IL-18 zu fuhren (Abb. 25).

WT VEK MUT1

Abbildung 25: Intrazellulare IL-18 Farbung am FAP2-Zellmodell mittels Immunfluoreszenz
Zwei Wochen induzierte FAP2-Zellen zeigten auch in Immunfluoreszenz-Experimenten die gleiche
Expression von IL-18 wie bereits im IL-18 ELISA und im IL-18 Western Blot. Die Zellen mit
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FAP2,uT1 zeigten eine hohere intrazelluldre Expression von IL-18 als die Zellen mit FAP2,; oder
mit FAP2yg.

4.3.3 Untersuchung auf Protein-Expression von Fibronektin (FN1)

Um die erhbhte Expression von Fibronektin mRNA bei LLC-PK1yyr: Zellen auf Protein-
Ebene zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenz-Farbungen mit einem gegen
Fibronektin gerichteten Antikérper durchgefuhrt. LLC-PK1lyy, LLC-PK1lygx und LLC-
PK1yur: Zellen wurden fur die Farbungen fir zwei Tage mit Tetrazyklin induziert und
anschlieRend, wie unter 3.2.1.3 beschrieben, gefarbt. Fibronektin zeigte sich dabei als
extrazellulare, netzartige Ablagerung am Schalenboden. Bei LLC-PK1yr und LLC-PK1ygx
Zellen waren nur Kleine Fibronektinablagerungen zu erkennen, bei FAP2yur1-Expression

hingegen war FN1 groR3flachig verteilt (Abb. 26).

WT VEK MUT1

Abbildung 26: Immunfluoreszenz auf Fibronektin im FAP2-Zellmodell

Zwei Tage induzierte FAP2 Zellen zeigten LLC-PK1yt und LLC-PK1ye« Zellen nur sehr geringe
extrazellulare Ablagerungen an Fibronektin (grin). Zellen mit mutiertem FAP2yur: hingegen
sonderten groRe Mengen an Fibronektin extrazellular ab. Weiterhin wurde auch noch ein
Mitochondrienmarker gefarbt (rot), um den Erfolg der Induktion zu Uberprifen. LLC-PK1y Zellen
zeigten dabei ein normales mitochondriales Netzwerk, in LLC-PK1yyt; Zellen zeigten sich die
verlangerten Mitochondrien.

4.4 Funktionelle Untersuchung an FAP2-Zellen

Durch die histologischen Untersuchungen von Zellen und Patienten-Proben konnte
beobachtet werden, dass die Morphologie von Mitochondrien durch die Mutation in FAP2
stark verandert war. Aus diesem Grund sollte weitergehend untersucht werden, ob auch
eine Verdnderung der respiratorischen Funktion der Mitochondrien vorlag. Dazu wurde
der Sauerstoffverbrauch als indirektes Mal3 fir die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS)
der induzierten FAP2-Zellen am Respirometer ,Seahorse® der Firma Agilent gemessen.
Die Messwerte aus dem Gerat wurden auf den DNA-Gehalt als indirektes MalR3 fir die
Zellzahl normalisiert. Fur die Messungen wurden Zellen einmal eine Woche lang mit

Tetrazyklin und einmal drei Wochen mit Tetrazyklin induziert. Es wurde vermutet, dass
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der respiratorische Phanotyp mit der Dauer der Induktion zunimmt, da die FAP2-
Filamente nicht mehr ganzlich abgebaut werden kdnnen. Zellen, die eine Woche mit
Tetrazyklin induziert waren, zeigten keinen Unterschied in ihrer Grundatmung oder dem
Protonenleck, egal ob sie FAP2yr oder FAP2yur: Uberexprimierten. Allerdings zeigten
FAP2yur1 Zellen eine signifikante Verringerung der maximalen Respiration, der ATP-
Produktion und der Reservekapazitdt im Vergleich zu FAP2yr (Abb. 27 A). Wurden
allerdings Zellen gemessen, die zuvor drei Wochen lang mit Tetrazyklin induziert waren,
waren die Werte zwischen FAP2, und FAP2yyr: hicht mehr signifikant unterschiedlich
(Abb. 27 B). Die Expression von FAP2yyr; schien demnach einen Einfluss auf die
oxidative Phosphorylierung der Zellen zu haben, vermutlich aber starben Zellen, die viele
pathologisch veranderte Mitochondrien hatten, nach einiger Zeit ab. Hauptséachlich Zellen,
die das transfizierte Produkt verloren hatten, tUberlebten und der Effekt der FAP2yum1

Expression ging verloren.
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Abbildung 27: Respriometrische Untersuchung nach 1 Woche und 3 Wochen Induktion
LLC-PK1yt und LLC-PK1lyyt: Zellen wurden nach einer Woche Induktion mit Tetrazyklin im
Respirometer ,Seahorse” vermessen. Die Grundatmung und das Protonenleck waren in beiden
Zell-Typen gleich. Allerdings zeigten LLC-PK1lyyr: Zellen eine signifikant verringerte maximale
Respiration, ATP-Produktion und Rest-Kapazitat (A, n = 12 in allen Gruppen, p-Values maximale
Respiration 0,021, ATP-Produktion 0,045 und Restkapazitat 0,015). Nach drei Wochen Induktion
wurden ebenfalls Zellen im ,Seahorse” vermessen. Es war kein signifikanter Unterschied zwischen
LLC-PK1yt und LLC-PK1yy7; Zellen mehr zu erkennen (B) (n = 12 in allen Gruppen).
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4.5 Untersuchung des Nieren-Phanotyps von FAP2 Knockout
Mausen

Um zu untersuchen, ob die verminderte Expressionsstéarke von FAP2 bei heterozygoten
Patienten zu dem Krankheitsbild fihrt, also ob die Erkrankung durch eine
Haploinsuffizienz verursacht wird, wurde die FAP2 Knockout Maus untersucht. Uber
histologische Untersuchungen und Urin-Messungen sollte untersucht werden, ob FAP2™"
Knockout Mause durch das Fehlen von FAP2 ein renales Fanconi-Syndrom entwickeln. In
vorausgegangenen Studien konnte bei FAP2” Knockout Mausen starke muskulére
Atrophie durch das Fehlen von Kreatin nachgewiesen werden *%?. Der renale Phanotyp

dieser Tiere wurde allerdings bisher noch nicht untersucht.

4.5.1 Expression von FAP2 mRNA im FAP2 Knockout Maus-Modell

Zur Kontrolle der FAP2-Expression in den Nieren der Tiere wurde eine quantitative Real-

+/+

time PCR auf Nierengewebe von FAP2™" Knockout (homozygote Wildtyp Mause, WT)
und FAP2" Knockout Mausen (homozygote Knockout Mause, KO) durchgefiihrt. Hierbei
zeigten die FAP2" Knockout Mause kaum FAP2 Expression auf RNA-Level (Abb. 28). Da
der Knockout von FAP2 Uber eine Deletion von Exon 3 erreicht wurde, kann noch eine
Restexpression von FAP2 nachgewiesen werden, allerdings eines kiirzeren Fragmentes
92 Méglicherweise banden die benutzten Primer in geringer Affinitat an das verkirzte

Knockout Produkt der mRNA.

o
—_
[&)]

0,051

mRNA FAP2/beta-Aktin

0,00-

N ©

Abbildung 28: mRNA-Expression von FAP2 in Nieren von FAP2"" und FAP2" Knockout
Mausen

Die mMRNA-Expression von FAP2 in Nieren der Knockout Mause war kaum nachweisbar verglichen
mit der Expression in Wildtyp-Kontrollen (WT: n =6, KO: n =5, p = 0,0006).
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4.5.1.2 KorpergroRRe

++

Im Vergleich zu gleichalten homozygoten FAP2"* Knockout und heterozygoten FAP2*"
Knockout Geschwistertieren waren die homozygoten FAP2” Knockout-Tiere deutlich
kleiner, was auf eine Gedeihstérung der Tiere durch komplettes Fehlen von FAP2
schlieRen lieR ®2. Da FAP2*" Knockout Mause von FAP2"* Knockout Mausen &uferlich
nicht zu unterscheiden waren, ist in Abb. 29 kein heterozygotes Tier gezeigt. Die
Phanotypisierung durch Choe et al. 2012 zeigte bei den FAP2" Knockout M&usen

+/+

signifikant verringertes Gewicht und Korperfett verglichen mit FAP2™" Knockout Mausen

92

WT FAP2-KO
4 Wochen 4 Wochen

“ :" i | \u \ \ ‘\

Abbildung 29: GroRenvergleich von FAP2"" und FAP2” Knockout Mausen
Mause, die einen FAP2 Knockout haben, sind deutlich kleiner als gleichalte Wildtyp-Geschwister.

4.5.2 Histologische-Untersuchungen der FAP2 Knockout Maus

4.5.2.1 Elektronenmikroskopie

Da in den vorausgegangenen Untersuchungen am LLC-PK1 Zellmodell und an der
Patientenbiopsie eine stark veranderte Mitochondrien-Morphologie bzw. auch eine
pathologische Veranderung des renalen Gewebes beobachtet werden konnte, sollten
auch die FAP2 Knockout Mause diesbeziglich untersucht werden. Um die Histologie der
Mitochondrien bei einem FAP2-Knockout genauer zu untersuchen, wurden
++

elektronenmikroskopische Aufnahmen von Nieren aus jeweils 15 Wochen alten FAP2

und FAP2” Knockout Mausen angefertigt. In den Proben beider Mause konnten die
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Mitochondrien hauptsachlich basolateral gelegen in den proximalen Tubuluszellen,
erkennbar durch den Burstensaum an der luminalen Seite, beobachtet werden (Abb. 30 A
und B, linke Bilder). Sowohl bei FAP2"* Knockout, als auch bei FAP2” Knockout Mausen
zeigten die Mitochondrien eine normale Morphologie mit Doppelmembran und Cristae
(Abb. 30 A und B, rechte Bilder). Filamente in den Mitochondrien, wie sie bei der
Patientenbiopsie zu erkennen waren, waren bei den Mausen nicht zu sehen. Auch bei der
Anzahl der Mitochondrien war zwischen den beiden Gruppen kein Unterschied zu
erkennen. Die Glomeruli der FAP2” Knockout Ma&use zeigten ebenfalls keine
abweichende Morphologie (Abb. 30 C und D).

+/+

Knockout Maus

A: Proximaler Tubulus einer FAP2
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++

C: Glomerulus einer FAP2™" Knockout Maus

j"’_ i i
T

Abbildung 30: Elektronenmikroskopie der Nie
FAP2" Knockout Maus

Mitochondrien sind vor allem auf der basolateralen Seite der proximalen Tubuluszellen angeordnet
(linkes Bild A und B) und zeigen sowohl in FAP2*"* Knockout, als auch in FAP2" Knockout Mousen
eine normale Morphologie mit der Doppelmembran und den Cristae (rechtes Bild A und B). Auch in
den Glumeruli waren keine morphologischen Unterschiede zwischen den Mausen zu erkennen (C

und D). Alter der Mause jeweils 15 Wochen.

re einer FAP2"" Knockout Maus und einer
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4.5.2.2 Immunfluoreszenz-Farbungen

Um den Knockout von FAP2 auch auf Protein-Ebene zu zeigen, wurden
Immunfluoreszenz-Farbungen auf Nieren von Mausen durchgefiihrt (Abb. 31). Dazu
wurden Kryoschnitte einer FAP2*"* Knockout Maus (13 Wochen alt) und einer FAP2"
Knockout Maus (10 Wochen alt) untersucht. Gefarbt wurden die Schnitte jeweils auf FAP2
(griin) und Aquaporin2 (AQP2, rot). In der FAP** Knockout Maus zeigte sich die erwartete
FAP2-Farbung in den frihen proximalen Tubuli im Cortex der Niere. Der Antikorper, der
auch fur die Immunfluoreszenz-Farbungen der Zellkulturexperimente und den
Untersuchungen der Patienten-Biopsien verwendet wurde, zeigte sich auf murinem
Gewebe ebenfalls spezifisch. AQP2 wurde als Marker fir Sammelrohre geféarbt, die sich
hauptsachlich in der Medulla, aber auch weniger haufig im Cortex befinden. In der FAP™
Knockout Maus (Abb. 31 B) war die charakteristische AQP2-Verteilung wie in der FAP2""*
Knockout Maus zu sehen, allerdings wie erwartet keine FAP2-Farbung.

+/+

Knockout Maus

A: Immunfluoreszenz-Farbung auf die Niere einer FAP
FAP2 (griin), AQP2 (rot)
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B: Immunfluoreszenz-Farbung auf die Niere einer FAP” Knockout Maus

Abbildung 31: Immunfluoreszenz-Farbungen auf Nieren von FAP2"* und FAP2” Knockout
Mausen

Gefarbt wurden auf den murinen Nieren jeweils FAP2 (grin) und Agquaporin2 (rot). Die
charakteristische Aquaporin2-Farbung der Sammelrohre war in beiden Farbungen zu erkennen. In
der FAP2"* Knockout Maus war FAP2 in den frilhen proximalen Tubuli im Cortex der Niere
detektierbar (A). In der FAP2” Knockout Maus war keinerlei FAP2-Farbung erkennbar (B).

4.5.3 Urin-Untersuchungen der FAP2 Knockout Maus

Um zu untersuchen, ob der Knockout von FAP2 zur Entwicklung eines Fanconi-Syndroms
wie in den Patienten fuhrt, wurde auch der Urin der FAP2 Knockout Mause untersucht.
Fir dieses Experiment wurde von jeweils 6 FAP2"" und FAP2” Knockout Mausen
Spontanurin gesammelt. In den Urinen wurde die Osmolalitat mit Hilfe eines Osmometers
bestimmt, da sich die Kreatinin-Werte im Urin durch den Knockout von FAP2 nicht zur
Standardisierung eignen. Die FAP2” Knockout Mause zeigten dabei eine signifikant
erhohte Osmolalitat (Abb. 32). Die FAP2” Knockout-Tiere zeigten in der phanotyischen

Untersuchung von Choe et al. einen erhdhten prozentualen Wasseranteil im Kérper %2, der
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maoglicherweise die erhéhte Osmolalitat im Urin erklaren kdnnte, wenn das Wasser im

Korper zuriickgehalten wird.

