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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Glutarazidurie Typ 1

Die Glutarazidurie Typ 1 (synonym: GA-1; Gilutaryl-CoA-Dehydrogenase-
Defizienz; MIM 231670) ist eine hereditare Erkrankung, bei der sich im Rahmen
metabolischer Krisen schwere motorische Behinderungen ausbilden kénnen. Die
1975 erstmals von S.I. Goodman beschriebene Erkrankung tritt mit einer
geschatzten Inzidenz von 1:100.000 Neugeborenen auf (Goodman et al. 1975,
Lindner et al. 2004). In genetisch homogenen Populationen wie der Amish
Community (Pennsylvania, USA) ist sie mit einer Inzidenz von 1:400 haufiger
(Morton et al. 1991).

Der Glutarazidurie Typ 1 liegen autosomal rezessiv vererbte Mutationen im
Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Gen (GCDH), das sich auf Chromosom 19p13.2
befindet, zugrunde (Greenberg et al. 1994, Goodman et al. 1998). Bisher wurden
Uber 150 verschiedene Mutationen des GCDH-Gens beschrieben (Goodman et al.
1998, Busquets et al. 2000). Die Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH) ist ein
homotetrameres Flavoprotein der mitochondrialen Matrix, das im Abbauweg der
Aminoséauren Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan die oxidative Decarboxylierung
und Dehydrogenierung von Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA katalysiert (Westover et
al. 2001, Liesert et al. 1999). Mutationen im GCDH-Gen fUhren zu reduzierter oder
aufgehobener Aktivitdt des Enzyms, so dass bei Patienten Uber alternative
Abbauwege aus Glutaryl-CoA die Metaboliten Glutarsdure (GA), 3-
Hydroxyglutarsaure (3-OHGA) und Glutaconsaure entstehen (Liesert et al. 1999)
(Abb. 1). Diese organischen Sauren akkumulieren in Korperflissigkeiten und
Geweben der betroffenen Patienten, werden aber auch renal ausgeschieden
(Liesert et al. 1999). Sie zeichnen sich durch eine neurotoxische Wirkung,
insbesondere auf Neuronen des Corpus striatum, sowie durch schadigende
Einfliisse auf die Integritat von BlutgefaBen aus (Strauss et al. 2003, Mihlhausen
et al. 2004, 2006). Uber welche Wege die Metaboliten transportiert werden und
welche Mechanismen den Zellschadigungen zugrunde liegen, ist weitgehend
ungeklart. Aufgrund der Strukturdhnlichkeit von 3-OHGA und dem
Neurotransmitter Glutamat werden NMDA-Rezeptor-abhangige exzitotoxische
Mechanismen beziglichen der Neurotoxizitat diskutiert. Es konnten aber auch
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NMDA-Rezeptor-unabhéngige Effekte gefunden werden (Ullrich et al. 1999, Kdlker
et al. 2004).

Glutaryl-CoA-
Dehydrogenase
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! I CH3
CH, CH, |
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Abb.1: Gestorter Stoffwechselweg bei der Glutarazidurie Typ 1

Die Glutaryl-CoA-Dehydrogenase katalysiert im Abbauweg der Aminosauren Lysin, Hydroxylysin
und Tryptophan die Decarboxylierung und Dehydrogenierung von Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA.
Fehlt das Enzym, so reichert sich Glutaryl-CoA an und wird Uber noch nicht vollstédndig geklarte
alternative Stoffwechselwege zu Glutarsaure, 3-Hydroxyglutarsdure und Glutaconsaure abgebaut.

Klinisch auffallig werden einige Kinder mit GCDH-Defizienz bereits im S&uglings-
und frihen Kleinkindesalter durch eine progrediente Makrozephalie und seltener
durch diskrete neurologische Symptome wie muskulare Hypotonie und Irritabilitat
(Hoffmann et al. 1996). Ohne praventive Behandlungsstrategie (s.u.) entwickeln
etwa 75 Prozent der Patienten, meist im Rahmen von fieberhaften Infektionen
oder Routineimpfungen, eine akute Enzephalopathie mit irreversibler striataler
Destruktion und konsekutiver dyston-dyskinetischer Bewegungsstérung (Brismar
& Ozand 1995, Hoffmann et al. 1994, 1996, Bjugstad et al. 2000) (Abb. 2 a). Diese
Krise tritt mit einem Manifestationsgipfel zwischen dem 6. und 12. Lebensmonat
auf. Nach dem 18. Lebensmonat wurde ein solches Ereignis selten beobachtet.
Jungen haben ein leicht erhdhtes Risiko eine akute Enzephalopathie zu
entwickeln und sind vom AusmaB der motorischen Behinderung durchschnittlich

etwas schwerer betroffen als Madchen (Strauss et al. 2003).
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Die Diagnostik der GA-1 erfolgte bislang durch selektives Screening klinisch
auffalliger Kinder bezlglich der organischen Sauren GA und 3-OHGA im Urin mit
nachfolgender Sicherung der Diagnose durch Enzymatik an Fibroblasten und
molekulargenetische Untersuchungen. Uber das seit 2005 flachendeckend in
Deutschland durchgefiihrte erweiterte Neugeborenenscreening ist es neuerdings
mdglich, betroffene Patienten bereits vor dem Auftreten von Symptomen zu
erkennen. Dem GA-1-Screening zugrunde liegt die Detektion von Acylcarnitinen
im Blut mittels Tandem-Massenspekirometrie (Meyburg et al. 2001). Bei der
Magnetresonanztomographie (MRT) féallt schon bei 80 Prozent der betroffenen
Sauglinge ein hypoplastischer fronto-temporaler Cortex auf. Die Liquorrdume sind
diffus erweitert, seltener werden subdurale Hamatome gefunden. Wahrend der
akuten Enzephalopathie zeigt sich im Tomogramm eine édematése Schwellung
der Basalganglien, im weiteren Verlauf ist dann ein narbiger Umbau mit Atrophie
nachweisbar (Abb. 2 b) (Forstner et al. 2004).

a (] Revrcradloogle UE

Abb 2: Klinik der GA-1

Die betroffenen Kinder zeigen nach
der akuten Enzephalopathie eine
dyston-dyskinetische  Bewegungs-
stérung mit Chorea und Athetose
(@. In der Magnetresonanz-
tomographie fallen kurz nach der
enzephalopathischen Krise
6dematdse Veradnderungen des
Corpus striatum auf (Pfeil) (b).

(Eine Zustimmung seitens der Eltern
und der Neuroradiologie  zur
Verwendung der Bilder liegt
Sikdeieaadl freundlicherweise vor.)

Da eine kausale Therapie derzeit nicht mdglich ist, zielen die
Behandlungsstrategien auf die Pravention neurometabolischer Krisen ab. Die
Basistherapie ist eine proteinarme Diat bei gleichzeitiger Gabe spezieller Lysin-
und Tryptophan-freier Aminosaure-Mischungen, um die Konzentration der
Substrate der GCDH mdglichst gering zu halten. Zusatzlich erhalten die Patienten
L-Carnitin, um den Mangel des biogenen Amins auszugleichen und die
Ausscheidungsrate der cytotoxischen Sauren Uber Carnitinbindung zu erhéhen.
Bei fieberhaften Erkrankungen stehen eine hochkalorische Erndhrung und eine
schnelle antipyretische Therapie im Vordergrund, um katabole Stoffwechsellagen

zu verhindern (MUhlhausen et al. 2004, Kélker et al. 2006). In der metabolischen
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Krise mlssen die Patienten intensivmedizinisch unter Kontrolle des Hirndrucks,
der Hydrierung, der Oxygenierung und der Energiezufuhr und mit zusatzlicher
medikamentdser Neuroprotektion versorgt werden (Strauss et al. 2003).

Unter praventiver Therapie erreichen etwa 90 Prozent der Kinder das zweite
Lebensjahr ohne eine enzephalopathische Krise zu entwickeln (Kdlker et al.
2006). Im weiteren Verlauf fallen sie lediglich durch mildere Symptome, wie etwa
eine schnellere Ermudbarkeit, auf oder bleiben ganzlich symptomfrei. Bei den
Kindern, die eine dystone Bewegungsstérung erworben haben, bestimmen,
abhéngig von der Schwere der Behinderung, sekundare Komplikationen die
Prognose (Strauss et al. 2003).

1.2 Die Gedh-defiziente Maus

Als Modell fir die Glutarazidurie Typ 1 generierten Dr. S. Goodman und Kollegen
(Denver, USA) eine Maus, die durch Deletion der ersten sieben Exone des Gcdh-
Gens im homozygoten Zustand keine Gcdh-Aktivitat zeigt. Bei Gedh-defizienten
Mausen findet sich eine Akkumulation der Metaboliten 3-OHGA und GA im
Gehirn, Blut und Urin. Die Gcedh-defizienten Tiere weisen keine auBerlichen
Auffalligkeiten auf, es findet sich aber eine Hypertrophie der Nieren und im Gehirn
eine isolierte Spongiose des frontalen Cortex. Bei gleichem biochemischen
Phanotyp unterscheidet sich der klinische Phanotyp der Mause radikal von dem
menschlicher Patienten. Die Mause entwickeln unter konventioneller Tierpflege
keine akute Enzephalopathie. Auch durch Stress, z.B. erzeugt durch Injektion von
Lipopolysacchariden zur Imitation einer Infektion, lieB sich eine solche Krise
bislang nicht provozieren. Die Gcdh-defizienten Mause weisen in neurologisch-
motorischen Tests, wie dem Rotarod-Test oder dem auditorischen Startle-
response-Test, lediglich milde Defizite auf (Koeller et al. 2002).

Vor kurzem wurde beschrieben, dass es durch Fitterung einer hochgradig
proteinreichen Diat moglich ist, bei jungen Gcdh-defizienten Mausen eine
neurometabolische Krise zu induzieren (Zinnanti et al. 2006). Die Tiere werden
zunachst hypotherm und hypoaktiv, zeigen dann Bewegungsstérungen, die wie
eine Dystonie imponieren und versterben nach wenigen Tagen. Pathologisch
finden sich ausgedehnte Einblutungen im Gehirn sowie ein ausgepragter

Neuronenverlust mit konsekutiver Gliose des Cortex und des Striatums.
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1.3 Transport von 3-OHGA und GA tber Membranen

Da es sich bei 3-OHGA und GA um geladene Dicarboxylat-Verbindungen handelt,
ist ihre Translokation Uber Membranen nur mit Hilfe spezifischer Transporter
maoglich, zu denen bisher keine verdffentlichten experimentellen Daten vorliegen.
Es ist sehr wahrscheinlich, dass verschiedene Transportsysteme fir die
unterschiedlichen Membranen existieren, Uber die 3-OHGA und GA transloziert
werden. Nach dem bislang bekannten Metabolismus der beiden Dicarboxylate ist
ein Transport Uber die innere und &uBere Mitochondrienmembran, Uber die
Plasmamembran von  Hepatozyten und Neuronen, (Uber vaskulare
Endothelzellbarrieren und Uber die funktionell unterschiedliche basolaterale und

apikale Membran renaler Tubuluszellen erforderlich.

1.3.1 Transporisysteme der Niere

Die Niere erfullt neben ihren Aufgaben in den Bereichen der Volumen- und
Elektrolythomdostase, der Blutdruckregulation und der Hormonsynthese die
wichtige Funktion, wasserldsliche Stoffwechselprodukte und Pharmaka kontrolliert
auszuscheiden. Hierflr stehen eine Anzahl von Transportern zur Verfligung, die
mit unterschiedlicher Spezifitdt Konzentrations- oder ATP-abhangig das Substrat
basolateral oder apikal tber die Tubuluszellmembran transportieren. Den Transfer
unterschiedlicher kleiner Verbindungen vermitteln Proteine, die einer Familie von
Transportern der solute carrier (SLC)-Serie angehdren. Derzeit umfasst die SLC-
Serie 44 Familien mit insgesamt etwa 300 Transportproteinen, die durch passiven
Transport, lonen-abhangigen Transport oder als Austauscher spezifische
Substrate durch Membranen translozieren. Dazu gehdren unter anderem
Transporter fir organische Kationen und Anionen (SLC22- und SLC21-Familie),
fir Dicarboxylate (SLC13-Familie) und Monocarboxylate (SLC16-Familie), flr
Harnstoff (SLC14-Familie), fur Glucose (SLC2- und SLC5-Familie), fUr zahlreiche
Metallionen, Aminosauren und Fettsauren sowie Transporter der mitochondrialen
Matrix (SLC25-Familie) (Hedinger et al. 2004).
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1.3.1.1 Der Organische Kationen Transporter Typ 2

Der Organische Kationen Transporter Typ 2 (OCT2, SLC22a2) ist ein etwa 62 kDa
schweres Protein mit 12 Transmembrandoméanen, das die erleichterte Diffusion
von Monoaminen und kationischen Xenobiotika, aber auch von einigen Anionen
ermdglicht (Griindemann et al. 1999, Hayer-Zillgen et al. 2002) (Tab. 1). OCT2
wird ubiquitéar exprimiert, findet sich aber vorwiegend in der Niere sowie in
geringerer Menge in Leber, Darm und Neuronen (Koepsell et al. 1998, 2003). In
der Niere ist der Transporter basolateral im S2- und S3-Segment des proximalen
Tubulus lokalisiert, sodass ihm eine wichtige Funktion in der regulierbaren
Clearance von organischen Kationen aus dem Blut zukommt (Karbach et al. 1999)
(Abb. 3). Auch in anderen Organen ist OCT2 in polarisierten Zellen basolateral
lokalisiert und vermittelt primar einen Influx der lonen. Bei intrazellulérer
Kationenakkumulation kann es aber auch zum OCT2-vermittelten Efflux kommen
(Koepsell et al. 1998). Die Transportaktivitdt von OCT2 ist vom extrazellularen pH-
Wert abhéngig. Sie sinkt bei zunehmender Aziditat (Kakehi et al. 2002). An Ratten
konnte gezeigt werden, dass die Expression von OCT2 besonders bei mannlichen
Tieren mit dem Alter zunimmt. Werden die erwachsenen Tiere gonadektomiert, so
gleicht sich die Expression des OCT2 derjenigen der weiblichen Tiere an (Slitt et
al. 2002).

luminal
Glomerulum:
OK*
A MDR1 ]
proximaler / _| Sammel- ATP «— S
Tubulus c: rohr ocT2
\ distaler oK*
N Tubulus
—_—>
\ o
Henle- \_/ N
Schleife
- Tubuluszelle

Abb. 3: Proximal-tubulare OCT2-vermittelte Sekretion organischer Kationen

Der proximale Tubulus schlieBt sich dem Glomerulum an (s. Nephron links im Bild). Somit erfolgt
die Sekretion von organischen Kationen (OK") Gber OCT2 bereits frih. OCT2 ist basolateral in der
proximalen Tubuluszelle lokalisiert. Wahrend der Einstrom aus dem blutseitigen Interstitium in die
Zelle passiv erfolgt, ist luminal ein primar aktiver, ATP-abhéngiger Transport (z.B. Multi Drug
Resistance Protein 1 = MDR1) oder ein Protonen-abhangiger Transport fir die Abgabe in den
Primarurin notwendig.
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Tab. 1: Lokalisation, Substrate und Inhibitoren des OCT2

Lokalisationen Substrate Modellsubstrate Inhibitoren
Niere Dopamin TEA Phenoxybenzamin
Harnblase Adrenalin MPP SKF550
Leber Noradrenalin Disprocynium24
Darm Cholin
Gehirn Serotonin
Thymus Histamin
Plazenta Cisplatin

Amantadin

Biguanide

Cimetidin

1.3.1.2 Der Natrium-abhangige Dicarboxylat Transporter Typ 3

Der Natrium-abhangige Dicarboxylat Transporter Typ 3 (NaDC3, SLC13a3) ist ein

66 kDa schweres Transmembranprotein, das vorwiegend in der Niere exprimiert

wird (Abb. 4), aber auch in Leber, Pankreas und Gehirn nachgewiesen werden

konnte. Er beférdert pH-Wert-abhangig

im Kotransport mit Natrium-lonen

vorrangig Intermediate des Zitratzyklus in die Zelle hinein (Markovich et al. 2004,

Huang et al. 2000) (Tab. 2). Die Expression von NaDC3 steigt mit zunehmendem
Alter an (Wang et al. 2003).

Glomerulum

proximaler |

Tubulus ::l/
AN

luminal

_| Sammel-
rohr

distaler

Henle- J\&_}/ N
Schleife

Tubulus

]

Tubuluszelle

-K'-ATPase

Abb. 4: Proximal-tubuldre NaDC3-vermittelte Sekretion von Dicarboxylaten

NaDC3 ist in der basolateralen Membran proximaler Nierentubuluszellen lokalisiert. Im Kotransport
mit drei Natriumionen transloziert er ein Dicarboxylat lon (Dc2') in die Zelle hinein. Dieser Transport ist
sekundar aktiv, da Natrium Gber die Na'™-K*-ATPase wieder aus der Zelle hinaus gepumpt werden
muss. Auf der luminalen Seite sorgt unter anderem der Organische Anionen Transporter Typ 4
(OAT4) im Austausch gegen organische Anionen flir die Sekretion der Dicarboxylate in den

Primé&rurin.
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Tab. 2: Lokalisation, Substrate und Inhibitoren des NaDC3

Lokalisationen Substrate Modellsubstrate Inhibitoren
Niere Succinat Glutarsaure Lithium
Leber Citrat

Pankreas a-Ketoglutarat

Gehirn

Plazenta

13
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2 Zielsetzung

Die Glutarazidurie Typ 1 ist eine angeborene Stoffwechselstérung, bei der es
aufgrund eines Defekts der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH) zu Stérungen
im Abbau der Aminosauren Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan und nachfolgend
zur  Akkumulation der Metaboliten 3-Hydroxyglutarsaure (3-OHGA) und
Glutarsaure (GA) kommt. Ein GroBteil der betroffenen Kinder erleidet im Rahmen
kataboler Stoffwechsellagen wahrend einer vulnerablen Phase zwischen dem 6.
und 18. Lebensmonat eine akute Enzephalopathie mit Destruktion des Striatums
und konsekutiv irreversibler dyston-dyskinetischer Bewegungsstérung. Bislang lag
bei Untersuchungen zur Glutarazidurie Typ 1 der Schwerpunkt auf neuronalen und
vaskularen Mechanismen, die zur Auslésung solcher Krisen beitragen. Wahrend
der Charakterisierung Gcedh-defizienter Mause, als Modell der Glutarazidurie Typ
1, stellte sich heraus, dass die Nieren ebenfalls betroffen sind. Sie weisen eine
Hypertrophie auf, deren Ursache unbekannt ist.

Ziel der Arbeit war es, die molekularen Ursachen der morphologischen und
funktionellen Verédnderungen an den Nieren Gcdh-defizienter Mause néher zu
beschreiben. Zunachst sollte geklart werden, welches histologische Korrelat der
Nierenhypertrophie zugrunde liegt. Mittels DNA-Microarray- und Protein-Analytik
sollte untersucht werden, wie die Niere auf transkriptioneller und translationaler
Ebene auf die pathologische Stoffwechsellage wéahrend verschiedener
Entwicklungsstufen der Maus reagiert. Ausgewahlte Parameter sollten
anschlieBend, auch unter Bedingung einer induzierten metabolischen Krise bei der
Gcedh-defizienten Maus, naher charakterisiert werden. Der Schwerpunkt der
Untersuchung sollte dabei auf der Identifizierung potentieller Transportproteine fur
3-OHGA und GA liegen. Zuletzt sollte geklart werden, inwiefern die Nierenfunktion
Gcedh-defizienter Mause unter basalen Bedingungen sowie in der metabolischen

Krise beeintrachtigt ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad pro analysi. Die

nicht angegebenen Reagenzien wurden entweder von Merck, GIBCO/BRL,

Pierce, Sigma, Amersham Pharmacia oder BioRad bezogen.

