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2 Abkurzungsverzeichnis
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3 Einleitung

3.1 Einfuhrung

Morbus Pompe ist eine multisystemische Stoffwechselerkrankung, welche in variabler
klinischer Auspragung todlich verlaufen kann. Als Synonyme werden Glykogenose Typ Il
(Glycogen storage disease Typ Il = GSD 2, OMIM # 232300) und saurer Maltase (acid alpha-
glucosidase = GAA) Mangel verwendet. Ursache der Erkrankung sind autosomal-rezessiv
vererbte Mutationen im a-Glukosidase-Gen (GAA), welches fir das lysosomale Enzym saure
a-1,4-Glukosidase kodiert. Die verminderte Aktivitat des Enzyms fuhrt zur zunehmenden
Akkumulation von Glykogen in Lysosomen, Anschwellung und Ruptur der Lysosomen in allen
Geweben des menschlichen Kérpers. Besonders betroffen sind Herz, Skelettmuskulatur, Le-
ber und das Nervensystem (Hintze et al., 2020; Raben et al., 2012). Die mangelnde Aktivitat
der a-Glukosidase fuhrt zur Glykogenspeicherkrankheit, welche durch ein heterogenes Spek-
trum an klinischen Symptomen gekennzeichnet ist. Das klinische Spektrum reicht dabei von
der Manifestation an Herz- und Skelettmuskulatur Uber Gliederglrtelmuskelschwache,
respiratorische Beschwerden bis sich als schwere multisystemisch manifestierende
Erkrankung. Seit 2006 kann der Morbus Pompe durch eine Enzymersatztherapie (EET) mit
rekombinant hergestellter Alglucosidase-alfa (Myozyme®) behandelt werden (European
Medicines Agency, 2006; Schoser et al., 2017, S. 622).

Die saure a-Glucosidase findet sich ubiquitdr im menschlichen Koérper, so wird das defekte
Enzym bei an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen auch in Urinzellen exprimiert
(Hirschhorn et al., 2001).

Der menschliche Harntrakt setzt sich aus zwei Nieren, zwei Ureteren, der Harnblase und der
Urethra zusammen. Durch Filtration des Blutes in den Nierenkorperchen entstehen taglich ca.
180 Liter Primarharn, welcher an das Tubulussystem abgegeben und prozessiert wird. 99%
des Primarharns werden ruckresorbiert und 1/100 des Primarharnvolumens (ca. 1,8 Liter/Tag),
werden als Endharn ausgeschieden (Welsch et al., 2010). Mit dem Endharn werden taglich
2000 bis 7000 Zellen des Harntraktes ausgeschieden (Zhou et al., 2012). Nach ihrem
Genexpressionsprofil handelt es sich um Zellen aus dem Nierenepithel und dem Urothel
(Tayhan et al., 2017; Zhou et al., 2012). Sutherland und Brain waren die Ersten, welche Uber
die erfolgreiche Zellkultivierung aus dem abgestolienen Zellgemisch aus Endharn publizierten
(Sutherland et al., 1972).

Im Zuge der Pompe Erkrankung sind Stoffwechselvorgdnge der Zelle, u.a. die Glykolyse,

gestort (Meinke et al., 2019). Fir die Stoffwechselmessungen wurde der Seahorse XFp
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Analyzer von Agilent Technologies verwendet. Mithilfe des Seahorse XFp Analyzer Iasst sich

die Glykolyse der Zellen in Echtzeit erfassen.

3.2 Historischer Riickblick

Der Namensgeber des Morbus Pompe, der niederlandische Pathologe Johannes Cassianus
Pompe, publizierte 1932 in einem der dltesten medizinischen Journale der Welt Uber ein im
Alter von sieben Monaten verstorbenes Madchen mit Hypertrophie des Herzens und
allgemeiner Muskelschwache. In dem Artikel beschrieb er erstmals die fur die damals
unbekannte Glykogenose charakteristischen Autopsiebefunde von in Organen vakuolar
angeordneten Glykogenspeicherungen (Pompe, 1932). Der deutsche Pathologe Putschar

publizierte im gleichen Jahr eine identische Kasuistik (Putschar 1932).

Bald folgten weitere Fallberichte von verstorbenen Patienten mit Glykogenspeicherungen im
Herz und anderen Organen (Bischof, 1932; Di Sant Agnese, 1950; Krivit, 1953; Putschar,
1932).

Im Jahr 1952 gelang es dem Ehepaar Gerty und Carl Cori den Abbauweg des Glykogens zu
identifizieren und eine Gruppe von Erkrankungen mit Enzymdefekten im
Glykogenstoffwechsel biochemisch zu charakterisieren, die Glykogenosen (Cori, 1952). Das
fehlende Enzym fUr den heute bekannten Morbus Pompe konnte damals noch nicht identifiziert

werden.

Wegweisend fur die Auffindung des Enzyms war die Entdeckung und Beschreibung von
ubiquitar im Koérper vorkommenden, von Doppel-Membranen umgebenden Vakuolen mit
hydrolytischen Enzymen und einem sauren pH, der Lysosomen, durch Christian de Duve und
seine Mitarbeiter im Jahr 1955 (De Duve et al., 1955).

1963 wurde schlief3lich durch Henri-Géry Hers die intralysosomale a-(1,4)-Glukosidase, die im
sauren Milieu der Lysosomen Glukose aus Glykogen freisetzt, entdeckt. Hers und seinen
Mitarbeitern gelang es in Gewebeproben von funf an Morbus Pompe erkrankten Patienten den
Mangel an a-(1,4)-Glucosidase nachzuweisen und somit die klare Korrelation zwischen dem
Enzymdefekt und den flr den Morbus Pompe charakteristischen Glykogen-Ablagerungen zu
beschreiben (Hers, 1963). Somit wurde der Morbus Pompe als erste lysosomale Speicher-
krankheit beschrieben. Hers begann zudem mit der biochemischen Beschreibung der Varianz

der a-Glucosidase-Aktivitat welche sich in der klinischen Manifestation au3ert. Er beschrieb



die Untersuchung einer Patientenprobe mit verminderter a-Glucosidase-Aktivitat bei klinisch

fehlender Herzhypertrophie (Hers, 1963).

In den folgenden Jahren wurden Messungen der a-Glucosidase-Aktivitat bei Patienten
verschiedenen Alters und klinischer Symptomatik durchgefiihrt und das klinische Spektrum
Uber das klassisch infantile Erscheinungsbild durch die juvenile und adulte Verlaufsform des
Morbus Pompe erweitert (Engel et al., 1968; Hudgson et al., 1968; Roth et al., 1967; Zellweger
et al., 1965).

Erste Therapieansatze wurden 1967 mittels intravenéser Applikation des saure

a--Glucosidase-haltigen Schimmelpilzes Aspergillus niger erprobt (Hug et al., 1967).

1979 erfolgte die Zuordnung des a-Glukosidase-Gens zu Chromosom 17925, wodurch
Mutationsanalysen und Genotyp/Phanotyp-Korrelationen erméglicht wurden (D'Ancona et al.,
1979; Solomon et al., 1979).

1984 beschrieben Reuser et al., dass sie aus Rinderhoden gewonnene a-Glucosidase mit
einem Erkennungssignal fir den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor der Zielzelle ausstatteten
und so die verminderte Aktivitat der a-Glucosidase in enthommenen Fibroblasten von Pompe

Patienten steigern konnten (A. J. Reuser et al., 1984).

Die erste rekombinante GAA wurde 1995 mittels Expression von a-Glukosidase-cDNA in
chinesischen Hamster-Ovarzellen gewonnen (Fuller et al., 1995). Am Menschen wurde die
Enzymersatztherapie (EET) im Jahr 2000 durch Van den Hout et al. mit aus Kaninchenmilch
gewonnener, rekombinanter a-Glucosidase und 2001 durch Amalfitano et al. mit aus
chinesischen Hamsterovarienzellen (CHO) gewonnener, rekombinanter GAA getestet. In
beiden Studien wurde gute Vertraglichkeit und klinische Besserung der Symptome
beschrieben (Amalfitano et al., 2001; H. Van den Hout et al., 2000).

2006 wurde alglucosidase alfa zur Behandlung des Morbus Pompe flir alle Altersstufen

zugelassen (European Medicines Agency, 2006).

3.3 Inzidenz

Die seltenen Glykogenspeichererkrankungen kommen in Europa mit einer Inzidenz von ca. 1
: 20.000 bis 1 : 25.000 Geburten vor. Morbus Pompe, die GSD2, ist mit ca. 15 % die Haufigste

aller bisher bekannten Muskelglykogenspeichererkrankungen. Abhangig von ethnischen und



geographischen Aspekten liegt die Inzidenz des Morbus Pompe bei 1 : 40.000 bis 1 : 300.000
Geburten (Hirschhorn & Reuser, 2001; Schoser, A 2007; van der Ploeg et al., 2008). Zur
Epidemiologie des Morbus Pompe liegen in der Literatur keine einheitlichen Daten vor.
Meistens wird die kombinierte Haufigkeit von infantiler (infantile onset Pompe Disease = |IOPD)
und adulter (late onset Pompe Disease = LOPD) mit 1:40.000/60.000 angegeben (Toscano et
al., 2019).