1 | ]
; 2,0- I
3 |
£ 1,5
o |
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Abbildung 32: Osmolalitat im Urin von FAP2"" und FAP2" Knockout Mausen

Es wurde Spontanurin von FAP2"* Knockout und FAP2” Knockout Mausen gesammelt und am
Osmometer vermessen. Die KO Mause zeigten dabei eine signifikant erhthte Osmolalitat im Urin
(n =6 in beiden Gruppen, p = 0,03).

Weiterhin wurden die Urin-Proben auch im lonenchromatographen auf Elektrolyte, sowie
die Urin- und Plasma-Proben am Instititut fir funktionelle Genomik im Biopark
Regensburg auf organische Substanzen vermessen. Die FAP2" Knockout Mause zeigten

+/+

im Vergleich zu den FAP2™" Knockout M&usen den erwarteten signifikanten Kreatin- und
Kreatinin-Mangel, sowohl in Urin (Abb. 33 A), als auch im Plasma (Abb. 33 B), da FAP2
an der Kreatin-Biosynthese beteiligt ist %. Die Konzentration an Guanidinoacetat im
Plasma war erstaunlicherweise nicht verandert (Abb. 33 B), im Urin hingegen, wie
erwartet % signifikant verringert (Abb. 33 A). Guanidinoacetat entsteht aus der
Ubertragung einer Guanidinogruppe von L-Arginin auf Glycin ® und wird von FAP2
katalysiert. Durch den Knockout von FAP2 in den Mausen ware eine verringerte
Konzentration von Guanidinoacetat zu erwarten gewesen.

Im Plasma war zudem die Lactat-Konzentration bei den FAP2” Knockout Tieren
signifikant erniedrigt (Abb. 33 D). Lactat lag bei beiden Gruppen im Urin unterhalb der
Detektionsgrenze (Abb. 33 C). Im Urin war weiterhin die Konzentration an
Guanidinoacetat bei den FAP2” Knockout Tieren signifikant verringert (Abb. 33 A), alle
vermessenen Aminosauren waren unauffallig, bis auf Serin, Threonin, Tryptophan und
Phenylalanin. Bei diesen zeigten die FAP2" Knockout Tiere einen signifikant erhéhten
Wert im Urin (Abb. 33 E). Im Plasma war kein Unterschied bei allen vermessenen
Aminosauren zwischen FAP2"* Knockout und FAP2” Knockout Mausen (Abb. 33 F).
Pyruvat war signifikant erhéht im Urin der FAP2” Knockout Méuse (Abb. 33 C), welches
zusammen mit Lactat als Marker fir eine Mitochondriopathie vermessen wurde. Die

vermessenen Elektrolyte im Urin waren allesamt nicht signifikant verandert zwischen
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FAP2"* Knockout und FAP2” Knockout Mausen (Abb. 33 G). Die FAP2" Knockout
Méause zeigten keine nachweislichen Symptome eines renalen Fanconi-Syndroms. Bei
den Patienten waren Glucosurie, eine generalisierte Hyperaminoacidurie, eine ,low-

molecular-weight* Proteinurie und eine metabolische Azidose messbar.
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F: Aminosauren im Plasma
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Abbildung 33: Urin- und Plasma Messungen von FAP2"" und FAP2" Knockout Mausen

Um zu testen, ob FAP2-/- Knockout M&use an einem Fanconi-Syndrom leiden, wurde Spontanurin
der Tiere auf das typische Ausscheidungsmuster von Patienten hin untersucht. Ferner wurde die
FAP2 Enzymaktivitat durch Messung von Substraten des Kreatin-Synthesewegs analysiert (n = 6
in beiden Gruppen). Die FAP2" Knockout Mause zeigten einen signifikant geringeren Wert an
Kreatinin (Urin: p = 0,0002, Plasma: p = 0,00258) und Kreatin (Ur|n p = 0,014, Plasma: p =
0,00104) in Urin (A) und Plasma (B). Im Urin wiesen die FAP2" Knockout Mausen auch einen
verringerten Wert an Guanidinoacetat auf (A, p = 0,0001). Die Aminosauren im Plasma zeigten
kelnerlel Unterschiede (F). Im Urin wiesen Serin, Threonin Tryptophan und Phenylalanin bei den
FAP2" Knockout Mausen eine hohere Konzentration auf (E, p-Values Ser 0,00208, Thr 0,00172,
Trp 0,0039, Phe 0,02534). Im Urin war zusétzlich noch Pyruvat héher bei den FAP2™" Knockout
Méausen (C, p = 0,02307). Lactat war in den Urinproben beider Gruppen nicht messbar (C, nicht
detektierbar, N.D.), wéhrend im Plasma Lactat in den FAP2” Knockout Mausen signifikant
verringert war (D p=0 0031) Bei den Elektrolyten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen FAP2"* und FAP2” Knockout Mausen (G).
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4.6 Fltterungsexperimente

Um zu testen, ob durch unterschiedliche Zuséatze im Trinkwasser die Expression von
FAP2 in Mausen beeinflusst werden kann, wurden zwei unterschiedliche Experimente
durchgefuhrt. Fur eine mdégliche Behandlung der Patienten sollte in einem Experiment
untersucht werden, ob die Expression von FAP2 durch eine Supplementation mit Kreatin
als negative Ruckkopplung reduziert werden kann. Die Patienten zeigen das renale
Fanconi-Syndrom bereits im Kindesalter, das akute Nierenversagen tritt allerdings erst
zwischen 30 — 60 Jahren auf. Um den Phanotyp von FAP2 Knockin Mausen, die die
Mutation eines Patienten tragen, zu stimulieren, wurde getestet, ob die FAP2 Expression

durch eine Supplementation mit L-Arginin als Substrat flir FAP2 erhéht werden kann.

4.6.1 Arginin-Versuch

L-Arginin ist eines der beiden Substrate fiir den ersten Reaktionsschritt der Kreatin-
Biosynthese. Aus der Ubertragung einer Guanidinogruppe von L-Arginin auf Glycin
entsteht Guanidinoacetat, welches im zweiten Reaktionsschritt methyliert wird ®. Da der
erste Reaktionsschritt von FAP2 katalysiert wird, lag die Uberlegung nahe, dass eine
Supplementation mit einem Substrat die Expression erhéhen kann.

4 mannliche Kontrollmause erhielten Leitungswasser mit 5% Saccharose und 4
mannlichen Versuchstiere Leitungswasser mit 5% Saccharose (w/v) und zusatzlich 1% L-
Arginin (w/v) im Trinkwasser. Die Zugabe von Saccharose war notwendig, da L-Arginin
einen bitteren Geschmack hat und die Méuse Trinkwasser mit ausschliel3lich L-Arginin
nicht trinken. Nach zwei Wochen wurden die Tiere durch cervikale Dislokation getétet und
die Nieren fiur die Analyse des Experiments entnommen. Die Tiere der Versuchsgruppe,
die 1% L-Arginin (w/v) erhalten hatten, zeigten sowohl auf RNA-Ebene, als auch auf
Protein-Ebene eine signifikante Erhéhung der FAP2-Expression, normalisiert durch die
Expression von beta-Aktin (Abb. 34).

Durch die Supplementation mit Arginin konnte die mRNA-Expression von FAP2 um

26,86% gesteigert werden, die Protein-Expression um 52,18%.
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A: mRNA-Expression von FAP2 B: Protein-Expression von FAP2
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Abbildung 34: FAP2-Expression in Niere nach Supplementation mit 1% Arginin (w/v) flar 2
Wochen

Die Kontroll-Gruppe (n = 4, C57/BI6, mannlich) erhielt Gber 2 Wochen Leitungswasser mit 5%
Saccharose (w/v) im Trinkwasser. Die Versuchsgruppe (n = 4, C57/BI6, mannlich) erhielt zur
gleichen Zeit Leitungswasser mit 5% Saccharose (w/v) und zusatzlich 1% (w/v) Arginin als
Trinkwasser. Die FAP2-Expression auf mRNA-Ebene (A, Anstieg um 26,86%, p = 0,0017), als
auch auf Protein-Ebene (B, Anstieg um 52,18%, p = 0,045) war in den Nieren der Versuchstiere
signifikant daraufhin erhoht.

4.6.2 Kreatin-Versuch

In friheren Versuchen konnte bereits beobachtet werden, dass eine Supplementation mit
Kreatin zu einer Hemmung der renalen FAP2 Expression fiihrt *. Zu einer genaueren
Untersuchung dieser Hemmung sollte ein neuer Versuch durchgeflihrt werden, um zu
untersuchen, ob Kreatin als Produkt der Reaktion bereits den ersten Schritt der Kreatin-
Biosynthese in Form einer negativen Riickkopplung hemmt.

In einem zweiten Fitterungsversuch wurden 8 C57BI/6 M&ause (Alter 10 Wochen) zuféallig
zur Kontrollgruppe (n = 4) oder zur Versuchsgruppe (n = 4) zugeteilt. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten normales Leitungswasser als Trinkwasser, die Tiere der
Versuchsgruppe 1% (w/v) Kreatin im Leitungswasser als Trinkwasser fur 7 Tage. Alle
Mause wurden anschlieRend getdtet und die Nieren fur weitere Analysen entnommen.
Durch die Supplementation mit Kreatin (w/v) konnte die mRNA-Expression und die
Protein-Expression von FAP2 in der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant verringert werden (Abb. 35).

Die mRNA-Expression wurde um 27,35% geringer, die Protein-Expression wurde sogar

um 52,72% reduziert.
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Abbildung 35: FAP2-Expression nach Supplementation mit 1% Kreatin (w/v) fir 1 Woche

Die Kontroll-Gruppe (n = 4, C57/BI6, méannlich) erhielt iber 1 Woche normales Leitungswasser als
Trinkwasser. Die Versuchsgruppe (n = 4, C57/BI6, mannlich) erhielt Uber den gleichen Zeitraum
Leitungswasser mit 1% (w/v) Kreatin im Trinkwasser. Die FAP2-Expression sowohl auf mRNA-
Ebene (A, Reduktion um 27,35%, p = 0,013), als auch auf Protein-Ebene (B, Reduktion um
52,72%, p = 0,023) war daraufhin in den Nieren der Versuchstiere signifikant verringert im
Vergleich zu der der Kontrollgruppe.

4.7 Untersuchung des Nieren-Phanotyps von FAP2 Knockin
Mausen

Um die Krankheit und deren Verlauf in vivo studieren zu koénnen, wurden in London
Knockin Mause generiert. Uber eine sequenzspezifische CRISPR/Cas9 Nuklease und ein
einzelstrangiges Oligonukleotid, welches die gewiinschte Mutation tragt, wurde die
Gensequenz von FAP2 der Maus dahingehend verandert, dass der identische
Aminosaure-Austausch wie im Protein der Patienten mit FAP2yur, stattfindet. Ein
identisches murines Gen-Konstrukt wurde in mehrere murine Blastozysten injiziert und so
Grunderméause generiert, die die Mutation FAP2yyr, trugen. Die Nachkommen der
unterschiedlichen Grinderméuse wurden nicht miteinander verpaart, sodass die Knockin
Mause auf jeweils eine injizierte Blastozyste zurtickzuverfolgen sind.

In Regensburg wurden, ausgehend von heterozygoten Tieren, homozygote FAP2 ™
Knockin Mause geziichtet und phanotypisch untersucht. Da sich die Nachkommen der
unterschiedlichen Grinderméuse phanotypisch nicht unterscheiden, werden nachfolgend

die Ergebnisse der Nachkommen von nur einer Griindermaus dargestellt.
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4.7.1 Expression von FAP2

++

Fur die folgenden Untersuchungen wurden FAP2
FAP2" Knockin (HZ) und FAP2" Knockin Mause (KI) verwendet. Von diesen Tieren
wurde Spontanurin gesammelt, anschlielend wurden die Tiere getdtet und die Nieren far

Knockin Mause (WT), heterozygote

Immunfluoreszenz, Elektronenmikroskopie, quantitative Real-Time PCR und Western Blot

enthommen.

4.7.1.1 mRNA-Expression von FAP2 bei FAP2 Knockin Mausen
Die mRNA Expression von FAP2 in den Nieren von FAP2**, FAP2"" und FAP2” Knockin

Mausen wurde Uber Real-Time PCR bestimmt und auf die mRNA-Expression von beta-
Aktin normalisiert. Hierbei zeigte sich in FAP2" Knockin M&usen eine hohere Expression
der FAP2 mRNA als in FAP2*"* und FAP2"" Knockin Mausen (Abb. 36). Die Nachkommen
der anderen Grindermause zeigten eine &ahnlich verteilte mRNA-Expression (Daten nicht
gezeigt). Offensichtlich wurde versucht, dadurch eine veréanderte Protein-Expression zu
regulieren (Abb. 37).
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Abbildung 36: mMRNA-Expression von FAP2 bei FAP2 Knockin M&usen

In Nieren von FAP2™", FAP2"" und FAP2" Knockin Mausen wurde die mRNA-Expression von
FAP2 untersucht. FAP2” Knockin Mause zeigten hierbei eine erhdhte FAP2 mRNA-Expression
verglichen mit FAP2*"* und FAP2"" Knockin Mausen (n = 1). Die mRNA-Expression von FAP2 gab
bei Nachkommen anderer Grinderméuse ein identisches Muster. Alter der Mause jeweils 8
Wochen.

4.7.1.2 Protein-Expression von FAP2 bei FAP2 Knockin Mausen

Weiterhin wurde die Protein-Expression von FAP2 in den Nieren von FAP2**, FAP2"" und
FAP2" Knockin Mausen (ber Western Blot untersucht. Die gemessene Protein-
Expression von FAP2 wurde auf die Protein-Expression von beta-Aktin normalisiert. Hier
zeigte sich ein anderes Expressionsmuster als auf mRNA Ebene beobachtet wurde.
FAP2"" und FAP2"" Knockin Mause zeigten eine gleich starke Protein-Expression von
FAP2, wahrend in FAP2” Knockin Mause die FAP2 Protein-Expression nur etwa 10% der
Expression von FAP2** und FAP2*" Knockin betrug (Abb. 37). Diese verminderte Protein-
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Expression in den FAP2” Knockin Méausen kénnte die Hochregulation der FAP2 mRNA
erklaren (Abb. 36).
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Abbildung 37: Protein-Expression von FAP2 bei Knockin Mausen

In Nieren von FAP2**, FAP2"" und FAP2" Knockin Mausen wurde die Protein-Expression von
FAP2 untersucht. FAP2” Knockin Méause zeigten hierbei eine um ca. 90% verminderte FAP2
Protein Menge verglichen mit FAP2"* und FAP2"" Knockin Mausen (n =1). Die Protein-Expression
von FAP2 gab bei Nachkommen anderer Griinderm&use ein identisches Muster. Alter der M&use
jeweils 8 Wochen.