Acrylamid 30% / Bisacrylamid 0,8%

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Bio-Rad Protein Assay

Bromphenolblau

Caesiumchlorid (CsCly)

Calciumchlorid (CaCly)

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat

Dithiotreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure-
Dinatriumsalz (EDTA)

ECL-Reagenz (Super Signal)

Ethidiumbromid

Fluorescent Mounting Medium

Formaldehyd

Giemsa Farbelésung

Glycerin

Glycin

Glutarsaure

Guanidin Isothiocyanat

3-Hydroxyglutarsaure

Kaliumdihydrogenphosphat
Ketanest S
N-Lauroylsarcosine
Magnesiumchlorid (MgCl,)
May-Grunwald-Lésung
Methanol
B-Mercaptoethanol
Natriumacetat (NaAc)
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Roth, Karlsruhe
GIBCO/BRL,Eggenstein
Serva, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen
BioRad, Minchen
Paesel + Lorei, Duisburg
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Pierce Rockford, IL, USA
Sigma, Deisenhofen
Dako, USA

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Gibco BRL, USA
Synthetisiert und zur Verfigung gestellt
von Prof. J. Thiem, Institut flr
Organische Chemie, Universitat
Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Pfizer, USA

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
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Natriumcarbonat J.T. Baker, Holland
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma, Deisenhofen
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Darmstadt
Natriumthiosulfat Sigma, Deisenhofen
Para-Formaldehyd Merck, Darmstadt
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Sigma, Deisenhofen
(25:24:1)

Pikrinsaure Sigma, Deisenhofen
Rompun 2% Bayer, Leverkusen
Saccharose Merck, Darmstadt
Serva blue G Serva, Heidelberg
Silbernitrat Merck, Darmstadt
Solvable Tissue Solubilizer Perkin EImer, USA
Tetraethylammonium Chlorid Sigma, Deisenhofen
Triton X-100 Sigma, Deisenhofen
Trizma base Sigma, Deisenhofen
Tween 20 Serva, Heidelberg
Wasserstoffperoxid (H205) Merck, Darmstadt

3.1.2 Radioaktive Substanzen

4C-Tetraethylammonium Bromid Perkin Elmer, Boston

3.1.3 Enzyme und Nukleotide

Collagenase CLS II Biochrom, Berlin

DNase, RQ1 Promega

dNTP-Set, ultrapure Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Oligo d(T)1e-Primer Roche Diagnostics, Mannheim

PCR-Primer MWG-Biotech AG, Ebersberg

Proteinase K Merck, Darmstadt

Random Hexamers Roche Diagnostics, Mannheim

Taqg-DNA-Polymerase Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

3.1.4 Proteine und Proteinstandards

Casein, aus Kuhmilch Sigma, Deisenhofen

Collagen I, aus Kalbshaut Sigma, Deisenhofen

Gelatine, aus Kalbshaut Sigma, Deisenhofen

Kreatinin Hitado, Méhnesee

Rainbow™-coloured Protein-Standard Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Rinderserumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg
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3.1.5 DNA-Standards

DNA-Ladder, 100 Bp

3.1.6 Kits

LightCycler-FastStart DNA Master SYBR-
Green |
Superscript |ll Reverse Transkriptase

3.1.7 Zellkulturldsungen

Fotales Kalberserum (FKS)
Optimem-|

PBS fur Zellkultur
Penicillin/Streptomycin/Neomycin

GIBCO/BRL, Eggenstein

Roche Diagnostics, Mannheim

Invitrogen, USA

GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen

3.1.8 Puffer, Medien und Losungen

Die verwendeten Puffer und Lésungen wurden gemaB den Instruktionen der

,current Protocols in Molecular Biology® (2000), Harvard Medical School
angesetzt.
3.1.9 Antikorper
3.1.9.1 primare Antikorper
Antigen Spezies Referenz/Firma Verdiinnung
wB IF IH
OCT2 Alpha Diagnostic, . . i
Ratte San Antonio, TX 1:1.000 1:200
NaDC3 K Alpha Diagnostic, i i 1:50
Maus San Antonio, TX '
Collagen | Santa Cruz, . i i
human 4 Santa Cruz, CA 1:500
Flkr)]ronektln K Sigma, Deisenhofen  1:1.000 - -
uman
B-Aktin Santa Cruz, 1:950 i i
human Santa Cruz, CA '

Z: Ziege, K: Kaninchen, WB: Westernblot, IF: Immunfluoreszenz, IH: Immunhistochemie
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3.1.9.2 sekundare Antikorper

. — L _ Dianova,
Kaninchen-anti-Ziege-lgG, HRP-gekoppelt; 1:10.000 im WB Hamburg
. . . ) . Dianova,
Ziege-anti-Kaninchen-1gG, HRP-gekoppelt, 1: 10.000 im WB Hamburg
. . . ) . Sigma,
Schaf-anti-Kaninchen-IgG, Cy3 Konjugat, 1:400 in der IF Deisenhofen

3.1.10 Verbrauchsmaterialien

Gewebekulturschalen, 60x15 cm Sarstedt, USA
Immersionsdl 518 C Zeiss, Oberkochen
Light-Cycler Capillaries (20pl) Roche Diagnostics, Mannheim
Linsenpapier MN 10 B Zeiss, Oberkochen
Nitrocellulose Blotting Membran BioRad, Minchen

0,2 ym
Objekttrager und Deckglaser Menzel Glaser
Réntgenfilme, XAR-5 Kodak, Stuttgart
Spritzenvorsatzfilter, 0,45um Qualilab, Bruchsal
TC-Plate, 24 well Greiner, Frickenhausen
Whatman GB002-Papier Schleicher & Schill, DaBel
Zentrifugenréhrchen 2.2 PA Hitachi, USA

3.1.11 Geréate

Analysenwaagen Typ AC 100 Mettler Waagen, Giessen
Analysenwaagen Typ BP 2100S Sartorius, Géttingen
Beta-Counter LS 3801 Beckman, USA
Blot-System, Transphor Typ SE 600 Hoefer Scientific Instruments, USA
Eismaschine AF 10 Scotsman
Elektrophoresekammern flir Agarosegele  BioRad, Minchen
Elektrophoresekammern fiir Hoefer Scientific Instruments, USA
Polyacrylamidgele
Filmentwicklungsmaschine Agfa-Gevaert, Leverkusen
Modell Gevamatic 60
Gefrierschrank —80 °C New Brunswick, Edison
Geltrockner, Modell Gel Air Dryer BioRad Herkules, USA
Heizblock Modell Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg
Homogenisator Typ Tissue Tearer, Dremel, USA
Model 985-370
Inkubationsschuttler Modell G25 New Brunswick Sc., Edison
Injektionsblock fur Mause Eigenbau, Werkstatt des Zentrums
fir Biochemie der Universitat
Géttingen
Magnetrihrer lka-Combimag Ret Janke & Kunkel, Staufen
Metabolischer Kafig fir Mause Typ Tecniplast, Italien
3600M021
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Mikroskope:
Phasenkontrastmikroskop,

Modell ID 03
Fluoreszenzmikroskop, Axiovert 100
Zusatzausstattung fir das Axiovert
100: DP 50-Kamera
Software: Analysis Soft Imaging
System
Mikrowellenherd
Netzgerat Standard Power Pack P25
pH-Meter Knick 647
PCR-Thermocycler:
LightCycler Instrument
Mastercycler, Gradient
Perfusionspumpe P1
Photometer
Photometer, Modell RS 232 C
Photometer Ultrospec 1100 pro

Pipetten fir Volumina im pl-Bereich
Sterilbank HS 12
Tissue Tearer
Ultraschall-Desintegrator Sonifier
W-450
UV-Transilluminator
Vakuum Konzentrator
Modell Speed Vac SPD 111V
Vortex-Genie
Wasserbad Typ HOR 7225
Zentrifugen:
Minifuge GL
Eppendorf Kihlzentrifuge, Modell
5417
Eppendorf Tischzentrifuge 5415 D
Ultrazentrifuge Sorvall Discovery M120

Rotoren fiir die Minifuge:
F-45-30-11
F-45-24-11

Rotoren fir die Ultrazentrifugen:
S 100 AT4, S55S,

19

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Olympus, Hamburg

Bosch
Biometra, Géttingen
Schitt, Géttingen

Roche Diagnostics, Mannheim
Eppendorf, Hamburg
Pharmacia Biotech, USA

Eppendorf, Hamburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Osterode

Dremel, USA

Branson Ultrasonic SA, Carouge-
Geneve, USA

Raytest, Straubenhardt
Vacuubrand, Wertheim

Bender & Hobein AG, Ziirich
Kdttermann, Haningsen

Heraeus, Osterode
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Kendro Laboratory Products,
Newtown, Connecticut USA

Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Kendro Laboratory Products,
Newtown, Connecticut USA
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3.2 Mauslinien und Tierversuchsantrage

Heterozygote Tiere der Mauslinien GAc57BI6 und GA129SVJ wurden
freundlicherweise von Dr. S.I. Goodman (Denver, USA) bereitgestellt. Beide Linien
weisen den gleichen Defekt im Gedh-Gen auf. Durch Kreuzung von Heterozygoten
jeweils einer Linie erhalt man die flr die Versuche verwendeten GAexp-Tiere
(,Hybrid-vigour“-Kreuzungsverfahren).

Alle Tierversuche wurden nach Prifung und Genehmigung durch die
Tierschutzkommission des Amts flir Gesundheit und Verbraucherschutz, Abteilung
fur Veterinarwesen der Freien und Hansestadt Hamburg durchgefihrt
(Genehmigung Nr. 26/05 vom 11.04.2005 und Zusatzgenehmigung zu Nr. 26/05
vom 02.06.2006).

3.3 Methoden

3.3.1 Molekularbiologische Methoden

3.3.1.1 Isolierung genomischer DNA

Lysispuffer 100mM Tris/HCI pH 7,4
5mM EDTA
200mM NaCl
SDS-Lésung 10% SDS
Proteinase K-L6sung 20 mg/ml in Lysispuffer
Solubilizer 100mM Tris/HCl pH 7,4
5mM EDTA

Genomische DNA wurde fir die Genotypisierung aus den Schwanzspitzen und fir
die Untersuchung der Nierenhypertrophie aus den gesamten Nieren der Mause
isoliert. Dazu wurden die Gewebe Uber Nacht in 1 ml Lysispuffer, 20 pl SDS-
Lésung und 80 pl Proteinase K-Lésung unter Schitteln bei 56 °C inkubiert. Nach
10-miniitiger Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C wurde dem Uberstand 500 pl
Isopropanol zugegeben. Nach mehrmaligem Invertieren erfolgte eine 5-minttige
Zentrifugation. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet getrocknet. Die
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getrocknete DNA wurde anschlieBend mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen und
erneut bei 37 °C getrocknet. Das DNA-Pellet wurde in 100 pl H,O aufgenommen
und 30 min bei 37 °C geldst.

3.3.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die photometrische Messung der DNA-Konzentration erfolgte bei 260 nm in einer
UV-Kivette gegen TE-Puffer bzw. Aqua bidest. Eine ODys von 1 entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA und 31 pg/ml Oligonukleotiden.

3.3.1.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Methode, um definierte DNA-
Fragmente mit Hilfe der thermostabilen DNA-Polymerase des thermophilen
Bakteriums Thermophilius aquaticus (Taq) zu amplifizieren (Saiki et al. 1988).

Als Template wurde DNA verwendet, die mittels Praparation aus Schwanzspitzen
gewonnen wurde. Das dNTP-Set wurde auf eine Endkonzentration von 2,5mM je
Nukleotid verdinnt. Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem
Thermocycler in 30 Zyklen, bestehend aus Denaturierung bei 94 °C fir 15 sec,
63 °C far 1 72 °C far 1 min
(Primersequenzen siehe Tabelle 8.2 im Anhang).

Annealing bei min und Extension bei

Primer dNTP Tag-
DNA- . 10 x
3"und 5’ (2,5mM je Polymerase | H>O
Template . PCR-Puffer
(10 pmol/pul) Nukleotid) (5 U/ul)
50 ng je1ul 1l 5ul 0,5 pl ad 50 pl

Bei jeder PCR wurden zwei Kontrollen mitgefihrt. Es wurde jeweils eine Probe
ohne DNA-Template und eine ohne Oligonukleotid-Primer angesetzt.

3.3.1.4 Auftrennung von DNA im Agarosegel

TAE-Puffer 40mM Tris base
20mM Essigsaure
2mM EDTA
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Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GréBe wurden 1-2%ige
(w/v) Agarosegele verwendet. Die erforderliche Agarosemenge wurde in Tris-
Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) im Mikrowellenherd aufgekocht und nach dem
Abkuhlen auf ca. 55 °C mit Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0,5 pg/ml).
Die Proben wurden mit DNA-Ladepuffer (0,05% Bromphenolblau; 45% TAE-
Puffer; 55% Glycerin) versehen und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei
einer Spannung von 3-4 V/cm durchgefiihrt. Durch das in die DNA eingelagerte
Ethidiumbromid wurden die DNA-Fragmente unter UV-Licht als Bande sichtbar.
Zur Dokumentation wurde das Agarosegel auf dem UV-Transilluminator mit einem
Fotosystem aufgenommen und ein Ausdruck des Bildes erstellt.

3.3.1.5 RNA-Isolierung aus Gewebe und Zellen

Guanidin-Lsg. 5M Guanidine-Thiocyanat

50mM Tris/HCI, pH 7,5

10mM EDTA
Sarkosyl-Lsg. 20% (w/v)  Sarkosyl
Caesiumchlorid-Lsg. 5,7M Caesiumchlorid

in 100mM EDTA, pH 8,0

Resuspensionspuffer 5mM EDTA

0,5% (w/v) Sarkosyl

5% B-Mercaptoethanol

Far die Isolierung von RNA aus Gewebe wurde dieses zunachst mit dem Skalpell
zerkleinert. Nach Zugabe von 950 pl Guanidin-Lésung und 50 pl B-
Mercaptoethanol wurde das Gewebe durch mehrmaliges Aufziehen durch eine
Spritze mit 20G-Nadel homogenisiert und anschlieBend 10 min bei 12.000 x g und
12 °C zentrifugiert. (Bei RNA-Isolierung aus kultivierten Zellen wurden diese in der
Guanidin-Lésung abgeschabt und anschlieBend identisch wie oben fortgefahren).
Der Uberstand wurde mit 100 pl Sarkosylldsung versetzt und 2 min bei 65 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden 500 pl Caesiumchlorididsung mit dem Uberstand
Uberschichtet und 20 h bei 113.000 x g und 22 °C im Swing-out-Rotor S55S
zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in 400 pl Resuspensionspuffer
aufgenommen und 1 min bei 56 °C inkubiert. Durch sequenzielles Mischen mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

22



Material und Methoden

wurde die RNA aufgereinigt und anschlieBend aus der oberen Phase durch
Zugabe von Natrium-Acetat ad 0,3M sowie 2,5 Vol. Ethanol bei -80 °C fir 30 min
prazipitiert. Die RNA wurde durch Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4 °C fir 30
min pelletiert. Das Pellet wurde anschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet, in
50 pl A. dest. aufgenommen und anschlieBend einer DNase-Behandlung nach den
Instruktionen des Herstellers (Promega) unterzogen. Nach 30 min Inkubation bei
37 °C wurde die RNA wiederholt durch Phenol/Chloroform-Extraktion gereinigt
(s.0.).

3.3.1.6 DNA-Microarray

RNA aus Nieren von Gcdh-defizienten und Wildtyp-Mausen der Altersstufen 42
und 100 Tage wurde zur Microarray-Analyse in das UKE-eigene Servicelabor
(Institut fir Klinische Chemie, Dr. T. Streichert) gegeben. Die Analyse erfolgte
unter Verwendung des Affimetrix-Systems. Es wurde der Gen-Chip Mouse
Expression Set 430 verwendet.

3.3.1.7 Realtime-PCR

Fir die Realtime-PCR wurde zunachst RNA mit Hilfe von Reverser Transkriptase
(RT) in cDNA umgeschrieben. Die RT ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase,
die einzelstrdngige RNA als Template fir die Synthese eines komplementaren
DNA-Stranges benutzt. Zunachst wurde 1 pg RNA mit unspezifischen Primern fir

10 min bei 70 °C im Thermocycler inkubiert und anschlieBend auf Eis abgekuhilt.

Random-Hexamers | Oligo d(T)e-Primer
RNA (50uM) (50uM) H20
1 ug 1 ul 1l ad 20 pl

Nach Zugabe von DTT, einem Nukleotid-Mix und Reverser Transkriptase erfolgte
die Transkription ebenfalls im Thermocycler fiir 1 h bei 42 °C.

Superscript 1l
ox 0.1M DTT dNTP Reverse
First strand buffer ’ (10mM je Nukleotid) | Transkriptase
(200 U/ul)
5 pl 3 pl 6 pl 1 ul
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Bei der anschlieBenden Realtime-PCR interkaliert der fluoreszierende Farbstoff
SYBR-Green mit jedem neu amplifizierten DNA-Strang. So kann im Light Cycler
die Menge der DNA durch Messung der Fluoreszenz nach jedem Zyklus in
Echtzeit und nicht als Endpunktquantifizierung wie bei der herkdmmlichen
semiquantitativen PCR gemessen werden. Fir die PCR wurde die cDNA mit
MgCl,, den spezifischen Primern (Primersequenzen siehe Anhang 8.2) und der

Polymerase versetzt und der Ansatz in Glaskapillaren der Firma Roche pipettiert.

, _ SYBR-
Primer Primer
cDNA- Green-
25mM MqgCl, | forward reverse ad H.O
Template Polymerase
(10 pmol/ul) | (10 pmol/ul)
(10x)

1,5 pl 8,7 ul 0,75 ul 0,75 ul 1,5 pl 15 pl

Die PCR erfolgte im Light Cycler. Auf die initiale Aktivierung der Polymerase bei
95 °C fur 10 min folgten 35 Zyklen, bestehend aus der Denaturierung bei 95 °C far
1 sec, dem Annealing (primerspezifische Temperatur siehe Anhang 8.2) flir 10 sec
und der Extension bei 72 °C fir 20 sec. Im Anschluss wurde zur Kontrolle der
Annealing-Eigenschaften der Primer eine Schmelzkurve nach Standardprotokollen
erstellt. Die Messungen erfolgten in Doppelbestimmung, zur Kontrolle wurde eine
Probe ohne cDNA mitgefuhrt.

Die Auswertung erfolgte nach der AAC-Methode zur relativen Quantifizierung
unter Verwendung von Gapdh als Housekeeping-Gen.

3.3.2 Biochemische Methoden

3.3.2.1 Isolierung von Membranproteinen aus Geweben

Um Membranproteine im Westernblot nachweisen zu kénnen, ist es oftmals nétig,
diese zunachst mittels spezieller Verfahren aus der Membranverankerung zu
Puffer) wurde in
Homogenisierungspuffer (50mM Tris, 150mM NaCl und 2mM EDTA, pH 7,4)
durch mehrmaliges Aufziehen durch eine Spritze mit 20G-Nadel homogenisiert

l6sen. Das Gewebe (0,2 mg Feuchtgewicht / ml

und der postnukledre Uberstand (PNS) als Gesamthomogenat nach Zentrifugation

bei 1.000 x g und 4 °C fir 5 min abgenommen. Der PNS wurde anschlieBend bei
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100.000 x g und 4 °C fur 30 min zentrifugiert. Das Pellet, das alle
Membranbestandteile der Zelle enthalt, wurde in 0,2% Triton X-100-haltigem
Homogenisierungspuffer mittels Vortex-Gerat resuspendiert und fir 30 min auf Eis
inkubiert. Das Lésen der integralen Proteine wurde durch Ultraschall-Sonifikation
erganzt. Nach erneuter Ultrazentrifugation (s.0.) wurde der Uberstand mit den

enthaltenen Membranproteinen abgenommen.

3.3.2.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden in Doppelbestimmungen nach der Methode von

Bradford, 1976, gemessen.

3.3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Anodenpuffer 25mM Tris/HCI, pH 8,6
192mM Glycin

Kathodenpuffer 25mM Tris/HCI, pH 8,6
192mM Glycin

0,1% (wA)  SDS

Proteine wurden nach ihrer GréBe durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) in modifizierter Form nach Laemmli, 1970, in
einem diskontinuierlichen Puffersystem getrennt. Die Acrylamid-Konzentration der
Trenngele variierte in Abhangigkeit von dem darzustellenden Protein zwischen 8%
und 15%. Die Auftrennung erfolgte bei Raumtemperatur und 55 mA/Gel fir ca. 3h.

3.3.2.4 Westernblot

Transferpuffer 25mM Tris
192mM  Glycin
20% Methanol

Nach Auftrennung von Proteingemischen durch SDS-PAGE wurden die Proteine

in einer Elektroblot-Apparatur fir 90 min bei 900 mA auf eine

25



Material und Methoden

Nitrocellulosemembran elektrotransferriert (Towbin et al. 1979). Danach wurden
nicht besetze Stellen auf der Nitrocellulosemembran durch Inkubation mit
Blockpuffer (10mM PBS, 5% Milchpulver, 0,05% Tween-20) fir 2 h bei
Raumtemperatur abgesattigt. Die Inkubation des Priméarantikérpers erfolgte Gber
Nacht bei 4 °C in Blockpuffer. Danach wurde die Nitrocellulosemembran 3 x 5 min
mit Waschpuffer (10mM PBS, 0,05% Tween-20) gewaschen und fir 1 h bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundarantikérper
inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte die Detektion der gebundenen
Antikérper durch ECL (,enhanced chemiluminescence”) und Belichtung eines

Rdéntgenfilms.

3.3.2.5 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie lassen sich an kultivierten Zellen
spezifische Proteine in ihrer Lokalisation nachweisen. Die Zellen wurden auf & 10
mm Deckglasern in 24-Well TC-Platten ausgeséat und bei Subkonfluenz zunachst
drei mal mit 10mM PBS gewaschen, mit 4% (w/v) Paraformaldehyd (Pfa) fir 15
min bei Raumtemperatur fixiert und danach erneut gewaschen (s.o0.). Bei Bedarf
wurden dann die Zellen mit 1% Triton X-100 in 10mM PBS fir 1 h bei
Raumtemperatur permeabilisiert und anschlieBend mit 2% Fdtalem Kalberserum
(FKS) in 10mM PBS flr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Deckglaser wurden
aus den Wells genommen und zunachst mit dem Primarantikdrper fir 2 h bei
Raumtemperatur und nach abermaligem Waschen (s.0.) mit dem Fluoreszenz-
markierten Sekundérantikérper unter Lichtschutz fir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Deckglaser mit Mounting Medium auf einem
Objekttrager eingebettet. Nach 12 Stunden konnten die gebundenen Antikdrper im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht und mittels der Software ,Analysis“ Bilder

erstellt werden.

3.3.2.6 Immunhistochemie

Alle immunhistochemischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem
Institut fr Neuropathologie des UKE unter Leitung von Herrn Prof. Glatzel

durchgeflhrt.
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3.3.2.7 Kreatinin-Bestimmung im Mausurin

Die Bestimmung von Kreatinin im Urin erfolgte nach der Methode von Jaffé
(Seaton et al. 1984).

3.3.2.8 Silberfarbung von SDS-PAGE-Gelen

Mit der Silberfarbung nach Blum (1987) lassen sich mittels SDS-PAGE
aufgetrennte Proteine unspezifisch, aber sehr sensitiv, im Gel anfarben. Nach der
Elektrophorese (siehe 3.3.2.3) wurde das Gel fir 1 h in Fixierldsung (40% Ethanol,
10% Essigsaure) inkubiert und anschlieBend drei mal flir 20 min in 30% Ethanol
gewaschen. Es folgte eine Inkubation des Gels in 0,02% (w/v)
Natriumthiosulfatlésung far 1 min. Nach kurzem Waschen mit Aqua bidest wurde
das Gel unter Lichtschutz fir 20 min gefarbt (0,2% (w/v) Silbernitrat, 0,009%
Formaldehyd). Nach abermaligem kurzen Waschen erfolgte die Entwicklung (3%
(w/v) Natriumcarbonat, 0,018% Formaldehyd). Sobald die gewlnschte
Farbintensitat erreicht war, wurde die Reaktion durch Inkubation mit 1% (w/v)
Glycin fir 10 min gestoppt.

3.3.2.9 Zymographie

Die Zymographie dient dem Nachweis von Proteasen, die durch SDS-PAGE
aufgetrennt und durch enzymatischen Abbau im Gel einpolymerisierter Substrate
der Protease sichtbar gemacht werden. Die Protease-haltigen Proben wurden mit
3x Z-Puffer (250mM Tris, 10% (w/v) SDS, 4% (w/v) Saccharose, pH 6,8) flr 45
min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend im Gelatine-haltigen SDS-
PAGE-Gel (0,5 mg / ml Gel) elektrophoretisch aufgetrennt. Um SDS zu entfernen
wurde das Gel in 2,5% Triton X-100 fir 30 min bei Raumtemperatur gewaschen
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert (50mM Tris, 200mM NaCl, 5mM CaCl,, pH
7,5). Die im Gel noch enthaltenen intakten Proteinsubstrate wurden durch jeweils
einstiindiges Farben (30% Methanol, 5% Essigsaure, 0,25% (w/v) Coomassie
Blau) und Entfarben (30% Methanol, 5% Essigsaure) bei Raumtemperatur
sichtbar gemacht. Die Proteasen imponieren indirekt als ungefarbte Banden.
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3.3.3 Tierexperimentelle Arbeiten

3.3.3.1 Organentnahme und Aufarbeiten fir die Mikroskopie

Far die Entnahme von Organen zur Gewinnung von RNA und Protein wurden die
Mause im Alter von 21, 42, 100 oder 200 Tagen Uber eine tiefe CO,-Narkose auf
Trockeneis in einem geschlossenen GefaB betdubt. AnschlieBend wurde der
Thorax er6ffnet und Blut mittels Herzpunktion gewonnen, worunter die Maus
verstirbt. Die gewilinschten Organe wurden sofort herausprépariert, in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert.