3.4 Atiologie und Pathogenese

Morbus Pompe zahlt zu den Glykogenspeichererkrankungen und zu den lysosomalen
Speicherkrankheiten. Ursachlich ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Patho-
mechanismen: pathologische Glykogenspeicherung durch Mutationen im a-Glukosidase-Gen
(D'Ancona et al., 1979; Schoser et al., 2007; Solomon et al., 1979), Stérung der Autophagie
(Lim et al., 2015; Myerowitz et al., 2021; Yang et al., 2010), Veranderungen der Calcium-
Homdostase, oxidativer Stress und mitochondriale Veranderungen (Kohler et al., 2018). Einige
Pathomechanismen sind zum aktuellen Forschungszeitpunkt genau beschrieben, andere
bedlrfen weiterer Forschung damit ein tieferes und umfassenderes Verstandnis des Morbus

Pompe entwickelt wird.

Bis heute sind mehrere hundert ursachliche Mutationen in der Chromosomenregion 17925.2-
g25.3 bekannt (Hoefsloot et al., 1990; Kuo et al., 1996). Eine Datenbank von gemeldeten
Mutationen wird von dem Pompe Center der Erasmus Universitat von Rotterdam gefuhrt
(Pompe Center, 2019). Die genetische Veranderung resultiert in einer vollstandig bis teilweise
aufgehobenen Aktivitadt des codierenden Enzyms, der lysosomalen sauren a-Glukosidase. Die
Erkrankung ist autosomal rezessiv, Symptome manifestieren sich nur wenn beide Allele
ursachliche Mutationen tragen (A. Reuser et al., 2021). Das Enzym findet sich ubiquitar im
menschlichen Korper u.a. in Fibroblasten, Lymphozyten, Muskelzellen und im Urinepithel
(Hirschhorn & Reuser, 2001).

Das funktionsfahige Enzym spaltet bei einem pH-Optimum von 3,7 bis 4,5, a-1,4- und a-1,6-
glykosidische Bindungen in Maltose, Oligosaccharide und Glykogen wodurch Glukose hydro-
lysiert wird (Kishnani et al., B 2006).

Zur Energiegewinnung kann Glykogen zu Glukose abgebaut werden, was im Zuge der
Glykolyse im Zytoplasma der Zelle ablauft. Ein Teil des Glykogens gelangt jedoch Uber den
Prozess der Autophagie in den Lysosomen, wo Glykogen durch die a-Glukosidase zu Glukose
hydrolisiert wird (A. Reuser & Schoser, 2021).



Eine verminderte oder fehlende Aktivitat der a-Glukosidase flihrt zu Uberwiegend intralyso-
somaler Glykogenspeicherung in Skelettmuskel, Herz, Leber, zentralem - und peripherem
Nervensystem, wobei die genauen Einzelheiten der pathophysiologischen Kaskade des
Enzymdefekts nicht abschlielRend geklart sind. In Muskelfasern fihrt die Glykogenspeicherung
zu einer Stérung des kontraktilen Apparats, was in einer Abnahme der muskularen Kraft und
Leistung resultiert (Schoser, A 2007).

Lange wurde flr den Strukturverlust der Muskeln und die abnehmende Muskelkraft als
zugrundeliegender Pathomechanismus die progressive VergroRerung der Lysosomen,
Verdrangung umgebender Zellstrukturen und Ruptur der Lysosomenmembran mit konseku-
tiver Freisetzung lytischer Enzyme und Akkumulation von Glykogen im Zytoplasma
beschrieben (Griffin, 1984; Thurberg et al., 2006). Aktuell geht man jedoch von einem weitaus
komplexeren Zusammenspiel verscheidender Pathomechanismen aus (Kohler et al., 2018;
Myerowitz et al., 2021).

Neben der Glykogenspeicherung wird eine Stérung der lysosomalen Prozessierung, der
Autophagie, als ursachlich beschrieben (Kohler et al., 2018; Meena et al., 2020; Myerowitz et
al., 2021; A. Reuser & Schoser, 2021; Schoser, A 2007). Im Zuge der Autophagie werden Teile
des Zytoplasmas und zerstorte Zellorganellen in von einer Doppelmembran umschlossenen
Vakuole sequestriert. Das dabei entstehende Autophagosom fusioniert mit Lysosomen. Der
umschlossene Inhalt kann durch diesen Prozess transportiert und wiederaufgearbeitet werden
(s. Abb. 1). Ist der Prozess der Autophagie gestort sind oxidativer Stress, Ansammlung von
abzubauenden Substraten und defekten Mitochondrien (Myerowitz et al., 2021) die Folge. In
Skelettmuskelbiopsien von Pompe Patienten lieRen sich groRe Ansammlungen an
Autophagosomen nachweisen, was zu der Vermutung fuhrte, dass dieser gestérte Prozess
mitverantwortlich fir den Zelluntergang ist (Engel, 1970; Raben et al., 2008; Raben et al.,
2012). Im Rahmen dieser gestorten zellularen Wiederverwertung sammeln sich abnorme
Mitochondrien an, was in Muskelbioptaten von Pompe Patienten nachgewiesen werden
konnte (Schoser et al., 2007; Thurberg et al., 2006). Aktuell geht man von einer gestdrten
Induktion der Autophagie und Stérung bei der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen in
Muskelzellen bei an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen aus (Meena & Raben, 2020;
Myerowitz et al., 2021). Im Zuge der Mitophagie, ein selektiver Prozess um defekte
Mitochondrien zu zersetzten, spielen Lysosomen eine entscheidende Rolle. Dieser Prozess
scheint ebenfalls gestért, was mdglicherweise zu einem reduzierten mitochondrialen
Energiestoffwechsel beitragt (Lim et al., 2015; Meinke et al., 2019; Schoser, 2019). Die

Identifizierung von Lipofuszineinlagerungen in Lysosomen und Autophagosomen weist auf



einen weiteren Pathomechanismus hin, der den Abbau alter und die Produktion neuer
Zellkomponenten aus dem Gleichgewicht zu bringen scheint (Feeney et al., 2014). Die grof3en
Ansammlungen an mit Glykogen beladenen Lysosomen, zytoplasmatischem Glykogen, Auto-
phagosomen und Lipofuszin zusammen beeintrachtigen den kontraktilen Apparat und damit
die Muskelfunktion (Drost et al., 2005; Lim et al., 2014).

In einer Forschungsarbeit wurde in humanen Myoblasten von Patient*innen mit Morbus
Pompe eine Reduktion der Glykolyse gemessen (Meinke et al.,, 2019), wobei es weiterer

Forschung bedarf um den Pathomechanismus der metabolischen Stérungen zu verstehen.

€ Signale an der Zellmembran
Zellmebran—— kurbeln die Autophagie an.

@ Proteine und Lipide bilden ein Beutelchen
mit Doppel-Membran, eine Phagophore.

Phagophore

Enzyme zerlegen den

Zellabfall. Chemische

Bausteine werden ins Zytoplasma
Zytoplasma abgegeben

und dort wiederverwertet.

€) Die Phagophore
wachst und schlie3t
_ : eine kleine Menge
(6] chemische zellularer Zytoplasma inkl.
, Bausteine Mall Zellabfall ein (etwa
ein beschadigtes
Mitochondrium
oder Enzym).

Lysosom

Autophagosom

Enzym
0 Die Doppel-Membran
schlieB3t sich, das
Autophagosom entsteht.

Die duBere Membran des Autophagosoms verbindet sich mit der
eines Lysosoms. Das ist ein Zellbestandteil mit abbauenden Enzymen.

Abbildung 1:  Der Prozess der Autophagie: Zellbestandteile des Zytoplasmas werden in das
Innere von Autophagosomen eingeschlossen. Autophagosome verschmelzen
mit Lysosomen zu Autolysosomen, in denen die Zellbestandteile durch
Hydrolasen in ihre Grundbausteine abgebaut werden. Diese werden zurlck
ins Zytoplasma sezerniert und dienen als neue Bausteine. Dieser Prozess
dient der zellularen Hdmoostase. Quelle: Deutsches Arzteblatt 2016; 113 (40).

3.5 Kiinik

Die Klinik des Morbus Pompe zeichnet sich durch eine hohe Variabilitdt des Erkrankungs-
alters, der Organbeteiligung und des Krankheitsverlaufs aus. Abhangig von diesen Charak-
teristika wird die Erkrankung in zwei Verlaufsformen eingeteilt. Die infantile onset Pompe
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disease (IOPD) manifestiert sich vor dem zwdlften Lebensmonat, vor allem mit generalisierter
Muskelschwache, Hypotonie, respiratorischen Funktionsstérungen und hypertropher
Kardiomyopathie. Die late-onset Pompe disease (LOPD) ist durch eine spatere Erst-
manifestation nach dem zwdlften Lebensmonat, axialer sowie Gliedergurtelmuskelschwéche,
erhohten CK-Werten und oftmals respiratorischen Funktionsstérungen durch Atemmuskel-

degeneration charakterisiert (Toscano et al., 2019).