4.7.1.3 Immunfluoreszenz-Farbung auf FAP2 bei FAP2 Knockin M&ausen

Auch in Immunfluoreszenz-Farbungen wurden die Mause auf ihre FAP2 Expression hin
untersucht. Bei den FAP2"* Knockin M&ausen zeigte sich die charakteristische FAP2
Farbung in frilhproximalen Tubuli (Abb. 38 A). FAP2"" Knockin M&usen zeigten eine

+/+

identische FAP2 Immunfluoreszenz-Farbung wie FAP™" Knockin Mause (Daten nicht

+/+

gezeigt). Da sich FAP2" Knockin Mause in allen Untersuchungen wie FAP2** Knockin
Mause verhalten haben, wurden sie in den folgenden Abbildungen nicht mehr dargestellt.
Glomeruli, distale Tubuli und Sammelrohre waren FAP2 negativ. In den Nieren von
FAP2" Knockin Mausen hingegen war kaum FAP2 Farbung zu erkennen (Abb. 38 B).
Diese Farbungen spiegelten auch die Ergebnisse der Western Blots (siehe 4.7.1.2 und

Abb. 37) wieder.
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A: Niere einer FAP2*"* Knockin Maus B: Niere einer FAP2” Knockin Maus

Abbildung 38: Immunfluoreszenz-Farbung auf FAP2 bei Knockin Mausen

Die Nieren von FAP2"* und FAP2” Knockin Mausen wurden in Immunfluoreszenz-Experimenten
auf FAP2 gefarbt. In FAP2"" Knockin Nieren war die charakteristische FAP2-Féarbung in
frihproximalen Tubuli zu erkennen gA, gran), Glomeruli, distale Tubuli und Sammelrohre waren
FAP2-negativ. Bei Nieren von FAP2" Knockin Mausen war kaum FAP2-Farbung zu erkennen. In
rot wurde Glattmuskel-Aktin gefarbt, welches die BlutgeféaRe anzeigt.

4.7.2 Elektronenmikroskopie von FAP2 Knockin Mausen

Zur Untersuchung der Mitochondrienmorphologie bei den FAP2 Knockin Mausen wurden
die Nieren mittels Elektronenmikroskopie untersucht. In allen Nieren war die Histologie gut
erhalten und proximale Tubuli eindeutig am Buirstensaum erkennbar. Die proximalen
Tubuli erschienen sowohl bei FAP2"* Knockin (Abb. 39 A), als auch bei FAP2” Knockin
Mausen morphologisch unaufféllig (Abb. 39 B). Mitochondrien aus proximalen Tubuli
wurden zudem in hoéherer Vergrof3erung untersucht. Die Doppelmembran sowie die
Cristae waren bei beiden Versuchsgruppen gut erkennbar (Abb. 39 C und D). Allerdings
waren in den Mitochondrien der bei FAP2” Knockin Mause keine filamentartigen oder
kristallinen Strukturen zu erkennen (Abb. 39 D), wie sie im induzierbaren LLC-PK1

Zellmodell oder den Patienten-Proben entdeckt wurden.
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A: FAP2'"* Knockin Maus

Abbildung 39: Elektronenmikroskopische Untersuchungen bei FAP2 Knockin Mausen

Die Nieren von FAP2"* und FAP2"" Knockin Mausen wurden elektronenmikroskopisch untersucht.
In beiden Fallen zeigten sich die proximalen Tubuli morphologisch unaufféllig (A und B). Die
Mitochondrien in  proximalen Tubuluszellen beider Versuchsgruppen zeigten Kkeine
morphologischen Auffalligkeiten (C und D). In den Mitochondrien der FAP2™" Knockin M&use waren
keine filamentartigen oder kristallinen Strukturen zu erkennen, wie sie bei Patienten oder im
induzierbaren LLC-PK1 Zellmodell auftreten (D). Alter der M&ause jeweils 10 Wochen.

4.7.3 Urin-Analyse von FAP2 Knockin Mausen

Um zu untersuchen, ob die eingefiigte Mutation in FAP2 bei den FAP2” Knockin Mausen
zur Entwicklung eines Fanconi-Syndroms wie in den Patienten fihrt, wurde auch der Urin
der FAP2 Knockin M&use untersucht. Fir dieses Experiment wurde von jeweils 8 FAP2**
und FAP2" Knockin Mausen Spontanurin gesammelt. In den Urinen wurde die
Osmolalitat mit Hilfe eines Osmometers bestimmt, da sich die Kreatinin-Werte im Urin
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durch den Knockin von FAP2 moglicherweise beeinflusst werden und deshalb nicht zur
Standardisierung eignen. AufRerdem wurden noch im Urin enthaltene Aminosauren,
Zucker und Elektrolyte vermessen, die bei dieser Form des Fanconi-Syndroms erhoht
sind.

Bei der Messung Osmolalitat zeigten die FAP2” Knockin Méause eine signifikant
niedrigere Osmolalitat im Urin als FAP2"* Knockin Mause (Abb. 40). Im Gegensatz zu
FAP2" Knockout Mausen, die eine signifikant erhéhte Osmolalitat im Urin im Vergleich zu
FAP2** Knockout Mausen zeigten (Abb. 32).
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Abbildung 40: Osmolalitat im Urin von FAP2 Knockin Mausen

Die Messung der Osmolalitdt im Spontanurin von FAP2" Knockin Mausen zeigte einen signifikant
niedrigeren Wert verglichen mit der Osmolalitat im Spontanurin von FAP2"* Knockin Mausen (n=
8 pro Gruppe, p-value = 0,015).

Weiterhin wurden noch die im Urin enthaltenen Aminoséauren am Institut fir Funktionelle
Genomik im Biopark Regensburg gemessen. Patienten, die diese Mutation in FAP2
haben, zeigen eine generelle Hyperaminoacidurie als ein Symptom fir das Fanconi-
Syndrom. Abgesehen von Glycin und Ornithin zeigten alle vermessenen Aminosauren
und FAP2” Knockin M&ausen. Glycin
(Abb. 41 A) und Ornithin (Abb. 41 B) waren jeweils signifikant erhdht in den Proben der

FAP2" Knockin Mause verglichen mit den Proben der FAP2** Knockin Mause.

+/+

keine signifikanten Unterschiede zwischen FAP2
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Abbildung 41: Renale Aminosaureausscheidung bei FAP2 Knockin M&usen

Zusatzlich zur Messung der Osmolalitat wurde die renale Aminosaureausscheidung im
Spontanurin von FAP2 Knockin Mausen vermessen. Hierbei zeigte sich nur bei Glycin (A, p-value =
0,018) und Ornithin (B, p-value = 0,035) eine signifikant hohere Ausscheidung bei den FAP2"
Knockin Mausen verglichen mit den FAP2™ Knockin Mausen (n = 8 pro Gruppe). Zur
Normalisierung wurde die Osmolalitét der Urin-Proben verwendet, da FAP2 in der Biosynthese von
Kreatinin involviert ist und sich Kreatinin somit nicht zur Normalisierung eignet.

4.7.4 Untersuchung auf Fibrose-Marker in FAP2 Knockin Mausen

Da alle unsere Fanconi-Patienten ein terminales Nierenversagen mit Nierenfibrose

+/+

bekommen, wurden die Nieren von FAP2"* und FAP2” Knockin Mausen auf Fibrose-
Marker hin untersucht. Benutzt wurde hierfir die Gene, die fir murines NLRP3, murines
IL-18, murines Fibronektin 1 (FN1) und murines Glattmuskel-Aktin codieren. Die mRNA-
Expression dieser Gene wurde bereits im Zellkultur-Modell untersucht (siehe 4.5.1, Abb.
22). In den Nieren von FAP2" Knockin Mausen zeigte sich allerdings keinerlei veranderte
MRNA-Expression der untersuchten Fibrose-Marker im Vergleich zur mRNA-Expression
dieser Gene in FAP2"* Knockin Mausen (Abb. 42). Die FAP2" Knockin M&use zeigten

demnach weder histologisch noch auf mMRNA Ebene Hinweise auf eine Fibrose.

WT
o 0,07- i
0,00040 0,06
0,00035- c
£ 0,00030- Z 0,05
= 0,00025 !
& 0,00020- 2 0,044
%: 0,000154 £ 0,03]
& & 0,021
=
E 0,011
0,00000- __mm 0,00/ :
NLRP3 IL-18 FN1 Glattmuskel-Aktin

Abbildung 42: mRNA-Expression von Fibrose-Markern in FAP2 Knockin M&ausen
Aus Nieren von FAP2™* und FAP2" Knockin Mausen wurde mRNA isoliert und tiber guantitative
Real-Time PCR die Expression von ausgewahlten Genen untersucht, die als Marker fir Fibrose
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dienen. Im Gegensatz zum Zellkultur-Modell zeigte sich bei den FAP2” Knockin Mausen keinerlei
erhdhte Expression fir NLRP3, I1L-18, Fibronektin 1 und Glattmuskel-Aktin (n = 3 pro Gruppe).

4.8 Untersuchungen zur Agglomerat-Bildung von murinem
FAP2

Die Versuche an FAP2 Knockin Mausen deuten darauf hin, dass das murine FAP2 mit der
humanen Mutation nicht in der Lage ist, mit sich selbst lineare Agglomerate auszubilden.
Um diese These im Detail zu untersuchen, wurden verschiedene unten beschriebene
Varianten des humanen und murinen FAP2 Gens hergestellt (Tab. 4) und im Zellmodell

auf die Ausbildung von mitochondrialen Filamenten hin untersucht.

Vektor Wirt Gen Mutation | Mutierte Basen | Aminosaure-
Austausch
pIRES-CD8 Maus FAP2 MUT2 c1022C->T p341P->L
pIRES-CD8 Mensch FAP2 MUT2 c1022C->T p341P->L
pIRES-CD8 Maus FAP2 MUT1 c1006A>G p336T>A
pIRES-CD8 Maus FAP2 MUT?2 c1022C->T p341P->L
cl012G>A p338V->I
pIRES-CD8 Maus FAP2 MUT?2 c1022C>T p341P->L
c1030G>A p344V->|
pIRES-CD8 Maus FAP2 MUT2 c1022C->T p341P->L
cl012G>A p338V->I
c1030G~>A p344V->|

Tabelle 4: Plasmide fur Transfektionsexperimente

Die humanen Varianten wurden von Christina Sterner aus den stabil transfizierten Zell-
Linien LLC-PK1 FAP2yr und LLC-PK1 FAP2yut; isoliert und in den Vektor pIRES-CD8
kloniert. Die murinen Varianten mFAPwr und mFAP2yut> wurden ebenfalls von Christina
Sterner aus den Nieren der entsprechenden FAP2 Knockin Mause isoliert und in den
Vektor pIRES-CD8 eingefigt. Das Plasmid mit der Variante mFAP2yyr; wurde mittels
,Site-directed“ Mutagenese aus dem murinen FAP2 hergestellt (siehe 3.2.3.7).

Das murine FAP2 Gen enthélt jeweils an Stelle ¢1012 und ¢1030 ein Guanin, wahrend
das humane FAP2 Gen an diesen Stellen ein Adenosin enthdlt. Diese beiden Stellen
befinden sich nur 10 bzw. 8 Basen von der mutierten Stelle in FAP2yyr2 (c1022C->T)
entfernt (Abb. 43).
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Abbildung 43: Vergleich der mRNA von FAP2 von Mensch und Maus

Durch einen orangenen Kreis ist die Stelle der Mutation der FAP2 Knockin Maus markiert. Bei der
FAP2 Knockin Maus befindet sich statt ,ccg“ ein ,tta“, welches zum Austausch von Prolin (,p*)
gegen Leucin (,I*) fuhrt. Dieser Aminosaure-Austausch liegt auch in Patienten mit der Mutation
FAP2,u12 vor. Der Vergleich der Sequenzen der FAP2 mRNA von Mensch und Maus zeigt, dass
jeweils zwei Aminoséuren von der veranderten Aminosaure nicht Ubereinstimmende Aminosauren
vorliegen. Im humanen Protein ist an diesen Stellen Isoleucin (,i), im murinen Protein Valin (,v*).

Um die murine Aminosauresequenz in die humane Sequenz zu verandern, wurde in jedem Triplett
eine Base verandert: g 2 a.

Um zu testen, ob diese Varianten eine Auswirkung auf die Bildung von Filamenten haben,
wurden diese beiden Basen im murinen Gen gegen die entsprechenden Basen im
humanen Gen ausgetauscht. Es wurden drei unterschiedliche Varianten hergestellt:

1. nur der Austausch bei c1012

2. nur der Austausch bei c1030

3. beide Basen des Mausgens wurden gegen die humanen Varianten getauscht.

4.8.1 Transfektion in porcine LLC-PK1 Zellen

Diese Plasmide wurden in LLC-PK1 Zellen mit Lipofectamine 3000 transient transfiziert
und auf FAP2 gefarbt. LLC-PK1 Zellen, die mit humanem FAP2yyr. transfiziert wurden,
zeigten drei Tage nach der Transfektion morphologisch verdnderte Mitochondrien (Abb.
44 A), wahrend in Zellen mit murinem FAP2yyr. weiterhin normale Mitochondrien
beobachtet wurden (Abb. 44 B). Dieses Experiment zeigt also, dass das FAP2-Mausgen
mit der humanen Mutation nicht in der Lage ist, mit sich selbst zu interagieren und
Agglomerate zu bilden. Zumindest war dies in porcinen LLC-PK1 Zellen der Fall und auch
in Zellen der FAP2 Knockin Maus. Dies kénnte zum Beispiel auf eine unterschiedliche
Faltung der humanen und murinen Genvariante zuriick zu fihren sein.