Far histologische und immunhistochemische Untersuchungen wurden die Mause
zundchst mit 1,2 mg Ketanest, 0,16 mg Rompun / mg Kérpergewicht narkotisiert
und dann unter standardisierten Bedingungen fir 5 min mit 3,75 ml 10mM PBS +
Heparin (0,5 IE/ml) Uber die linke Herzkammer perfundiert. Die Organe wurden
entnommen und zur Anfertigung von Kryoschnitten in Hanks-Medium in flissigem
Stickstoff eingefroren. Fir Paraffinschnitte mit nachfolgender Hamotoxylin-Eosin-
Farbung oder Immunhistochemie wurden die Organe in 4% (w/v) Formalin und fir
die Elektronenmikroskopie in Gilutaraldehyd fixiert. Die Organe wurden zur
histologischen und immunhistochemischen Untersuchung an Herrn Prof.
Helmchen, Institut fir Pathologie des UKE, an Herrn Prof. Glatzel, Institut fir
Neuropathologie des UKE und Frau Prof. Lallmann-Rauch, Institut fir Pathologie
der Universitat Kiel gegeben.

3.3.3.2 ['*C]TEA-Verteilungsassay

Zur Untersuchung der Rolle von Organische Kationen Transportern im lebenden
Organismus dient der Verteilungsassay mit dem spezifischen Substrat
Tetraethylammonium (TEA). Hierfir wurde der Maus 100 pl einer 3,63mM
["*CJTEA-Lésung in 0,9% NaCl (spezifische Aktivitdt: 2,75 mCi/mmol) in die
Schwanzvene injiziert. Nach 20 min wurde die Maus getdtet und die Organe sowie
Blut mittels Herzpunktion und Urin mittels Blasenpunktion entnommen. Die
Organe wurden gewogen, in Tissue-Solubilizer bei 56 °C Uber Nacht gelést und
anschlieBend zur Vermeidung von Quench-Effekten mit 30% H»O, bei 50 °C
entfarbt. Die Messung der in den Organen enthaltenen Radioaktivitat erfolgte im
B-Counter.
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3.3.3.3 Untersuchungen im metabolischen Kafig

Der metabolische Einzelkafig fir Mause erlaubt es, die Trink- und Futtermenge zu
messen, einen nahezu verlustfreien 24 h-Sammelurin zu gewinnen und die
Faeces vom Urin getrennt zu sammeln. Die Mause wurden flr zwei Tage an den
Kéfig gewdhnt, Messungen erfolgten ab dem dritten Tag. Wasser und Futter stand
ad libitum zur Verfigung. Zur Wahrung des Tag-Nacht-Rhythmus wurde auf
entsprechende Lichtverhaltnisse mit 12 h Licht und 12 h Dunkelheit geachtet.

3.3.3.4 Hochproteindiat

Durch Gabe einer Hochproteindiat lasst sich bei Gedh-defizienten Mausen eine
akute Enzephalopathie induzieren (Zinnanti et al. 2006). Die Mause wurden im
metabolischen Kafig gehalten (siehe 3.3.3.3) und erhielten als Futter eine
Mischung aus 51% Casein und 49% Standard-Tiernahrung (Gesamtproteingehalt:
62%). Es wurden die Trink-, Futter-, Urin- und Kotmenge gemessen und die
Exkremente zur weiteren Untersuchung gesammelt. Die Entwicklung der
enzephalopathischen Krise wurde mittels eines Scores Uberwacht (Tab. 3). Bei
einem Score von etwa 22 Punkten wurden die Tiere get6tet (siehe 3.3.3.1).

Tab. 3: Neurologisch-motorischer Score zur Uberwachung Gcdh-defizienter Mause unter
Hochproteindiat

keine leicht schwer

Gekrimmte Haltung 0 1

Hypothermie

Tagliche Gewichtsabnahme

struppiges Fell

Trinkverweigerung

Nahrungsverweigerung
Defizite im Stab-Test ”
Schnappatmung

o|lo|lo|lo|o|lo|o|o
@

N I NG VN Y O VR S Y U I A
N

Myoklonien

WDIW NN = =N
o

o
N

Lahmungen

" Gewichtsabnahme < 1 g/d; ? Gewichtsabnahme > 1 g/d; ® Trinkmenge < 4 ml/d; ¥ Trinkmenge < 3
ml/d; ° Futtermenge < 2 g/d; 6 Futtermenge < 1 g/d; ' Beim Stab-Test wird die Maus auf einen
schmalen, sich drehenden Stab gesetzt. Er misst die motorische Koordinationsfahigkeit.
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3.3.4 Zellbiologische Methoden

3.3.4.1 Primarkultur von Nierenrindenzellen

Die primare Kultivierung von Nierenrindenzellen erfolgte aus Nieren 40 Tage alter
Mause. Die Nieren wurden sofort nach dem Téten der Tiere entnommen, kurz in
10mM PBS gesplilt und bis zur Weiterverarbeitung in Optimem |, wie alle im
folgenden verwandten Medien versetzt mit jeweils 20 IE/ml Penicillin, 20 pg/ml
Streptomycin und 40 pg/ml Neomycin, auf Eis gehalten. Mit einem Skalpell wurde
die Nierenkapsel entfernt, die Rinde vom Mark getrennt und die Rinde zerkleinert.
Das Rindengewebe wurde durch Inkubation in 0,1%iger (w/v) Collagenase Il in
Optimem | bei 37 °C und wiederholter Resuspension mit sukzessiv schmaleren
Pasteurpipetten verdaut. Nach Zentrifugation bei 600 x g und 4 °C fir 7 min wurde
das Zellpellet in Optimem |, versetzt mit 10% FKS, resuspendiert. Die Zellen
wurden durch ein 200 pum wire-mesh filtriert und abermals zentrifugiert (s.0.). Nach
Resuspension dieses Zellpellets in Optimem |, versetzt mit 5% FKS, wurden die
Zellen (3x10* Zellen / cm?) in Collagen I-beschichteten Zellkulturschalen ausgest.
Primare Nierenrindenzellen teilen sich nur maBig und lassen sich nicht durch
Trypsinieren und Ausdinnen Uber mehrere Passagen in Kultur halten.

Eingefrorene Zellen sind nach dem Auftauen nicht mehr vital.
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4 Ergebnisse

4.1 Veranderungen in der Nierenmorphologie Gecadh-
defizienter Mause

Bei der Obduktion Gedh-defizienter Mause fallen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
deutlich vergréBerte Nieren auf. Es sollte untersucht werden, welche
morphologischen Veranderungen dieser makroskopischen Nierenhypertrophie zu
Grunde liegen.

4.1.1 Makroskopische Nierenhypertrophie

Bereits makroskopisch fallt auf, dass die Nieren der Gcdh-defizienten Mause
vergrdBert sind (Abb. 5).

weiblich mannlich
Gedh +/+ -/- +/+ -/-

10

mmi

Abb. 5: Nierenhypertrophie bei Gedh-defizienten Mausen

Die Nieren 100 Tage alter Mause mit Gedh-Defizienz (-/-) sind im Vergleich zu denen der Wildtyp-
Tiere (+/+) deutlich sichtbar vergrdBert. Diese Volumenzunahme scheint bei den Mannchen starker
ausgepragt zu sein.

Durch Auswiegen der Nieren gleich nach der Entnahme und Bezug dieses
Feuchtgewichts auf das Kérpergewicht der Maus, sollte die VergréBerung des
Organs verifiziert werden. Das Koérpergewicht von Gedh-defizienten und Wildtyp-
Mause unterscheidet sich nicht. Die Nieren der Gcdh-defizienten Tiere sind
schwerer als die ihrer gesunden Artgenossen. Dieser Gewichtsunterschied nimmt
mit dem Alter der M&use progredient zu und ist bei M&nnchen deutlicher

ausgepragt als bei Weibchen (Abb. 6). So ist im Alter von 21 Tagen das relative
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Nierengewicht der Gedh-defizienten Mannchen um 7 Prozent und im Alter von 42
Tagen um 10 Prozent gréBer als das der gleichgeschlechtlichen Wildtyp-
Kontrollen. Die 100 Tage alten ménnlichen Gcdh-defizienten Mause zeigen eine
hochsignifikante Erhéhung des relativen Nierengewichts um 13 Prozent in Bezug
auf das der entsprechenden Wildtyp-Tiere. Bei weiblichen Gcdh-defizienten
Mausen ist im Alter von 21 Tagen noch kein Unterschied im relativen
Nierengewicht festzustellen, das aber im Alter von 42 und 100 Tagen etwa 9
Prozent Gber dem der entsprechenden Wildtyp-Tiere liegt.

] *%k%
1 B

Nierengewicht (mg) /
Kérpergewicht (g)

O N O OO
PR R R

Gedh  +/+ -/- +/+ /- +/+ /- +/+ =/~ +/+ /- +/+ -/-
Alter (d) 21 42 100 21 42 100
Geschlecht weiblich ménnlich

Differenz 0,7% 9% 9% 7% 10% 13%

Abb. 6: Differenzen im Nierengewicht Gedh-defizienter und Wildtyp-Mause

In der graphischen Darstellung wurde das Nierengewicht auf das Kérpergewicht der Maus
bezogen. Das relative Nierengewicht Gcdh-defizienter Mause (-/-) ist gréBer als das der Wildtyp-
Mause (+/+) gleichen Alters und Geschlechts. Diese Gewichtsdifferenz ist mit zunehmendem Alter
starker ausgepragt und erreicht bei Mannchen ein gréBeres AusmaB als bei Weibchen. Die
Angaben sind Mittelwerte £SD (n=~8), *** = p < 0,0005.

4.1.2 Histologische Untersuchungen

Es wurden Paraffinschnitte von in Formalin fixierten Nieren 100 Tage alter
mannlicher Gcdh-defizienter Mause und den entsprechenden Kontroll-Tieren
angefertigt und Hamatoxylin-Eosin gefarbt, um zu untersuchen, ob ein
morphologisches Korrelat der makroskopischen Nierenhypertrophie zu Grunde
liegt.

In den histologischen Analysen konnten keine fir die Gcdh-defizienten Tiere
spezifischen Auffalligkeiten gefunden werden. Die Glomerula zeigen
lichtmikroskopisch keine Defekte, sind in ihrer Anzahl unaufféallig und normotroph.

Auch die Tubuli weisen keine Defekte auf. Die Tubuluszellen sind ebenfalls

32



Ergebnisse

normotroph. Es finden sich keine Anzeichen fir Extravasationen oder andere

pathologische Befunde des Extrazellularraums oder der GefaBe (Abb. 7).

Gedh +/+ Gedh -/-

Abb. 7: Histologie der Nieren
In der UbersichtsvergréBerung finden sich am Nierenparenchym der méannlichen Gedh-defizienten
Mause (-/-) (C) im Vergleich mit den Wildtyp-Tieren (+/+) (A) keine pathologischen Befunde. Bei

starkerer VergrdBerung erweisen sich sowohl Glomerula und Tubuli als auch der Extrazellularraum
als unauffallig (D, B). (Prof. Helmchen, Hamburg; Prof. Lillmann-Rauch, Kiel)

4.1.3 Volumenzunahme des Extrazellularraums

Durch die Nierenhistologie konnte eine Zellhypertrophie ausgeschlossen werden,
Rlckschlisse auf eine potentielle Vermehrung der Zellzahl lieBen sich nicht
ziehen. Aufgrund der Entwéasserung des Préparats im Rahmen der Aufarbeitung
des Gewebes fir die Mikroskopie entstehen Bedingungen, die eine Beurteilung
des Extrazellularraums nur eingeschrankt zulassen.

Zur Klarung, ob der NierenvergroBerung eine Zellhyperplasie oder eine
Volumenzunahme der extrazellularen Matrix zu Grunde liegt, wurde aus der Niere
die gesamte DNA isoliert, photometrisch quantifiziert und anschlieBend auf das
Nierengewicht bezogen. Bei einer Hyperplasie wére bei den Gcdh-defizienten
Mausen ein erhdhter DNA-Gehalt der Nieren im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen zu erwarten. Eine Zellhypertrophie oder eine Vermehrung der
extrazellularen Matrix wirde mit einem geringeren DNA-Gehalt einhergehen. Die
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Untersuchungen erfolgten an jeweils vier Nieren von Gcdh-defizienten und
Wildtyp-Mausen der Altersstufen 21 Tage, 42 Tage und 100 Tage.

Bei den Gcdh-defizienten Tieren zeigt sich eine Abnahme des DNA-Gehalts
bezogen auf das Nierengewicht, die mit zunehmendem Alter der Tiere und bei
mannlichem Geschlecht ausgepragter ist. So weisen 100 Tage alte Mannchen nur
70 Prozent des DNA-Gehalts pro Nierengewicht ihrer genotypisch gesunden
Artgenossen auf (Abb. 8). Da eine Zellhypertrophie bereits in der Histologie
ausgeschlossen werden konnte, macht dies eine Volumenzunahme des

Extrazellularraums wahrscheinlich.

Abb. 8: Verminderter DNA-

-5 3- Gehalt pro Nierengewicht
o2 . Im Alter von 100 Tagen ist bei
e 25 Gedh-defizienten  Mannchen  (-/-)
T2 24 der DNA-Gehalt der Niere bezogen
S % 1,5 - auf das Gesamtgewicht des
o2 . Organs signifikant um etwa 30%
<Zt o 05 A im Vergleich zu der Wildtyp-
o 2 Kontrolle (+/+) verringert.

0 Die Angaben sind Mittelwerte +SD

Gcedh +/+ (n=4), ™ = p < 0,005.

4.1.4 Erhohter Gehalt extrazellularer Matrixproteine

Einer Volumenzunahme der extrazellularen Matrix liegt haufig ein erhéhter Gehalt
an Matrixproteinen mit konsekutiv vermehrter Wassereinlagerung zu Grunde.
Collagen | ist ein aus drei ca. 130 kD schweren Helices aufgebautes Protein, das
als Hauptbestandteil der Fasern des Bindegewebes neben Faszien und
Organkapseln auch das Stroma aller Gewebe organisiert. Fibronektin hat als
dimeres Glycoprotein von 440 kD die Funktion, das Collagen der extrazellularen
Matrix mit den Zellen zu vernetzen und so die Integritit des Gewebes
sicherzustellen. Ob die Konzentrationen dieser Proteine bei der
Nierenhypertrophie Gcdh-defizienter Mause verandert sind, sollte mittels
Westernblot-Analysen untersucht werden. Hierzu wurde Gesamthomogenat aus
Nieren 100 Tage alter Mannchen untersucht.

Die Analysen zeigen, dass die Nieren Gcdh-defizienter Mause im Vergleich zu
denen der Wildtyp-Tiere wesentlich reicher an Matrixproteinen sind. Die
densitometrische Auswertung der Blots ergab, dass in den Nieren der Gcadh-
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defizienten Tiere im Verhaltnis zu denen der Wildtyp-Kontrollen etwa das
Vierfache an Collagen | eingelagert wird und dass der Gehalt an Fibronektin um
das 1,7-fache erhéht ist (Abb. 9). Als Kontrolle fir die gleichmaBige Beladung des
Gels mit aquivalenten Proteinmengen wurde B-Aktin (42 kD) auf der gleichen
Blotmembran detektiert und mit in die densitometrische Auswertung einbezogen.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine pathologische Anhaufung
bindegewebiger Fasern mit der Hypertrophie der Nieren Gcdh-defizienter Mause
assoziiert ist. Durch welchen Stimulus diese fibrése Reaktion induziert wird, ist

bislang unbekannt.

A Gedh
Gean| +/+ | -/-

C ++ | /-
Collagenl| & - Fibronektin . .
B'Akti”“ B-Aktin | M o=

B D

6 3
:: EI l : EI
s ®
x 2 < 1
0 0
Gedh ++ -/- Gedh +/+ -/-

Abb. 9: Erhdéhter Gehalt extrazelluldrer Matrixproteine

Im Westernblot zeigt sich ein erhéhter Gehalt der Proteine Collagen | (A) und Fibronektin (C) in den
Nieren Gcedh-defizienter Mause im Vergleich zu denen der Wildtyp-Tiere. Die densitometrische
Quantifizierung ergibt eine relative Zunahme von Collagen | um den Faktor 4 (B) und von
Fibronektin um den Faktor 1,7 (D). Die Angaben sind Mittelwerte +SD (n=2).

4.2 Renale Genexpression bei Gedh-Defizienz

Die Untersuchungen zu Veranderungen in der Nierenmorphologie bei der Gedh-
defizienten Maus lassen vermuten, dass bei der Glutarazidurie Typ 1 neben
spongiésen Veranderungen im Hirn und vaskuldren Schéadigungen auch die
Nieren in den pathologischen Prozess einbezogen sind. Zur ndheren Klarung,
welche Rolle die Niere als wichtiges Stoffwechsel- und Ausscheidungsorgan im
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veranderten Metabolismus der Gcdh-Defizienz spielt, wurden DNA-Microarray-
Analysen durchgefiihrt. Durch Quantifizierung der Menge spezifischer mRNAs
Uber den Weg der reversen Transkription zu cDNA und anschlieBender
Hybridisierung auf einem Gen-Chip, lassen sich, bei Bezug eines kranken Tieres
auf ein Kontroll-Tier, Aussagen Uber die Genexpression unter pathologischen
Bedingungen treffen. Von diesen Analysen wurden auBerdem Aussagen Uber
verandert regulierte Transportergenexpressionen erwartet, die moégliche Hinweise
auf bisher nicht bekannte Transportproteine geben, die am Transfer von 3-OHGA

und GA Uber Membranen der Nierentubuluszellen beteiligt sind.

4.2.1 DNA-Microarray-Analysen

Far die DNA-Microarray-Analysen wurde mRNA aus Nieren jeweils eines 42 Tage
und eines 100 Tage alten Paares mannlicher Gcdh-defizienter und
gleichgeschlechtlicher Kontroll-Mause eingesetzt.

Unter 15.000 Genen fanden sich bei der jingeren Gcdh-defizienten Maus etwa
275 Gene herauf- und 600 Gene herunterreguliert. Bei dem alteren Tier wurden
300 Gene erhdht und 200 Gene erniedrigt gefunden. Bei der Auswertung der
DNA-Microarray-Analysen wurde ein Schwerpunkt auf die
Genexpressionsveranderungen der Niere der 42 Tage alten Gcedh-defizienten
Maus gelegt, da in dieser Alterstufe die Nierenhypertrophie noch nicht vollstandig
ausgepragt ist und somit Aufschlisse Uber assoziierte Prozesse hier eher zu
erwarten sind als bei dem 100 Tage alten Tier. Ausgehend von dem Datensatz der
42 Tage alten Tiere wurden die in ihrer Regulation veranderten Gene nach ihren
Funktionen in die Gruppen Metabolismus, Transporter und Kanale, Rezeptoren,
Zytoskelett, Signaltransduktion, Zellzyklus und Transkription, Chaperone und
Expressed sequence tags eingeteilt (Tab. 4). Als Grenzwert wurde eine 1,4-fache
Herauf- bzw. Herunterregulation flr Transportergene der Slc-Serie und eine
Zweifache far alle UObrigen Gene gesetzt. Neben den gelisteten Daten der
Altersstufe 42 Tage ist bei gleichzeitiger Alteration der Genexpression bei der 100

Tage alten Maus dies entsprechend gekennzeichnet.
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Tab. 4: Veranderungen der renalen Genexpression bei Gedh-Defizienz
Expression herauf- bzw. herunterregulierter Gene bei der 42 Tage alten Gedh-defizienten Maus in
Relation zum Wildtyp-Tier.

Relative
Funktion Nr. Gen Symbol Gen Name Expression
(=/=) 1 (+/+)

Metabolismus 1 Cyp24a1 Cytochrom P450, 24a1 70 1

2 Gpc1 Glypican 1 40 1261

3 Odc1 Ornithin-Decarboxylase 2,8 1

4 Mogat2 Monoacylglycerol O-Acyltransferase 2 26 1

5 Dhrs8 Dehydrogenase/Reduktase (SDR Familie) 8 2,6 1

6 Pla2g2d Phospholipase A2, Gruppe 11D 251

7 Aacs Acetoacetyl-CoA Synthetase 25 1231

8 Pck1 Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 1, zytosolisch 2,3 1

9 Upp2 Uridin-Phosphorylase 2 23 1

10 Ugt2bs UDP-glucuronosyltransferase 2b5 2,3 1161

11 Car4 Carboanhydrase 4 21 1

12  Sah SA Ratte Hypertension-assoziertes Protein 2117

13 Tmlhe Trimethyllysin-Hydroxylase, epsilon 2,1 1

14 Ace Angiotensin converting enzyme (ACE) 2,1 1

15  Alast Aminolavulinsidure-Synthetase 1 1,9 12,61

16 Atpiia ATPase, Klasse VI, Typ 11A 1,9 1

17 Renft Renin 1 19 1

18  Hebp1 H&am-bindendes Protein 1 2,0 |

19 Acaa2 Acetyl-Coenzyme A Acyltransferase 2 2,0 |

20  Agt Angiotensinogen 2,0 |

21 Mgst1 Mikrosomale Glutathion S-Transferase 1 25 |

22 Ctet zytosolische Acyl-CoA Thioesterase 1 25 |

23  Scd2 Stearoyl-Coenzyme A Desaturase 2 25 |

24 Sc4mol Sterol-C4-methyl Oxidase-ahnlich 25 |

25  Arg2 Arginase type || 25 |

26 Folht Folat Hydrolase 25 |

27  Psatl Phosphoserin-Aminotransferase 1 25 |

28  Rdhi1 Retinol Dehydrogenase 11 34 |

29  Phgdh 3-phosphoglycerat Dehydrogenase 34 |

30 Star steroidabhé&ngig akut reguliertes Protein 4,0 |

31 Dhcr7 7-dehydrocholesterol Reduktase 45 |

32  Serpinalb Serin-Proteinase-Inhibitor A, Mitglied 1b 5,0 |

33  Lzp-s P Lysozyme 77 |

34  Hsd3bft Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1, d5,38 13 |

35 Hmgcs2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A Synthase 2 25 |

36 Gcedh Glutaryl-Coenzyme A Dehydrogenase 100 |

37  Serpinala Serin-Proteinase-Inhibitor A, Mitglied 1a 500 |
Transporter 38  Slc25a25 Mitochondrialer Transporter 25 4,0 1
und Kanéle 39 Slc21at Organische Anionen Transporter 1ai 4,0 1

40 Ttpa Tocopherol (alpha) Transfer Protein 28 1

41 Slc41a2 Magnesium Transporter 2 26 1

42  Slc7ail Kationische Aminoséuren Transporter,y+ Syst., 11 2,6 1

43  Slc22a7 Organische Anionen Transporter 7 1,7 1

44  Slc16a4 Monocarboxylsdure Transporter 4 1,7 1

45  Slc21a13 Organische Anionen Transporter 1a6 1,7 1

46  Slc13a3 Natrium-abhangiger Dicarboxylat Transporter 3 1,7 1

47  Slc12a6 Kationen/Chlorid Kotransporter 6 1,6 11,61

48  Slc7a13 Kationische Aminos&uren Transporter,y+ Syst., 13 1,6 1

49  Slc13a2 Natrium-abhangiger Dicarboxylat Transporter 1 1,6 1

50  Slc39a14 Zink Transporter 14 1,56 11,41

51 Sic22a19 Organische Anionen Transporter 19 1,5 1

52  Slc5a8 Natrium/Glucose Kotransporter 8 1,4 1

53  Slc22a2 Organische Kationen Transporter 2 1,4 1

54  Slci17a3 Vesikularer Glutamat Transporter3 1,4 1

55  Slc4a2 Bicarbonat Transporter 2 1,4 |

56  Slcba2 Natrium/Glucose Kotransporter 2 1,4 |

57  Slc1al Glutamat Transporter 1 1,4 |
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58  Slc26a4 Multifunktioneller Anionen Austauscher 4 1,6 |