3.5.1 Infantile Form (IOPD)

Die infantile Form entspricht der klassischen Verlaufsform des Morbus Pompe, wie sie
erstmals 1932 durch den niederlandische Pathologen Dr. J. C. Pompe beschrieben wurde
(Pompe, 1932). Mit einem friihen Erstmanifestationsalter innerhalb der ersten Lebensmonate,
einer Restaktivitat der a-Glukosidase von in der Regel unter 1% und im ersten Lebensjahr

meist tdédlichen Verlaufs stellt diese Form die schwerste Verlaufsform der Erkrankung da.

Betroffene Sauglinge werden mit ihrer Haltungsinstabilitat oft als sog. ,floppy infant® (wortl.
etwa ,schlappes Wickelkind“) auffallig, was durch eine ausgepragte, rasch progrediente
muskuldre Hypotonie gekennzeichnet ist. Es besteht eine deutliche motorische Entwicklungs-
verzdgerung. Neben dem motorischen System ist vor allem das Herz betroffen. Die
Glykogeneinlagerungen bedingen eine Kardiomyopathie, welche zu Herzrhythmusstérungen
und Herzinsuffizienz fuhren kann. Durch Affektion des Diaphragma und der Atemhilfs-
muskulatur kann sich eine ventilatorische Insuffizienz mit vergesellschafteten Atemwegs-
infekten entwickeln (Hagemans, Winkel, Hop, et al., 2005; Hirschhorn & Reuser, 2001;
Schoser, A 2007; H. M. van den Hout et al., 2003).

3.5.2 Adulte Form (LOPD)

Die Spatmanifestationsform der Erkrankung prasentiert sich hinsichtlich Erstmanifestations-
alter, Verlauf und Progredienz sehr heterogen. Die LOPD ist klinisch durch progressive
Muskelschwache und Ateminsuffizienz und einem variablen Erkrankungsbeginn in der frihen
Kindheit bis ins spate Erwachsenenalter charakterisiert. Typische Frihsymptome wie Myalgie,
schnelle muskulare Erschdopfung und verminderte sportliche Belastbarkeit sind unspezifisch
und werden oft Uber Jahre ignoriert (Hagemans, Winkel, Van Doorn, et al., 2005; Muller-Felber
et al., 2007; Schuller et al., 2012; Toscano et al., 2019). Die langsam progrediente Myopathie
und rasche muskulare Ermudbarkeit auRern sich in einer eingeschrankten Beweglichkeit mit
Schwierigkeiten beim Treppensteigen, Aufstehen und Rennen. Teilweise besteht eine

ausgepragte Schwache der axialen autochthonen RlUckenmuskulatur. Im Verlauf der
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Erkrankung entstehen u.U. sekundare muskuloskelettale Einschrankungen, wie eine Osteo-
penie bzw. Osteoporose, Skoliose und Kontrakturen. Im Verlauf der Erkrankung kann es zur
progredienten Gangstorung bis zu Rollstuhlpflichtigkeit kommen. Bei mehr als 50% der
Betroffenen entwickelt sich eine progressive diaphragmale Schwache, schlafbezogene Atem-
storungen und im Progress eine ventilatorische Ateminsuffizienz als Haupttodesursache
(Hagemans et al., 2004; Hagemans, Winkel, Van Doorn, et al., 2005; Mellies et al., 2001;
Pellegrini et al., 2005; Schoser, A 2007; Schuller et al., 2012).

3.6 Diagnostik

Die Seltenheit des Morbus Pompe, die klinische Variabilitdt und die breite Zeitspanne der
Manifestation multisystemischer Symptome erschweren die Diagnosestellung. So vergehen
bis zur Diagnosestellung der LOPD oft Jahre vom Erkrankungsbeginn bis zur endgultigen

Diagnosestellung und Therapieeinleitung (Byrne et al., 2011; Miller-Felber et al., 2007).

Abbildung 2 zeigt einen nach Toscano et al. diagnostischen Algorithmus fur die LOPD. An
erster Stelle stehen eine ausfuhrliche Anamnese und klinische Untersuchung, gefolgt von
laborchemischen Untersuchungen. Die klinischen Leitsymptome und hinweisende Laborunter-
suchungen sind in Abb. 3 ,Diagnose und Therapie des LOPD* zusammengefasst. So sind in
der neurologischen Untersuchung vor allem die axiale, proximal betonte Muskelschwéache
krankheitshinweisend, welche sich Uber die manuelle Muskelkraftprifung diagnostizieren lasst
(Bembi et al., 2008). Bei Affektion des respiratorischen Systems kdnnen Atemnot, rezidivie-
rende Atemwegsinfekte, morgendliche Kopfschmerzen und obstruktive Schlafapnoe
anamnestisch erhoben werden (Bembi et al., 2008; Mellies et al., 2009). Zur Objektivierung
sollte Lungenfunktionsdiagnostik eingesetzt werden. Um die haufig frh einsetzende
Einschrankung der Zwerchfellmuskulatur zu beurteilen eignet sich das forcierte
exspiratorische Volumen (FEV), welches sowohl in sitzender als auch in liegender Position zu
bestimmen ist. Ein Abfall des FEV von mehr als 20% in liegender Position im Vergleich zur
sitzenden Position ist hinweisend auf eine Zwerchfellschwache (Pellegrini et al., 2005; Schller
et al., 2013). Nachtliche Hypoventilation kann durch eine Polysomnographie in Verbindung mit

einer nachtlichen transkutanen Kapnographie evaluiert werden.

Laborchemisch werden zunachst nicht-spezifische, einfach bestimmbare Parameter erhoben.
Dazu gehodren standardgemaly die Serum-Kreatinkinase (CK), die Laktat-Dehydrogenase

(LDH) sowie der Transaminasen GPT und GOT. Bei erwachsenen Patienten bestehen zu 94%
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erhdhte CK-Werte (Ausems et al., 1999), wobei die CK in der Mehrzahl der Falle nur malig

erhoht ist und die Werte selten Uber das 10-fache der Norm liegen (Schuller et al., 2013).

Zur Erganzung der insgesamt unspezifischen klinischen und laborchemischen Unter-
suchungsbefunde sollten wie in Abbildung 2 dargestellt elektrophysiologische Unter-
suchungen folgen. Mittels Elektromyographie (EMG) werden haufig myotone oder komplex
repetitive Entladungen und myopathische Veranderungen motorischer Einheiten registriert
(Schuller et al., 2013).

Bildgebende Verfahren liefern ebenfalls keine spezifischen Ergebnisse, kdnnen jedoch als
nicht-invasive Methode differentialdiagnostisch hilfreich sein und bei geplanter Muskelbiopsie
zur Auswahl des geeigneten Biopsiemuskels dienen. In der Magnetresonanztomographie
kénnen mit T1-, T2- und fettgesattigten Sequenzen die Verteilung der fettigen Muskelatrophien
angezeigt werden (Alejaldre et al., 2012; Bembi et al., 2008; Schiller et al., 2013).

Um das Herz beurteilen zu kénnen eignen sich, vor allem bei der infantilen Verlaufsform,
Roéntgen Thoraxaufnahmen und Sonographie zur Abklarung einer kardialen Hypertrophie.
Bildgebende Befunde sind eine Verdickung beider Ventrikelwande und des interventrikuldren
Septums oder eine Obstruktion der linksventrikuldren Ausflussbahn (H. M. van den Hout et al.,
2003).

Besteht, dem diagnostischen Algorithmus folgend, der Verdacht auf Morbus Pompe, ist die
Aktivitatsbestimmung der sauren a-Glukosidase durch einen Trockenbluttest der zur Diagnose
fuhrende Schritt.

Die Messung der a-Glukosidase-Aktivitat ist in unterschiedlichen Gewebsarten maoglich:
kultivierte Fibroblasten aus Hautbiopsien, Muskelgewebe, gereinigte Lymphozyten sowie
getrocknete Bluttropfen auf Filterpapier. Standard ist aktuell die Aktivitatsbestimmung aus
Lymphozyten bzw. dem Trockenblut (Schuller et al., 2013) Lukacs et al. 2019 siehe weiter
hinten. Dabei wird im Rahmen des sogenannten dried blood spot-Tests (DBS) eine geringe
Blutmenge auf Acarbose-haltiges Filterpapier appliziert und mittels Fluorometrie die a-
Glukosidase-Restaktivitat bestimmt. Dieses Verfahren ist nicht-invasiv, kostengunstig,
standardisiert und eignet sich auch als Neugeborenenscreening. Wird eine niedrige Enzym-
aktivitat nachgewiesen, sollte das Ergebnis durch eine zweite Enzymaktivitatsanalyse
verifiziert werden (Chamoles et al., 2004; Schiller et al., 2013; H. Zhang et al., 2006).
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Nach der Verifizierung sollte sich die a-Glukosidase-Gen-Sequenzierung zur Bestimmung von

krankheitsursachlichen Mutationen anschlieRen. Bei erwachsenen, kaukasischen Patienten

wird dabei primar die Uberpriifung der in 90% der Félle auftretenden Splice-site-Mutation c.-
32-13G>A empfohlen (Schoser, A 2007; Schuller et al., 2013; van der Ploeg et al., 2017).