Die Transfektion von porcinen LLC-PK1 Zellen mit murinem FAP2,,r; fUhrte hingegen zur
Ausbildung von Filamenten, weswegen es unwahrscheinlich ist, dass die Zell-Art (porcin,
human, murin) einen Einfluss auf die Agglomeration von FAP2 zu Filamenten hat (Abb. 45
A). Sieben Tage nach der Transfektion waren die transfizierten Zellen voll mit riesigen
Mitochondrien (Abb. 45 B).
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A: humanes FAP2yur2 B: murines FAP2yut2

Abbildung 44: Transiente Transfektion von FAP2yyr in LLC-PK1 Zellen

Porcine LLC-PK1 Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die entweder die humane Variante von
FAP2\uT2 tragen, oder die murine Variante. Drei Tage nach der Transfektion zeigten sich bei
humanem FAP2,ur, die charakteristischen Filamente (A), wahrend bei murinem FAP2yur. €in
normales mitochondriales Netzwerk zu erkennen war (B).

A: murines FAP2ut1 B: murines FAP2yyr1 hach 7 Tagen

Abbildung 45: Transiente Transfektion von FAP2yyr in LLC-PK1 Zellen

Porcine LLC-PK1 Zellen wurden mit einem Plasmid transfiziert, das die murine Variante von
FAP2yut1 enthielt. Drei Tage nach der Transfektion zeigten sich in den Zellen die
charakteristischen morphologisch verédnderten Mitochondrien (A), nach sieben Tagen waren die
Zellen voll damit (B).

4.8.2 Transfektion in murine Primarkulturzellen

Um zu untersuchen, ob die nicht stattfindende Agglomeration des mutierten FAP2 in den
FAP2 Knockin Mausen am murinen Wirtssystem liegt, wurde von murinen Nieren eine
Primarkultur kultiviert und die auswachsenden Zellen mit den entsprechenden Plasmiden
(Tab. 4) transient transfiziert.

Nieren von jungen Mausen (C57BI6/N, Alter 21 Tage) wurden entnommen und der Cortex
mit einem Skalpell abgetrennt um mdoglichst viele proximale Tubuli in Kultur zu nehmen.

Die abgetrennten Gewebestlicke wurden mit 0,5 mg/ml Collagenase IV verdaut, bis nur
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mehr kurze Tubulusbruchstiicke vorhanden waren. Diese wurden anschlieend in Kultur
genommen. Nach funf Tagen wurden die angewachsenen Zellen mit Lipofectamine 3000
transient transfiziert. In diesen Primarkulturzellen aus Nieren von jungen WT Mausen war
das gleiche Muster wie im vorher beschriebenen Experiment zu beobachten: die
Expression von humanem FAP2yur, (Abb. 46 A) und murinem FAP2yur: (Abb. 46 C)
fuhrte zur Bildung von Filamenten in den Mitochondrien, wahrend bei der Expression von
murinem FAP2yur. keinerlei Filamente zu erkennen waren (Abb. 46 B). Daraus kann
gefolgert werden, dass eine Knockin Maus mit der Mutante 1 vermutlich die bessere Wahl
gewesen ware als die verwendete Mutante 2, unter der Voraussetzung, dass nicht das
gesamte FAP2 Mausgen gegen die mutierte humane Variante Uber homologe

Rekombination ausgetauscht worden ware.

A humanes FAP2yut B: murines FAP2yut-

C: murines FAP2yum1

Abbildung 46: Transiente Transfektion mit FAP2yyr in murine Primarkulturzellen der Niere
Primarkulturzellen aus murinen Nieren wurden mit Plasmiden transfiziert, die entweder humanes
FAP2\uT2, murines FAP2yut> oder murines FAP2yut: enthielten. Drei Tage nach der transienten
Transfektion mit Lipofectamine3000 waren bei humanem FAP2yur2 (A) und murinem FAP2yyt1 (C)
pathologisch veranderte Mitochondrien zu erkennen, bei murinem FAP2y,1, hingegen nicht (B).
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4.8.3 Transfektionsexpmerimente mit humanisiertem mFAP2yut2

Im Vergleich von humaner und murinen Aminoséuresequenz von FAP2 konnten jeweils 3
Stellen vor und nach der mutierten Aminosaure von FAP2,ur> Unterschiede entdeckt
werden (Abb. 43). Zur Untersuchung, ob diese Aminosauren eine Agglomeration von
FAP2yut2 in den Knockin M&ausen verhinderte, wurde die murine Basensequenz
dahingehend mutiert, dass ein Aminosaureaustausch zur humanen Sequenz erfolgte.
Sollten diese Aminosauren die Ursache fiir die verhinderte Agglomeration sein, wéare es
eine Option, die Knockin M&ause weiterhin zu verandern, um diese Aminosauren ebenfalls
auszutauschen.

Die humanisierten Varianten des murinen FAP2yut> wurden ebenfalls in LLC-PK1 Zellen
Uber das Lipofectamine 3000 System transient transfiziert. Die durch den Eingriff
ausgetauschten Aminosauren an den beiden gewahlten Stellen flhrten nicht zu
Ausbildung von pathologisch verdnderten Mitochondrien (Abb. 47, A: Basenaustausch bei
cl012, B: Basenaustausch bei ¢1030). Auch ein Plasmid, bei dem beide murine
Aminosauren gegen die humanen Varianten ausgetauscht wurden, zeigte nach
transienter Transfektion keine veranderten Mitochondrien (Abb. 48). Weitere Mutationen
von murinem FAP2yur. flr die Knockin Maus wirden vermutlich zu keiner Ausbildung des
erhofften Phanotyps fihren. FAP2yut, ware maoglicherweise eine bessere Alternative fir
eine Knockin Maus, um die Entstehung des Phanotyps des vorliegenden Fanconi-

Syndroms zu studieren.

A: Basenaustausch bei 1012 g > a B: Basenaustausch bei c1030g > a

Abbildung 47: Transiente Transfektion von LLC-PK1 Zellen mit humanisiertem mFAP2yut2
Murines FAP2yut. tragt bei 1012 und bei ¢c1030 ein Guanin statt einem Alanin wie bei humanem
FAP2uur.. Uber Mutagenese wurde jeweils eine dieser Stellen des murinen FAP2 gegen die
humane Variante ersetzt (A: Basenaustausch bei c1012 , B: Basenaustausch bei c1030) und das
entsprechende Plasmid in LLC-PK1 Zellen transfiziert. Drei Tage nach der Transfektion zeigten
sich bei keiner der beiden humanisierten Varianten morphologisch veranderte Mitochondrien.
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Abbildung 48: Transiente Transfektion von LLC-PK1 Zellen mit doppelt humanisiertem
MFAP2yuT2

Auch bei transienter Transfektion mit doppelt humanisiertem murinem FAP2y1, zeigten sich drei
Tage nach der Transfektion keine morphologisch veréanderten Mitochondrien in den transfizierten
Zellen.

-102 -



5. Diskussion

5. Diskussion

5.1 FAP2-Expression in induzierbaren LLC-PK1 Zellen

Vorausgehend zu dieser Doktorarbeit wurden erste Experimente und deren Analyse von
Dr. Carsten Broeker im Rahmen seiner Dissertation durchgefuhrt (2014). Zusatzlich zu
der dort beschriebenen Mutation in FAP2 wurden in dieser Arbeit noch drei weitere
Patienten-Mutationen von FAP2 histologisch am induzierbaren LLC-PK1 Zellmodell
untersucht. In allen FAP2-Mutanten war eine mitochondriale Lokalisation von FAP2 zu
sehen, die gut durch eine Ko-Lokalisation mit dem Mitochondrienmarker Mitotracker zu
erkennen war (Abb. 12). Im Gegensatz zu Zellen, die FAP2yr exprimierten und eine
normale mitochondriale Morphologie aufwiesen (Abb. 12 A), zeigten sich die
Mitochondrien in LLC-PK1yyr Zellen stark verlangert (Abb. 12 B - E).

Allerdings war zu sehen, dass die Ausbildung der pathologisch vergro3erten
Mitochondrien bei der Uberexpression mancher Mutationen eine langere Induktionsdauer
bendtigte. Bei FAP2yyr; waren bereits nach zwei Tagen Induktion in allen Zellen
verlangerte Mitochondrien zu erkennen, die bei l&ngerer Induktionsdauer immer dicker
wurden (Abb. 12 B). Veranderte Mitochondrien bei einer Uberexpression von FAP2yur2
waren auch nach schon zwei Tagen Induktion zu erkennen (Abb. 12 C). Bei Zellen, die
FAP2yuts Uberexprimierten, waren nach zwei Tagen Induktion nur in wenigen Zellen sehr
dunne verlangerte Mitochondrien zu sehen. Neben den verdnderten Mitochondrien
zeigten LLC-PK1yyts Zellen noch ein normales mitochondriales Netzwerk (Abb. 12 D). Am
langsten bendtigten LLC-PK1yyuts Zellen: nach zwei Tagen Induktion waren hier noch
keinerlei Veranderung in der Mitochondrienmorphologie zu erkennen, erst nach sieben
Tagen zeigten sich kurze verlangerte Mitochondrien in den Zellen (Abb. 12 E).

Im Rahmen der Dissertation von Dr. Carsten Broeker wurden elektronenmikroskopische
Untersuchungen von induzierten LLC-PK1yr und LLC-PK1yyry Zellen durchgefiihrt, die
innerhalb der verlangerten Mitochondrien von LLC-PKlyyry Zellen filamentartige
Strukturen offenbarten (Abb. 3). Durch Immunogold-Farbungen konnte eine Beteiligung
von FAP2yyr: am Aufbau dieser Strukturen in LLC-PK1yyr1 Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 4 B), wahrend FAP2,,; eher an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert war
(Abb. 4 A).

In Kristallographie-Studien konnte die komplette Struktur von FAP2 1997 analysiert
werden . AuRerdem zeigten Gross et al., dass FAP2 auch als Dimer vorliegen kann %,

wobei die Haufigkeit von Monomeren die Haufigkeit von Dimeren {iberwiegt *°.
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Anhand der kristallographisch ermittelten Struktur des Enzyms konnte die Lokalisation der
Mutationen der Patienten des vorliegenden Fanconi-Syndroms festgestellt werden. Alle
vier entdeckten Mutationen der Patienten liegen an der Oberflache der dreidimensionalen
Struktur von FAP2. Durch den Aminosaureaustausch an der Oberflache von FAP2 durch
die Patienten-Mutation entstehen neue Interaktionsflachen, die eine intramitochondriale
multimere Aggregation erlauben (Daten nicht gezeigt).

Es kann vermutet werden, dass fir die Bildung der filamentartigen Strukturen, die in den
Mitochodrien von LLC-PK1lyyr Zellen gebildet werden, zunadchst eine spontane
Aggregation der FAP2 Monomere oder Dimere geschieht, zugleich befindet sich aber
noch viel nicht zusammengelagertes mutiertes FAP2 in den Mitochondrien. Vermutet wird,
dass eine bestimmte Menge an aggregiertem FAP2,,,r bendtigt wird, um die Anlagerung
zu beschleunigen. Bei FAP2y,m;. wurde diese Schwelle bereits nach weniger als zwei
Tagen erreicht, bei FAP2yur, nach zwei bis drei Tagen, bei FAP2yyr3 und FAP2yyt4
dauerte es deutlich langer (Abb. 12).

5.2 Nierenphanotyp einer FAP2 Knockout Maus

Es gibt zwei Mdoglichkeiten, wie mutiertes FAP2 ein Fanconi-Syndrom auslésen kann.
Zum einen konnte es durch die Mutation zu einer Haploinsuffizienz kommen. Bei
heterozygoten Tragern der Mutation verliert das mutierte Protein seine Funktion und das
noch vorhandene funktionstiichtige Protein reicht nicht aus, um die Aktivitat zu erhalten.
Zum anderen konnte sich durch die Mutation eine neue Funktion des Proteins ausbilden,
die zur Entstehung der Erkrankung fiihren.

Fur die Untersuchung des vollstdndigen Funktionsverlustes von FAP2 wurde eine FAP2
Knockout Maus als Modell benutzt.

Diese Knockout Mause wurden bereits von Choe et al. 2013 und Nabuurs et al. 2013
untersucht, allerdings wurde der Nierenphanotyp dieser Tiere bisher noch nicht
untersucht.

Wir konnten einen Knockout von FAP2 auf mRNA-Ebene tber PCR beobachten und auch
auf Protein-Ebene mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Aufnahmen der Nieren (Abb. 28 und
31).

Auf mRNA-Ebene zeigte sich bei den FAP2" Knockout Tieren noch eine Restexpression
von FAP2. Der Knockout von FAP2 wurde Uber eine Deletion von Exon 3 erreicht.
Moglicherweise konnten die benutzten Primer in geringer Affinitdt an das verkirzte FAP2
Knockout Produkt der mRNA binden. Auch bei Choe et al. zeigte sich bei FAP2-/-
Knockout M&ausen noch ein verkiirztes Fragment von FAP2 im Southern Blot %,

Auf Protein-Ebene konnte der FAP2 Knockout Gber Immunfluoreszenz-Aufnahmen von

Nierentbersichten nachgewiesen werden (Abb. 31).
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Die homozygoten FAP2” Knockout Tiere zeigten von Geburt an eine verringerte
KérpergroRe im Vergleich zu gleichaltrigen FAP2"* Knockout Geschwistertieren (Abb. 29)
und wirkten insgesamt wahrend der beobachteten Zeit kleiner.

Genauere Untersuchungen diesbezlglich wurden bereits von anderen Gruppen
durchgefiihrt. Hierbei wiesen die FAP2" Knockout Mause weniger Fetteinlagerungen,
eine geringere Muskelmasse und einen geringeren Muskeltonus auf verglichen mit

3192 1n den Skelettmuskelzellen dieser FAP2™"

gleichalten FAP2"* Knockout M&usen
Knockout Tiere wurde eine veranderte Mitochondrien-Morphologie und Dysfunktion der
Enzyme der mitochondrialen Atmungskette beschrieben 3.

Auch bei Patienten, die eine FAP2-Defizienz aufweisen, wurden diese Symptome
beschrieben .

Unsere elektronenmikroskopische Untersuchungen der Nieren von 15 Wochen alten
FAP2"* und FAP2" Knockout Tiere wiesen keinerlei Unterschiede in der mitochondrialen
Morphologie im proximalen Tubulus auf und auch andere Bereiche des Nephrons, wie der
Glomerulus, zeigten sich unauffallig (Abb. 30).

Auch beim Knockout in einem anderen, an der Kreatin-Synthese beteiligten Enzym
belegten frihere Studien eine unverdnderte mitochondriale Organisation in
Herzmuskelzellen von Mausen *°. Ein Kreatin-Mangel schien also keinen Einfluss auf die
mitochondriale Morphologie zu haben.