59  Slc4at Bicarbonat Transporter 1 1,6 |

60 Slc16a7 Monocarboxylsaure Transporter 7 1,6 |

61 Slc29a3 Nucleosid Transporter 3 16 |14

62  Slc16al Monocarboxylsaure Transporter 1 1,8 |

63  Slc7a8 Kationische Aminos&uren Transporter,y+ Syst.,8 1,9 |

64  Slc2at Facilitated glucose transporter 1 1,9 |

65 Agp2 Aquaporin 2 2,1 |

66 Slc14a2 Harnstoff Transporter 2 23 |116]

67 Agp4 Aquaporin 4 50 |

68 Clic3 Intrazellularer Chlorid Kanal 3 6,3 |
Rezeptoren 69  Avpr2 Arginin-Vasopressin Rezeptor 2 1,5 |

70  Igfbp1 Insulin-like growth factor binding protein 1 21 ]

71 Fabp7 Fettsdure bindendes Protein 7 26 |

72 Mupi/2 Major urinary protein 1 / major urinary protein 2 7,7 |

73  Abcbib ATP-binding cassette, B (MVDR/TAP), 1B 14 |
Zytoskelett 74  Cml5 Camello-like5 321

75 Cd36 CD836 Antigen 28 1

76  Myoba Myosin Va 2117

77 Cmi3 Camello-like 3 19 1

78  Evai Epitheliales V-like Antigen 1 21 |

79  Ceacam2 CEA-related cell adhesion molecule 2 23 11,6

80 Iligbh6 Integrin beta 6 24 |

81 Camk2d Kalzium/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il d 6,3 |

82 Lamb?2 Laminin, beta 2 6,7 |

83  Spont Spondin 1 8,3 |
Signaltrans- 84 Frzb Frizzled-related protein 2117
duktion 85 Rgl1 Ral guaninenucleotide dissociation stimulator-ike 1 2,0 1

86  Rtkn Rhotekin 201
Zellzyklus 87  Ankrd6 Ankyrin repeat domain 6 8,6 1
und 88 Cidea Cell death-inducing DNA fragmentation factor,a, A 3,3 1
Transkription 89  Socs2 Suppressor of cytokine signaling 2 23 15317

90 Dsip1 Delta sleep inducing peptide 2317

91 Polk Polymerase kappa 2317

92  Idb1 DNA-bindungs-Inhibitor 1 1,9 1

93 Hdaci1 Histon Deacetylase 11 23 |

94  Anapc4 Anaphase promoting complex subunit 4 24 |

95 Mdk Midkin 3,0 | 18]

96 Cdknic Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57) 10 |
Chaperone 97 Dnaja4 DnaJ (Hsp40) Homolog, A 4 351251

98 Dnajb1 DnaJ (Hsp40) Homolog, B 1 28 1261

99  Hspalb Hitzeschockprotein 1B 251261

100 Hspala Hitzeschockprotein 1A 2,1 14,017

101 Dnajal DnaJ (Hsp40) Homolog, A 1 1,9 1

102 Dnajb4 DnaJ (Hsp40) Homolog, B 4 1,9 1

103 Hsp105 Hitzeschockprotein 105 1,9 1
Expressed 104 C730048C13Rik RIKEN cDNA C730048C13 gene 2,0 1
sequence 105 RIf rearranged L-myc fusion sequence 2,0 1
tags 106 1300002F13Rik RIKEN cDNA 1300002F13 gene 2,0 1

107 D6Ertd253e DNA segment, Chr 6, ERATO Doi 253, expressed 1,9 1

108 LOC224833 hypothetical protein BC006605, expressed 21 ]

109 Dock9 dedicator of cytokinesis 9 23 |

110 Al114950 expressed sequence Al114950 34 |

111 Al788959 expressed sequence Al788959 20 |

Eine vermehrte Genexpression ist mit ,1“ gekennzeichnet, eine verminderte mit ,|“. Gene, deren
Expressionsveranderung durch Realtime-PCR verifiziert wurde, sind in rot aufgezeigt. Gene, deren
Expression auch im Array der 100 Tage alten Maus verandert ist, sind in grin mit dem
entsprechenden Wert gekennzeichnet.
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In der Metabolismus-Rubrik fallt zunachst eine Gruppe von Genen auf, deren
Genprodukte an der Blutdruckregulation beteiligt sind. So werden das Hypertonus-
assoziierte SA-Protein der Ratte sowie Angiotensin Converting Enzyme (ACE) und
Renin, die beide an der Biosynthese des Vasokonstriktors Angiotensin |l beteiligt
sind, verstarkt exprimiert (Tab. 4; Nr. 14, 17). Dessen Vorstufe Angiotensinogen ist
dagegen herunterreguliert (Tab. 4; Nr. 20). Desweiteren sind in dieser Rubrik
Gene zu finden, deren Genprodukte in Synthese und Abbau von Ham involviert
sind. Dazu gehéren die UDP-Glucuronosyltransferase 2b5, die Aminolavulinsaure-
Synthase 1 und das Ham-bindende Protein (Tab. 4; Nr. 10, 15, 18). Die Ornithin-
Decarboxylase, ein Schlisselenzym der Polyamin-Biosynthese, der eine
Beteiligung an der Pathogenese der diabetischen Nierenhypertrophie
zugesprochen wird (Deng et al. 2003), ist ebenfalls heraufreguliert (Tab. 4; Nr. 3).
Uberaus gering exprimiert werden dagegen die mRNAs der Serin-Protease-
Inhibitoren Serpinala und Serpinalb sowie erwartungsgemafB die mRNA der
Gcdh (Tab. 4; Nr. 32, 37, 36).

Innerhalb der Transporter-Rubrik findet sich eine Reihe verstarkt exprimierter
Gene, deren Proteine potentielle Kandidaten fir den Transport von 3-OHGA und
GA Uber Zellmembranen sind. Dazu gehdéren die Natrium-abhangigen
Dicarboxylat Transporter NaDC1 und NaDC3, die Organische Anionen
Transporter OATP1, OATP1a6 und OAT2 sowie der Organische Kationen
Transporter OCT2 (Tab. 4; Nr. 49, 46, 39, 45, 43, 53). Unter den Transportern sind
die Wasserkanéle Aquaporin 2 und Aquaporin 4 sowie der Harnstofftransporter
Typ 2 herunterreguliert (Tab. 4; Nr. 65, 67, 66).

Unter den Ubrigen Genen fallen das Zelladhasionsprotein Ceacam2, das
vermindert exprimiert wird, sowie eine Anzahl molekularer Chaperone auf, deren
vermehrte Expression auch bei der 100 Tage alten Maus gefunden wurde (Tab. 4;
Nr. 79, 97-100).

4.2.2 Blutdruckregulation und Wasserhomoostase

In einer DNA-Microarray-Analyse zur Genexpression im Hirnstamm einer 42 Tage
alten Gedh-defizienten Maus wurde eine um das 14-fache erhéhte Expression der
Vasopressin-mRNA gefunden (Dissertation Nicola Ott, 2005). Vasopressin ist ein

im  Hypothalamus gebildetes Peptidhormon, das bei zunehmender
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Plasmaosmolalitdt durch die Neurohypophyse freigesetzt wird und Uber V;i-
Rezeptoren der GefaBmuskulatur vasokonstriktorisch wirkt. Am Sammelrohr der
Niere bewirkt es Uber V,-Rezeptoren einen cAMP-vermittelten luminalen Einbau
der Wasserkanale Aquaporin 2 und damit eine gesteigerte Wasserrlickresorption
und konsekutiv eine Erhdhung des Blutdrucks. Dazu passt die renal erhdhte
Expression der Effektoren Renin und ACE, die an der Prozessierung von
Angiotensinogen zu Angiotensin |l, einem Hormon, das stark vasokonstriktorisch
wirkt und die Ausschuttung von Aldosteron stimuliert, beteiligt sind.

Ob diese Gene der Blutdruckregulation und Wasserhomdostase tatsachlich in
ihrer Expression bei der Gcdh-defizienten Maus verandert sind, sollte mittels
Realtime-PCR (Uberprift werden. Es wurden drei mannliche Paare, jeweils
bestehend aus einer Gedh-defizienten- und einer Wildtyp-Maus der Altersstufe 42
Tage, untersucht. Durch die PCR konnte die im Array gefundene gesteigerte
Expression des Vasopressins bestéatigt werden. Es fand sich allerdings lediglich
eine zweifache Heraufregulation des Gens im Hirnstamm der Gcdh-defizienten
Maus (Abb. 10 A). Die Expression des V>-Rezeptors, Uber den Vasopressin seine
Wirkung an der Niere entfaltet, ist sowohl im Array als auch in der Realtime-PCR
signifikant um das 1,5-fache erniedrigt (Tab. 4; Nr. 69, Abb. 10 B). Eine
verminderte Expression der Wasserkanale Aquaporin 2 und Aquaporin 4 konnte
nicht bestéatigt werden. Fir die Menge der Renin-mRNA in der Niere der Gedh-
defizienten Maus wurde mittels Realtime-PCR eine Erhéhung um das 1,6-fache
bestimmt (Abb. 10 C).

A 3 Vasopressin B 15 V2-Rezeptor C o Renin
2’2 1 * 1,5
15 1
: <[ m -
0 0 0
Gedh  +/+ -/ Gedh  +/+ -/- Gedh  ++ -/

Abb. 10: Relative Verdanderung der Genexpression blutdruckregulierender Effektoren

Die y-Achse gibt die relative Expression des betreffenden Gens der Gedh-defizienten Maus (-/-) in
Bezug auf das Wildtyp-Tier (+/+) an. Es findet sich doppelt so viel Vasopressin-mRNA im
Hirnstamm (A). Die Expression des V,-Rezeptors in der Niere ist um 30% erniedrigt (B). Renin ist
in der Niere um den Faktor 1,6 heraufreguliert (C). Die Angaben sind Mittelwerte +SD (n=3), * = p
< 0.05.

Das zweite proteolytische Enzym der Angiotensin II-Synthese, ACE, unterliegt in

seiner Expression groBen Schwankungen, sodass die PCR-Analysen hier keine
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Aussagen Uber Regulationsveranderungen bei der Gcedh-defizienten Maus
zulassen. Angiotensinogen, die Vorstufe des Angiotensin Il, erwies sich in der
PCR, im Gegensatz zu der erniedrigten Expression im Array (Tab. 4; Nr. 20), als

nicht verandert.

4.2.3 Expression der Ornithin-Decarboxylase

Im DNA-Microarray imponiert unter anderem eine gesteigerte Expression des
Gens der Ornithin-Decarboxylase (ODC) bei der Gedh-defizienten Maus (Tab. 4;
Nr. 3). Es ist beschrieben, dass eine Erh6hung dieses Enzyms in der Niere an der
Pathogenese der diabetischen Nierenhypertrophie beteiligt ist (Deng et al. 2003).
Mittels Realtime-PCR-Analysen wurde die Expression der ODC in Nieren von 21,
42 und 100 Tage alten Mausen quantifiziert. Eine Heraufregulation dieses Gens

konnte fir keine der untersuchten Altersstufen bestatigt werden.

4.2.4 Expression und Funktion spezifischer Transporter bei
Gcedh-Defizienz

Ausgehend von der im DNA-Microarray gefundenen erhéhten Expression des
Organische Kationen Transporters Typ 2 (OCT2, Slc22a2) und des Natrium-
abhangigen Dicarboxylat Transporters Typ 1 und Typ 3 (NaDC1, Slc13az;
NaDC3, Sic13a3) in den Nieren Gcdh-defizienter Mause, wurde die Expression

und die Funktion dieser Transporter ndher untersucht.

4.2.4.1 Organische Kationen Transporter Typ 2

Der Organische Kationen Transporter Typ 2 (OCT2) gilt auf Grund seiner breiten
Substratakzeptanz, die neben organischen Kationen auch Anionen mit einschlieBt,
und wegen seiner Verbreitung im Organismus, die zwar ubiquitar ist, aber
vorrangig Niere, Leber, Darm und Neurone betrifft, als potentieller Transporter fir
den GA-1-spezifischen Metaboliten 3-OHGA sowie fur GA.

Im DNA-Microarray der 42 Tage alten Gcdh-defizienten Maus ist OCT2 in der
Niere um den Faktor 1,4 heraufreguliert (Tab. 4; Nr. 53). Diese erhdhte
Genexpression konnte mittels Realtime-PCR bestétigt werden. Hier fand sich eine
Heraufregulation um den Faktor 1,7 (Abb. 11 A).
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Abb. 11: Gesteigerte renale Genexpression von OCT2 in vivo und in vitro

Die y-Achse gibt die relative Expression von OCT2 bei Gcdh-Defizienz (-/-) in Bezug auf die
entsprechenden Kontrollen (+/+) an. In der Niere ist der Transporter um den Faktor 1,7
heraufreguliert (A). In kultivierten Nierenzellen wurde eine 6-fache Erhéhung der Expression von
OCT2 nachgewiesen (B). Die Angaben sind Mittelwerte £SD (A: n=5, B: n=1), ** = p < 0,005.

Zur Klarung, ob diese vermehrte Expression einer Ubergeordneten, beispielsweise
hormonellen, Steuerung unterliegt oder ob sie durch das para- und intrazellulare
Milieu bedingt ist, sollte die OCT2-mRNA-Menge in vitro quantifiziert werden. In
einem Pilotexperiment wurden aus Nieren von Gcedh-defizienten und Kontroll-
Mausen Rindenzellen isoliert und kultiviert. Aus den primaren Nierenrindenzellen
(PNRZ) wurde RNA isoliert und diese fiir die Realtime-PCR eingesetzt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Zellen mit Defizienz des Gcdh-Gens etwa sechsfach
mehr OCT2-mRNA exprimieren als die Kontrollzellen (Abb. 11 B). Zur Validierung
des Ergebnisses ist eine hdhere Zahl an Experimenten erforderlich.

Nachdem die vermehrte Expression von OCT2 auf mRNA-Ebene bestétigt werden
konnte, sollte durch proteinbiochemische Analysen untersucht werden, ob diese
Expressionssteigerung tatsachlich in einer erhdéhten Anzahl der Transporter
resultiert. FOr die hierzu verwendeten Westernblot-Analysen wurden aus den
Nieren Membranfraktionen isoliert, die extrahierten Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und der Transporter durch OCT2-spezifische Antikdrper detektiert. Die
Analysen wurden an zwei 100 Tage alten mannlichen Paaren, bestehend aus
Gcedh-defizienter und Wildtyp-Maus, durchgefiihrt. Die Konzentration von OCT2
bei 42 Tage alten Tieren war zu gering, als dass sie im Westernblot detektiert
werden konnte. Die Analysen zeigten, dass OCT2 bei 100 Tage alten Gcdh-
defizienten Mausen in der Niere erhdht ist (Abb. 12). Die densitometrische
Auswertung der OCT2-Bande in Bezug auf den B-Aktin-Gehalt ergab eine
Erhdhung des Transporters in der Niere des Gcedh-defizienten Tieres um den
Faktor 3,8.

42



Ergebnisse

Gedh| +/+ -/-

OCT2{ i

1

Abb. 12: Vermehrter Nachweis von

OCT2 im Westernblot

Die linke Spur zeigt die Menge an OCT2 in

. der Niere der Wildtyp-Maus (+/+), die
- i — rechte die des Gcdh-defizienten Tiers (-/-).

B Aktln _ Bezogen auf die Menge an B-Aktin ergibt

die densitometrische Auswertung eine 3,8-

fache Erhéhung des Transporters.

Die Expression und zellulare Lokalisation des OCT2 wurde anschlieBend durch
Immunfluoreszenz-Mikroskopie in kultivierten PNRZ untersucht. Wahrend die
Zellen aus Wildtyp-Tieren lediglich eine diffuse Fluoreszenz zeigen, finden sich bei
den Zellen mit Gedh-Defizienz zahlreiche OCT2-positive vesikulare intrazellulare
Strukturen (Abb. 13). Eine Lokalisation des OCT2 an der Plasmamembran konnte
unter diesen Bedingungen nicht nachgewiesen werden, da der verwendete
Antikérper intrazellulare, cytoplasmatische Peptidsequenzen erkennt.

Gedh +/+ Gedh -/-

Abb. 13: Immunfluoreszenz-mikroskopischer Nachweis von OCT2 in priméren
Nierenrindenzellen

Nierenrindenzellen wurden aus Gcdh-defizienten (-/-) und Wildtyp- (+/+) Mausen isoliert und fir
funf Tage auf Deckgldschen kultiviert. Nach Fixierung und Permeabilisierung in Triton X-100
wurden die Zellen mit anti-OCT2 Antikérper (1:200) und mit Texas-rot markiertem sekundarem
Antikérper (1:400) inkubiert. Die Pfeile weisen auf OCT2-positive intrazellulare Granula der PNRZ
mit Gedh-Defizienz hin.

Durch eine funktionelle in vivo Untersuchung des OCT2 sollte festgestellt werden,
welche Relevanz die vermehrte Expression des Transporters in der Niere Gcdh-
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defizienter Mause hat und ob eine veranderte Expression des OCT2 auch andere
Organe betrifft. Hierfiir wurde ein ['*CJTEA-Verteilungsassay an drei Paaren 70
Tage alter, mannlicher Mause durchgefiihrt. Den Mausen wurde das radioaktiv
markierte Modell-Kation ["*C]TEA i.v. injiziert. Nach 20 Minuten wurden die Tiere
getotet und die Verteilung des radioaktiven Tracers in verschiedenen Organen und
Exkrementen durch Messung der Radioaktivitat bestimmt. In Organen, in denen
die OCT2-Expression gesteigert ist und der Transport des Substrats aus dem
Extrazellularraum in die Zelle erfolgt, ist bei Gedh-defizienten Tieren eine erhdhte
Menge an Radioaktivitdt zu erwarten. Bei Organen mit verminderter Anzahl oder
Aktivitdt von OCT2-Transportern oder bei einem zellauswarts gerichteten Fluss
der Kationen, ist von einer geringeren Menge an Radioaktivitat auszugehen.

Die Versuche zeigten eine signifikant erhdhte Konzentration von ['*CJTEA in der
Leber und im Intestinaltrakt Gcdh-defizienter Mause (Abb. 14). Passend dazu
konnten im Darminhalt und im Kot ebenfalls erhdhte Mengen an ["“C]TEA
nachgewiesen werden. Signifikant erniedrigt ist die aufgenommene Menge des
OCT2-Substrats ["*C]TEA im Gehirn Gedh-defizienter Tiere.

4,0

cpm (-/-) / cpm (+/+)
N
o

—H—
iy
-

relative Verteilung von [14C]TEA

il
+
Urin |—H—|

_g
Gehir
Herz
Niere
Leber
Intestinum
Harnblase
Hoden
Darminhalt
+ Kot

Abb. 14: In vivo Verteilung von ['*C]TEA in Organen und Exkrementen

Mannlichen Gcdh-defizienten und Kontroll-Mausen (70 Tage alt) wurde [14C]TEA (1uCi) i.v. injiziert.
Nach 20 min wurden die Tiere getétet, die Organe entnommen, Darminhalt, Kot und Urin
gesammelt und die enthaltene Radioaktivitat bestimmt. Die relative Verteilung der Radioaktivitat in
Organen und Exkrementen Gcdh-defizienter Tiere in Bezug zu der in Kontroll-Tieren ist dargestellt.
Die Angaben sind Mittelwerte £SD (n=3), * = p < 0,05.
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In den Nieren Gcdh-defizienter Tiere war die Menge gemessener [“C]-
Radioaktivitat nahezu gleich derer der Nieren von Wildtyp-Tieren. Auch die
Ausscheidung des ["*C]-Kations im Urin differiert nicht von derjenigen der Wildtyp-
Tiere. In der entleerten Harnblase der Gcdh-defizienten Mause finden sich leicht
erniedrigte Mengen an ["*C]JTEA. Unverandert ist dagegen die Einlagerung von
['“C]TEA in Herz und Hoden.

Zur Untersuchung, ob 3-OHGA mit OCT2 interagiert, wurden in Kooperation mit
Herrn Prof. H. Koepsell (Institut fir Anatomie und Zellbiologie der Universitat
Wirzburg) in vitro-Experimente nach Standardprotokollen durchgefiihrt (Lips et al.
2005). In stabil hOCT2 exprimierenden CHO-Zellen wurde zun&chst der Transport
des Tritium-markierten Modellkations 1-Methyl-4-Phenylpyridinium ([*H]MPP) in
An- und Abwesenheit von 3-OHGA gemessen. In Anwesenheit von 2mM 3-OHGA
fand sich eine signifikant um 30 Prozent verringerte OCT2-vermittelte Aufnahme
von [°*H]MPP (Abb. 15 A). In einem zweiten experimentellen Ansatz wurde die
Aufnahme von Tritium-markierter 3-OHGA in hOCT2 Uberexprimierende CHO-
Zellen gemessen. Dieses Experiment erlaubt Aussagen dariiber, ob 3-OHGA
OCT2-abhangig transportiert wird. Es konnte keine relevante Aufnahme von [°H]3-
OHGA in OCT2-Uberexprimierende CHO-Zellen festgestellt werden (Abb. 15 B).
Da ein molarer Uberschuss an nicht radioaktiv markierter 3-OHGA die
zellassoziierte Menge an [°H]3-OHGA nicht beeinflusst, handelt es sich um
unspezifisch aufgenommenes Material. Die Daten zeigen, dass OCT2 zwar 3-
OHGA nicht direkt transportiert, aber in seiner Transportaktivitat, z.B. fur den

Liganden MPP, durch das organische Anion gehemmt wird.
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Abb. 15: Interaktionen des organischen Anions 3-OHGA mit OCT2 in vitro

A, OCT2-lberexprimierende CHO-Zellen wurden in Ab- (-) und Anwesenheit (+) von 2mM 3-OHGA
fir 1 sec mit 0.2uM [3H]MPP inkubiert. Die internalisierte Radioaktivitdt wurde gemessen und in
Relation zur Proteinmenge der Zellen gesetzt. B, Unter gleichen Bedingungen wurde die Aufnahme
von 0.2uM [*H]3-OHGA in OCT2-liberexprimierende CHO-Zellen untersucht. Die Angaben sind
Mittelwerte +SD (n=3), ** = p < 0,005.
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4.2.4.2 Natrium-abhangige Dicarboxylat Transporter

Die Natrium-abhangigen Dicarboxylat Transporter NaDC1 und NaDC3 gelten wie
OCT2 als potentielle Kandidaten fiir den Transport von 3-OHGA ({ber die
Zellmembran. Fir GA konnte bereits nachgewiesen werden, dass NaDC3 ihren
Transfer vermittelt (Burckhardt et al. 2005). In-situ-Hybridisierungen zeigten, dass
beide Transporter vorrangig in Niere, Leber, Darm und Hirn exprimiert werden
(Markovich et al. 2004). Die Substratspezifitat flr Dicarboxylate macht die
Transporter NaDC1 und NaDCS3 flr die Translozierung der Dicarboxylate 3-OHGA
und GA Uber Membranen interessant.