DIAGNOSTIC ALGORITHM FOR LATE ONSET (>1 year) POMPE DISEASE
222 F,;ﬂtn"&'::c::ns. MUSCULOSKELETAL
QES Respiratory insufficiency/distress; Limb-girdie weakness; QASTROMTESTINAL
§ g 3 P glee e nea?y ] Back pain; Feeding and swallowing difficulties;
Suw g Som‘r: olznce" Exercise intolerance; Poor weight gain.
E = Morning headaches. Rigid spine syndrome.
= MUSCULOSKELETAL
i‘:’ -~ RESPIRATORY Progressive proximal limb-girdle G;;mglm";ﬁmt‘n‘:'
<
a9 Respiratory insufficiency; st A normal weight; SAENINASLLEAR
= - i extremities > upper extremities); - : - Infrequent
Z0 orthopnea; sleep apnea; gait abnormalities; exercise Difficulty chewing or jaw cardiomegaly
w= exertional dyspnea; . g % T muscle fatigue; = :
Z intolerance; lordosis/scoliosis; , (juveniles)
= Weak cough. P . Decreased gag reflex;
o hypotonia; lower back pain; e al
a Gower sign. ontillody ) £
22
<O
; 5 LABORATORY (Blood or urine) _—
o0 CLINICAL STUDIES Elevated CK,AST, ALT, LDH (in blood); If GAA present, follow-
z5 Lung function testing lying and sitting; Elevated Glc 4 (in urine); M« w":i?{';’;"";:gfzal
g g Muscle strength testing; GAA activity in dried blood spots, ng;uspm?,
mZ Electrophysiology (EMG/NCS) - myopathy; lymphocytes, or leukocytes with
j al Muscle biopsy - histology and blocking antibodies to neutral maltase; If GAA absent, obtain
20 histochemistry. Mutation testing if familial mutation confirmatory studies for
iehinilive diagnosis.
E H known. |_definitive d
z3
>
S
=2 ENZYMOLOGY HISTOLOGY/HISTOCHEMISTRY
; o DNA GAA activity testing in fibroblasts or muscle (dependent on site of biopsy)
E E GAA mutation testing (the gold standard); Increased lysosomal glycogen
Z0 Clinical correlation with test result is required. Vacuolated cells
8
Abbildung 2: Diagnostischer Algorithmus fur die adulte Form (LOPD, Symptombeginn

>1.LJ). Quelle: (Kishnani et al., 2006, B 2006), Bildrechte wurden Uber

Elsevier genehmigt
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Neuromuskularer Status Hdufige Symptome
— Muskelschwache: proximal und axial > distal
— Beckengiirtel > Schultergiirtel
— Positives Trendelenburg-Zeichen
— Muskulare Belastungsintoleranz
Seltenere Symptome
— Myalgien, lumbale Riickenschmerzen, Crampi
— Skoliose, Hyperlordosierung
- Rigid-spine-Syndrom
— Facies myopathica
— Ptosis
- Makroglossie
- Dysphagie
— Dysarthrie
Elektrophysiologie EMG: (auch paraspinale Muskulatur testen!)
Myopathisches EMG-Muster mit haufig pathologischer Spontanakti-
vitat und Nachweis von komplex-repetitiven Serienentladungen
Nervenleitungsgeschwindigkeit: normal

Labor BLUT
— CK: normal bis 15-fach erhoht
— GOT, GPT, LDH: konnen erhoht sein
— Trockenbluttest fiir a-Glucodiase Aktivitat
URIN: Glc4- und Hex4-Konzentrationen erhoht

Ventilatorischer Status Haufige respiratorische Infekte
Dyspnoe
Orthopnoe
Schlafrigkeit
Morgendliche Kopfschmerzen
Lungenfunktion: milde bis moderate Reduktion der forcierten expi-
ratorischen Vitalkapazitat: Abfall der Vitalkapazitat um mehrals 20%
zwischen liegender Position und sitzender Position als Hinweis auf
eine diaphragmale Insuffizienz

CK Kreatin-Kinase, EMG Elektromyographie, Glc4 Glucose-Tetrasaccharid, GOT Glutamat-Oxalacetat-Transami-
nase, GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase, Hex4 Hexose-Tetrasaccharid, LDH Lactatdehydrogenase.

Abbildung 3:  Haufige Symptome und Untersuchungsbefunde des LOPD. Quelle: Schiller
et al., 2013, Diagnose und Therapie des Late-onset-Morbus-Pompe, Der
Nervenarzt 84: 1467-1472. Bildrechte wurden Uber Springer Nature BV
genehmigt.
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3.7 Differentialdiagnosen

Bei der kindlichen und juvenilen Verlaufsform muss bei normal saurer a-Glukosidase-Aktivitat
in erster Linie an eine Danon disease oder an die X-chromosomale Myopathie mit
autophagischen Vakuolen gedacht werden (Schoser, A 2007). Bei der Danon disease ver-
ursacht eine Genmutation fir ein lysosomales Membranprotein die Symptomkonstellation aus
Kardiomyopathie, Myopathie und vakuolaren Glykogeneinlagerungen in der Skelettmusku-
latur. Im Gegensatz zum Morbus Pompe liegt bei den betroffenen Patienten allerdings gehauft
eine mentale Retardierung vor (Sugie et al., 2002). Bei Neugeborenen mussen bei kardialer
Symptomatik eine Myokarditis und idiopathische hypertrophe Kardiomyopathie ausge-

schlossen werden.

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht (iber mdgliche Differentialdiagnosen fiir den LOPD. Die pro-
gressive Muskelschwache von Schulter-, Becken- und Oberschenkelmuskulatur bei dem
LOPD schlieBen in differentialdiagnostischen Uberlegungen vor allem die Gliedergiirtel-
muskeldystrophien (LGMD), aber auch die Myasthenia gravis oder die myotone Dystrophie
Typ 2 mit ein (Kohler et al., 2018; Schoser, A 2007).

Tabelle 1: Differentialdiagnosen des LOPD. Quelle: Schiiller et al., 2013, Diagnose und
Therapie des Late-onset-Morbus-Pompe, Der Nervenarzt 84: 1467-1472.
Bildrechte wurden Uber Springer Nature BV genehmigt.

Differenzialdiagnosen Uberlappende Symptomatik
- Gliedergurteldystrophien - Progressive Muskelschwache im Becken- und Schultergurtel,
-~ Skapuloperoneale Syndrome ggf. respiratorische Insuffizienz, CK-Erhohung

z B.im Rahmen von myofibril- - Progressive Muskelschwache der FuBheber und der Schulter-

laren Myopathien gurtelmuskulatur
- Myotone Dystrophie Typ 2 ~ Proximale Muskelschwache mit Myotonie, EMG: myotone
- Glykogenspeichererkrankun- Serienentladung
gen (llia, IV, V, Vi) — Muskulare Hypotonie und Tetraparese, Hepatomegalie, CK-
~ Danon-Erkrankung Erhohung
— Mitochondriale Myopathien — Muskelbioptischer Nachweis von Vakuolen mit Glykogen,
— Polymyositis und Einschluss- Muskelschwache
korpermyositis — Proximale Muskelschwache, muskulare Belastungsintoleranz,
— Spinale Muskelatrophie meist CK-Erhohung, multisystemische Symptome
- Rigid-spine-Syndrome — Proximale oder distale Muskelschwache und -atrophie

- Symmetrische Muskelschwache und -atrophie
- Steifigkeit der Wirbelsaule, lumbale Rickenschmerzen
CK Kreatin-Kinase, EMG Bekromyographie
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3.8 Therapie

Die Therapieempfehlungen fir an Morbus Pompe erkrankte Patient*innen basieren auf
publizierten Therapierichtlinien und Studien (Barba-Romero et al., 2012; Bembi et al., 2010;
Cupler et al., 2012; Hundsberger et al., 2019; Llerena et al., 2009; Tarnopolsky et al., 2016).
Um der multisystemischen Erkrankung gerecht zu werden, bedarf es eines interdisziplinaren
Therapiekonzepts, welches die Zusammenarbeit von Neurologen, Physiotherapeuten,

Internisten, Orthopaden, Ergotherapeuten, Logopaden und Diatassistenten erfordert.

3.8.1 Symptomatische Therapie

Ziel der symptomatischen Therapie ist es, die motorischen Fahigkeiten zu optimieren, zu

stabilisieren und das Auftreten sekundarer Komplikationen zu minimieren.

Zur Behandlung der neuromuskularen Symptome wird ein physiotherapeutisch angeleitetes
submaximales, aerobes Training an drei bis funf Tagen pro Woche, mit langsamem Beginn
und Steigerung bis zum Erreichen von 60-70% der maximalen Leistungsfahigkeit empfohlen
(Llerena et al., 2009; Schuller et al., 2013).

Es sollte eine regelmafige Kontrolle der Atemfunktion erfolgen um die haufig auftretenden
respiratorischen Komplikationen friihzeitig zu erfassen und symptomatisch zu therapieren. Bei
einer nachtlichen Hypoventilation ist ein Therapieversuch mit einer nichtinvasiven BiPAP-
Beatmung (,bilevel positive airway pressure®) indiziert und die Betreuung sollte an Zentren mit
Erfahrung flr Beatmungstherapie von Patienten mit neuromuskularen Erkrankungen erfolgen
(Cupler et al., 2012; Mellies et al., 2001). Aufgrund der Gefahr rezidivierender respiratorischer
Infekte sollten Pompe Patienten nach aktuellen STIKO Empfehlungen geimpft werden und

Infekte fruhzeitig therapiert werden (Pellegrini et al., 2005; Schuller et al., 2013).