Weitere Untersuchungen an unseren FAP2” Knockout Tieren wiesen in den Urin- und
Plasma-Proben den erwarteten Kreatin- und Kreatinin-Mangel bei FAP2” Knockout
Tieren auf, sowie eine signifikant verringerte Menge an Guanidinoacetat (Abb. 33),
welches durch den von FAP2 katalysierten ersten Schritt der Kreatin-Synthese aus L-
Arginin und Glycin entsteht .

Zur Normalisierung wurde die Urin-Osmolalitéat benutzt, da die FAP27 Knockout Mause
durch den Knockout einen Kreatinin-Mangel zeigten %.

Die FAP2" Knockout Mause zeigten dabei eine signifikant erhéhte Osmolalitéat (Abb. 32).
Eine mdgliche Erklarung dafur ware der erhdhte prozentuale Wasseranteil im Korper der
FAP27 Knockout Tiere, der von Choe et al. berichtet wird 2. Wasser wird im Korper
zurtickgehalten und der Urin wird aufkonzentriert.

Allerdings war bei unseren FAP2” Knockout Mausen keine Glucosurie oder
Aminoazidurie, welche typisch fir ein Fanconi-Syndrom sind, messbar (Abb. 33).
Untersuchungen unserer Patienten in London zeigten bei einer Hirn-Kreatin
Spektroskopie ein normales Korper-Kreatin und normale Kreatin-Spiegel in Urin und
Plasma. Ferner gab es keine Anzeichen flr neurologische Symptome, wie sie bei
Patienten mit FAP2-Defizienz und daraus folgendem Kreatin-Mangel in H-MRT

Untersuchungen bereits berichtet wurden %%°7%,
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Diese Ergebnisse sprechen also zusammen mit den Ergebnissen der FAP2” Knockout

Tiere gegen eine Haploinsuffizienz als Ursache des hier untersuchten Fanconi-Syndroms.

Auch wenn wir keine generelle Aminoazidurie in den FAP2" Knockout Mausen feststellen
konnten, waren doch ein paar vermessene Substanzen signifikant verandert in Urin und

++

Plasma der FAP2" Knockout Mause verglichen mit FAP2*"* Knockout Mé&usen.

Die Aminosauren Serin, Threonin, Tryptophan und Phenylalanin zeigten jeweils eine
hohere renale Ausscheidung bei FAP2” Knockout Mausen (Abb. 33 E).

Serin und Threonin werden im Kdrper zu Glycin abgebaut, welches als Grundstein fir die
Bildung von Kreatin, die Porphyrinsynthese und Glutathion dient.

Da bei den FAP2" Knockout Tiere die Kreatin-Synthese durch Fehlen des Enzyms nicht
ablaufen kann, bendétigt der Korper weniger Glycin. Serin und Threonin werden deshalb
vermutlich nicht in normalem Mafl3e zu Glycin abgebaut, sondern bei diesen Tieren Uber
den Urin ausgeschieden.

Serin dient zusatzlich zusammen mit Indol als Baustein fur Tryptophan, welches lber die
Niere ausgeschieden wird. Das ware ein weiterer Abbauweg flr ungenutztes Serin im
Korper und eine Erklarung fur die erhdhte Ausscheidung von Tryptophan tber den Urin
bei FAP2" Knockout Mausen.

Phenylalanin kann in der Leber in Tyrosin umgebaut oder auch zu Oxalacetat und Acetyl-
CoA abgebaut werden und so in den Zitronensaurezyklus eingeschleust werden. Werden
hoéhere Mengen an Phenylalanin Uber die Nahrung aufgenommen als benétigt, kann es
renal ausgeschieden werden.

Ebenfalls erhéht war die gemessene Menge an Pyruvat im Urin der FAP2” Knockout
Mause (Abb. 33 C). Pyruvat entsteht als Endprodukt der Glykolyse und kann durch
oxidative Decarboxylierung zu Acetyl-CoA und CO, abgebaut werden. Acetyl-CoA kann
wiederum in den Zitronensaurezyklus eingeschleust werden. Eine verringerte Pyruvat-
Konzentration wére ein Marker fir eine Mitochondriopathie, da durch weniger Pyruvat
auch weniger ATP in den Mitochondrien gebildet werden kann. Allerdings zeigten unsere
FAP2" Knockout Méause im Urin eine erhéhte Pyruvat-Konzentration und im Plasma
keinen Unterschied zu FAP2*"* Knockout M&ausen.

Der geringere Lactat-Spiegel, der im Plasma der FAP2” Knockout Tiere gemessen wurde
(Abb. 33 C), kdonnte aus der verringerten Muskelmasse resultieren, die zuvor bereits

berichtet wurde 3.
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5.3 Stabilitat von FAP2wr

In der vorausgegangenen Dissertation von Dr. Carsten Broeker wurde ein
Stabilitdtsversuch mit induzierten LLC-PK1yyr1 Zellen durchgefihrt (Abb. 5). Hierbei sollte
untersucht werden, ob die Zellen in der Lage sind, das Uberexprimierte FAP2 abzubauen.
Aus zeitlichen Grinden war es Dr. Carsten Broeker nur moglich, das Experiment mit
induzierten LLC-PK1yyut1 Zellen durchzufiihren.

Die Halbwertszeiten von mitochondrialen Proteinen und Mitochondrien wurde bereits in
verschiedenen Experimenten untersucht und variiert je nach Organ . In den 60er Jahren
wurden die Halbwertszeiten von mitochondrialen Proteinen oder Bestandteilen und
Mitochondrien gemessen. Dabei wurden Zeitangaben von 8,6 Tagen ’, 10,3 Tagen ° oder
6,7 bis 12,2 Tagen ® fir ganze Mitochondrien angegeben. Bei léslichen Proteinen
schwankten die Angaben zwischen 5,9 Tagen ' bis 11,6 Tagen ®. Proteine der &uReren
mitochondrialen Membran wiesen eine Halbwertszeit von 4,2 Tagen auf, Proteine der
inneren Membran 12,6 Tage ®.

Fur den Stabilitatsversuch wurden LLC-PK1yyr; Zellen von Dr. Carsten Broeker nach
zwei Wochen Induktion fir weitere acht Woche ohne Induktion kultiviert. Auch nach dieser
Zeit waren noch in jeder Zelle die vergré3erten Mitochondrien zu erkennen (Abb. 5). Es
war den LLC-PK1 Zellen also nicht mdglich, die langen FAP2yur1 Aggregate wieder
abzubauen und ein normales mitochondriales Netzwerk auszubilden.

In den Immunogold-Farbungen von Dr. Carsten Broeker (Abb. 4) konnte beobachtet
werden, dass FAP2yr eher an der inneren Mitochondrienmembran liegt, wie es auch
zuvor schon beschrieben wurde °. Nach ca. 26 Tagen sollte demnach FAP2,; wieder
abgebaut sein, wenn kein weiteres FAP2,yt gebildet wird.

Der identische Versuchsaufbau wurde erneut benutzt, um im Vergleich zu FAP2yuT1
Aggregaten die Stabilitat von FAP2,s zu untersuchen. Bereits nach vier Wochen ohne
Induktion konnte ein deutlicher Abbau des Proteins in der Immunfluoreszenz beobachtet
werden, nach sechs Wochen war kein FAP2r mehr vorhanden (Abb. 14). Es war den
Zellen also maglich, das tUberexprimierte FAP2,,r komplett abzubauen. Allerdings dauerte
dieser Prozess langer, als nach den Literaturangaben vermutet wurde. Dies kdnnte
moglicherweise an der starken Uberexpression durch das Tet-on System liegen. Bei der
Expression des mutierten Proteins wird vermutet, dass die Fission der Mitochondrien
durch deren enorme Gr6f3e nicht mehr ablaufen kann und damit die natirliche Dynamik
gestort wird.

Ein Abbau der FAP2yuri-Aggregate und somit eine Normalisierung der Morphologie der
Mitochondrien ware essentiell fur die natiirliche Dynamik von Mitochondrien. Uber Fission

werden beschadigte Mitochondrien abgeschnirt und koénnen anschlieBend durch
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Mitophagie abgebaut werden #2291 Ein Ungleichgewicht dieser Dynamik wird bereits
als Ursache einiger Erkrankungen vermutet '°'%. 2006 berichtete Chan, dass eine
unbalancierte Fusion von Mitochondrien zu einer Elongation der Mitochondrien fiihrt %,
VergroRerte Mitochondrien allerdings kénnen von Zellen nicht mehr durch mitochondriale
Autophagie abgebaut werden ', was die Ergebnisse des Stabilitatsversuches mit LLC-
PK1yut: Zellen erklaren kdnnte.

Durch den verhinderten Abbau der vergroRerten Mitochondrien ist es den Zellen nicht
mehr moglich, fehlerhafte Mitochondrien abzubauen und so Uberaltern die veradnderten
Mitochondrien. Solche fehlerhaften oder Uberalterten Mitochondrien kdnnen zur erhdhten
Produktion und Freisetzung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (reactive oxygen species,
ROS) fihren '°'°  Erhéhte Konzentrationen von ROS kénnen zu einer
Permeabilisierung der mitochondrialen Membranen und so zu einer Freisetzung
mitochondrialer Proteine ins Zytoplasma fiilhren ****°, Dass ROS-Produktion und eine
Schadigung der Mitochondrien mit anschlieRender Permeabilisierung der mitochondrialen
Membranen zum Zelltod fuhren kann, wurde bereits untersucht *6-11°,

Bei Apoptose-Messungen an unserem induzierbaren Zellmodell durch Dr. Jorg Reinders
am Biopark Regensburg konnte nachgewiesen werden, dass bei Uberexpression von
FAP2\ur: deutlich mehr Zellen in Apoptose gehen, als bei Uberexpression von FAP2yr
(Daten nicht gezeigt). Zusatzlich wurde noch Lactat-Dehydrogenase (LDH) als Marker fir
nicht-apoptotischen Zelltod vermessen. Bei erhéhtem nicht-apoptotischem Absterben von
Zellen erhéht sich die LDH-Konzentration im Medium. Auch hier zeigten LLC-PK1yyr1
Zellen signifikant héhere Werte als LLC-PK1y: Zellen (Daten nicht gezeigt). Diese
Messungen unterstiitzen die Theorie, dass nicht-abbaubare FAP2,yr; Aggregate zu

vermehrtem Zelltod fuhren.

5.4 Gen-Expressionsanalyse am FAP2-Zellmodell

Induzierte LLC-PK1yyr: Zellen wiesen eine stark veranderte Mitochondrienmorphologie
auf, die zu einem gestérten Abbau von Mitochondrien fiihrt. In weiteren Experimenten
sollte nun die Expression entziindungsférdernder Gene untersucht werden, deren mRNA-
Expression durch diese pathologische Veranderung der Mitochondrien mdglicherweise
beeinflusst werden. Um etwaige Effekte von Tetrazyklin auszuschliel3en, wurden auch
LLC-PK1yek Zellen untersucht, bei denen kein Zielgen in das Tet-on System integriert

83,84,120

war. Es sind sowohl mitotoxische Effekte von Tetrazyklin bekannt , als auch

inhibitorische Effekte auf zellulére Prozesse %°%°.
Messungen von Kooperationspartnern konnten zeigen, dass durch die Uberalterung der
nicht abbaubaren Mitochondrien in induzierten LLC-PK1yyr: Zellen eine erhéhte Menge

an ROS produziert wird (Daten nicht gezeigt).
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106110121 A1k wenn der

ROS ist ein potenter Aktivator des NLRP3-Inflammasoms
Mechanismus des NLRP3-Inflammasoms noch nicht zur Génze geklart ist, sind doch
einige Liganden, die diesen Komplex aktivieren, bereits bekannt. Neben ROS kénnen das
auch kristalline Ablagerungen sein, die bei zellularem Stress oder absterbenden Zellen

109,122-125

produziert werden . Das NLRP3-Inflammasom ermdglicht die Aktivierung von

Caspase-1 und weiteren Caspasen '07*?

. Caspase-1, fruher auch ,IL-1B converting
enzyme*“ genannt, spaltet inaktives pro-IL-18 und pro-IL-1B in die aktiven Formen IL-18
und IL-1p 277230,

LLC-PK1yyr: Zellen zeigten eine Aktivierung von inflammatorischen Prozessen, welche
Uber die erhdhte Expression entziindungsférdernder Gene nachgewiesen werden konnte.
Ein zentraler Bestandteil des Inflammasoms ist das Protein NLRP3 199122124131 " qag jn
LLC-PK1yut: Zellen auf mRNA-Ebene signifikant erhéht war, verglichen mit LLC-PK1yt
und LLC-PK1yek (Abb. 22 A).

In LLC-PK1yyr: Zellen war zudem eine deutlich erhdhte Expression von IL-18 sowohl auf
RNA-Ebene (Real-Time PCR, Abb. 22 B), als auch auf Protein-Ebene (ELISA, Abb. 23,
Western Blot, Abb. 24) auffallig. Auch tUber Immunfluoreszenz-Experimente konnte eine
hohere intrazellulare Expression von IL-18 in LLC-PK1yyr: Zellen im Vergleich zu LLC-
PK1wr Zellen beobachtet werden (Abb. 25).

Bei Untersuchungen von murinen Nieren nach unilateraler ureteraler Obstruktion (UUO)
konnte ein signifikanter Anstieg von IL-18, Collagen und Glattmuskel-Aktin in der Niere,
sowie eine renale Fibrose mit epithelialer zu mesenchymaler Umwandlung des

Tubulusepithels festgestellt werden .

Die Behandlung von humanen proximalen
Tubuluszellen (HK-2 Zellen) in Zellkulturexperimenten mit IL-18 fuhrte ebenfalls zu einer
Expression von Glattmuskel-Aktin, Collagen, Fibronektin und zu einer epithelialer zu
mesenchymaler Umwandlung des Tubulusepithels (epithelial-to-mesenchymal transition,
EMT) "**2, |n Tieren, die das humane Bindeprotein fir IL-18 (IL-18-BP) iberexprimierten
und somit IL-18 nicht aktiv war, zeigten signifikant verringerte Expressionen der

genannten Obstruktion-induzierten Fibrose-Markern "

. IL-18 scheint demzufolge ein
potenter Stimulus zur Entwicklung einer renalen Fibrose und zu einer EMT zu sein.
Aufgrund der aktivierten inflammatorischen Prozesse durch eine erhdhte Produktion von
IL-18 in den induzierten LLC-PK1yyr; Zellen wird deshalb auch die Entstehung einer
Fibrose vermutet.