Im DNA-Microarray fand sich in der Niere der Gcdh-defizienten Maus eine
Erhdéhung der Genexpression von NaDC1 um den Faktor 1,6 und von NaDC3 um
den Faktor 1,7 (Tab. 4; Nr. 49, 46). In der nachfolgenden Verifizierung mittels
Realtime-PCR konnte eine erhdéhte Konzentration von NaDC1-mRNA nicht
bestatigt werden (Abb. 16 A). Dagegen konnte flir NaDC3 in der PCR eine
signifikante Erhéhung der Genexpression um das 3,8-fache ermittelt werden (Abb.
16 B).

A NaDC1 B NaDC3
1,5

)
0

Gedh +/+ -/- Gedh +/+ -/=

oONhA~ OO

Abb. 16: Quantifizierung der mRNA-Konzentration der Dicarboxylat Transporter NaDC1 und
NaDC3 in der Niere Gedh-defizienter Mause

Die y-Achse gibt die relative Expression von NaDC1 (A) und NaDC3 (B) bei mannlichen 42 Tage
alten Gcdh-defizienten Tieren (-/-) in Bezug auf entsprechende Wildtyp-Tiere (+/+) an. Die
Angaben sind Mittelwerte £SD (n=3), * = p < 0,05.

Da der Natrium-abhangige Dicarboxylat Transporter NaDC1 keine quantitativen
Alterationen auf mRNA-Ebene zeigt, beschrankten sich proteinbiochemische
Analysen auf den NaDC3. Der kauflich erworbene NaDC3-spezifische Antikérper
zeigt im Westernblot keine Reaktion mit seinem 66 kDa schweren Target-Protein.
In immunhistochemischen Untersuchungen an Paraffinschnitten Formalin-fixierter
Nieren 42 Tage alter Mause konnte NaDC3 spezifisch an den Einfaltungen der
basolateralen Tubulusmembran nachgewiesen werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Inmunhistochemischer Nachweis von NaDC3 in der Niere

In Abwesenheit des NaDC3-spezifischen Primarantikdrpers lasst sich an Nieren 42 Tage alter
Gcedh-defizienter Mause keine Farbung erwirken (A). In Anwesenheit des Antikdrpers zeigt sich
eine deutliche Lokalisation von NaDC3 in den Einfaltungen der basolateralen Tubulusmembran als
braune Anfarbung (Pfeile) (B,C). Der Balken entspricht 20um (B) bzw. 5um (C). (Prof. Glatzel,
Hamburg)

Die Sensitivitat der Farbung ist allerdings zu gering, als dass sich Aussagen Uber
quantitative Unterschiede zwischen Wildtyp- und Gedh-defizienten Mausen treffen
lieBen.

In Kooperation mit Frau Dr. B. Burckhardt (Institut fir Physiologie und
Pathophysiologie, Universitat Géttingen) wurden in funktionellen in vitro-Studien
Interaktionen zwischen 3-OHGA und NaDC3 unter Standardbedingungen
untersucht (Burckhardt et al. 2005). An hNaDC3-transfizierten Oozyten wurde
mittels  Zwei-Elektroden-Spannungs-Klemmtechnik  der  NaDC3-vermittelte
Transport des Substrats GA und des potentiellen Substrats 3-OHGA Uber durch
Natrium-Kotransport ausgeléste Potentialanderungen indirekt gemessen.
Ausgehend von einem Potential von -60 mV wurde der Einwartsstrom unter
jeweils 1TmM GA und unter TmM 3-OHGA regqistriert. Wahrend GA einen
Einwartsstrom von -80 nA induziert, ist der Strom unter 3-OHGA mit -13 nA um
knapp 80 Prozent geringer (Abb. 18 A). Beide Strome lassen sich durch
Austausch des fir NaDC3-vermittelten Transport essentiellen Natriums gegen N-
methyl-D-Glucamin signifikant hemmen. Die Kinetik des NaDC3-abh&ngigen
Transports von 3-OHGA wurde durch Messung des Einwartsstroms unter
zunehmenden Konzentrationen des Dicarboxylats untersucht. Eine Séattigung des
Transports trat bei einer K, von 0,954mM auf (Abb. 18 B). Die Daten zeigen, dass
NaDC3 in der Lage ist, 3-OHGA direkt in Natrium-abhangiger Weise Uber

Membranen zu transportieren.
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Abb. 18: NaDC3-vermittelter Transport von 3-OHGA

An hNaDCS3-exprimierenden QOozyten wurde die Sattigung des Transports bei einer
Substratkonzentration von 1mM in An- und Abwesenheit von Natrium gemessen. Dargestellt sind
der 3-OHGA induzierte Sattigungsstrom und die Kontrollstréme im natriumfreien Medium (& Na*)
als Prozente des GA-vermittelten Sattigungsstroms (A). Die Konzentrationsabhéngigkeit des 3-
OHGA-evozierten Stroms wurde sowohl mit auf- als auch mit absteigenden Konzentration des
Dicarboxylats an hNaDC3-exprimierenden Oozyten untersucht (B). Die Angaben sind Mittelwerte
1+SD (A: n=8, B: n=5). *™* = p < 0,005.

4.3 Untersuchung der Nierenfunktion

Aufgrund der verénderten Nierenmorphologie und Unterschieden in der renalen
Expression einiger nierenphysiologisch relevanter Gene bei Gcdh-defizienten
Mausen sollten Nierenfunktionsparameter Uberprift werden. Zur funktionellen
Untersuchung wurde die Wasseraufnahme und -abgabe gemessen und der Urin
auf die Konzentration bestimmter harnpflichtiger Substanzen und den Sauregehalt
hin Gberpraft. Zum Ausschluss einer Proteinurie, die héaufig konsekutiv bei
Nierenerkrankungen auftritt, wurde die Proteinkonzentration im Urin der Tiere
bestimmt. Von Blutdruckmessungen, die wegen der Heraufregulation einiger
Hypertonie-assoziierter Gene interessant waren, wurde aufgrund der
messtechnischen Unsicherheit der manometrischen Messung und der Invasivitat
der intraarteriellen Messung Abstand genommen. Die Bestimmung der
glomerularen Filtrationsrate Uber Messung des Kreatinins in Blut und Urin, eine
zur Einschatzung der Nierenfunktion klassische Untersuchung, ist bei der Maus
aufgrund von speziesspezifischen Chromogenen des Blutes mit herkdmmlich
gebrauchlichen Verfahren nicht méglich.

48



Ergebnisse

4.3.1 Untersuchungen im metabolischen Kéfig

Zur Untersuchung der Wasserhomdbostase Gcedh-defizienter Mause wurden
Studien im metabolischen Kafig durchgeflihrt. Der metabolische Kafig erlaubt
neben der Messung der Trink- und Urinmenge Uber 24 Stunden auch eine
Bestimmung der Futter- und Kotmenge, sodass das Fressverhalten mitgetestet
werden konnte. Die Messungen erfolgten an sechs Wildtyp-Mausen und 12 Gedh-
defizienten Tieren weiblichen Geschlechts der Altersstufe 42 Tage an zwei
aufeinander folgenden Tagen.

Unter Standarddiat konnten keine Unterschiede im Trink- oder Fressverhalten und
entsprechend in der Ausscheidung von Urin und Kot zwischen Gcdh-defizienten
und Wildtyp-Mausen festgestellt werden (Abb. 19). In beiden Gruppen diesen
Alters trinken die Tiere etwa 5 ml Wasser und scheiden 1 ml Urin in 24 h aus. Der
Durchschnittswert der Futtermenge liegt bei Gcdh-defizienten wie bei Wildtyp-
Mausen bei etwa 3 g pro Tag, die Kotmenge betragt ca. 1 g pro Tag.

A Trinkmenge B Futtermenge
8 5
) ) 4
2z 1 £, T
o <
g4 E & >
X = o =
£E> £ 2,
= [
0 0
Gedh +/+ -/= Gedh +/+ -/=
C Urinausscheidung D Kotausscheidung
2,0 2,0
()] — )
) z 1,5 _|_ Sz 1,5 '|'
g 810 2310
£E 5 é
5= 0,5 g ~05
0,0 0,0
Gedh ++ -/ Gedh +/+ -/-

Abb. 19: Trink- und Fressverhalten sowie Ausscheidung bei Gcdh-defizienten Tieren
Weibliche Gcdh-defiziente (-/-) und Kontroll-Mause (+/+) wurden einzeln in metabolischen Kéfigen
unter Standardbedingungen gehalten. Nach 48-stiindiger Eingewdhnungsphase wurde die tagliche
Trink- (A), und Futtermenge (B) sowie die ausgeschiedene Urin- (C) und Kotmenge (D) bestimmt.
Die Angaben sind Mittelwerte £SD.
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4.3.2 Gesteigerte Aziditat des Urins

Zur Erfassung des Saurestatus des Urins wurden Messungen des pH-Wertes
mittels Indikatorpapier durchgefihrt. Da die Werte der einzelnen Altersgruppen
kaum differieren, wurden sie zusammengefasst. Der Urin Gedh-defizienter Mause
ist mit einem pH-Wert von 6,5 hochsignifikant saurer als der von Kontroll-Mausen
mit einem Wert von 8 (Abb. 20).

*kkk

pH

Abb. 20: Gesteigerte Aziditidt des Urins
Gcedh-defizienter Mause

Spontanurin wurde von Gcdh-defizienten (-/-)
und Wildtyp-M&usen (+/+) gewonnen und
der pH bestimmt. Die Angaben sind
Gcedh +/+ -/- Mittelwerte +SD (n=10), **** = p < 0,0001.

o N M OO O O

4.3.3 Untersuchung harnpflichtiger Substanzen

Um die Nierenfunktion Gcdh-defizienter Mause bezlglich der Ausscheidung
harnpflichtiger Substanzen zu prifen, wurde 24-Stunden-Sammelurin im
Routinelabor des UKE auf die Konzentration von Elektrolyten, Kreatinin und
Harnstoff hin untersucht. Die Proben stammten von jeweils drei Paaren,
bestehend aus Gcdh-defizienter und Wildtyp-Maus der Altersstufen 42 und 200
Tage. Um Fehler auszuschlieBen, die auf einer unterschiedlichen Konzentrierung
der verglichenen Urine beruhen, wurde die Konzentration der jeweiligen Substanz
auf die des Kreatinins bezogen.

Die Messungen ergaben leichte, nicht signifikante Unterschiede. Die 200 Tage
alten Gcdh-defizienten Tiere scheiden mit 0,31 mol/g Kreatinin etwas mehr
Natrium aus als die entsprechenden Wildtyp-Mause mit 0,21 mol/g Kreatinin (Abb.
21 A). Die Ausscheidung von Harnstoff und anorganischem Phosphor ist bei
beiden Altersstufen leicht vermindert (Abb. 21 B und C). Die Konzentration von
Kalium, Chlorid, Kalzium und Magnesium ist bei den Gcdh-defizienten Mausen

unverandert.
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Abb. 21: Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen bei der Gedh-defizienten Maus

Urin von 42 und 200 Tage alten Gcdh-defizienten (-/-) und Wildtyp-Tieren (+/+) wurde Uber 24
Stunden gesammelt und die Konzentration von Natrium (A), Harnstoff (B) und anorganischem
Phosphor (C) bestimmt. Die Konzentration der jeweilig betrachteten Substanz wurde zur
Normalisierung auf die Kreatininkonzentration bezogen. Die Angaben sind Mittelwerte £SD (n=3).

4.3.4 Hypoproteinurie bei Gedh-Defizienz

Da viele Erkrankungen der Niere, vor allem bei Schadigung des glomerularen
Filterapparates, mit einem vermehrten Verlust von Proteinen Uber den Urin
einhergehen, wurde bei den Mausen die renale Proteinausscheidung gemessen.
Untersucht wurde der Spontanurin von jeweils finf 100 Tage alten Gcdh-
defizienten und Wildtyp-Tieren. Um Fehler durch unterschiedlich konzentrierten
Urin auszuschlieBen, wurde die Proteinkonzentration auf die
Kreatininkonzentration bezogen. Die Messungen ergaben eine um 25 Prozent

erniedrigte Proteinausscheidung der Gedh-defizienten Mause (Abb. 22 A).

Geadh | +/+
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Abb. 22: Hypoproteinurie bei der Gedh-defizienten Maus
Sowohl bei der photometrischen Proteinbestimmung (A) als auch in der Silberfarbung (B) findet
sich bei den Gcdh-defizienten Mausen eine signifikant erniedrigte renale Proteinausscheidung. A:
Die Angaben sind Mittelwerte +SD (n=5), * = p < 0,05
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Um diese Hypoproteinurie naher zu charakterisieren, wurden Urinproben
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine durch Silberfarbung sichtbar
gemacht. Daflr wurden jeweils drei Urine von 100 Tage alten mannlichen Gcdh-
defizienten und Wildtyp-Mausen aquivalenten Kreatiningehalts verglichen. Sowohl
bei Gedh-defizienten wie auch bei Wildtyp-Tieren finden sich im Urin Proteine der
Molekulargewichte 100 kDa, 70 kDa, 60 kDa, 45 kDa, 33 kDa und 25 kDa sowie
sehr leichte Peptide (Abb. 22 B). Bei gleichem Bandenmuster der
ausgeschiedenen Proteine ist die Menge des angefarbten Proteins bei der Gedh-
defizienten Maus wesentlich geringer. Silberfarbungen von Urinproben 21 Tage
alter Tiere zeigen keine verminderte Proteinausscheidung bei Gedh-Defizienz.

4.4 Reaktionen von Maus und Niere auf metabolischen
Stress

Wahrend Patienten mit Mutation im GCDH-Gen im Rahmen Kkataboler
Stoffwechsellagen, wie etwa Infektionen, enzephalopathische Krisen erleiden, ist
es bei Gedh-defizienten Mausen weder durch Imitation einer bakteriellen Infektion
mittels Lipopolysaccharid-Injektion noch durch Simulation einer akuten viralen
Infektion durch Gabe von poly-Inosin/Cytosin und Interferon a gelungen, eine
katabole Krise zu induzieren (Koeller et al. 2002). Kiirzlich gelang es jedoch, durch
Gabe eine Hochproteindiat (62% Proteinanteil vs 20% im Standardfutter) bei
jungen Tieren eine neuro-metabolische Krise zu induzieren (Zinnanti et al. 2006).
Die folgenden Experimente wurden unter Hochproteindiat an 42 Tage und an 200
Tage alten Mausen im metabolischen Kafig durchgefihrt. Die Tiere erhielten
zunachst far zwei Tage das gewohnte Futter und konnten sich an den Kafig
adaptieren, dann erst erfolgte die Fitterung der Hochproteindiat. Als Kontrollen
wurden jeweils ein Wildtyp-Tier, das ebenfalls proteinreiches Futter erhielt, und ein
Gcedh-defizientes Tier, das weiterhin Standard-Futter bekam, mitgefhrt.

Die 42 Tage alten Gcdh-defizienten Mause zeigen am dritten Tag der
Hochproteindiat zunachst einen Abfall der Kérpertemperatur und einen Verlust an
motorischer Aktivitat. Diese Symptome verstarken sich am vierten Tag. Am flinften
Tag der Diat kommen Myoklonien, Lahmungen, insbesondere der vorderen
Extremitat, und schlieBlich eine Schnappatmung hinzu. In diesem Stadium wurden
die Tiere getdtet. Bei den als Kontrollen eingesetzten Tieren traten keine dieser
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Symptome auf. Von drei untersuchten 200 Tage alten Gcdh-defizienten Tieren
zeigten keine unter hochgradig proteinreicher Diat Einschrankungen ihrer Vitalitat.
Sie entwickelten keine neuro-metabolische Krise. Die Versuche wurden am 11.
Tag der Diat abgebrochen. Auffallend waren bisweilen aggressive
Verhaltensstérungen der alten Gcedh-defizienten Mause, die aber nicht weiter

untersucht wurden.

4.4.1 Histologische Untersuchung des Nierenparenchyms

Die Nieren Gcdh-defizienter Mause zeigen bereits unter basalen Bedingungen
eine proteinbiochemisch nachweisbare Zunahme bindegewebiger Fasern mit
Hypertrophie des Organs (siehe 4.1). Zur Klarung, ob die Nieren unter
metabolischem Stress weiteren strukturellen Schadigungen unterliegen, wurden
die Organe histologisch untersucht. Flr die Analysen wurden die Nieren 42 Tage
alter Tiere am flnften Tag der Diat enthommen. Als Kontrollen dienten Nieren von
Wildtyp-Mausen gleichen Alters, die ebenfalls Hochproteindiat gefuttert bekamen.
Fir die lichtmikroskopische Untersuchung wurden Paraffinschnitte der Nieren
angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin-Lésung (HE) sowie nach van-Gieson
gefarbt.

Die Nieren der Gedh-defizienten, enzephalopathischen Mause weisen multiple, in
der HE-Farbung lediglich gering angefarbte Areale auf, deren Tubuli einen
massiven Zelluntergang zeigen (Abb. 23 d, f). Diese Areale finden sich vorrangig
in der AuBenzone des Nierenmarks. Auch in der van-Gieson-Farbung stellt sich
die Atrophie der Tubuli deutlich dar, ein erhdhter Gehalt collagener Fasern lasst
sich dagegen auch in dieser, diesbezliglich spezifischen, Farbung bei den Gecadh-
defizienten Tieren nicht nachweisen (Abb. 23 g,h). Eine weitere Auffalligkeit stellen
Ansammlungen von Erythrozyten im Nierengewebe der Gedh-defizienten Mause
dar, die nicht eindeutig als intravasale Rlckstdnde bei mangelnder Perfusion
klassifiziert werden kénnen (Abb. 23, d, f).
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Abb. 23: Histologische Untersuchung der Nieren Gcdh-defizienter Mause nach diétetisch
induziertem metabolischem Stress

Nach finftdgiger Futterung einer Hochproteindiat wurden Gcedh-defiziente (-/-) und Kontoll-M&ause
(+/+) getotet und die Nieren entnommen. Von den Nieren wurden Paraffinschnitte angefertigt und
Hamatoxylin-Eosin (a-f) bzw. nach van-Gieson (g-h) gefarbt. Die geflllten Pfeile weisen auf die im
Text beschriebenen atrophischen Tubuli, die Dreieckspfeile auf die Erythrozytenansammlungen
hin. Die Balken entsprechen jeweils 50um. (Prof. Glatzel, Hamburg)

4.4.2 Analyse des Trink- und Fressverhaltens

Die Mause wurden wahrend der Fitterung der Hochproteindiat in metabolischen
Kéfigen gehalten, um Trink- und Fressverhalten sowie Urin- und Kotausscheidung
untersuchen zu kdénnen. Als zusétzlicher Parameter des metabolischen Status

54



Ergebnisse

wurden die Tiere taglich gewogen. Zunachst wurden funf Tripletts 42 Tage alter
Tiere untersucht. Jedes Triplett bestand aus einer Gcdh-defizienten und einer
Wildtyp-Maus unter Hochproteindiat sowie einer Gcdh-defizienten Maus unter
Standarddiat.

Wahrend sich die Parameter der Gcdh-defizienten Mause in den ersten beiden
Tagen ohne Hochproteindiat nicht von denen der Kontrolltiere unterscheiden,
treten nach Induktion der Krise deutliche Veranderungen auf. Wahrend die
Wildtyp-Mause unter proteinreicher Erndhrung ab dem zweiten Tag der Diat mit
knapp 10 ml Wasser pro Tag etwa das Doppelte der gewdhnlichen Trinkmenge zu
sich nehmen, andern die Gcdh-defizienten Tiere unter Hochproteindiat ihr
Trinkverhalten nicht (Abb. 24 A). Sie trinken genauso wie ihre Kontrollen unter
Standarddiat konstant etwa 5 ml Flussigkeit pro Tag. Die Gecdh-defizienten Tiere
erniedrigen unter Hochproteindiat bereits ab dem ersten Tag ihre
Nahrungsaufnahme und fressen am vierten und flnften Tag der Diat kaum noch
(Abb. 24 B). Wahrenddessen andern die Mause der beiden Kontrollgruppen ihr
Fressverhalten nicht. Die Urinausscheidung variiert in den beiden Gruppen mit
proteinreicher Diat stark (Abb. 24 C). Die Wildtyp-Tiere scheiden entsprechend der
erhéhten Trinkmenge ab dem ersten Tag der Diat etwa das Dreifache der
gewohnlichen Urinmenge von 1 ml aus. Die Gedh-defizienten Tiere erhdhen unter
Hochproteindiat ihre Urinausscheidung bei konstanter Trinkmenge nach einem
kurzen starken Anstieg am ersten Tag der Diat im weiteren Verlauf auf knapp das
Doppelte. Ohne Hochproteindiat treten keine Veranderungen der Urinproduktion
bei den Gcdh-defizienten Mausen auf. Sowohl bei Gcdh-defizienten wie bei
Wildtyp-Mausen kommt es unter Hochproteindidt ab dem ersten Tag zu einer
konstanten massiven Verringerung der Kotausscheidung auf etwa 0,1 g pro Tag
(Abb. 24 D). Dagegen scheiden die Gcdh-defizienten Tiere, die Standarddiat
erhalten, wahrend der Testperiode weiterhin 1 g Kot aus. Unter Hochproteindiat
verlieren die Gedh-defizienten M&ause kontinuierlich an Gewicht, bis sie am flnften
Tag der Diat nur noch 2/3 ihres Ausgangsgewichtes aufbringen (Abb. 24 E). Bei
den Kontrolltieren treten keine gréBeren Schwankungen des Kérpergewichts auf.
In einer weiteren Versuchsreihe bekamen drei Paare, jeweils bestehend aus einer
200 Tage alten mannlichen Gcdh-defizienten Maus und einem entsprechenden
Wildtyp-Tier, die Hochproteindiat gefuttert. Auch bei den alten Tieren zeigen sich

Gcedh-Defizienz-spezifische Veranderungen, diese sind aber milder ausgepragt als
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Abb. 24: Metabolischer Status Gecdh-defizienter Mause unter Hochproteindiat

Zwei weibliche 42 Tage alte Gcdh-defiziente Mause und ein entsprechendes Wildtyp-Tier wurden
parallel in drei metabolischen Einzelkafigen gehalten und zunachst fir zwei Tage an die
Kéfigbedingungen adaptiert. Danach wurde eine Gcdh-defiziente Maus (rot) und ein Wildtyp-Tier
(grun) auf Hochproteindiat umgestellt. Die zweite Gcdh-defiziente Maus (orange) erhielt weiterhin
Standarddiat. Das Trink- und Fressverhalten, die ausgeschiedene Urin- und Kotmenge sowie das
Kdrpergewicht der Tiere wurden taglich ermittelt. Die Angaben sind Mittelwerte £SD (n=>5).

bei ihren jingeren Artgenossen. Die alten Gcdh-defizienten Tiere fressen an den
ersten vier Tagen der Diat etwas weniger als die Kontrolltiere und scheiden auch
entsprechend weniger Kot aus. Die Nahrungsaufnahme gleicht sich aber im
Verlauf der Diat derer der Wildtyp-Tiere an. Wasseraufnahme wie
Urinausscheidung steigen unter Hochproteindiat bei den alten Gcdh-defizienten
wie Wildtyp-Tieren gleichermaBen um das Doppelte bzw. das Vierfache an. Die
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200 Tage alten Gcedh-defizienten Mause verlieren bei Fltterung mit proteinreicher
Diat ab dem ersten Tag kontinuierlich an Gewicht. Sie wiegen am 11. Tag der Diat
nur noch 75 Prozent ihres Ausgangsgewichts. Der Gewichtsverlust der Wildtyp-
Kontrollen betrug im gleichen Zeitraum nur etwa 10 Prozent.