Es besteht keine allgemeingultige Ernahrungsempfehlung. Da das Muskelglykogen nicht als
Energiequelle genutzt werden kann liegt eine schnelle Erschépfbarkeit vor. Hilfreich kbnnen
kleine additive Gaben von Glukose oder Fruktose als Energiequelle sein und moderates
Ausdauertraining um den Muskel frihzeitig an Blutzucker und Fettsduren als Energieliefe-
ranten zu adaptieren. Zusatzlich kann die Supplementation von L-Alanin bis zu 2 g/kg Korper-
gewicht hilfreich sein (Schuller et al., 2013). In einer Studie von Slonim et al. konnte eine

Verlangsamung des Muskelkraftfunktionsverlustes sowie des naturlichen Krankheitsverlaufes
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durch proteinreiche und kohlenhydratarme Erndhrung in Kombination mit koérperlichem

Training nachgewiesen werden (Slonim et al., 2007).

Wichtig ist auch die psychologische Betreuung der Patienten, da es sich bei der Diagnose
Morbus Pompe um eine gravierende, sich auf den Lebensalltag auswirkende Erkrankung mit
progressivem Verlauf handelt. Eine unterstitzende Betreuung ist deshalb von groRer
Bedeutung. AulRerdem existieren diverse Selbsthilfegruppen. Die Organisation International
Pompe Association (IPA) fungiert als weltweiter Dachverband der einzelnen Untergruppen

(Organisation International Pompe Association).

3.8.2 Enzymersatztherapie

Fur alle Formen und Altersgruppen des Morbus Pompe steht seit 2006 das Enzym
Alglucosidase alfa als erste krankheitsspezifische Behandlungsmaéglichkeit zur Verfligung. Ziel
der Enzymersatztherapie (EET) ist es den Enzymmangel der a-Glukosidase anzugleichen um
ein Fortschreiten der Erkrankung moglichst zu verhindern oder zu verzogern. Ca. 30% der
normalen GAA-Aktivitdt ist ausreichend, um keine Symptome des Morbus Pompe zu

manifestieren.

Die Alglucosidase alfa ist das rekombinant hergestellte humane Enzym lysosomale a -1,4-
Glucosidase. Im Rahmen der EET wird Alglucosidase-alfa intravends Uber ca. vier bis sechs
Stunden, alle zwei Wochen in einer Dosierung von 20mg/kg Korpergewicht, appliziert (Sanofi
US, 2017; Schilller et al., 2013). Das Enzym wird Uber die Blutbahn zu den entsprechenden
Organen transportiert, an deren Oberflache es an den Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren
andockt und als Rezeptor-Enzym-Komplex in die Lysosomen gelangt um dort seine

enzymatische Aktivitat zu entwickeln (Schoser, A 2007).

Die Wirksamkeit und Sicherheit der EET konnte in mehreren klinischen Studien nachgewiesen
werden. So konnte durch die EET bei Sauglingen eine Verbesserung der kardialen,
respiratorischen und motorischen Symptomatik erzielt werden und das Uberleben verlangert
werden (Amalfitano et al., 2001; Kishnani et al., 2007; Kishnani et al., A 2006; H. Van den Hout
et al., 2000). In einer zulassungsrelevanten Studie von Kishnani et al. waren unter EET alle
der 18 in die Studie eingeschlossenen Sauglinge nach 52 Wochen Behandlung am Leben, 15
der Kinder bendtigten keine Beatmung und es zeigte sich eine Verbesserung der
Kardiomyopathie und der motorischen Entwicklung (Kishnani et al., 2007). Die Behandlung

sollte so frih wie moglich nach Diagnosestellung erfolgen (Kronn et al., 2017).
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Die Effektivitat der EET konnte auch bei der Behandlung von LOPD-Patienten nachgewiesen
werden. In einer randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten Studie von van der
Ploeg et al. wurden 90 LOPD-Patienten eingeschlossen, 60 von ihnen erhielten Alglucosidase-
alfa, 30 einen Placebo Uber einen Zeitraum von 78 Wochen. Die Patienten unter EET zeigten
eine signifikante Verbesserung der Gehstrecke, gemessen mittels 6-Minuten-Gehtest (6MGT),
und eine Stabilisierung der Atemfunktion (van der Ploeg et al., 2010). Weitere open-label-
Langzeitstudien unterstutzen dieses Ergebnis (Angelini et al., 2012; Bembi et al., 2010;
Gutschmidt et al., 2021; Regnery et al., 2012; Schoser et al., 2017; Strothotte et al., 2010).

Limitation des derzeitigen Therapieerfolgs ist der variierende Effekt der EET, vor allem in der
Skelettmuskulatur (Hintze et al., 2020; Kuperus et al., 2017; van der Meijden et al., 2018; van
der Ploeg et al.,, 2017). Neben der in Langzeitstudien erwiesenen Stabilisierung und
Verbesserung der Gehstrecke und Atemfunktion bleibt axiale Muskelschwache unter EET
haufig bestehen und zeigt einen zeitlichen Progress (Gutschmidt et al., 2021; Hintze et al.,
2020; Kohler et al., 2018; Schoser et al., 2017).

Zum Therapiebeginn bei LOPD-Patienten liegen bis jetzt keine standardisierten Empfehlungen
vor. Da die Therapiekosten hoch sind und es sich um eine lebenslange, invasive und zeitauf-
wandige Therapieform handelt, sind evidente Richtlinien zum Therapieverlauf essentiell. Die
Annahme, dass ein friher Therapiebeginn den klinischen Erfolg erhdht, beruht auf den
Erfahrungen in der Behandlung der infantilen Verlaufsform (Schiuller et al., 2013; Toscano et
al., 2013). Das 2014 gegrundete European Pompe Consortium hat basierend auf jahrelanger
Expertenerfahrung im Bereich der EET und systematischen Literatur-Reviews zur Effektivitat
der EET bei erwachsenen Pompe Patienten 2017 Empfehlungen fir das pragmatische
Vorgehen veroffentlicht (van der Ploeg et al., 2017), welche nachfolgend durch Metaanalysen
bestatigt wurden (Hundsberger et al., 2019). Demnach ist der Beginn der EET bei prasymp-
tomatischen, genetisch gesicherten LOPD-Patienten ohne klinische Zeichen der Erkrankung
bisher nicht empfohlen. Diese Patienten sollten alle sechs Monate klinisch untersucht werden,
um die Muskelkraft zu prifen, damit bei ersten klinischen Zeichen die EET begonnen werden
kann. Die EET sollte bei jedem neu diagnostizierten, symptomatischen Patienten gestartet
werden. Aufgrund der hohen Therapiekosten und fehlender wissenschaftlicher Erkenntnisse
sollte der Therapieerfolg jahrlich evaluiert werden. Bei einer Stabilisierung des
Krankheitszustands oder einer Verlangsamung des Progresses wird eine Fortflhrung der

Therapie empfohlen (Schiiller et al., 2013; van der Ploeg et al., 2017).
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Insgesamt ist die EET eine sichere und gut vertragliche Therapieform. Zu den haufiger auf-
tretenden Nebenwirkungen zahlen vor allem leicht bis maRig ausgepragt einzustufende
allergische Reaktionen, Tachykardie, Hypotonie, Erbrechen, Fieber, CK-MB-Erhdhung und
das Zentralnervensystem betreffende Nebenwirkungen (Erregung, Tremor und Rigor), welche
wahrend oder innerhalb zwei Stunden nach der Infusion auftreten (Schoser, A 2007). Die
meisten EET-Patienten bilden im Verlauf der Therapie niedrigtitrige 19G-Antikorper gegen
Alglucosidase-alfa aus, weshalb in den ersten 2 Jahren regelmaRig alle 6 Monate, danach
jahrliche 1gG-Antikorper-Bestimmungen empfohlen werden (Schuller et al.,, 2013). Die
Auswirkung dieser Immunreaktion ist vor allem bei Patienten mit fehlender a-Glukosidase-
Aktivitat, vornehmlich infantilen Pompe-Patienten, entscheidend. Diese als CRIM-negativ
(,cross-reactive immunologic material negative) bezeichneten Patienten entwickeln, im
Gegensatz zu Patienten mit a-Glukosidase-Restaktivitdt, hohe Antikdrpertiter was zu
relevanter klinischer Verschlechterung bis zum Tod fuhren kann (Banugaria et al., 2011;
Kohler et al., 2018; van Gelder et al., 2015). Zur immunologischen Toleranzinduktion bei
CRIM-negativ Patienten wurden verschiedene Protokolle veroffentlicht. Die am haufigsten
angewandte medikamentdse Prophylaxe ist die Kombination aus Rituximab und Methotrexat
(Kohler et al., 2018).

Die EET hat die Therapie des Morbus Pompe revolutioniert und zeigt zusammenfassend in
vielen klinischen Studien ihr Behandlungspotential. Herausragend sind dabei vor allem die
langere Uberlebensdauer und Verbesserung der kardialen Funktion bei S&auglingen. Im
Skelettmuskel werden Glykogenablagerungen durch ERT zwar reduziert, die Vakuolisierung,
Autophagie und Destruktion des kontraktilen Apparats wird jedoch nicht wiederhergestellt und
der klinische Effekt der EET auf die Skelettmuskulatur ist insgesamt sehr variabel (Kohler et
al., 2018; Raben et al., 2005; Winkel et al., 2003).