Obwohl in unserem Zellmodell nur porcine proximale Tubuluszellen vorhanden waren,
konnte dennoch eine signifikant erhéhte Expression an intrazellularem Fibronektin auf
MRNA-Ebene (Real-Time PCR, Abb. 22 C) und extrazellularem Fibronektin auf Protein-

Ebene (Immunfluoreszenz-Aufnahmen, Abb. 26) nachgewiesen werden.
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Zusétzlich zu Fibronektin als extrazellulares Matrixprotein war auf mMRNA-Ebene auch der
Myofibroblasten-Marker Glattmuskel-Aktin signifikant erhdht (Abb. 22 D).

In geschadigtem Nierengewebe kdnnen durch die Einwanderung inflammatorischer Zellen
Fibroblasten aktiviert werden, die extrazellulare Matrix (extracellular matrix, ECM), wie
zum Beispiel Fibronektin, bilden ®>"®”. Eine Verkniipfung von Bestandteilen der ECM

stabilisiert die Matrix 6>67:70.75.76

, wobei ein Cross-link von Collagen mit Fibronektin diese
Matrix resistent gegen proteolytische Matrix-Metalloproteasen (MMP) macht .

Zusatzlich zur Aktivierung von solchen mesenchymalen Zellen, die Fibronektin
produzieren kdénnen, kann es zu einer epithelialer zu mesenchymaler Umwandlung des

3182 \was eine

Tubulusepithels (epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) kommen
weitere Quelle fur Zellen darstellt, die extrazellulare Matrixproteine bilden kénnen.

Ein Marker flr aktivierte Myofibroblasten, die extrazellulare Matrixproteine produzieren, ist
Glattmuskel-Aktin ®3®4%557 " Dje erhéhte mRNA-Expression von Glattmuskel-Aktin in
unseren induzierten LLC-PK1yyr: Zellen kdnnte ein méglicher Hinweis auf eine partielle

Umwandlung von epithelialen Zellen zu Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften sein.

5.5 Respirometrische Untersuchungen der LLC-PK1 Zellen

Da eine zuvor untersuchte Form des Fanconi-Syndroms durch eine Stérung der

° sollte auch bei der

Energiegewinnung in proximalen Tubuluszellen ausgelést wurde °
jetzt vorliegenden Form untersucht werden, ob die Veranderung der Mitochondrien-
Morphologie einen Einfluss auf die respiratorische Funktion der Zellen hat.

Die respirometrischen Messungen zeigten nach einer Woche Induktion zwar Unterschiede
in der maximalen Respiration, der ATP-Produktion und der Reservekapazitat bei LLC-
PK1lwur: Zellen im Vergleich zu LLC-PKlyr. Wurden die Zellen allerdings nach
dreiwdchiger Induktion untersucht, waren keine signifikanten Unterschiede mehr messbar.
Einzig der Umfang der Reservekapazitdt war in beiden Versuchen bei Zellen mit
mutiertem FAP2 geringer, als bei Zellen mit FAP2,r (Abb. 27).

Die Reservekapazitdt beschreibt den maximalen Verbrauch von O, Uber die
Atmungskette, wenn Komplex V durch Oligomycin gehemmt ist und die Protonen uber
,Locher” die innere Mitochondrienmembran zurlck in die Matrix passieren kénnen (Abb.
9). Diese ,Locher” werden Uber FCCP generiert und ermdglichen einen Abbau des
Protonengradienten, der Uber die Komplexe der Atmungskette Uber die innere
Mitochondrienmembran aufgebaut wird.

Die Bildung der verlangerten Mitochondrien und die daraus resultierenden tberalternden
Mitochondrien schienen die maximale Leistung der oxidativen Phosphorylierung
(OXPHOS) zu vermindern, was eine mogliche Erklarung fiar eine verminderte

Transportaktivitat der proximalen Tubuluszellen sein konnte, die zur Ausbildung der
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typischen Symptome des Fanconi-Syndromes fuhrt. Auch bei Zystinose wird ein Fanconi-
Syndrom durch eine verminderte mitochondriale Respiration ausgelést %%,

Im vorherigen Abschnitt wurde bereits diskutiert, dass eine Uberexpression von FAP2yr;
zu einer Bildung von filamentartigen Aggregaten in den Mitochondrien fihrt. Dadurch
kommt es zu einer pathologischen Veranderung der Mitochondrienmorphologie, da diese
nicht mehr durch Mitophagie abgebaut werden konnen. Die daraus resultierende
Produktion von ROS setzt vermutlich entzindungsstimulierende Prozesse in Gang, die zu
einem vermehrten Absterben von Tubuluszellen fuhrt.

Es konnte in der Literatur bereits beobachtet werden, dass die Inhibition von Mitophagie
zu einer erhdhten Produktion von mitochondrialem ROS fuhrt. AuRerdem wurde in den
Experimenten dieser Gruppe eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch ROS
vermutet *°.

Die so ausgeldsten Entzindungsprozesse kénnten das zu Beginn der vorliegenden
Erkrankung diagnostizierte Fanconi-Syndrom erklaren. Es entsteht vermutlich eher nicht
durch eine gestdrte Energiebereitstellung im proximalen Tubulus, wie bei der Form des

t30

Fanconi-Syndroms, die bei der Mutation des EHHADH-Gens vorliegt **, sondern durch

das langsam fortschreitende Absterben der Zellen im proximalen Tubulus. Auch dadurch

kann ein Fanconi-Syndrom ausgeldst werden 3%,

5.6 Untersuchung von humanem Patientengewebe

5.6.1 FAP2-Patient 1 (Nierenbiopsie)

Aus Zellkultur-Experimenten und den bisherigen Untersuchungen an murinen und
humanen Proben und der bereitgestellten Nierenbiopsie des ersten Patienten mit der
vorliegenden Form des Fanconi-Syndroms (21-jahriger Patient) in der Doktorarbeit von
Dr. Carsten Broeker war die Lokalisation von FAP2 in der Niere bereits bekannt. FAP2
zeigte eine mitochondriale Lokalisation an der basolateralen Seite von frihproximalen
Tubuli (S1/2-Segment), andere Segmente des Tubulussystems und auch Glomeruli waren
FAP2-negativ. Die in den 60er Jahren entnommene Nierenbiopsie zeigte bereits erste
Schaden an proximalen Tubuli mit abgeldsten FAP2-postiven Zelltrimmern im Lumen der
Tubuli.

In elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnten filamentartige Strukturen in den
Mitochondrien von proximalen Tubuluszellen nachgewiesen werden, nicht-proximale
Tubuli und deren Mitochondrien zeigten hingegen keinerlei morphologische
Verdnderungen (Abb. 3). Um den Aufbau dieser filamentartigen Strukturen zu
untersuchen, wurde die Probe mittels Immunogold-Farbung auf FAP2 gefarbt. Dabei ist

der sekundare Antikérper mit Goldpartikeln markiert, die in elektronenmikroskopischen
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Aufnahmen durch ihre Elektronendichte als schwarze Punkte erscheinen. Hierbei konnte
beobachtet werden, dass die Filamente in den vergrof3erten Mitochondrien FAP2
enthielten, da sich die Goldpartikel genau auf diesen Strukturen lagen (Abb. 15). Die
Filamente, die in der Zellkultur entdeckt wurden, waren also keine Artefakte, welche durch
die Uberexpression des mutierten Proteins verursacht wurden.

Es ware denkbar gewesen, dass nicht nur FAP2y,r alleine zum Aufbau der
filamentartigen Strukturen beitragt, sondern noch weitere Proteine beteiligt sind. In silico
Strukturanalysen unserer Kooperationspartner bezuglich der Aggregation von FAP2yut
wiederlegten diese Vermutung allerdings (Daten nicht gezeigt). Mutiertes FAP2 allein ist

ausreichend, um lineare Aggregate zu bilden.

5.6.2 FAP2-Patient 2 (post mortem entnommene Niere)

Weiterhin wurde durch Prof. Kleta noch eine weitere, in Paraffin eingebette Gewebeprobe
eines FAP2-Patienten zur Verfligung gestellt. Diese Probe wurde von einem 65-jahrigen
Patienten nach dessen Tod, verursacht durch terminales Nierenversagen, entnommen.
Bereits in der Hamalaun/Eosin-Farbung konnte beobachtet werden, dass das
Nierengewebe pathologisch stark veréndert war. Im Cortex waren kaum intakte Tubuli
oder Glomeruli zu sehen, die Blutgefal3e hingegen erschienen durch die fibroseinduzierte
Schrumpfung des Cortex Uberdimensional gro3. Stellenweise war auch eine Infiltration
von Immunzellen zu erkennen, was auf eine Entziindungsreaktion hinweist.

Auch Medulla und Papille waren strukturell verandert mit ungewohnlich wenig Tubuli, die
in sehr viel extrazellularer Matrix eingebettet waren (Abb. 16).

Zum Anféarben des Bindegewebes wurde eine Masson-Goldner Farbung durchgefihrt. Bei
diesen Aufnahmen wurde deutlich, dass Medulla und Papille hauptsachlich aus
Bindegewebe aufgebaut waren. Bei den vereinzelten tbrigen Tubuli hatten sich die Zellen
bereits von der Basalmembran abgeltst und waren nur noch im Tubuluslumen zu sehen.
Viele Glomeruli waren fibrotisch verandert und nicht mehr funktionell (Abb. 17).

Zur Detektion von FAP2 wurden zudem Immunfluoreszenz-Farbungen an dieser
Patientenprobe durchgefihrt. Hierbei konnte beobachtet werden, dass der Cortex, der bei
gesundem Gewebe zu ca. 75% aus proximalen Tubuli besteht, nur noch wenige halbwegs
intakte, FAP2-positive proximale Tubuli enthielt.

Die fragmentiert wirkende Morphologie der Mitochondrien kdnnte auf eine zellulare

32 oder eventuell aus

Schadigung der Epithelzellen des proximalen Tubulus hinweisen
einem schlechten Erhalt der Probe resultieren.
Daruber hinaus wurde noch Glattmuskel-Aktin gefarbt. Glattmuskel-Aktin gilt als Marker

fur aktivierte Fibroblasten, Mesangialzellen und Epithelzellen, die eine Umwandlung zu
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mesenchymalen Zellen durchlaufen haben ©3°480.72

. Da das Nierengewebe fibrotisch
veréandert war, sollte das Vorhandensein solcher Zellen untersucht werden.

In die verdickten Basalmembranen um Tubuli und Glomeruli waren Glattmuskel-Aktin
produzierenden Myofibroblasten, teilweise in mehreren Schichten, eingelagert (Abb. 18).
Die Prasenz solcher Zellen ware eine Erklarung fur die massive fibrotische Veranderung,
die in diesem Nierengewebe zu erkennen war. Die Herkunft der Zellen ist nicht génzlich
geklart. Es kdnnten Immunzellen sein, die durch die Aktivierung der
Entzindungsvorgange chemotaktisch eingewandert sind. Es kénnte sich aber auch um
umgewandelte interstitielle Zellen handeln oder sogar um partiell umgewandelte
Epithelzellen. Eine Umwandlung von epithelialen Zellen in mesenchymale Zellen wird in
der Literatur als epitheliale zu mesenchymaler Umwandlung (epithelial-to-mesenchymal
transition, EMT) beschrieben. Dabei verlieren die epithelialen Zellen durch Stimuli wie IL-
18 ihren epithelialen Phanotyp und zeigen Merkmale eines mesenchymalen Phanotypes,
wie beispielsweise die Expression des extrazellularen Matrixproteins Fibronektin oder
Glattmuskel-Aktin 36466677288

Dass es sich im vorliegenden Fall um EMT handelt ist allerdings eher unwahrscheinlich,
da es in der Nierenprobe keine Zellen gab, die sowohl FAP2 als Marker fur Epithelzellen
des proximalen Tubulus, als auch Glattmuskel-Aktin als Marker fir aktivierte
Myofibroblasten exprimierten (Abb. 18).

Weiterhin wurden auch im Lumen der verbliebenen proximalen Tubuli FAP2-postive
Zelltrimmer entdeckt, wie sie bereits in der zuvor untersuchten Patientenbiopsie
beobachtet wurden (Abb. 18 und 19).

Diese Zelltrimmer wirden die Vermutung unterstiitzen, dass in FAP2-positiven Zellen
Mitochondrien altern und die mitochondrialen Membranen permeabilisieren. Dadurch
kénnen die Filamente ins Zytoplasma gelangen und kdnnen dort als sogennante
,damage-associated molecular pattern“ (DAMPs) erkannt werden.

Aktuell gelangen DAMPs, die mitochondrialen Ursprungs sind, immer mehr in das
Interesse der Forschung *>**%, Als DAMPs werden molekulare Strukturen bezeichnet, die
endogen nicht freigelegt sind, sondern durch die Schadigung von Zellorganellen oder der

Zelle freigesetzt werden **°.

Diese Strukturen werden von sogenannten ,pattern
recognition receptors® (PRRs) erkannt, die bestimmte Muster erkennen, die nur bei
zelluldrer Schadigung oder auch Infektionen auftreten %!, Es gibt bereits auch Studien,
die Kristalle intrazelluléar als Stimuli fir Entziindungsreaktionen beschreiben *#1%,

Abgestorbene und abgeloste Zellen des proximalen Tubulus werden anschliel3end im
Lumen des Tubulus weiter in Flussrichtung bewegt. Frische Urinproben von FAP2-
Patienten konnten hierfir genauere Ergebnisse liefern, wenn sie auf Zellen im Urin

untersucht werden wirden.
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Zuletzt wurde auch diese Gewebeprobe elektronenmikroskopisch untersucht. Hier waren
die verdickten Basalmembranen mit eingelagerten Myofibroblasten besonders deutlich zu
erkennen (Abb. 20). Im Lumen der Tubuli waren neben den abgestorbenen und
abgeschwemmten Zellen auch kristallartige Strukturen erkennbar, welche sehr &hnlich zu
den filamentartigen Ablagerungen der Patientenbiopsie waren. Diese hier waren
allerdings nicht in den Mitochondrien, sondern tberwiegend im Tubuluslumen oder in
geringerer Anzahl innerhalb des Tubulusepithels lokalisiert. In Immunogold-Farbungen
waren diese Strukturen allerdings FAP2 negativ (Abb. 21). Aufgrund des Alters der Probe
und der Tatsache, dass das Gewebe post mortem enthommen und fixiert wurde, ware
nicht auszuschliel3en, dass es sich bei diesen kristallartigen Strukturen um Artefakte
handelt und mégliche einst vorhandene FAP2-Filamente gar nicht mehr nachweisbar sind.
Ferner wére es denkbar, dass es sich zwar um FAP2-Ablagerungen handelt, diese aber
aufgrund des Alters und der Behandlung der Probe ihre Antigenitat verloren haben.
Wahrend die erste untersuchte Patientenbiopsie den Beginn der Erkrankung darstellte,
zeigte diese Probe den pathologischen Endzustand der Erkrankung durch die FAP2-
Mutation.