Zuletzt wurde in einem Pilotversuch getestet, ob sich durch Gabe hochgradig
proteinreicher Diat auch bei flir das Gcedh-Gen heterozygoten Mausen
Veranderungen der metabolischen Parameter nachweisen lassen. Das 42 Tage
alte heterozygote Tier zeigte unter Hochproteindiat ein dhnliches Trink-, Fress-
und Ausscheidungsverhalten wie die oben beschriebenen Wildtyp-Tiere. Mit Gabe
der Diat stieg die Trink- und Urinmenge an, bei gleichbleibender Nahrungszufuhr
war die Kotausscheidung eher gering und das Kdrpergewicht Uber die 11 Tage
des Versuchs konstant. Eine neurometabolische Krise trat nicht auf.

4.4.3 Exkretion harnpflichtiger Substanzen in der Krise

Es sollte untersucht werden, ob sich die Exkretionsleistung der Nieren bei der
Gcedh-defizienten Maus unter Hochproteindiat andert. Daflr wurden Urinproben
von jeweils drei Gcdh-defizienten und Wildtyp-Mausen der Altersstufen 42 und
200 Tage jeweils vor Gabe der Hochproteindiat und am letzten Tag der Diat (Tag
5 bzw. Tag 11) auf harnpflichtige Substanzen, wie Elektrolyte und Harnstoff, hin
analysiert. Die Messwerte wurden jeweils auf Kreatinin bezogen, um Fehler durch
unterschiedlich konzentrierten Urin zu vermeiden.

Beide Altersstufen unterscheiden sich bezlglich der Tendenz der
Konzentrationsanderung der untersuchten Substanzen im Urin kaum. Allerdings
weisen die jungeren Tiere haufig eine stérkere Reaktion auf die Hochproteindiat
auf. Wahrend bei den 42 Tage alten Wildtyp-Tieren nach Futterung einer
Hochproteindiat keine Anderung der renalen Natriumausscheidung auftritt, weist
der Urin entsprechender Gcdh-defizienter Tiere eine um etwa 60 Prozent
verringerte Natriumkonzentration auf (Tab. 5). Bei jungen Gcdh-defizienten wie bei
Wildtyp-Mausen sinkt die Konzentration der Elektrolyte Kalium, Chlorid und
Magnesium im Urin unter proteinreicher Diat stark ab. Dieser Effekt ist bei den
Gcedh-defizienten Tieren mit einer etwa 70-prozentigen Reduktion der Kalium- und

Chloridkonzentration ausgepragter.
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Tab. 5: Konzentration harnpflichtiger Substanzen im Urin Gcdh-defizienter,
enzephalopathischer Mause

Parameter Gcedh Wert iSD
+/+ vor Diat 0,25 0,01
Natrium +/+ nach Diat 0,29 0,01
(mol / g Kreatinin) -/-  vor Diat 0,36 0
-/~ nach Diat 0,16 0,06
+/+ vor Diat 0,89 0,21
Kalium +/+ nach Diat 0,47 0,02
(mol / g Kreatinin) -/- vor Diat 0,87 0,1
-/~ nach Diat 0,25 0,01
+/+ vor Diat 7 2
Calcium +/+ nach Diat 13 0
(mmol / g Kreatinin) -/- vor Diat 9 3
-/~ nach Diat 55 31
+/+ vor Diat 84 24
Magnesium +/+ nach Diat 33 12
(mmol / g Kreatinin) -/- vor Diat 58 9
-/- nach Diat 32 4
+/+ vor Diat 0,45 0,11
Chlorid +/+ nach Diat 0,32 0,03
(mol / g Kreatinin) -/- vor Diat 0,45 0,01
-/~ nach Diat 0,17 0,01
+/+ vor Diat 0,23 0,02
anorganischer Phosphor +/+ nach Diat 0,19 0,02
(mol / g Kreatinin) -/- vor Diat 0,2 0,03
-/~ nach Diat 0,19 0,02
+/+ vor Diat 95 19,3
Harnstoff +/+ nach Diat 487 67,8
(9 / g Kreatinin) -/- vor Diat 89 10,3
-/- nach Diat 96 26,9

Gelistet sind die Konzentrationen der Substanzen im 24h-Sammelurin bezogen auf Kreatinin,
jeweils far Wildtyp-Mause (+/+) und Gcdh-defiziente Mause (-/-) der Altersstufe 42 Tage vor und
nach Diat. (n=3).

Bei 42 Tage alten Wildtyp-Mausen kommt es durch Fitterung einer
Hochproteindiat zu einer fanffach erhdéhten Harnstoffkonzentration des Urins. Die
Exkretion von Harnstoff andert sich dagegen bei gleichaltrigen Gedh-defizienten
Tieren unter Diat nicht. Wahrend sich die Calciumkonzentration des Urins bei den
jungen Wildtyp-Mausen nach Hochproteindiat verdoppelt, reagieren die Gcdh-
defizienten Tiere auf metabolischen Stress mit einer sechsfach gesteigerten
Exkretion des Elektrolyts. Die Ausscheidung von anorganischem Phosphor ist in
beiden Gruppen unverandert.
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Wahrend sich die Ausscheidung der Elektrolyte Natrium, Kalium, Calcium,
Magnesium und Chlorid unter Hochproteindiat bei 200 Tage alten Mausen im
Vergleich zu den 42 Tage alten Tieren gleichsinnig, aber in geringerem Ausmal
andert, kommt es in dieser Alterstufe auch bei den Gedh-defizienten Mausen nach
Hochproteindiat zu einer erhéhten Harnstoffkonzentration im Urin. Desweiteren
steigt sowohl bei alten Wildtyp- als auch Gcdh-defizienten Tieren die
Konzentration von anorganischem Phosphor im Urin durch Fltterung der Diat um
etwa das Doppelte an.

4.4 .4 Progressive Hypoproteinurie unter Hochproteindiat

Bereits unter basalen Bedingungen zeigen die Gcdh-defizienten Mause der
Alterstufe 100 Tage im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine verminderte
Proteinausscheidung Uber den Urin. Ob diese Hypoproteinurie auch unter
proteinreicher Diat bestehen bleibt, sollte mittels Silberfarbung von im SDS-PAGE-
Gel aufgetrennten Urinproteinen, normalisiert durch gleichen Kreatinin-Gehalt,
untersucht werden.

Bei 42 Tage alten Gedh-defizienten, enzephalopathischen Mausen findet sich am
vierten Tag der Diat eine deutliche Reduktion der Proteinausscheidung, wahrend
bei den als Kontrolle eingesetzten Wildtyp-Tieren und den Gedh-defizienten Tieren
ohne Hochproteindiat keine Veranderungen eintreten (Abb. 25 A).

A B
Gedh  +/+ - - Gedh ++ -

Hochproteindiat 4 N ) TagderDiat | 1[4 |7[9[11][1[4]7] 9]
TagderDiét0‘2‘4 0‘2‘4 0‘2‘4 97 1
45 - 66 - -

45 -

30 - 20

P L A — 20 -

144 % - - -y - h
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Abb. 25: progressive Abnahme der renalen Proteinausscheidung unter Hochproteindiat

Die 42 Tage alten Gcdh-defizienten Mause scheiden am vierten Tag der Hochproteindiat deutlich
weniger Protein mit dem Urin aus als vor Beginn der Di&t (A). Bei den Kontroll-Tieren &ndert sich
die Proteinausscheidung nicht. Bei den 200 Tage alten Gcdh-defizienten Tieren ist ein mit
zunehmender Dauer der Didt abnehmender Proteingehalt des Urins sichtbar (B).
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Zweihundert Tage alte Gcedh-defiziente Mause weisen einen bereits basal
erniedrigten Proteingehalt des Urins auf (Abb. 25 B). Obwohl die Mause nicht
durch Hochproteindiat in eine metabolische Krise zu bringen sind (siehe 4.4),
nimmt der Proteingehalt des Urins bereits ab dem vierten bis siebten Tag der Diat
deutlich und progressiv ab. Bei alten Wildtyp-M&usen &ndert sich die
Proteinausscheidung wiederum nicht.

Zur Klarung, ob die Hypoproteinurie der Gedh-defizienten Mause auf eine erhdhte
Proteaseaktivitat zurtckzufihren ist, wurden zundchst Urinproben, die von 200
Tage alten Gcedh-defizienten und Wildtyp-Mausen vor und am 9. Tag der
Hochproteindiat gesammelt wurden, auf Anwesenheit von Matrixmetalloproteasen
durch Gelatine-Zymographie getestet. Wahrend einer Inkubationszeit von 12
Stunden kdnnen vorhandene Matrixmetalloproteasen die Gelatine zersetzen und
die freigesetzten Aminosauren diffundieren aus dem Gel. Noch im Gel
verbleibende Gelatine ist dann durch Coomassie-blau anfarbbar, wahrend Stellen
mit erhéhter Matrixmetalloproteaseaktivitat als weie Banden imponieren.

Es zeigte sich eine deutliche Matrixmetalloproteaseaktivitat im Urin der Gcedh-
defizienten Maus am letzten Tag der Hochproteindiat (Abb. 26). Nachgewiesen
werden konnten Proteasen der Molekulargewichte 18 kDa, 30 kDa und 45 kDa.
Vor der Diat sowie bei beiden Urinproben des Wildtyp-Tieres ist zymographisch
keine Proteaseaktivitat nachweisbar.

vor der Diat 9.Tag der Diat

Gedh|  +/+ -/ +/+ -/

Abb. 26: Zymographie von Urinproben Gcdh-
defizienter Mause vor und nach Hochproteindiat
Urin wurde fiir 24 h von jeweils einer 200 Tage alten
Gcedh-defizienten (-/-) und einer Wildtyp-Maus (+/+)
vor und am 9. Tag der Diat gesammelt. Zur
Normalisierung wurden Urinproben mit einem
Kreatiningehalt von jeweils 0,2 ug aufgetragen.

In der Gelatine-Zymographie zeigt sich eine erhéhte
Matrixmetalloproteaseaktivitdt im Urin der Gcedh-
defizienten Maus am 9. Tag der Hochproteindiat.
Beim Wildtyp-Tier ist diese gesteigerte Aktivitat nicht
nachweisbar.
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5 Diskussion

In der folgenden Diskussion der Resultate soll zunachst auf die anatomischen und
funktionellen Veranderungen der Nieren Gcdh-defizienter Mause eingegangen
werden. Nach kurzen Uberlegungen zur alterierten Blutdruckregulation dieser
Tiere folgt dann eine ausfihrliche Besprechung der Bedeutung der Transporter
OCT2 und NaDC3 als neu identifizierte Interaktionspartner von 3-OHGA.

5.1 Pathologische Veranderungen der Nieren

Bei Gcdh-defizienten Mausen wurden im Rahmen dieser Arbeit morphologische
und funktionelle Veranderungen der Nieren analysiert, die bereits unter basalen
Bedingungen und insbesondere nach Induktion einer enzephalopathischen Krise
auftreten. So weisen die Gcedh-defizienten Tiere eine Nierenhypertrophie,
Veranderungen der renalen Elektrolytausscheidung, des Wasserhaushalts und der
Blutdruckregulation, eine Hypoproteinurie sowie Alterationen in der Expression
renaler Transporter auf. Dagegen sind renale Begleiterscheinungen bei Patienten
mit GA-1 &uBerst selten beobachtet worden. Demgegeniber stehen einige
Organoazidurien mit GA-1-ahnlichem Pathomechanismus, wie die Glutarazidurie
Typ 2 und die Methyl-Malonazidurie, die regelhaft mit Nierenerkrankungen
einhergehen.

In einem Fallbericht von 1997 beschreiben Pdge et al. das Auftreten eines
nephrotischen Syndroms bei einem 12 Wochen alten GA-1-Patienten, bei dem es
bereits im Alter von drei Wochen zu ersten klinischen Zeichen einer akuten
Enzephalopathie kam und der im Alter von 22 Wochen im terminalen
Nierenversagen verstarb. Klinisch fielen bei dem Jungen Odeme, eine massive
Proteinurie sowie ultrasonographisch vergréBerte Nieren auf. Histologisch konnten
glomeruldre Schadigungen bei intaktem Tubulussystem nachgewiesen werden.
Durch Serumanalysen gelang der Ausschluss zahlreicher Autoimmunnephritiden
sowie eines hepato-renalen Syndroms. Die Autoren kommen zu dem Schluss,
dass das nephrotische Syndrom des Jungen wahrscheinlich direkt mit seiner
Grunderkrankung, der GA-1, in Verbindung steht und empfehlen, an die
Mdoglichkeit nephrologischer Komplikationen zu denken, obwohl sie bei dieser
Form der Organoazidurie selten sind.
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Bei der unter anderem ebenfalls durch extrapyramidale Bewegungsstérungen
gekennzeichneten Glutarazidurie Typ 2, der ein Enzymdefekt des Elektronen-
transportierenden Flavoproteins oder dessen Oxoreduktase mit nachfolgender
Akkumulation der Metaboliten GA, 2-OHGA, Ethylmalonsaure und Hippursaure
zugrunde liegt (Gordon 2006), treten bei Ausbruch der Erkrankung in der
Neonatalzeit h&ufig hypertrophe Verédnderungen der Nieren, zum Teil mit
zystischen Dysplasien, auf (el-Essa et al. 2000, Loehr et al. 1990).

Eine weitere Organoazidurie mit primar neurologischen Symptomen ist die Methyl-
Malonazidurie, deren Enzymdefekt den Abbau verzweigtkettiger Aminosauren
betrifft (H6rster 2004). Ahnlich wie bei der Glutarazidurie Typ 1, gelingt es seit
einiger Zeit durch einen prasymptomatischen Therapiebeginn akute neurologische
Krisen zu verhindern und somit die Lebenserwartung deutlich zu erhéhen. Als
Langzeitkomplikation trat bei der Mehrzahl der Patienten ein chronisches
Nierenversagen auf (Horster 2004). Histologische Untersuchungen der Nieren
zeigten eine tubulointerstitielle Nephritis mit interstitieller Fibrose und tubuléarer
Atrophie (Deodato et al. 2006).

5.1.1 Morphologische Veranderungen

Die Nieren der Gcdh-defizienten Mause weisen im Vergleich zu denen der
Wildtyp-Tiere ein signifikant erhdhtes Gewicht auf (Koeller et al. 2002). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Grad der Nierenhypertrophie
mit dem Alter progredient zunimmt und bei den ménnlichen Tieren im Vergleich zu
den weiblichen deutlich ausgepragter ist (Abb. 6). Als Ursache der
NierenvergréBerung konnte durch histologische und DNA-quantifizierende
Methoden sowohl eine Zellhypertrophie als auch eine Zellhyperplasie
ausgeschlossen werden (Abb. 7, 8). Obgleich histologisch unter basalen
Bedingungen bei 100 Tage alten Gcdh-defizienten Mausen keine Zeichen einer
Nierenfibrose zu erkennen sind, lasst sich mittels Westernblot-Analysen ein
deutlich erhdhter Gehalt der extrazellularen Matrixproteine Collagen | und
Fibronektin nachweisen (Abb. 9). Nach Induktion einer enzephalopathischen Krise
weisen die Nieren der Gcdh-defizienten Tiere histologisch umgrenzte Areale
atrophischer Tubuli auf (Abb. 23). Damit dhneln die strukturellen Schadigungen
der Nieren Gcedh-defizienter Mause den pathomorphologischen Veranderungen,
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die bei der Glutarazidurie Typ 2 und der Methyl-Malonazidurie beschrieben
werden.

Die Fibrose ist die gewdhnliche Spatmanifestation einer ganzen Reihe chronischer
Nierenerkrankungen und fahrt haufig zu einem terminalen Nierenversagen, das
Dialysepflichtigkeit oder die Erfordernis einer Nierentransplantation nach sich zieht
(Liu 2006). Der pathophysiologische Prozess, der zum fibrotischen Umbau der
Niere fuhrt, Iasst sich in vier Phasen einteilen (Eddy 2000). Durch chronische
Schadigungen der tubulointerstitiellen Zellen, etwa durch massive Proteinurie,
Energiemangelzustande, direkte Tubulusverletzungen, z.B. durch
Komplementfaktoren, oder chronische Hypoxie (Nangaku et al. 2004), kommt es
zur Aktivierung dieser Zellen und in der Folge zur Abgabe proinflammatorischer
Faktoren. Daraufhin folgt die Freisetzung einer Anzahl fibrogener Faktoren,
darunter TGF-B (transforming growth factor-B), Angiotensin Il und Endothelin.
Unter diesen Effektoren ist das Renin-Angiotensin-System (RAS) von tragender
Bedeutung (Okada et al. 2002). Verschiedene Zellen, unter ihnen
Tubulusepithelzellen, Fibroblasten und mesenchymale Stammzellen, werden so
zur verstarkten Produktion von Proteinen der extrazellularen Matrix (ECM), wie
Collagen I, lll und IV sowie Fibronektin und Proteoglykanen, stimuliert (Strutz et al.
2006). Gleichzeitig entsteht ein Ungleichgewicht zwischen matrixsynthetisierenden
und matrixabbauenden Enzymen, das den Prozess der Fibrose unterstltzt. Zuletzt
kommt es zur Zerstérung renaler Strukturen mit Verdrangung von Tubuli und
Kapillaren und Verlust von Nephronen. Histopathologische Befunde der
Nierenfibrose kénnen eine Glomerulosklerose, eine tubulointerstitielle Fibrose mit
Tubulusatrophie, Entzindungsinfilirate sowie ein Verlust an Kapillaren und
Podozyten sein (Liu 2006).

Der urséachliche Ausléser der fibrésen und tubuloatrophischen Veranderungen ist
im Falle der Gedh-defizienten Maus unbekannt. Er kdnnte auf einer Schadigung
tubulointerstitieller Zellen bei intrazellularem Energiemangel beruhen. In vitro-
Versuche konnten zeigen, dass Gilutaryl-CoA einen a-Ketoglutarat-
Dehydrogenase-Komplex hemmt (Sauer et al. 2005). Als Folge werden eine
Inhibition des Zitratzyklus und der mitochondrialen Fettsdureoxidation als ein
kausaler Faktor der neuronalen Degeneration bei GA-1 diskutiert. Aufgrund der
hohen Transportaktivitat zeigen Tubulusepithelzellen nur eine geringe Toleranz

gegenlber Energiemangelzustanden. Somit ware es nicht verwunderlich, wenn
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sich der Gendefekt der Gedh-defizienten Mause unter basalen Bedingungen auch
und vor allem an den Nieren manifestiert und im Verlauf der Enzephalopathie zu
deutlichen renalen Strukturveranderungen fihrt. Die im DNA-Microarray
gefundene Heraufregulation von Renin und ACE (Tab. 4; Nr. 17, 14) kdnnte neben
einer reaktiven Blutdrucksteigerung auch als Aktivierung des tubulointerstitiellen
RAS zur fibrogenen Stimulation ECM-produzierender Zellen gedeutet werden. Um
dies zu klaren, waren immunhistochemische Analysen zum Nachweis einer
tubulointerstitiellen Lokalisation dieser Enzyme erforderlich.

Auch bei der Pathogenese der ECM-Proliferation der Gcdh-defizienten Maus ist
das Vorherrschen einer gestérten Homdostase der ECM im Sinne eines
unzureichenden Abbaus bei gesteigerter Synthese denkbar. Im DNA-Microarray
der Niere eines 42 Tage alten Gcdh-defizienten Tieres war die mMRNA-Menge des
alpha-1-Antitrypsins (Serpinal) massiv vermindert (Tab. 4; Nr. 32, 37). Alpha-1-
Antitrypsin ist ein Inhibitor der Proteasen Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin und
Elastase. Plasmin wiederum spielt eine wichtige Rolle bei der Fibrinolyse und
aktiviert auBerdem Matrixmetalloproteasen. Eine zentrale Funktion dieser Gruppe
von Proteasen ist der Abbau extrazellularer Matrix (Loffler & Petrides 1998). Die
Inaktivierung von Matrixmetalloproteasen katalysieren die TIMPs (tissue inhibitors
of metalloproteinases). Bei vielen progressiven Nierenerkrankungen findet sich
eine vermehrte Expression dieser Inhibitoren, insbesondere des TIMP-1 (Eddy
2000). Das Fehlen des alpha-1-Antitrypsins kann somit als kompensatorischer
Mechanismus gedeutet werden, durch vermehrte Proteolyse bindegewebiger
Fasern einer Verschiebung des Gleichgewichts in Richtung Fibrose entgegen zu
wirken. Im Einklang mit diesem Modell steht ein erhdéhter Gehalt an
Matrixmetalloproteasen, der im Urin Gedh-defizienter enzephalopathischer Mause
nachgewiesen werden konnte (Abb. 26). Ob diese aus dem Niereninterstitium
stammen und dort tatsachlich an der Gegensteuerung der Fibrose beteiligt waren,
konnte bislang nicht geklart werden. Ein zymographischer Nachweis der
Proteasen im Gewebe ist aufgrund zu niedriger Konzentrationen nicht méglich, so
dass photometrische Aktivitatsmessungen indiziert scheinen. Desweiteren sollte
geklart werden, ob es im Rahmen des bindegewebigen Umbaus der Nieren Gecadh-
defizienter Mause ebenfalls zu einer verstarkten Aktivitdt der pro-fibrotischen
TIMPs kommt.

64



Diskussion

5.1.2 Funktionelle Veranderungen

Neben pathologischen Veradnderungen der Nierenmorphologie sind bei Gcdh-
defizienten Mausen, insbesondere nach Induktion einer enzephalopathischen
Krise, auch Abweichungen in der Nierenfunktion zu finden. Die
enzephalopathische Krise lasst sich bei jungen Tieren (42 Tage) durch Fltterung
einer Hochproteindiat auslésen. Dabei weisen die Gcdh-defizienten Mause
zundchst eine Hypothermie und Hypoaktivitdt sowie eine verminderte
Nahrungsaufnahme auf, spater kommt es zu Myoklonien und Ldhmungen als
Korrelat der akuten Enzephalopathie. In der Regel versterben die Tiere am flnften
Tag der Diat nach einer Phase insuffizienter Schnappatmung. Experimentell

wurden die Tiere in dieser Phase getotet.