3.8.3 Weitere Therapieansatze

Weitere in der Forschung verfolgte therapeutische Strategien sind die Effektivitatssteigerung
der EET, die Chaperon-Therapie und die Gentherapie (Kohler et al., 2018; Parenti et al., 2011;
Schuller et al., 2013).

Damit die Alglucosidase alfa in die Zielzellen aufgenommen werden kann muss sie an den
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor binden. Die limitierten Effekte der EET auf die Skelett-
muskulatur werden hauptsachlich auf die geringe Anzahl an Mannose-6-Phosphat-Gruppen
auf der rekombinanten-GAA und der niedrigen Expression von Mannose-6-Phosphat-
Rezeptoren auf den Muskelzellen zurtickgefuhrt. Um den Therapieeffekt zu steigern zielt eine
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neue Therapiestrategie darauf ab die rekombinant hergestellte GAA mit einer hdheren Anzahl
an Mannose-6-Phosphat-Resten auszustatten (Kohler et al., 2018). Ein weiter modifiziertes
Enzym ist Neo-GAA , welches sich aktuell in Phase Il einer multizentrischen, internationalen,
doppelblinden, randomisierten, kontrollierten Phase-Ill Studie Uberprift wurde und sich im

Zulassungsprozess befindet (Diaz-Manera et al., 2021; Schiller et al., 2013).

Eine weitere Phase-3 Studie untersuchte eine neues modifiziertes GAA in Kombination mit der
Gabe eines Chaperone (AmicusTherapeutics, 2018 - 2021).

Grundlage der Chaperontherapie sind small molecule-Chaperone, welche so konzipiert sind,
dass sie an das aktive Zentrum der mutierten a-Glucosidase binden. Durch die Bindung soll
die native Konformation der a-Glucosidase wiederhergestellt werden, der Transport zu den
Lysosomen erleichtert werden um die enzymatische Aktivitat des veranderten Proteins wieder-
herzustellen und die Akkumulation von Glykolipiden in Organzellen zu reduzieren (Parenti,
2009; Parenti et al., 2014). Die Ergebnisse dieser Phase-3 Studie wurde aktuell veréffentlicht
(Schoser Bet al, 2021).

Im Forschungsansatz der Gentherapie wird Uber verschiedene Gentransfersysteme versucht
ein intaktes Gen der a-Glucosidase in das Genom der Zielzelle zu integrieren (Colella et al.,
2019; Fraites et al., 2002; Kohler et al., 2018; Pauly et al., 1998; Zaretsky et al., 1997).
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4 Zielsetzung

Zielsetzung der vorliegenden Dissertation ist eine neue, nicht-invasive diagnostische Methode
fur den Morbus Pompe mittels Seahorse XFp Analyzer zu etablieren. Der Seahorse XFp
Analyzer ist ein von der Firma Agilent hergestelltes Gerat, mit dessen Hilfe metabolische
Vorgange, wie beispielsweise die Glykolyse in lebenden Zellen in Echtzeit gemessen werden
konnen.

Die Glykolyse ist ein kataboler, im Zytosol lokalisierter, Stoffwechselprozess bei der Glucose
unter ATP Bildung zu Pyruvat abgebaut wird. In sauerstoffreichen Geweben wird das Pyruvat
weiter unter Energiegewinnung im Citratzyklus und der mitochondrialen Atmungskette
abgebaut (Schoser, 2019). In Myoblasten von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen
konnten Meinke et al. eine reduzierte Glykolyse messen (Meinke et al., 2019). Die
biochemischen Zusammenhange die dazu fuhren, sind nach aktuellem Forschungsstand
weiter unklar (Schoser, 2019). Moglicherweise steht durch das gespeicherte Glykogen weniger
Glukose fur die Glykolyse zu Verfugung. Auch sekundare Effekte Uber verandertes Signaling

und Genexpression sind denkbar.

Die saure a-Glucosidase findet sich ubiquitar im menschlichen Kdorper. So wird das defekte
Enzym bei an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen auch in Urinzellen exprimiert
(Hirschhorn & Reuser, 2001). Daraus folgte die Hypothese, dass Urinproben genutzt werden
kénnten um mittels Seahorse XFp Analyzer die Glykolyse als Stoffwechselweg in lebenden
Urinzellen zu analysieren. Durch Testung der glykolytischen Funktion der Zellen sollen
charakteristische metabolische Profile fur gesunde Proband*innen und an Morbus Pompe
erkrankten Patient*innen erstellt werden. Die glykolytische Funktion der Zellen aus Proben der
an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen sollte sich theoretisch aufgrund des Enzymdefekts
von denen aus Proben gesunder Kontrollen unterscheiden, hypothetisch ist eine verminderte
Glykolyse-Rate zu erwarten. Durch die Therapie mit der rekombinant hergestellten
Alglucosidase-alfa sollte sich die glykolytische Funktion der Zellen steigern, sodass durch

diese neue diagnostische Methode ein Therapieverlaufsmonitoring sich eréffnen kénnte.

Dies geschah vor dem Hintergrund, dass Urinproben einfach und nicht-invasiv zu gewinnen
sind und dadurch bereits etablierten diagnostischen Methoden Uberlegen sein konnten. Die
Urinzellisolation und Zellkultivierung wird in der Literatur als einfaches und kostenglnstiges
Verfahren beschrieben (Ddrrenhaus et al., 2000; Manaph et al., 2018; Oliveira Arcolino et al.,
2015; Tayhan et al., 2017; Zhou et al., 2012).

Im ersten Teil der Dissertation wurden Urinproben von gesunden Proband*innen und an

Morbus Pompe erkrankten Patient*innen gesammelt, um im Rahmen der Urinzellisolation und
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Urinzellexpansion proliferationsfahige, glykolytisch aktive Urinepithelzellen zu isolieren und zu
kultivieren. AnschlieRend wurde untersucht, ob die glykolytische Aktivitat dieser Zellen mittels
des Seahorse XFp Analyzers bestimmbar ist um anhand der gemessenen glykolytischen
Aktivitadt charakteristische metabolische Profile fur gesunde Proband*innen und an Morbus
Pompe erkrankten Patient*innen zu erstellen. Die Hypothese war, dass die Proben von an
Morbus Pompe erkrankten Patient’innen im Vergleich zu Proben von gesunden

Proband*innen eine verminderte glykolytische Aktivitat aufweisen.
Da im Rahmen der Kultivierung in keiner Probe ausreichend Probematerial gewonnen werden

konnte, wurde zusatzlich getestet, ob ein Urinzellgemisch ohne vorangehende Zellkultivierung

zur Messung der glykolytischen Aktivitat mittels Seahorse XFp Analyzers geeignet ist.
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5 Untersuchungskollektiv

Alle Untersuchungen erfolgten mit Zustimmung der 11 Patient*innen (P1 — P11, s. Tabelle 2)
und 13 gesunden Proband*innen (K1 - K13, s. Tabelle 3). Ein positives Votum der
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians- Universitat, Munchen liegt vor (Projekthummer:
Amendement zum Ethikantrag Nr. 17-342).

5.1 Normalkollektiv

Alle Proben wurden von 12 gesunden Proband*innen gesammelt (K1 — K12, 7 weiblich, 5
mannlich, s. Tabelle. 3). Es wurden 98 Urinproben 12 gesunder Proband*innen gesammelt
(K1 —-K12, 7 weiblich, 5 mannlich, s. Tabelle. 3), welche anschlielRend fur die Urinzellisolation
und Urinzellexpansion verwendet wurden. Es wurden auf3erdem 12 weitere Urinproben von
zehn Proband*innen des Normalkollektivs (sechs weiblich und vier mannlich, s. Tabelle 9) als
Urinzellgemisch, ohne vorangegangene Urinzellexpansion, als Kontrollmessungen in 12
Seahorse-Messungen verwendet. Es wurde eine Myoblastenprobe einer gesunden Probandin

(K13, s. Tabelle 3) als Kontrolimessung in einer Seahorse-Messung genutzt.

5.2 Patientenkollektiv

Alle verwendeten Proben wurden von 11 Patient*innen (P1 — P11, s. Tabelle 2) gesammelt.
Alle Patient*innen erhielten zum Zeitpunkt der Probengewinnung und Messungen eine
Enzymersatztherapie am Friedrich-Baur-Institut. Die Urinproben wurde jeweils vor einer
Enzymersatztherapiegabe gesammelt. Die Probengewinnung und die anschliefenden
Versuche erfolgten unter Einwilligung gemaf des Ethikvotums.

Fir die Urinzellexpansion wurden sechs Urinproben von vier Pompe-Patient*innen verwendet
(weiblich P1 und P2, mannlich P3 und P4, s. Tabelle 2). Nach der Urinzellisolation wurden
insgesamt 13 Seahorse-Messungen mit Pompe-Patient*innen Proben durchgefuhrt. Die

Urinproben stammten von neun Patient*innen (funf weiblich, vier mannlich, s. Tabelle 9).
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6 Material

6.1 Verwendete Geratschaften

Seahorse XFp Analyzer von Agilent Technologies
Der Seahorse XFp AnalyzerAnalyzer (s. Abb. 4) ist ein von der Firma Agilent hergestelltes
Gerat, mithilfe dessen metabolische Vorgange in lebenden Zellen in Echtzeit gemessen

werden konnen.