5.7 Phanotypische Untersuchung einer FAP2 Knockin Maus

Da die FAP2 Knockout Maus kein renales Fanconi-Syndrom zeigte, wurde in einem
nachsten Schritt eine FAP2 Knockin Maus mit einer der vier humanen Mutationen
generiert und auf ihren renalen Phanotyp hin untersucht. Dafir ausgewahlt wurde die
Mutation FAP2yy72 von Prof. Kleta.

Uber eine sequenzspezifische CRISPR/Cas9 Nuklease und ein einzelstrangiges
Oligonukleotid, welches die gewlinschte Mutation tragt, wurde die Gensequenz von FAP2
der Maus dahingehend verandert, dass der identische Aminosaure-Austausch wie im
Protein der Patienten mit FAP2yr» stattfindet.

Ein so generiertes murines Gen-Konstrukt wurde in mehrere murine Blastozysten injiziert,
um Grundermause zu generieren, die die Mutation FAP2yy1, trugen. Die Nachkommen
der unterschiedlichen Grinderm&ause wurden nicht miteinander verpaart, sodass die
Knockin Mause auf jeweils eine injizierte Blastozyste zuriickzuverfolgen sind.

In Regensburg wurden ausgehend von heterozygoten Tieren homozygote FAP2 ™
Knockin Mause geziichtet und phanotypisch untersucht. Da sich die Nachkommen der
unterschiedlichen Grinderméuse phanotypisch nicht unterscheiden, werden nachfolgend
die Ergebnisse der Nachkommen von nur einer Grindermaus dargestellt.

Bei der Untersuchung des Phéanotyps der FAP2 Knockin M&use wurde zunachst

festgestellt, dass alle homozygoten FAP2" Knockin Tiere kaum Protein-Expression von
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FAP2 zeigten, obwohl die mRNA-Expression bei FAP2” Knockin Tieren héher war als bei
FAP2*"* Knockin oder heterozygoten FAP2*" Knockin Tieren (Abb. 36 und 37).

Auch bei Immunfluoreszenz-Farbungen auf FAP2 war nur sehr wenig mutiertes Protein in
den proximalen Tubuli der FAP2" Knockin Tiere zu erkennen, wahrend bei FAP2
Knockin Tieren die Ubliche FAP2-Farbung zu sehen war (Abb. 38).

Diese Resultate deuten darauf hin, dass das mutierte murine Fap2 Gen deutlich weniger
stark exprimiert wird als das FAP2-Protein. Da die mRNA Expression erhéht ist, scheint
es eher unwahrscheinlich, dass die Translation des Proteins gestort ist und urspringlich
weniger gebildet wird. Vermutlich wird das mutierte Protein von den Zellen als fehlerhaft
erkannt und weitgehend abgebaut, bevor es in die Mitochondrien importiert wird.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung von proximalen Tubuli der Mause ergab eine
normale Morphologie der Mitochondrien. Es waren keine kristallinen oder filamentartigen
Strukturen in der Matrix der Mitochondrien zu erkennen (Abb. 39).

Zusatzlich zu den Expressionsuntersuchungen wurden auch Spontanurin-Proben
analysiert. Obwohl die Tiere keine Anzeichen eines renalen Fanconi-Syndroms
aufwiesen, fiel jedoch auf, dass die FAP2” Knockin Mause eine signifikant héhere Menge
an Glycin und Ornithin ausschieden (Abb. 41).

Durch die geringere Protein-Expression von FAP2 werden die Substrate Glycin und L-
Arginin vermutlich nicht normal weiter zu Guanidinoacetat verstoffwechselt, sondern, im
Fall von Glycin, sofort Uber die Niere ausgeschieden oder, im Fall von L-Arginin, unter
Addition von Wasser zu Ornithin und Harnstoff abgebaut und ausgeschieden.

Im Gegensatz zu den zuvor untersuchten FAP2" Knockout Mausen zeigten die FAP2"
Knockin Mause eine signifikant hdhere Urin-Osmolalitat (Abb. 40), was bedeutet, dass
diese Tiere den Urin starker aufkonzentrieren als die entsprechenden Wildtyp-Kontrollen.
Der Grund hierfur ist aber nicht bekannt.

Um bei den FAP2” Knockin Mausen eine mdogliche Nierenfibrose nachzuweisen, wurde

+/+

auch in den Nieren von FAP2** Knockin und FAP2" Knockin M&usen die Expression von
Entzindungsmarkern auf mRNA-Ebene untersucht. Keines der vier untersuchten Gene
(mNIrp3, mll-18, mFn1 und mGlattmuskel-Aktin) zeigte dabei eine veranderte Expression
in FAP2” Knockin M&usen (Abb. 42).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die zuvor beobachteten Ergebnisse der Phénotypisierung,
dass FAP2" Knockin M&use die zu untersuchende Erkrankung nicht ausbilden und lassen
darauf schlieRen, dass diese Maus-Linie kein geeignetes Modell fir die Untersuchung des
vorliegenden Fanconi Syndroms ist.

Aus den Untersuchungen der FAP2 mRNA- und Protein-Expression in den FAP2"

Knockin Knockin Mausen lasst sich zeigen, dass die FAP2” Knockin Méuse durchaus
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FAP2yut2 MRNA exprimieren, das mutierte Protein allerdings zu schnell wieder abgebaut
wird und somit keine Filamente gebildet werden konnen.

Da die FAP2" Knockin Mause im Gegensatz zu den FAP2” Knockout Méusen keine
Gedeihstérung zeigten, ist davon auszugehen, dass die FAP2” Knockin Mause keinen
Kreatin-Mangel haben, das verbliebene FAP2yur, funktionstiichtig ist und dessen
verbliebene Restexpression ausreichend ist, um gentgend Kreatin zu synthetisieren.
Kreatinin-, Kreatin- und Guanidinoacetat-Messungen im Urin von Knockin Mausen sind in
Auftrag gegeben, die Ergebnisse lagen aber zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht vor.

Die Mause waren bei den Untersuchungen noch recht jung (zwischen 8 — 10 Wochen).
Moglicherweise benétigt die Ausbildung eines Phanotyps langere Zeit, da die jlngste
FAP2-Patientin bei der Diagnose des renalen Fanconi-Syndroms 18 Monate alt war. Das
terminale Nierenversagen ftritt erst im Alter zwischen 30 — 70 Jahren auf. Aus diesem
Grund sollen einige FAP2" Knockin Mause alter werden, um spater zu untersuchen, ob
sich der Phéanotyp eines renalen Fanconi-Syndroms entwickelt.

Zusatzlich kénnte die Expression von FAP2 iber Supplementation von L-Arginin stimuliert
werden, da wir zeigen konnten, dass die orale Aufnahme von L-Arginin im Trinkwasser
bei Mausen Uber zwei Wochen zu einer Steigerung der FAP2 Expression, sowohl auf
MRNA-Level, als auch auf Protein-Level fuhrt (Abb. 34). In friheren Untersuchungen
wurde ein langerer Zeitraum der Supplementation untersucht, der ebenfalls zu einer
Steigerung der FAP2 Expression fiihrte 2.

Aufgrund der Ergebnisse, dass FAP2yyt, in den FAP2” Knockin Mausen keine Filamente
in den Mitochondrien der proximalen Tubuluszellen ausbildet, wurden Zellkultur-
Experimente mit transienter Transfektion durchgefiihrt. Dabei sollte untersucht werden, ob
mutiertes murinem FAP2yut, Uberhaupt in der Lage ist, Filamente auszubilden. Dies war
namlich in der Vergangenheit nur an der humanen Variante des mutierten Proteins
untersucht worden.

LLC-PK1 Zellen und auch murine Priméarkulturen von proximalen Tubuluszellen zeigten
bei transienter Transfektion mit humanem FAP2,,r, die erwartete Expression mit den
vergroRRerten Mitochondrien. Murines FAP2 zeigte ebenfalls eine normale mitochondriale
Lokalisation (Abb. 44 A).

Wurden die Zellen jedoch mit murinem FAP2,ut. transfiziert, konnte keine Bildung von
Filamenten beobachtet werden. Viele der transfizierten Zellen zeigten ein normales
mitochondriales Netzwerk wie bei Uberexpression von FAP2,r (Abb. 44 B).

In einem weiteren Experiment wurde ein Plasmid mit murinem FAP2yyr: hergestellt und
transient transfiziert. Diese Mutation im murinen Gen fihrte Uberraschenderweise zu einer
Filament-Bildung in den Mitochondrien, sowohl in LLC-PK1 Zellen (Abb. 45), als auch in

der murinen Nieren-Primarkulturen (Abb. 46).
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Das Problem der fehlenden Aggregat-Bildung in den FAP2” Knockin M&ausen schien
demnach nicht an der Verwendung des murinen FAP2 zu liegen, da eine andere Mutation
in murinem FAP2 zu einer Bildung von FAP2y,r-Filamenten fuhrt.

Im Vergleich zur humanen Variante befinden sich in der murinen Genvariante von
FAP2yut2 in unmittelbarer Nachbarschaft zur eigentlichen Mutation zwei abweichende
Basen (bei c1012 und bei c1030), die zu abweichenden Basen in dem entsprechenden
Triplett fihren und zu einer anderen Aminoséaure (Abb. 43). Im humanen Gen befinden
sich an diesen Stellen jeweils ein Adenin (A), im murinen Gen jedoch ein Guanin (G).

Um zu testen, ob diese Basen bzw. die geanderten Aminosauren die Filament-Bildung
verhinderten, wurde das murine Fap2yyt, Gen an diesen zwei Stellen durch Site-directed
mutagenesis humanisiert und anschlieRend transient in LLC-PK1 Zellen transfiziert.

Bei allen getesteten humanisierten Variationen (jeweils nur eine Stelle humanisiert und
beide Stellen humanisiert) konnte keine Bildung von FAP2,ur> Aggregaten beobachtet
werden (Abb. 47 und 48).

Es waren eher fragmentierte Mitochondrien in den transfizierten Zellen zu erkennen, was
die Theorie unterstitzen wirde, dass die Mutation 2 von FAP2 im murinen Gen zu einem
beschleunigten Abbau des mutierten Proteins beziehungsweise der Mitochondrien mit
diesem Protein fuhrt. Damit Mitochondrien durch Mitophagie abgebaut werden kdnnen,
mussen sie zunachst fissionieren oder fragmentieren, um in autophagolytische Vesikel
eingeschlossen werden zu kénnen '®. Ein weiterer Marker fiir defekte Mitochondrien ware

[ 100,143

ein verringertes Membranpotential , welches in weiteren Experimenten fir die FAP2

Mutationen untersucht werden soll.

5.8 Vermuteter Pathomechanismus des vorliegenden
Fanconi-Syndroms

Obwohl FAP2 nur in Mitochondrien der friih-proximalen Tubuluszellen exprimiert wird und
auch nur dort bei Vorliegen der Mutationen Filamente bildet, werden interessanterweise
auch pathologische Ereignisse aul3erhalb des proximalen Tubulus ausgelst.

Bei mutiertem FAP2 entstehen an der Oberflache des Proteins neue mogliche
Interaktionsstellen. Dadurch kommt es zu einer Aggregation von FAP2y,r und es
entstehen lange Filamente in den Mitochondrien.

Mitochondrien, die FAP2yr-Filamente enthalten, sind in unseren Zellkultur-Experimenten
nicht mehr in der Lage, tuber Mitophagie kontrolliert und abgebaut zu werden. Es kommt
zu einer Elongation der Mitochondrien, die FAP2yr Filamente enthalten (Abb. 49).
Vermutlich liegt dies daran, dass die Fission, welche normalerweise der Mitophagie

vorangeht 223299190 qurch die mechanisch stabilen Filamente in der Matrix verhindert
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Abbildung 49: Pathomechanismus zur Entstehung der vergréRRerten Mitochondrien mit
FAP2-Agglomeraten

Durch die Mutation in FAP2 entstehen neue Interaktionsstellen an der Oberflache des Proteins.
Dadurch wird eine Agglomeration von FAP2 ermdglicht. FAP2-Agglomerate akkumulieren in den
Mitochondrien. Eine weitere Fusion der Mitochondrien erscheint noch mdglich, eine Fission ist
allerdings nicht mehr mdglich. Die Mitochondrien mit den FAP2-Filamenten kdénnen nicht mehr
durch Mitophagie abgebaut werden und elongieren.

Ohne den Abbau von defekten Mitochondrien Uber normale Fission und Mitophagie

110

Uberaltern diese. Laut Literatur fiihrt dies zu einer erhéhten Bildung von ROS ***° und

vermutlich zu einer Permeabilitat der mitochondrialen Membranen 12144145 (Aph. 50).
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Abbildung 50: Uberalterung der Mitochondrien mit FAP2-Filamenten

In proximalen Tubuluszellen akkumulieren verlangerte Mitochondrien mit FAP2-Filamenten. Durch
die GroRe der Mitochondrien ist eine Mitophagie nicht mehr mdglich und die Mitochondrien
Uberaltern. Dies fiihrt zu einer erhéhten Produktion von reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) und zu
einer beginnenden Permeabilisierung der mitochondrialen Membranen.