5.1.2.1 Stérung der Wasserhomdostase

Zur Untersuchung der Wasserhombostase durchgefihrte Analysen im
metabolischen Kafig ergaben unter basalen Bedingungen keine Unterschiede
zwischen Gcedh-defizienten und Wildtyp-Mausen bezlglich der Wasseraufnahme
und der Urinausscheidung (Abb. 19). Jedoch reagieren die 42 Tage alten Gcdh-
defizienten Tiere bei Fltterung einer Hochproteindiat zur Induktion einer neuro-
metabolischen Krise mit deutlich gesteigerter Urinausscheidung bei nahezu
unveranderter Trinkmenge (Abb. 24). Vergleichbare Wildtyp-Kontrollen scheiden
unter Diat ebenfalls mehr Urin aus, sie erhéhen aber im Gegensatz zu den Gcdh-
defizienten Tieren entsprechend die Wasseraufnahme. Bei Gcedh-defizienten
Mausen im Alter von 200 Tagen lasst sich durch proteinreiche Nahrung keine
akute Enzephalopathie mehr auslésen. Diese Tiere reagieren auf die Diat
genauso wie Wildtyp-Mause mit einer Erhéhung von sowohl Wasseraufnahme als
auch Urinausscheidung.

Da alle Mause, unabhangig von Genotyp und Alter, auf Futterung einer
Hochproteindiat mit einer erhdhten Urinausscheidung antworten, ist anzunehmen,
dass diese Reaktion eine physiologische Anpassung an den Proteinexzess
darstellt. Bei erhdéhter Proteinzufuhr kommt es durch konsekutiv gesteigerten
Aminosdureabbau zum vermehrten Anfallen des cerebrotoxischen Molekils
Ammoniak. Zur Entgiftung wird dieses in der Leber mit Bicarbonat zu Harnstoff

umgewandelt. Harnstoff ist renal ausscheidbar, wobei die Ausscheidungsrate bei
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erhéhter Diurese steigt (Klinke & Silbernagl, 2001). An Nerzen konnte gezeigt
werden, dass unter Fltterung einer Hochproteindiat das Urinvolumen zunimmt
(Tauson et al. 2001). In diesem Kontext scheint es sinnvoll, zur Erhéhung der
Diurese die Trinkmenge zu steigern, wie es die Wildtyp-Tiere aller Alterstufen und
die alten Gedh-defizienten Tiere unter Hochproteindiat tun. Bei den jungen Gceadh-
defizienten Mausen bleibt diese Reaktion von Beginn der Diat an aus, so dass
eine durch die Enzephalopathie bedingte relative Trinkschwache als Erklarung
wahrscheinlich nicht gentigt. Warum eine Anpassung der Wasseraufnahme an
den erhdhten renalen Verlust nicht gelingt, ist bislang unklar. Zum besseren
Verstandnis dieser Prozesse waren im Verlauf der Diat Blutanalysen bezilglich der
Konzentration der Volumen-regulierenden Hormone Vasopressin und Aldosteron
sowie des eng mit diesen Steuerungsprozessen verknlpften Elektrolyts Natrium

notwendig.

5.1.2.2 Stérung der Elektrolytausscheidung

H&ufig gehen Anderungen der Wasserhomdostase auch mit Verschiebungen des
Elektrolythaushalts einher. Aus diesem Grund wurde die Konzentration der
Elektrolyte Natrium, Kalium, Chlorid, Magnesium und Calcium im Urin der Gecdh-
defizienten Mause und ihrer Kontrollen vor und nach Hochproteindiat in Relation
zur Kreatinin-Konzentration bestimmt. Als deutlichste Veranderungen fanden sich
eine isoliert bei den Gedh-defizienten Tieren auftretende Diat-induzierte Reduktion
der Natrium-Urinkonzentration um die Hélfte sowie eine massiv erhfhte Calcium-
Ausscheidung (Tab. 5).

Eine reduzierte Natriumausscheidung beruht entweder primar auf einer
Hyponatriamie  verschiedenster  Ursachen, wie  Natriumverlusten bei
Gastroenteritiden, Pankreatitis oder nephrotischem Syndrom, auf einer
vermehrten tubuldren, Aldosteron-vermittelten Natriumrickresorption oder auf
massiven Wasserverlusten bei Nephropathien, polyurischem Nierenversagen oder
Diabetes insipidus, die sich der Steuerung durch Vasopressin entziehen (Renz-
Polster, Krautzig & Braun, 2004). Da die enzephalopathischen Gcdh-defizienten
Mause einen, gemessen an der Wasseraufnahme, inadadquat hohen renalen
Wasserverlust zeigen und unter Hochproteindiat stark angestiegenen
Konzentrationen der cytotoxischen Metabolite 3-OHGA und GA ausgesetzt sind,
ist ein toxisch bedingtes polyurisches Nierenversagen denkbar. Die erhdhte
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Calcium-Ausscheidung lieBe sich damit allerdings nicht erklaren. Ob bei den
Gcedh-defizienten Mausen im  Verlauf der Entwicklung einer akuten
Enzephalopathie tatséchlich auch ein Nierenversagen eintritt, wie es etwa fur den
Fall des GA-1-dungen mit nephrotischem Syndrom oder die chronische
Nephropathie bei der Methyl-Malonazidurie beschrieben ist (s. 5.1, Hérster 2004,
Pége et al. 1997), muisste durch Bestimmung der Blutkonzentration der
Retentionsparameter Kreatinin und Harnstoff nachgewiesen werden. Dies ist
auBerdem indiziert, da es auszuschlieBen qilt, dass durch Uramiegifte induzierte
Komplikationen des Nierenversagens, wie Myokloni und Enzephalopathie, die
durch Gcedh-Defizienz-spezifische Noxen ausgeldste metabolische
Enzephalopathie imitieren. Das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) als
schwere primér renale und sekundar cerebrale Erkrankung konnte allerdings
anhand der Analyse von Blutausstrichen  bei Gcedh-defizienten,
enzephalopathischen Mausen ausgeschlossen werden.

Eine weitere mdgliche Erklarung flar die erniedrigte Natriumausscheidung der
Gcedh-defizienten enzephalopathischen Mause bietet die im DNA-Microarray
gefundene und mittels Realtime-PCR verifizierte vermehrte Expression einiger
Komponenten des RAS (Tab. 4; Nr. 14, 17). Das in der Folge vermehrt
ausgeschittete  Aldosteron  wilrde dann eine  verstarkte  tubulare
Natriumriickresorption und konsekutiv einen Wasserentzug aus dem Primarurin
vermitteln (Klinke & Silbernagl, 2001). Einer solchen Konzentrierung des Urins
steht allerdings die erhéhte Urinmenge und die gleichzeitig erniedrigte
Kaliumausscheidung dieser Tiere entgegen.

In der Arbeitsgruppe durchgefliihrte Studien zum Verteilungsmuster von injizierter
radioaktiv markierter 3-OHGA zeigten eine bei jungen Gcdh-defizienten Mausen
im Vergleich mit Wildtyp-Tieren deutlich vermehrte Ausscheidung der organischen
Saure Uber den Darm. Unter der Annahme, dass der Sekretionsmechanismus im
Kotransport mit Natrium, etwa NaDC3-vermittelt, erfolgt (s. 5.3.2), ist auch ein
erhdhter intestinaler Natriumverlust als Ursache der reduzierten renalen
Natriumausscheidung der Gedh-defizienten enzephalopathischen Mause denkbar.
Als weitere Ursachen des ungewéhnlichen Musters der Elektrolytausscheidung
der Gcdh-defizienten enzephalopathischen Mause kommen auch in dieser
Stoffwechsellage verstarkt erforderliche, bislang unbekannte, Transportprozesse
in Betracht, die einen Kotransport von Elektrolyten bedingen und das
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Gleichgewicht dieser stdéren kdnnen. Auch bei einem in der Stoffwechselambulanz
des UKE betreuten Madchen mit GA-1 fielen im Urinlabor &hnliche
Elektrolytmuster auf. So war die Ausscheidung von Natrium um das sechsfache
vermindert, die von Kalium, Calcium und Phosphat dagegen nur leicht reduziert
(Dr. C. Mduhlhausen, persénliche Mitteilung). Dies macht far die veranderte
Elektrolytausscheidung Ursachen, die in direktem Zusammenhang mit dem
Metabolismus oder Transport der in der Krise um 90 Prozent ansteigenden Gcdh-
Defizienz-spezifischen Metabolite (Zinnanti 2006), wie 3-OHGA und GA, stehen
eher wahrscheinlich, als solche die isoliert auf der Proteinbelastung der Gcadh-
defizienten Mause unter Diat beruhen.

5.1.2.3 Stérung der Proteinausscheidung

Eine weitere Auffalligkeit der renalen Exkretionsleistung ist die bereits basal bei
den Gcedh-defizienten Mausen in Erscheinung tretende Hypoproteinurie (Abb. 22),
die sich im Verlauf der Futterung proteinreicher Diat progredient verstarkt (Abb.
25). Wahrend die Hyperproteinurie ein klassisches Symptom einer ganzen Reihe
von Nephropathien, wie etwa der diabetischen Nephropathie, ist und hier auch als
pradiktiver Parameter eingesetzt wird (Morgensen 2003), ist eine Hypoproteinurie
sehr selten. Das Auftreten einer Hypoproteinurie findet sich etwa als
Begleiterscheinung des hamorrhagischen Dengue-Fiebers aufgrund einer durch
vaskulare Leckagen bedingten Proteinverarmung des Blutes (Balasubramanian et
al. 2006). Dieser Ursache liegt auch die Hypoproteinurie zu Grunde, die bei einem
Behandlungsversuch einer bei der Maus experimentell induzierten Graft-vs-Host-
Reaktion (GVDH) mit dem Immunotoxin anti-Thy1.2-RTA als Nebenwirkung
beobachtet wurde (Vallera et al. 1991). Ebenfalls toxisch ausgel6st ist die
Hypoproteinurie von Ratten, deren Nahrung mit Mykotoxinen belastet ist (Kazanas
et al. 1984). Auch bei der Glutarazidurie Typ 1 nehmen toxisch bedingte vaskulare
Schadigungen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Erkrankung ein. So
konnte gezeigt werden, dass die Integritdt der BlutgefaBe der
Chorioallantoismembranen von Huhnereiern durch Inkubation mit 3-OHGA
herabgesetzt wird (Mihlhausen et al. 2006). In der Arbeitsgruppe durchgefiihrte
Studien an Gcdh-defizienten Mausen, die fir vier Tage eine Hochproteindiat
geflttert bekamen, ergaben neben Extravasationen der meningealen GefaBe des
Gehirns auch in Einzelféllen beobachtete Einblutungen in Darm und Harnblase. In
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diesem Kontext scheint eine Hypoproteinurie-relevante Hypoproteindmie aufgrund
3-OHGA induzierter GefaB-Leckagen mdglich. Zur Bestatigung dieser Hypothese
ware eine Bestimmung der Proteinkonzentration im Plasma sinnvoll.

Eine andere Erklarung fir die Hypoproteinurie bietet der zymographisch
nachgewiesene erhéhte Gehalt an Matrixmetalloproteasen im Urin  Gcedh-
defizienter enzephalopathischer Mause (Abb. 26). Die Funktion dieser erh6hten
Proteaseaktivitdt kdnnte primar als Gegensteuerung der vermehrten
extrazellularen Einlagerung von Collagen in der Niere angesehen werden (s.
5.1.1). Gelangen die Proteasen dann sekundar in den Urin, so ist bei erhaltener
Aktivitat ein Abbau dort befindlicher Proteine mit konsekutiver Hypoproteinurie
denkbar. Weiterhin ist eine erhdhte proteolytische Aktivitat saurer Hydrolasen im
Urin Gedh-defizienter Mause bei gesteigerter Aziditat des Urins und erhdhtem
tubularem Zelluntergang mdéglich. Bestimmungen der enzymatischen Aktivitat der
B-Hexosaminidase als Marker lysosomaler Enzyme konnten diese Theorie
allerdings nicht stitzen. Ebenfalls in der Arbeitsgruppe durchgefliihrte
Aktivitatsmessungen spezifischer Proteasen mit Aktivitdtsoptimum im sauren
Milieu, wie Cathepsin D und Cathepsin L, konnten keine gesteigerte Aktivitat im
Urin Gedh-defizienter Mause nachweisen.

Sowohl die morphologischen Befunde als auch insbesondere die exkretorischen
Auffalligkeiten der Nieren Gcedh-defizienter Mause lassen sich aufgrund ihrer
h&aufigen Atypie bislang nur schwer klassischen Modellen renaler Pathologien
zuordnen. Auch besteht eine massive Diskrepanz zwischen der stark renal
betonten Auspragung der Gedh-Defizienz bei der Maus und der in der Regel rein
cerebralen Symptomatik bei betroffenen Patienten. Als Begriindung kommt vor
allem der Spezies-Unterschied in Frage. Es soll aber auch darauf hingewiesen
werden, dass die Anzahl jener Patienten die das frihe bis mittlere
Erwachsenenalter und damit das Erwartungsalter flr degenerative

Nierenerkrankungen erreichen bislang gering ist.

5.2 Blutdruckregulation bei Gedh-Defizienz

Klinische Beobachtungen lassen bei Kindern mit Glutarazidurie Typ 1 oftmals
Auffélligkeiten in den Bereichen FlUssigkeitszufuhr und Temperaturregulation

erkennen. Die Kinder mdchten nur wenig trinken und schwitzen leicht.

69



Diskussion

Veroffentlichte Daten existieren hierzu aber bislang nicht. Auch liegen keine
klinischen Studien vor, die Blutdruckmessungen bei GA-1-Patienten erwahnen.

In DNA-Microarray-Analysen von Gehirn und Niere Gcdh-defizienter Mause fielen
veranderte Expressionen einiger Blutdruck-relevanter Gene auf (Tab. 4; Nr. 14,
17, 20). Durch Verifizierung mittels Realtime-PCR konnte gezeigt werden, dass
die mRNA-Menge des im Hypothalamus gebildeten, antidiuretischen
Peptidhormons Vasopressin im Gehirn um das Doppelte erhdht ist (Abb. 10 A).
Der Rezeptor des Vasopressins im Erfolgsorgan Niere, der V.-Rezeptor, ist
hingegen um den Faktor 1,5 herunterreguliert (Abb. 10 B). Der
vasokonstriktorische Effektor Renin findet sich in der Niere um das 1,6-fache
erhéht (Abb. 10 C).

Neben dem eher langerfristig wirkenden Renin sowie dem Peptidhormon
Vasopressin sind Katecholamine eine wichtige StellgréBe, insbesondere fiir die
kurzfristige Steigerung des Blutdrucks. Eine mdgliche Ursache flir die
Heraufregulation der pro-hyperton wirkenden Effektoren Vasopressin und Renin
kénnte in dem renalen und intestinalen Verlust von Uber OCT2 transportierten
Katecholaminen, wie Adrenalin und Noradrenalin, aufgrund einer erhdhten
Expression des Kationentransporters begrindet sein. Ein derartiger Ausgleich
eines Katecholaminmangels ist bislang nicht beschrieben. Bekannt ist aber, dass
ein Fehlen von Adrenalin und Noradrenalin beim Dopamin-B-Hydroxylase-Defekt
zu einer schweren Hypotonie fihrt (Senard et al. 2006) und dass in der
Intensivmedizin Katecholamine durch Gabe von Vasopressin eingespart werden
kénnen (Treschan et al. 2006).

Eine weitere Erklarung fir eine Steigerung des Blutdrucks auf Ebene der
Genexpression bieten die morphologischen Veranderungen der Niere im Sinne
einer latenten Fibrose mit tubuléarer Atrophie. Neben der Nierenarterienstenose
und der generalisierten Arteriosklerose weisen auch viele degenerative
Nierenerkrankungen, wie etwa die IgA-Nephropathie, im Verlauf aufgrund einer
Widerstandserhéhung einen renalen Hypertonus auf (lkee et al. 2006).

Das Peptidhormon  Vasopressin ist neben der Regulation der
Wasserausscheidung auch an der Entstehung des Durstempfindens und an der
Temperaturregulation im Sinne einer Senkung der Koérpertemperatur beteiligt
(Antunes-Rodrigues et al. 2004, Steiner et al. 1998). Diese zusatzlichen Effekte
des Vasopressins stehen im Einklang mit der oben erwahnten klinisch auffalligen

70



Diskussion

Neigung zum Schwitzen von GA-1-Patienten. Wahrenddessen ware bei erhéhtem
Vasopressinspiegel eher ein gesteigertes als ein reduziertes Durstempfinden zu
erwarten.

Die Herunterregulation des V.-Rezeptors in der Niere Iasst sich am ehesten als
Reaktion auf eine dauerhaft erhéhte Vasopressin-Konzentration des Blutes
erklaren. Ein sogenannter ,Vasopressin-escape® ist bereits in vielen Studien
beschrieben worden. So reagieren etwa Ratten auf experimentell erhéhte
Vasopressinspiegel des Blutes durch Gabe des Analogons dDAVP mit einer
verminderten Expression des V>-Rezeptors in der Niere (Saito et al. 2001).

Zur abschlieBenden Klarung der Ursachen und Effekte der Blutdruckregulation bei
der Gcdh-defizienten Maus bedarf es direkter invasiver Messungen des
Blutdrucks, Bestimmungen der Blutkonzentrationen von Vasopressin, ACE, Renin
und Angiotensin Il, z.B. mittels Radio-Immunassay (RIA), sowie Messungen der
Katecholamin-Konzentrationen im Urin. Eine Messung der genannten renalen
vasoaktiven Substanzen im Blut ist nicht zuletzt indiziert, um eine isoliert renal
lokalisierte Aktivierung des RAS im Sinne eines fibrogenen Stimulus

auszuschlieBen.

5.3 Transportmechanismen fur 3-OHGA und GA

Bei Mutation oder Defizienz der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase kommt es aufgrund
alternativer Abbauwege des Substrats Glutaryl-CoA, sowohl bei betroffenen
Patienten als auch bei Gcdh-defizienten Mausen, Uber nicht identifizierte
Enzymreaktionen zur Synthese und Akkumulation der organischen S&uren 3-
OHGA und GA (Liesert et al. 1999, Koeller et al. 2002). Die beiden Metabolite
lassen sich im Blut und Liquor nachweisen. Sie zeigen eine Anreicherung im
Gehirn und werden renal ausgeschieden (Koeller et al 2002, Strauss et al. 2003).
Wéhrend zur Wirkung von 3-OHGA und GA auf Neuronen und GefaBe bereits
erste Modelle existieren (Kbélker et al. 2004, Mihlhausen et al. 2006), sind
Mechanismen und beteiligte Transporter fir den Membrantransfer beider Sauren
bislang nicht untersucht worden. Aufgrund der subzellularen Lokalisation der
Synthese und der Verteilung dieser polaren Substanzen im Organismus mussen
spezifische Transporter fur die Ausschleusung von 3-OHGA und GA (ber die

innere und &uBere Mitochondrienmembran und flir den Transfer Uber die
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Plasmamembran von Hepatozyten und Neuronen, {ber verschiedene
GefaBendothelien, insbesondere die der Blut-Hirn-Schranke, sowie Uber die
basolaterale und apikale Nierentubuluszellmembran postuliert werden. Zur
Identifizierung von Transportproteinen, die an der renalen Exkretion der
organischen Sauren 3-OHGA und GA beteiligt sein kénnten, wurde mittels DNA-
Microarray-Analysen nach erhdhten Transportergenexpressionen in den Nieren
Gcedh-defizienter Mause gesucht (Tab. 4). Diesem Ansatz liegt der Gedanke
zugrunde, dass moglicherweise Rickkopplungsmechanismen zwischen erhdhten
Konzentrationen von 3-OHGA und GA und der Expression spezifischer
Transporter existieren. Die Expression potentieller Kandidaten sollte dann durch
Realtime-PCR-Analysen verifiziert werden. Wahrend in der Arbeitsgruppe
durchgefiihrte Studien eine erhéhte mRNA-Menge der Organische Anionen
transportierenden Polypeptide Typ 1al (Slc21af) und 1a6 (Slc21a13) nicht
bestatigen konnten, zeigte sich flir den Organische Anionen Transporter Typ 2
(Slc22a7), den Organische Kationen Transporter Typ 2 (OCT2, Slc22a2) sowie
den Natriumabhangigen Dicarboxylat Transporter Typ 3 (NaDC3, Slc13a3) eine
signifikant erhdhte Genexpression in der Niere 42 Tage alter Gcdh-defizienter
Mause (Stellmer et al. 2007).

5.3.1 Bedeutung des Organische Kationen Transporters Typ 2
(OCT2)

DNA-Microarray-Analysen zeigten eine Heraufregulation der renalen OCT2-
Genexpression bei der Gedh-defizienten Maus (Tab. 4; Nr. 53). Mittels Realtime-
PCR konnte eine Vermehrung der OCT2-mRNA-Menge um den Faktor 1,7 in den
Nieren weiblicher wie mannlicher 42 Tage alter Gedh-defizienter Tiere bestatigt
werden (Abb. 11 A). Die Analysen beider Geschlechter erfolgten aufgrund
geschlechtsspezifischer Expressionsunterschiede von OCT2 in der Niere (siehe
1.3.1.1, Slitt et al. 2002) sowie des geschlechtsabhangigen AusmaBes der
Progression der Nierenhypertrophie Gcdh-defizienter Mause (Abb. 6).
Westernblot-Analysen belegten, dass die steady-state-Konzentration von OCT2 in
den Nieren Gcedh-defizienter Tiere auch auf Proteinebene erhéht ist (Abb. 12).

Wahrend die Lokalisation und Substratspezifitdit des OCT2 bereits weitreichend
charakterisiert sind (siehe hierzu 1.3.1.1), ist bezlglich Regulationsmechanismen
zur Steuerung der Expression des Transporters bislang nur wenig bekannt. An
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Ratten konnte gezeigt werden, dass das mannliche Sexualhormon Testosteron zu
einer Induktion der Transkription des OCT2-Gens fihrt, die mit einer erhdéhten
Aktivitat des Kationen-Transporters einhergeht (Urakami et al. 2000). Unter Gabe
des weiblichen Steroidhormons Estradiol sank die mRNA- und Proteinmenge
sowie die OCT2-Aktivitat jedoch ab. Weiterhin wurde von 5/6-nephrektomierten
Ratten berichtet, die im Zuge des konsekutiven chronischen Nierenversagens
verminderte Testosteron-Plasmaspiegel und herabgesetzte renale Expressionen
des OCT2-Gens aufweisen, die durch Substitution des mannlichen Steroids
normalisiert werden konnten (Ji et al. 2002). In vitro-Studien zu Mechanismen der
Transkriptionssteuerung von OCT2 an der Nierenepithelzelllinie LLC-PK1
postulieren eine Androgen-Rezeptor-abhangige Regulation und identifizierten zwei
Androgen-responsive Elemente in der Promotorregion des OCT2-Gens (Asaka et
al. 2006). Messungen der Testosteron-Konzentration im Serum 42 und 100 Tage
alter mannlicher Gcdh-defizienter Mause mittels RIA ergaben bei groBen
Schwankungen keine signifikanten  Veranderungen im Vergleich mit
entsprechenden Wildtyp-Tieren. Zur Analyse der OCT2-Expression unter
Ausschluss etwaiger hdherer systemischer Steuerungen wurden zwei in vitro-
Ansatze gewahlt. Sowohl Realtime-PCR- als auch Immunfluoreszenz-
Mikroskopie-Analysen an primaren Nierenrindenzellen ergaben eine vermehrte
Expression des Kationen-Transporters bei Gcdh-Defizienz unabhangig von
hormonellen Einflissen (Abb. 11 B, 13). Dies macht eine auto- oder parakrine
Stimulation der OCT2-Genexpression aufgrund Gcedh-Defizienz-spezifischer
Metabolite, wie etwa 3-OHGA oder GA, Uber bislang ungeklarte Kaskaden
wahrscheinlich.