Abbildung 4: Seahorse XFp AnalyzerAnalyzer von der Firma Agilent. Quelle:
Agilent Technologies, Broschire Agilent Seahorse XFp
zAnalyzer — Generate Functional Metabolic Data on Limited
Samples 2017. Die Bildrechte wurden von Springer Nature
BV genehmigt.

e Pipetten (10 pl, 100 ul, 200 wl, 1000 ul) Eppendorf

o Zellzéhler: TC20™ Automated Cell Counter, #1450102, von BIO-RAD, USA

e UV-Licht Trockner ov2000 Analytik Jena, Deutschland

e Tischzentrifuge SIGMA Laboratory Centrifuges 6K15, Osterode am Harz, Deutschland
e Zellkultur Multiwellplatte, 12 Well Greiner #665180, Frickenhausen, Deutschland

e Zellkultur Multiwellplatte, 24 Well Greiner # 662102, Frickenhausen, Deutschland

e Inkubator Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

e Mikroskop von Olympus CKX53 Tokyo, Japan

24



6.2 Reagenzien, Losungen und Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen den Standard Reinheitsanforderungen. Deren

genaue Bezeichnung, Herkunft und Bestell- bzw. Katalognummer sind im Methodenteil

beschrieben.
e Dulbecco’s Phosphat Bufferd Saline (DPBS) Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
e Gibco™ DMEM, High Glucose Fisher Scientific (Dulbecco’s Modified Eagle

Medium) Gibco, UK

e Nutrein Mixture F-12 Ham  Sigma-Aldrich

e Pen/strep P4333-100ml Sigma

e L-Glutamine G7513 Sigma

e Amphotericin B

e Fetales Kalberserum (FBS)

e 0,1%ige Gelatine Merck Millipore (Ultrapure Water with 0,1% Gelatin (500 ml,
Emryo Max, Specialty Media, von Millipore U.S. Cat# ES-006-B)

e Gibco™ DMEM, High Glucose Fisher Scientific (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, gibco, UK)

e Poly-lysin P4707

e Collagen C8919 Sigma

e Corning™ Matrigel™ Membranmatrix

e Corning™ 354234

e Laminin

e Gelatine.

6.3 Verwendete Kits

e REGM™ SingleQuot™Kit Lonza, Walkersville, MD USA
o (rhEGF 0,5 ml, Insulin 0,5 ml, Hydrocortison 0,5 ml, GA-100 0,5 ml , FBS 2,5
ml, Epinephrine 0,5 ml, T3 0,5 ml, Tansferrin 0,5 ml)

e REGM™ BulletKit™ Lonza (besteht aus REBM™ Basal Medium #CC-3191 und
REGM™ SingleQuot™ Kit)
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6.4 Zellkulturmedien

o Waschpuffer fir Urinzellisolation
DPBS +2,5 ml Penicillin + 2,5 ml Streptomycin + 1ml Amphotericin B

Fur 500 ml Waschpuffer 2,5 ml Penicillin, 2,5 ml Streptomycin, 1 ml Amphotericin B in
496,5 ml DBS I6sen. Bei 4°C aufbewahren.

e Primarmedium fir Urinzellexpansion
REGM™ SingleQuot™Kit + Gibco™ DMEM, High Glucose + Nutrein Mixture F-12 Ham

+ FBS + Penicillin + Streptomycin + Amphotericin + L-Glutamine, Ansatz:

Fir 500 ml Primarmedium Supplemente des REGM™ SingleQuot™ Kit, 2,5 ml
Penicillin + 2,5 ml Streptomycin + 1 ml Amphotericin, L-Glutamine und 50 ml FBS in
220 ml Gibco™ DMEM, High Glucose und 220 ml Nutrein Mixture F-12 Ham I6sen. Bei

4°C aufbewahren und innerhalb von zwei Wochen gebrauchen.

o RE Proliferationsmedium fiir Urinzellexpansion
REGM™ BulletKit™.

Fir 500 ml RE Proliferationsmedium die Supplemente des REGM™ BulletKit™ in 100ml

REBM™ Basal Medium Idsen. Proliferationsmedium bei 4°C aufbewahren und innerhalb von

zwei Wochen gebrauchen.
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7 Methoden

Die Urinprobengewinnung erfolgte entsprechend den Protokollschritten aus der Publikation
von Dérrenhaus et al., 2000, ,Cultures of exfoliated epithelial cells from different locations of
the human urinary tract and the renal tubular system“(Ddrrenhaus et al., 2000, S. 619). Die
Urinzellisolation und Urinzellexpansion erfolgte nach den Protokollschritten aus der
Publikation von Zhou et al., 2012, ,Generation of human induced pluripotent stem cells from
urine samples® (Zhou et al., 2012, S. 2084-2085).

7.1 Urinprobengewinnung

Urin wurde von den Proband*innen und Patient*innen selbstandig in einem sterilen Behaltnis
gesammelt. Die Proband*innen und Patient*innen wurden dazu aufgefordert, Mittelstrahlurin
zu sammeln. Es handelte sich dabei nicht um den ersten Urin am Tag. Konnten die Proben
nicht direkt im Anschluss aufbereitet werden, wurden sie auf Eis gestellt oder bei 4°C gekuinhlt.
Alle Proben wurden mit einer maximalen Latenzzeit von drei Stunden weiterbearbeitet. Es

wurden Urinprobenvolumina von min. 30 ml bis max. 350 ml verwendet.

7.2 Myoblastenprobengewinnung

Da Seahorse Messungen mit Myoblasten-Proben von gesunden Proband*innen und von an
Morbus Pompe erkrankten Patient*innen eine im Labor bereits etablierte Methode sind, wurde
eine Myoblastenprobe als Kontrolle genutzt. Die Proben stammen aus Biopsien des M. biceps
brachii. Eine Probe stammt von einem an Morbus Pompe erkrankten, zum Zeitpunkt der
Probenentnahme 55 Jahre alten Patienten P11 (s. Tabelle 2), aus der Muskelgewebe-
sammlung des Friedrich-Baur-Institutes. Die Probe der gesunden Kontrolle K13 (s. Tabelle 3)
stammt von einer weiblichen, zum Zeitpunkt der Probenentnahme 41 Jahre alten, gesunden

Probandin.
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Tabelle 2: Liste aller an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen (P).
Geschlecht w = weiblich, m = mannlich, Alter in Jahren zum
Zeitpunkt der Probenentnahme, Probe.

Pam:p) Geschlecht w/m Alter in Jahren  Probe

Pl w 62 Urin

P2 m 58 Urin

P3 w 78 Urin

- m 34 Urin

P m 34 Urin

Pe w 73 Urin

P w 56 Urin

P w 43 Urin

P9 m 67 Urin

P10 w 50 Urin
P11 m 55 Myoblasten
Tabelle 3: Liste aller gesunden Kontrollen (K). Geschlecht w = weiblich,

m = mannlich, Alter in Jahren zum Zeitpunkt der Proben-
entnahme, Probe.

Ko;(l:)olle Geschlecht w/m Alter in Jahren Probe
K1 w 26 Urin
K2 m 35 Urin
K3 m 36 Urin
K4 w 38 Urin
K5 w 22 Urin
K6 w 37 Urin
K7 m 62 Urin
K8 m 28 Urin
K9 w 32 Urin
K10 w 22 Urin
K11 w 33 Urin
K12 m 36 Urin
K13 w 41 Myoblasten



7.3 Urinzellisolation

Alle folgenden Protokollschritte erfolgten unter einer sterilen Sicherheitswerkbank, um Konta-

minationen der Proben zu vermeiden.

Um die Urinproben zu reinigen und die Urinzellen zu isolieren, wurden die Proben in sterile,
konische Zentrifugenréhrchen (50 ml) Gberfuhrt, mit je 10 ml Waschpuffer gewaschen und bei
Raumtemperatur bei 400 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde
vorsichtig abpipettiert und ein Restvolumen von 1 ml belassen. AnschlieRend wurden 10 ml

Waschpuffer hinzugegeben. Feste Zellpelletts wurden vorsichtig resuspendiert.

Die Proben wurden bei 200 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden vorsichtig
abgenommen und ein Restvolumen von 1 bis 3 ml belassen. Jedem Zentrifugenrohrchen
wurde 1 ml Primarmedium hinzugeflgt. Zellpelletts wurden vorsichtig resuspendiert. Das
gesamte Probevolumen wurde auf ein Well einer 12-Well-Platte Ubertragen. Jeder Probe
wurde 1 ml Primarmedium hinzugefugt. Die Zellen wurden fur 24h bei 37°C und 5 % CO-
inkubiert.

7.4 Beschichtungen

Die isolierten Urinzellen wurden auf beschichtete und unbeschichtete Zellkultur
Multiwellplatten gegeben. In dem aus der Literatur verwendeten Protokoll wurde 0,1%ige
Gelatine als Beschichtung fur die Zellkultur Multiwellplatten empfohlen (Zhou et al., 2012, S.
2084). Fur die Gelatinebeschichtung der 12 Well Zellkultur Multiwellplatten wurde 250 pl
0,1%ige Gelatine auf jedes Well pipettiert. Die Platten trockneten bei Raumtemperatur und

flissige Uberstande wurden entnommen.