Bereits die erhdhte Produktion von ROS durch Uberalterte oder fehlerhafte Mitochondrien

1057110 jst ein potenter Stimulus. Zum einen kann ROS das NLRP3-Inflammasom aktivieren

106110121 = 7ym anderen filhrt es zu einer Permeabilisierung der mitochondrialen

Membranen -11°

und fordert so eine Freisetzung der mitochondrialen FAP2-Aggregate.
Dass ROS-Produktion und eine Schadigung der Mitochondrien mit anschlieRender
Permeabilisierung der mitochondrialen Membranen zum Zelltod durch Apoptose flihren
kann, wurde bereits untersucht 116119,

Durch die ROS-Produktion der Uberalternden Mitochondrien und die Permeabilisierung
der mitochondrialen Membranen kommt es zum fortschreitenden Absterben der Zellen
des proximalen Tubulus (Abb. 51).

AulRerdem gibt es Studien, die beschreiben, dass auch IL-18, das in den Zellkultur-
Experimenten bei FAP2yur: signifikant erhdoht war, ebenfalls Apoptose von tubularen

Epithelzellen unterstiitzt **,
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Uberalterte Mitochondrien:
Produktion von ROS

Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms:

————3 Aktivierung von Caspasen
Produktion von IL-18

Apoptose

Permeabilisierung
der mitochondrialen
Membranen

Freisetzungvon [/~ e~

mitochondrialen ﬁ@
DAMPs 7
—_—

-

Abbildung 51: Zellulare Mechanismen durch erhéhte Produktion von reaktiver Sauerstoff-
Spezies (ROS)

Die Uberalternden nicht abbaubaren Mitochondrien bilden eine erhthte Menge an reaktiver
Sauerstoff-Spezies (ROS). ROS ist zum einen selbst ein potenter Stimulus fir die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms. Zum anderen induziert es auch eine weitere Permeabilisierung der
mitochondrialen Membranen. Dies flihrt zu einer Freisetzung der FAP2-Filamente und weiterer
mitochondrialer ,damage-associated molecular pattern® (DAMPs). Diese endogenen DAMPs
kénnen von der Zelle erkannt werden und fihren zu einer Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms.
AuBerdem fihrt eine erhdohte ROS-Produktion und eine Permeabilisierung mitochondrialer
Membranen zum Zelltod durch Apoptose.

Dadurch nimmt die Anzahl der gesunden Epithelzellen des proximalen Tubulus ab und
wilrde das Fanconi-Syndrom erklaren, das in friihen Lebensjahren bei unseren Patienten
diagnostiziert wird. Es gibt weitere Falle, bei denen ein Fanconi-Syndrom durch zellulares
Absterben der proximalen Tubuluszellen ausgeldst wird 3313,

In fortschreitendem Alter kommt es bei unseren Patienten dann zu einem terminalen
Nierenversagen. Ausgeldst wird es vermutlich durch weitere zellulare Reaktionen auf die
Bildung der FAP2-Aggregate.

Durch die Permeabilisierung der mitochondrialen Membranen durch Uberalterung und
ROS Produktion ***7*** gelangen Filamente und weitere mitochondriale Bestandteile wie
Cytochrom C in das Zytosol der Zelle. Dort gibt es Rezeptoren, die diese endogene
Strukturen erkennen kénnen und eine innate Immunantwort induzieren 13%141144.146

Dies ware ein weiterer Stimulus zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, einer

Aktivierung von Caspasen und einer Produktion von IL-18.
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In Zellkultur-Experimenten konnten wir eine Hochregulierung sowohl von NLRP3 mRNA
als auch von IL-18 mRNA beobachten.

Es ist bekannt, dass NLRP3 neben ROS auch durch die Erkennung von DAMPs aktiviert
wird, darunter fallen mitochondriale DNA oder kristalline Strukturen 07109124.131.147

In den meisten Fallen wird Caspase-1 durch das NLRP3-Inflammasom aktiviert und
spaltet dann pro-1L-18 und pro-IL-1B in die aktiven Formen IL-18 und IL-1B '°9%#2%3! |n
unseren Zellkultur-Experimenten war interessanterweise nur IL-18 und kein IL-1B
messbar, sowohl auf mMRNA- als auch auf Protein-Ebene.

Aktuell wird vermutet, dass das NLRP3-Inflammasom weitere, bisher nicht untersuchte,
Caspasen aktiviert, die nur IL-18, nicht aber IL-1B spalten **!. Andersrum gibt es bereits
Untersuchungen zu Caspase-1 unabhangigen Aktivierungswegen von pro-IL-1B. So
konnten Schonbeck et al. bereits 1998 zeigen, dass pro-IL-18 auch von Matrix-
Metalloprotease (MMP) -2, MMP-3 und MMP-9 maturiert werden kann . Dies legt die
Uberlegung nahe, dass es noch weitere Caspase-1 unabhangige Wege gibt,
Vorlaufermolekile der IL-1 Familie in die aktiven Molekile zu spalten, mdglicherweise
auch Wege, die nur pro-IL-18 spalten und nicht IL-18, wie es im vorliegenden
Versuchsaufbau gemessen wurde.

AulRerdem gibt es Untersuchungen die herausgefunden haben, dass epitheliale Zellen nur
IL-18 bilden und kein IL-1B **°.

Es ist bekannt, dass NLRP3" Mause wahrend unilateraler ureteraler Obstruktion (UUO)
als Stress-Stimulus fur die Niere weniger Infiltration von inflammatorischen Zellen und

107 " Ebenso konnte eine

weniger Fibrose zeigen als Mause, die NLRP3 exprimierten
Erhohung der NLRP3-Expression in mehreren humanen Biopsien von nicht-diabetischen
Nieren mit chronischen Nieren-Erkrankungen gemessen werden %',

NLRP3 scheint demzufolge eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer Fibrose zu
spielen.

Weiterhin ist bekannt, dass bei einer Fibrose eine epitheliale zu mesenchymale

72,73

Umwandlung (EMT) Typ2 auftreten kann . Dabei verlieren epitheliale Zellen ihre

Differenzierung und zeigen dann einen Myofibroblasten-artigen mesenchymalen
Ph&notyp mit Produktion von extrazelluldren Matrixproteinen *7%%,

Eine solche Umwandlung konnte allerdings in der vorliegenden post mortem
Patientenniere nicht nachgewiesen werden. Es waren keine Zellen zu sehen, die sowohl
FAP2 als Epithelzell-Marker, als auch Glattmuskel-Aktin als Marker fir aktivierte
Myofibroblasten zeigten. Wahrscheinlicher ist es, dass eingewanderte Immunzellen oder
umgewandelte interstitielle Zellen zur Produktion der extrazellularen Matrixproteine

beitragen. Bei Fibrose in Nieren von Mausen konnte in der Literatur beobachtet werden,
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dass ungefahr 12% der Fibroblasten aus dem Knochenmark stammen und 30% durch
EMT entstehen %,

Dennoch scheinen die Epithelzellen in einer noch nicht geklarten Weise zur Produktion
der ECM beizutragen, da in unseren Zellkultur-Experimenten eine erhéhte Expression von
Fibronektin auf mRNA-Ebene und auch auf Protein-Ebene nachgewiesen werden konnte.

Die durch die Zellschadigung ausgelosten Entziindungsreaktionen fuhren in der Niere
durch den oben diskutierten Mechanismus zu erhdhter Bildung von extrazellularer Matrix,
um das geschadigte Gewebe zu ersetzen. Bei chronischer Schadigung der Zellen bzw.
des Gewebes kann eine Verknipfung von Bestandteilen der ECM-Proteine untereinander
die Stabilitat der Matrix gegen proteolytische Matrix-Metalloproteasen (MMP) erhdhen
65.68,70.74-76 Ejne Verkniipfung von Collagen mit Fibronektin macht die ECM sogar resistent
gegen MMPs .

Eine solche Verknupfung ware auch bei dem Patient dieses Fanconi-Syndroms denkbar,
da die post mortem enthommene Nierenprobe eine starke Fibrose zeigt.

Dafir sprechen wiirden auch die Ergebnisse unserer Zellkultur-Experimente mit LLC-
PK1lwur: Zellen, die eine stark erhéhte Expression von extrazellularem Fibronektin
aufwiesen (Abb. 27).

Moglicherweise konnten Medikamente, deren anti-fibrotischer Effekt bereits untersucht
wurde ®, auch bei diesen Patienten eingesetzt werden, um die Entstehung der Fibrose

und das darauf folgende Nierenversagen zu verlangsamen.

5.9 Therapieoptionen

Weiterhin wurden zwei unterschiedliche Futterungsversuche mit Wildtyp Mausen
durchgefuhrt, um die Expression von FAP2 zu beeinflussen. Zum einen sollte in einem
Experiment durch eine Supplementation mit L-Arginin untersucht werden, ob die
Expression von FAP2 dadurch stimuliert werden kann. In einem zweiten Versuch sollte
durch eine Supplementation mit Kreatin die Expression von FAP2 verringert werden.
Beide Stoffe waren eine Maoglichkeit fir eine Behandlung unserer Patienten um die
Expression des mutierten FAP2 zu verringern.

Eine Supplementation mit L-Arginin ware zudem noch eine Option, um den Ph&notyp von
neuen FAP2 Knockin Mausen zu stimulieren.

L-Arginin ist zusammen mit Glycin das Ausgangsprodukt flir Guanidinoacetat, welches
weiter zu Kreatin verstoffwechselt wird. Dieser erste Schritt wird von FAP2 enzymatisch
142

umgesetzt °*°. 2015 wurde die exogene Gabe von L-Arginin bei Ratten untersucht

Nach 13 wdchiger Supplementation zeigten die behandelten Ratten eine erhdhte
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Plasmakonzentration an L-Arginin und eine erhoéhte Aktivitdt von FAP2 in Niere und Leber
142.

In unserem Versuch wurden WT-Mause benutzt, die fur zwei Wochen 1% (w/v) L-Arginin
Uber das Trinkwasser erhielten, um dem Enzym mehr Ausgangsprodukt bereitzustellen,
da es zu den semi-essentiellen Aminosauren gehdrt. Da die Expression von FAP2 so auf
MRNA- und Protein-Ebene in der Niere signifikant erhoht werden konnte (Abb. 35), ware
diese Behandlung eine Mdglichkeit, den Phanotyp bei den geplanten neuen FAP2
Knockin-Mausen zu stimulieren, da die ersten Symptome der Patienten im friihen
Kindesalter auftreten, Mause aber eher nicht langer als ein bis zwei Jahre leben.
Zusatzlich kdnnte eine L-Arginin-arme Didt bei unseren Patienten die Expression von
mutiertem FAP2 verringern und so die Entstehung der intramitochondrialen FAP2-
Agglomerate in proximalen Tubuluszellen der Patienten mdglicherweise verzégern. L-
Arginin ist vor allem in Nissen und Samen, sowie in Fisch, Rind-, Schweine- und
Huhnerfleisch enthalten.

Im zweiten Versuch erhielten WT Mause 1% Kreatin (w/v) fur eine Woche (ber das
Trinkwasser. Bei der Auswertung der FAP2-Expression in den Nieren der Versuchstiere
konnte bestatigt werden, dass Kreatin als Endprodukt eine negative Rickkopplung auf die
Expression von FAP2 hat (Abb. 36), wie es auch von McGuire et al. 1984 beschrieben
wurde %,

Die exogene Gabe von Kreatin kdonnte also eine weitere mdgliche Therapieoption fir
FAP2-Patienten darstellen, da dies vermutlich die Bildung der intramitochondrialen
Filamente in proximalen Tubuluszellen der Patienten verlangsamen wirde, da die

Expression von mutiertem FAP2 verringert wird.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine neuartige, autosomal-dominant vererbte
Form des renalen Fanconi-Syndroms untersucht. Neben der klassischen proximalen
Tubulopathie, die bereits in der Kindheit einsetzt und eher mild ausféllt, kommt es bei
allen betroffenen Patienten im Erwachsenenalter zu einem terminalen Nierenversagen
und zur Ausbildung fibrotischer Schrumpfnieren. Uber Kopplungsanalysen konnte das
betroffene Gen identifiziert werden, dessen Genprodukt als Stoffwechselenzym
normalerweise in den Mitochondrien frihproximaler Tubuluszellen lokalisiert ist und von
uns als FAP2 (,Fanconi-assoziiertes Protein 2%) bezeichnet wird.

Durch die Untersuchung des renalen Phénotyps einer FAP2 Knockout Maus konnte eine
Haploinsuffizienz als Ursache der Krankheitsentstehung ausgeschlossen werden. Diese
Mause zeigten keine Symptome eines Fanconi-Syndroms.

Es hat sich herausgestellt, dass mutiertes FAP2 in der mitochondrialen Matrix mit sich
selbst aggregiert und sich dort in Form langer Fibrillen ablagert. Dies konnte sowohl im
verwendeten Zellmodell (stabil transfizierte, induzierbare LLC-PK1 Zellen), als auch in der
untersuchten Patientenbiopsie nachgewiesen werden. Als Folge davon werden uber
einen bisher noch nicht im Detail bekannten Mechanismus schwere Entziindungs-
prozesse, das Absterben von proximalen Tubuluszellen und eine Fibrose induziert. Als
Mechanismus, der diese Entzlindungsprozesse anstdf3t, wurde eine Aktivierung des
NLRP3-Inflammasomenkomplexes nachgewiesen. In unserem Zellmodell konnte eine
Erhéhung von NLRP3 auf mRNA-Ebene beobachtet werden, sowie auch eine Erhéhung
von IL-18 auf mRNA- und auf Protein-Ebene. IL-18 ist ein bekannter potenter
Entziindungsmediator, der in der Literatur bereits mit der Entstehung der Nierenfibrose in
Zusammenhang gebracht wurde. Als Fibrose-Marker waren im Zellmodell die mRNA- und
Protein-Expression des extrazellularen Matrixproteins Fibronektin 1 und des
mesenchymalen Markers Glattmuskel-Aktin erhdht. Die Untersuchung einer post mortem
Patientenniere zeigte in Ubereinstimmung mit den in vitro Daten eine starke Fibrose, die
sich Uber das gesamte Nierengewebe erstreckte.

Zusammenfassend sind sehr wahrscheinlich die Aggregate von mutiertem FAP2 die
Ursache fur die Entstehung der vorliegenden Erkrankung. Interessanterweise lasst sich
durch spezielle Nahrungssupplementationen die Expression von FAP2 als
Stoffwechselenzym beeinflussen. So konnte eine Reduktion der Expression von
mutiertem FAP2 eine Therapieoption darstellen, da dadurch die die Aggregatbildung

reduziert werden kann.
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