Funktionelle in vitro-Studien an OCT2-Uberexprimierenden CHO-Zellen ergaben,
dass OCT2 nicht in der Lage ist, Tritium-markierte 3-OHGA in die Zelle zu
transportieren. Die organische Saure 3-OHGA ist aber in der Lage, die Aktivitat
des OCT2 beziglich des Transports des Modellkations MPP um 30 Prozent zu
hemmen (Abb. 15). Diese cis-inhibitorische Wirkung auf OCT2 kann die
gesteigerte Expression des Kationen-Transporters um den Faktor 1,7 in den
Nieren Gcdh-defizienter Mause im Sinne eines kompensatorischen Mechanismus
zur Sicherstellung einer adaquaten renalen Kationen-Clearance gut erklaren.
LieBen sich die in-vitro-Daten auf das in-vivo-Modell der Gcdh-defizienten Maus

Ubertragen, so ware, bei mathematischer Korrektur der Hemmung des Kationen-
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Transporters, mit einer effektiven Expressionssteigerung von OCT2 um den Faktor
1,2 zu rechnen (zur bildlichen Darstellung siehe Abb. 27). Eine derartige cis-
Inhibition mit konsekutiver Heraufregulation der Genexpression ist fir OCT2
bislang nicht beschrieben. FlUr andere Transporter hingegen konnten ahnliche
Effekte bereits gefunden werden. So reagieren die Henle’ Schleife und der distale
Tubulus der Niere auf eine chronische Diuretika-Therapie mit Schleifendiuretika
und Thiaziden mit einer verstarkten Genexpression der beiden von diesen
Pharmaka gehemmten Natriumtransporter Na*-K*-2CI-Kotransporter und Na*-ClI"-
Kotransporter (Na et al. 2003).

Wildtyp Gcdh-defizient
luminal basolateral luminal basolateral
)
MDR1 | MDR1 I
Yate Yate
)
I
)
— I
H
Tubuluszelle
OCT2 Organisches Kation, 3-OHGA

z.B. Adrenalin, Dopamin

Abb. 27: Modell zur effektiven Transportaktivitat von OCT2 bei Gedh-Defizienz

Dargestellt ist eine Integration von in vitro nachgewiesenen Daten zur Hemmung der Aktivitét des
Kationen-Transporters OCT2 (violetter Transporter) durch das Anion 3-OHGA (griines Dreieck) und
in vivo gefundener renal gesteigerter Expression des Transporters bei Gcdh-Defizienz mit
resultierend korrigierter Transportaktivitat fir organische Kationen (blaue Punkte).

Zur Untersuchung, ob OCT2 auch in vivo durch physiologische Konzentrationen
von 3-OHGA in der Aktivitat beeinflusst wird, wurden [*“CJTEA-Verteilungsassays
an 70 Tage alten Mausen durchgefiihrt und die Transportaktivitat in den einzelnen
Organen indirekt Uber Messung der aufgenommenen Radioaktivitat bestimmt. Es
zeigte sich eine verstarkte Ansammlung des Modellkations ['*“C]TEA in der Leber,
im Darm sowie in der Faeces der Gcdh-defizienten Tiere in Relation zu
entsprechenden Wildtyp-Kontrollen (Abb. 14). In das Gehirn wurde weniger
Radioaktivitat aufgenommen, die Konzentration in der Niere und im Urin war

unverandert. Diese Ergebnisse sprechen fur eine effektive Kompensation der
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Hemmung von OCT2 durch 3-OHGA in der Niere mit konsekutiv normaler
Kationenausscheidung tiber den Urin. Die geringe Aufnahme von ['*C]TEA in das
Gehirn ist Uberraschend, da in der Arbeitsgruppe durchgefiihrte DNA-Microarray-
Analysen eine erhdhte Expression des OCT2-Gens im Cortex einer Gcdh-
defizienten Maus zeigten. Sollte es im Gehirn aufgrund der 100- bis 1000-fach
héheren Konzentration von 3-OHGA gegenitber dem Blut (Koeller et al. 2002,
Strauss et al. 2003) und damit auch den Gbrigen Organen zu einer entsprechend
starken Hemmung und verminderten Transportaktivitit des OCT2 kommen, so
ware mit einer suffizienten Ubernahme der Transportfunktion durch den
Organische Kationen Transporter Typ 1 (OCT1) zu rechnen, wie es in Studien an
OCT2-Single-Knock-out-Mausen und OCT1/OCT2-Doppel-Knock-out-Mausen

gezeigt werden konnte (Jonker et al. 2003).

5.3.2 Bedeutung des Natrium-abhangigen Dicarboxylat
Transporters Typ 3 (NaDCR3)

Einer der Transporter, die im DNA-Microarray aus Nieren 42 Tage alter Mause
beim Gcdh-defizienten Tier eine hdhere Expression aufweisen als beim Wildtyp-
Tier, ist der NaDC3 (Slc13a3, Tab. 4; Nr. 46). Die erhéhten mRNA-Spiegel des
Gcedh-defizienten Tieres konnten mittels Realtime-PCR verifiziert werden (Abb. 16
B). Auf Proteinebene waren héhere NaDC3-Spiegel in der Niere allerdings nicht
nachzuweisen, da der kommerziell erhéltliche Antikdrper im Westernblot nicht
einsetzbar ist. Jedoch konnte die subzellulare Lokalisation des NaDC3 an
histologischen Schnitten von Nieren 42 Tage alter Mause eindeutig fir alle
proximalen Tubuluszellen an den Einfaltungen basolateraler Membranen
nachgewiesen werden, ohne dass es aber gelang, quantitative Unterschiede in
der Expression zwischen Gedh-defizienten und Wildtyp-Mausen aufzuzeigen.
Bemerkenswerterweise findet sich bei jungen (42 Tage alten) Gcedh-defizienten
Mausen in immunhistochemischen Untersuchungen eine basolaterale Lokalisation
von NaDC3 im Diunndarm (Abb. 28). Diese Lokalisation des Dicarboxylat-
Transporters ist bislang nicht beschrieben worden. Médglicherweise ist die
Expression des NaDC3 im Darm funktionell bedeutsam fir die unter 5.1.2.2
erwahnte altersabhangige Exkretion von 3-OHGA in die Faeces.

Das wichtigste Ergebnis dieses Teils der Arbeit war der Nachweis, dass NaDC3
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Abb. 28: Basolaterale Lokalisation von NaDC3 in Diinndarmzotten der Maus

An histologischen Schnitten des Dinndarms wurde durch Immunhistochemie mit einem NaDC3-
spezifischen Antikdrper das Vorhandensein und die Lokalisation des Transporters nachgewiesen.
A: Ubersicht mit zwei Dinndarmzotten, die basolaterale Lokalisation zeigt sich als pinkfarbenes
Band innerhalb der Zotten; Kasten: Areal der VergréBerung in B. B: Die Pfeile zeigen die streng
basale Farbung an, die die Kerngrenze nicht Gberschreitet. Balken: 20um (Prof. Glatzel, Hamburg)

elektrogen den Transport von 3-OHGA vermittelt (Abb. 18). Dies ist die erste
experimentelle Beschreibung eines Transporters fur 3-OHGA. In Frosch-Oozyten
exprimierter humaner NaDC3 induzierte 3-OHGA-Einwartsstréme von —13nA mit
einer Kinetik, die etwa 50-fach héhere Konzentrationen an 3-OHGA erfordert als
an GA (Ky[3-OHGA] = 0,95mM, K[GA] = 0,02 - 0,04mM; Burckhardt et al. 2005).
NaDC3 ist am hdéchsten in Hirn und Nieren exprimiert und weist hochaffine
Bindungsstellen fir ein breites Spektrum an Dicarboxylat-haltigen Substraten auf,
wie z.B. a-Ketoglutarat, Succinat und GA (Burckhardt et al. 2005, Pajor et al.
2001). Neuere Studien an kultivierten Hirnzellen aus Ratten und Mausen zeigten,
dass NaDC3 auschlieBlich in Astrozyten, nicht aber in Neuronen, lokalisiert ist. Im
Gehirn scheint die Hauptfunktion des NaDC3 in der Bereitstellung von
Intermediaten des Zitratzyklus, die in Astrozyten synthetisiert wurden, fir Neurone
sicherzustellen. Neurone bendtigen diese Intermediate, die sie aufgrund eines
Fehlens der Pyruvatcarboxylase nicht selber herstellen kénnen, zur Synthese der
Aminosaure-Neurotransmitter Glutamat und GABA sowie zur
Energiebereitstellung (Hertz et al. 1999, Schousboe et al. 1997, Peng et al. 1991).
Ob erhéhte cerebrale Konzentrationen an 3-OHGA und GA im Rahmen kataboler
Krisen durch Kompetition die neuronale Versorgung mit Zitratzyklus-Intermediaten
beeintrachtigen, ist bislang nicht geklart. An post mortem gewonnenen
Hirnbiopsien von Patienten mit GA-1 im basalen Status konnten mit einer
Konzentration von 0,5 - 5mM &hnlich hohe 3-OHGA und GA-Spiegel gemessen
werden, wie sie auch Gcdh-defiziente Mause unter basalen Bedingungen
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aufweisen (Sauer et al. 2006). Wéahrend induzierter enzephalopathischer Krisen
steigt hingegen die cerebrale Konzentration von 3-OHGA um 90 Prozent an
(Goodman, persoénliche Mitteilung).

In proximalen Tubuluszellen der Niere weist NaDC3, in Ubereinstimmung mit den
immunhistochemischen  Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, eine
basolaterale Lokalisation auf und vermittelt so den Transport von Dicarboxylaten
aus dem Interstitium in die Zelle hinein (Markovich et al. 2004, Abb. 29, links).
Eine wichtige Funktion des NaDC3 besteht in der Aufnahme des Dicarboxylats a-
Ketoglutarat, das indirekt flr die renale Sekretion einer Reihe von endo- und
exogenen organischen Anionen, wie B-Lactam-Antibiotika, Diuretika und nicht-
steroidalen Antiphlogistika, Uber basolateralen Antiport, vermittelt durch die
Organische Anionen Transporter OAT1 und OAT3, bendtigt wird (Burckhardt et al.
2003, Dantzler 2002). Dicarboxylate, die nicht dem Antiport dienen oder
intrazellular weiter verstoffwechselt werden, gelangen vermutlicherweise Uber
multispezifische Transporter der luminalen Membran, beispielsweise den
Organische Anionen Transporter Typ 4 (OAT4), in den Urin.

Unter basalen Bedingungen betragt die Serum-GA-Konzentration der Gcedh-
defizienten Mause etwa 0,15mM (Zinnanti et al. 2006). Zu der Serumkonzentation
von 3-OHGA liegen bislang fir die Maus keine Daten vor, bei Patienten mit GA-1
wurden Werte von 0,01-0,1uM (Strauss et al. 2003) ermittelt. Die durchschnittliche
Dicarboxylat-Konzentration des Serums betragt 0,05mM (Markovich et al. 2004).
Es ist vorstellbar, dass es bei Gedh-defizienten Mausen in der Niere aufgrund der
in vitro nachgewiesenen niedrigen Ky, fur den Transfer Gber NaDC3 und einer
vermehrten Expression des Transporters zu einer relevanten NaDC3-vermittelten
tubularen Sekretion von GA, mdglicherweise unter Verdrangung der
herkdmmlichen Dicarboxylate  kommt  (Abb. 29). Die  niedrigere
Serumkonzentration von 3-OHGA sowie die hohe K flir den Transport Gber
NaDC3 legen die Vermutung nahe, dass neben NaDC3 noch weitere, bisher nicht
identifizierte, Transportsysteme an dem Transfer des organischen Anions in die
Nierentubuluszelle beteiligt sein kénnten.

Welche Veranderungen des Dicarboxylat-Umsatzes an der proximalen
Tubuluszelle wahrend kataboler Krisen stattfinden und wie sich die Funktion der
Nieren wahrend des viertdgigen Prozesses der Neuro- und Nephrodegeneration

entwickelt, ist Aufgabe weiterer Studien. Unter experimentellen Bedingungen
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Wildtyp Gcdh-defizient
luminal basolateral luminal basolateral
' _‘+3 Na* ‘
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e i m’
Tubuluszelle/ 2K Tubuluszelle) 2K
NaDC3 <@ Dicarboxylat, < GA 3-OHGA

z.B. a-Ketoglutarat, Citrat

Abb. 29: Modell zur substratspezifischen Transportaktivitdt von NaDC3 bei Gedh-Defizienz
Dargestellt ist eine Integration von in vitro nachgewiesenen Daten zur Transportaktivitdt des
Dicarboxylat-Transporters NaDC3 (hellblauer Transporter) fir die Anionen GA (rote Flnfecke) und
3-OHGA (grine Dreiecke) und in vivo gefundener renal gesteigerter Expression des Transporters
bei Gedh-Defizienz mit resultierend korrigierter Transportaktivitat fir herkdbmmliche Dicarboxylate
(blaue Fiinfecke).

konnte gezeigt werden, dass eine induzierte chronisch metabolische Azidose zu
Veranderungen der renalen Expression zahlreicher Gene, unter anderem auch
dem der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 1 (Pck1) aus dem Stoffwechselweg
der Gluconeogenese sowie dem des apikalen Dicarboxylat-Transporters NaDC1
(Slc13a2) fuhrt (Curthoys et al. 2001, Aruga et al. 2000). Da sich beide Gene auch
im DNA-Microarray der Niere der Gcdh-defizienten Maus heraufreguliert finden
(Tab. 4; Nr. 8, 49) (wenngleich eine vermehrte Expression des NaDC1 nicht
bestéatigt werden konnte) und der Urin dieser Tiere signifikant saurer ist als der von
Wildtyp-Mausen (Abb. 20), gilt es weiterhin zu untersuchen, inwiefern die
gesteigerte Expression sowohl von NaDC3 als auch von OCT2 der azidotischen
Stoffwechsellage der Gedh-defizienten Mause geschuldet ist.

Mit der ldentifizierung des ersten Transporters, NaDC3, der direkt am Transport
von 3-OHGA beteiligt ist und einem weiteren Transporter, OCT2, der durch
erhéhte Konzentrationen an 3-OHGA in seiner Transportaktivitat regulierbar ist,
sind die ersten Zielmolekile identifiziert worden, die in Zukunft méglicherweise
rationale Therapien zur Absenkung hoher GA- und 3-OHGA-Spiegel ermdglichen.
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5.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit gelang am Modell der Gedh-defizienten Maus eine erste
Charakterisierung von Veranderungen der Nierenmorphologie und -funktion, vor
allem unter basalen Bedingungen, aber auch wahrend induzierter
enzephalopathischer Krisen, sowie eine ldentifizierung spezifischer Transporter
der Slc-Familie, die mit 3-OHGA interagieren. Die Arbeit hat aber auch viele
Fragen unbeantwortet gelassen und neue Fragen aufgeworfen. Ganzlich unklar ist
bislang, warum sich eine Krise nur bei jungen Tieren provozieren lasst. Auch sollte
der zeitliche Ablauf der Entwicklung der Enzephalopathie, etwa mittels weiterer
DNA-Microarray-Analysen, untersucht werden, um ein ndheres Verstandnis dieses
Prozesses zu erlangen. Gleichzeitig muss geklart werden, in welchem
Beeinflussungs-Verhaltnis Enzephalopathie und Nierendegeneration zueinander
stehen. Weiterhin gilt es, sowohl nach weiteren Transportern fir die bekannten
Metabolite 3-OHGA und GA zu suchen, als auch neue GA-1-spezifische
Metabolite, beispielsweise Uber Metabolomics-Analysen, zu identifizieren, die etwa
aufgrund von Neuro- oder Nephrotoxizitdt an der Pathogenese der Erkrankung
mitbeteiligt sein kdnnten. Die Etablierung von kultivierten Hirn- und Nierenzellen
aus Wildtyp- und Gcedh-defizienten Mausen ist anzustreben, um funktionelle
Analysen auf zelluldrer Ebene klarer und krankheitsrelevanter ausfihren zu
kénnen.

Im Rahmen der Kklinischen Betreuung von Patienten mit GA-1 ist eine
systematische Uberwachung beziiglich Frithzeichen einer Nephropathie indiziert.
Diese macht es zum einen mdéglich, etwaige renale Erkrankungen friih zu
behandeln. Zum anderen dient sie dem Datengewinn zur Klarung der Frage, ob
die bei der Gcedh-defizienten Maus beobachteten renalen Veradnderungen
ebenfalls bei Menschen mit Gedh-Defizienz auftreten.
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6 Zusammenfassung

Die Glutarazidurie Typ 1 (GA-1) ist eine primar neurometabolische Erkrankung,
bei der es aufgrund eines Defekts der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH) zum
gestdrten Abbau spezifischer Aminosauren und konsekutiv zur ubiquitaren
Akkumulation cytotoxischer Metabolite, wie 3-Hydroxyglutarsaure (3-OHGA), mit
der Gefahr der Induktion einer akuten Enzephalopathie wahrend kataboler
Stoffwechsellagen kommt. Da Gcedh-defiziente M&use neben neurologischen
Auffalligkeiten auch eine Nierenhypertrophie aufweisen, war es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, renale Verdnderungen bei diesen Tieren n&her zu
charakterisieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass:

e der Nierenhypertrophie der Gedh-defizienten Mause fibrése Veranderungen
zu Grunde liegen, die unter Fltterung einer Hochproteindiat mit tubuléren
Atrophien einhergehen.

e die Gedh-defizienten Mause unter Gabe von Hochproteindiat deutlich mehr
Urin ausscheiden, im Gegensatz zu den Wildtyp-Tieren aber nicht die
Trinkmenge dem erhéhten Wasserverlust anpassen.

e sich bei den Gcdh-defizienten Mausen unter Hochproteindiat deutlich
verringerte Konzentrationen der Elektrolyte Natrium, Kalium und Chlorid im
Urin einstellen; Calcium dagegen vermehrt renal ausgeschieden wird.

e die Proteinausscheidung tber den Urin bei den Gcdh-defizienten Mausen,
im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren, schon basal niedriger ist und unter
Gabe von Hochproteindiat noch starker abnimmt.

e bei den Gcedh-defizienten Mausen auf mRNA-Ebene einige pro-hyperton
wirkende Effektoren, wie Vasopressin und Renin, erhdht sind.

e in den Nieren der Gcdh-defizienten Mause der Organische Kationen
Transporter Typ 2 (OCT2) verstarkt exprimiert wird und dass dieser nicht
direkt am Transport von 3-OHGA beteiligt ist, aber von 3-OHGA in seiner
Transportaktivitdt gehemmt werden kann.

e der Natrium-abhangige Dicarboxylat Transporter Typ 3 (NaDC3) der erste
identifizierte und funktionell analysierte Transporter fir 3-OHGA ist.
Die Arbeit liefert damit zwei Zielproteine, OCT2 und NaDC3, die mdgliche
Kandidaten flr rationale Therapien zur Senkung cytotoxischer Metabolite
bei der GA-1 darstellen.
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8 Anhang

8.1 Abklrzungsverzeichnis

ACE Angiotensin converting enzyme

A. dest. destilliertes Wasser

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

Bp Basenpaare

BSA Rinder-Serumalbumin

cDNA copy-DNA (zur mRNA komplementéare DNA)
CHO chinesische Hamster-Ovar (-zellen)
DNA Desoxyribonucleinsaure

dNTP desoxy-Nukleosidtriphosphat

DTT Dithiotreitol

ECL Enhanced chemiluminescence
ECM extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FKS fotales Kélberserum

GA Glutarsaure

GA-1 Glutarazidurie Typ 1

GCDH Glutaryl-CoA-Dehydrogenase

HE Hamatoxylin-Eosin

HRP horseradish peroxidase

V. intravends

kB kilo Basen

kDa kilo Dalton

MDR1 Multi Drug Resistance Protein Typ 1
MPP 1-Methyl-4-Phenylpyridinium
mRNA messenger RNA

MRT Magnetresonanztomographie
NaDC Natrium-abhangiger Dicarboxylat Transporter
OAT Organische Anionen Transporter
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OATP Organische Anionen transportierendes Peptid
OCT Organische Kationen Transporter
oD optische Dichte

ODC Ornithin-Decarboxylase

3-OHGA 3-Hydroxyglutarsaure

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung
PCR Polymerase-Kettenreaktion

Pfa Paraformaldehyd

PNRZ primare Nierenrindenzellen

PNS postnukle&rer Uberstand

RAS Renin-Angiotensin-System

RIA Radio-Immunassay

RNA Ribonukleinsaure

rpm rounds per minute

RT Reverse Transkription

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

SLC Solute Carrier

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TEA Tetraethylammonium

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TX-100 Triton X-100

+/+ Wildtyp

-/- Knock-out (Gen-defizient)

Bei einigen Begriffen, wie z.B. blot und well, wurden die englischen Fachtermini
verwendet, da in der deutschsprachigen Fachliteratur eine Ubersetzung uniiblich
ist.
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8.2 Primer und Schmelztemperaturen

Maus-Gen- s s .
spezifische Primer Sequenz (5°-3’) Annealing
AGE for ATT AAG CAA TGC ACA CGG GT 49°C
rev CAA GAA GGC GAT TTT CTC TA
Angiotensinogen for TCT TTC TAC CTT GGA TCC TT E3C
giotensinoge rev GTC AGT GGA TAA ATC CAG AG
AduaDorin 2 for CGG TGA GCC TCA AGA AGG GT 1 oG
quapor rev AGA TGG ACG AGC ACT TTT AC
AcuaDOrin 4 for AAA TTT TAA AAC AGA AAT CT 45C
quap rev CCC TCC GAG GTA GTT TAT AA
GAPDH for TCA TCA AGG GGA AGC CCA TCA GCA TCT TC | . o
rev GTC TTC TGG TTG GCA GTA ATG GCA TGG AC
for CTT CCG TAA CTA CTG GCA GGA GCG G
GCDH (R21/F13) rev AGC TCT CGG GTC AGA AGC CCA TAG G 62°C
for GGC ACT ATG GGC CTATCG C
NaDC* rev ACA CCA CAG CAG CGC CAT 50°C
for CAC GGA GAT GCA GTT TCT TG
NaDC3 rev AGA TGT TTC TGC GGT GTT CC 52°C
for TTT CAG TCA TTA GTG AAC GT
OCT2 rev ATC AGG AGC CCA ACA GTA AA 56°C
N for TTA CCT AGG CCA AAT TGG TG
Ornithin-Decarboxylase | ., GAc GAC TGT CAG CAG TTG TT 53°C
Renin for AAG AGG CCT TCC TTG ACC AA £3G
© rev TCA AAC TTG GCC AGC ATG AA
Vasopressin for ACG CTC TCC GCT TGT TTC CT 61°C
P rev CGC GGG TGA GGC GGA AAA AA
V2-Rezeptor for AAA TGG CAG TGG GGT ATT TG G

rev GTC ATC CTC ACGGTC TTG GC
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