Um zu testen, ob andere Beschichtungen zu einer schnelleren und besseren Zelladharenz
fuhren wurden die 12-Well-Platten au3erdem mit folgenden Chemikalien getestet: Kollagen,

Laminin, Matrigel und unbeschichtet.
Im Folgenden ist das genaue Vorgehen fur die modifizierten Beschichtungen aufgefuhrt:

Laminin: Fir die Lamininbeschichtung der Multiwellplatten wurde Laminin mit DPBS im
Verhaltnis 1:200 verdlinnt. Fir einen Ansatz von 3 ml wurden demnach 15 l
Laminin in 3 ml DPBS verdunnt. Auf jedes Well wurden 250 pl der LOsung
pipettiert. AnschlielRend wurden die Zellkultur Multiwellplatten fir eine Stunde

bei 37°C inkubiert. Danach wurde der fliissige Uberstand abpipettiert und jedes
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Well wurde zweimal mit je 3 ml DPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die

Platten fur 30 Minuten unter UV-Licht getrocknet.

Kollagen: Far die Beschichtung mittels Kollagen wurden 250 ul je Well pipettiert. Anschlie-
Rend wurden die Multiwellplatten fir 30 Min bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation erfolgte ein Waschschritt mittels PBS, um tUberschissiges Kollagen

zu entfernen.

Matrigel: Fiar die Matrigelbeschichtung der Multiwellplatten wurde 250 pl Matrigel auf
jedes Well pipettiert. Nach kurzer Inkubation der Platten bei 37°C wurden
flissige Uberstéande abpipettiert.

Polylysin: Die Multiwellplatten wurden mit 250 pl Polylysin je Well beschichtet. Nach
Auftragen des Polylysins wurden die Platten fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und regelmallig geschwenkt. Danach wurde jedes
Well einmal mit je 3 ml DPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Platten bei

Raumtemperatur fur zwei Stunden getrocknet.

7.5 Zellkultur

Die Urinzellen wurden auf den Zellkultur Multiwellplatte bei 37°C, 5%CO2 inkubiert. Nach den
ersten 24, 48 und 72 Stunden wurde je 1 ml Primarmedium hinzugeflgt. Es wurde kein
Medium abgenommen. Nach 96 Stunden wurde das Medium bis auf einen Rest von 1 ml
abgenommen. Jeder Probe wurde 1 ml RE Proliferationsmedium hinzugefugt. In den folgen-
den Tagen wurde alle 24 Stunden 1 ml Medium abgenommen und 1 ml RE Proliferations-

medium hinzugeflgt. Die Proben wurden taglich unter einem Mikroskop begutachtet.

7.6 Seahorse XFp Analyse

7.6.1 Einfuhrung Seahorse XFp Analyse

Fir die Stoffwechselmessungen und Erstellung metabolischer Profile wurde der Seahorse XFp
Analyzer von Agilent Technologies. Mithilfe des Seahorse XFp Analyzer lassen sich zwei der
wichtigsten Energieerzeugungswege der Zelle in Echtzeit erfassen, die Glykolyse und die
oxidative Phosphorylierung. Mit der Methode kdnnen die extracellular acidification rate (ECAR)
und die oxygen consumption rate (OCR) bestimmt werden. Dazu kénnen adhdrente Zellen

oder Suspensionszellen genutzt werden, welche nach Isolation auf eine 8-Well-Platte
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Ubertragen werden. Wahrend einer Messung konnen verschiedene Substrate hinzugegeben

werden, um den Einfluss auf die Stoffwechselaktivitat in Echtzeit zu untersuchen (s. Abb. 5).

Abbildung 5:

Uber integrierte
njektions-Ports werden
nacheinander bis zu

vier Verbindungen
bereitgestellt, s 55 Sie

mehrere Bedingungen pro

Well testen konnen

Zellen werden in die We

der speziellen horse
XF Zellkultur-Mikroplatte

ausgesat

und extraz

L w ° Azidifizierung, ohne dass

ec
Messsonden werden vorsichtig N © Farbstoffe zugesetzt

senkt, um eine transiente werden.

Protonenkonzentrationen im
extrazelluldren Medium
154 Das Mikroplatten-Wel
Format erfordert 10- bis
‘ 2 niger Zellen

Analyten zu mischen

Seahorse XFp AnalyzerAnalyzer. Schematische Darstellung der Technologie:
Die Zellen werden in die Wells der speziellen Seahorse XF Zellkultur-Mikro-
platten ausgesaht. Uber Ports werden nacheinander Reagenzien injiziert. In
der Mikrokammer aus Zellen bzw. Zellsuspension und Reagenzien werden
Uber Messsonden die Stoffwechselvorgdnge als veranderte Protonen-
konzentration im extrazellularen Medium erfasst. Quelle: Broschire von
Agilent Entdecken Sie die wichtigsten Faktoren flr Zellschicksal, - funktion
und — fitness. Agilent Seahorse XF Analyseplattform 2021. Die Bildrechte
wurden von der Firma Agilent erteilt.

In dieser Arbeit wird der Stoffwechselweg der Glykolyse untersucht. Zur Untersuchung der

glykolytischen Zellfunktion und Bestimmung der ECAR nutzte ich das Glycolysis Stress Test
Kit (Agilent Technologies # 103017-100, Santa Clara, Vereinigte Staaten), das Seahorse XFp
FluxPak (Agilent Technologies # 103022-100 Santa Clara, Vereinigte Staaten), das XF Base
Medium Agilent Technologies # 103193-100 Santa Clara, Vereinigte Staaten) und
Glutaminlosung (XF 200 mM Glutamin Solution, Agilent Technologies # 103579-100 Santa

Clara, Vereinigte Staaten). Es wurden die Protokollschritte des Benutzerhandbuchs

,Glycolysis Stress Test Kit User Guide® von Agilent Technologies genutzt (Technologies,

2019).

31



Glukose wird Uber den Stoffwechselweg der Glykolyse zu Pyruvat abgebaut, welches im
Zytoplasma zu Lactat, bzw. in den Mitochondrien zu Kohlenstoffdioxid und Wasser abgebaut
wird. Wahrend dieser Stoffwechselvorgange flieRen Protonen aus der Zelle in den Extra-
zellularraum, was zur Ansauerung des umgebenden Mediums fihrt. Diese Ansauerung wird

mithilfe des Seahorse XFp Analyzer als extracellular acidification rate (ECAR) erfasst.

Ablauf des Assays: Im ersten Schritt werden die zu untersuchenden Zellen im Glykolyse Stress
Test Medium inkubiert und die ECAR gemessen. Unter Abwesenheit von Glucose oder
Pyruvat im Medium entspricht die gemessene ECAR der nichtglykolytischen Ansduerung des
extrazellularen Mediums und misst damit andere Stoffwechselvorgange, neben der Glykolyse,
die zu Protonenfluss fihren. Anschlielfend wird Glucose injiziert, welche Uber Glykolyse zu
ATP, NADH, Wasser und Protonen abgebaut wird. Die Ansduerung des extrazellularen
Mediums erfolgt durch den Protonenfluss und fuhrt zu einem messbaren Anstieg der ECAR,
was der basalen Glykolyse-Rate der Zellen entspricht. Als zweites Substrat wird Oligomycin
injiziert. Oligomycin inhibiert die mitochondriale ATP Synthese, sodass die zellulare
Energiegewinnung ausschliel3lich Uber die zytoplasmatische Glykolyse ablduft. Die nun

gemessene ECAR entspricht der maximalen glykolytischen Aktivitat der Zellen.

Glycolytic Function
Glucose Oligomycin 2-06

|

Glycolytic
Capacity =

ECAR [mpH/min)

Abbildung 6:  Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Test Profil der glykolytischen Aktivitat.
Darstellung der Kit Injektionen und davon abhdngig gemessene basale
Glykolyse-Rate, maximale glykolytische Aktivitat und glykolytische Reserve.
Quelle: Agilent Technologies, Glycolysis Stress Test User Guide 2019. Die
Bildrechte wurden von der Firma Agilent erteilt.

Im letzten Schritt wird 2-Desoxy-Glucose (2-DG, 50 mM) injiziert. 2-DG ist ein
Glukoseanalogon, welches durch kompetitive Bindung an die Hexokinase, dem ersten Enzym

der Glykolyse, die Glykolyse inhibiert. Der nun messbare Abfall der ECAR dient als Beweis
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dafur, dass der zuvor messbare Anstieg der ECAR auf den Stoffwechselweg der Glykolyse
zurlck zu fuhren ist. Die Differenz zwischen der maximalen glykolytischen Aktivitat und der
basalen Glykolyse-Rate entspricht der glykolytischen Reserve der Zellen. Die glykolytische
Reserve gibt Hinweise auf die glykolytische Kapazitat. Durch Oligomycin-Injektion wird die
oxidative Physphorylierung blockiert, sodass die Zellen nur Uber den Stoffwechselweg der
Glykolyse Energie erzeugen, was als maximal gemessene ECAR der glykolytischen Kapazitat
der Zellen entspricht (s. Abb. 6).

7.6.2 Messung der glykolytischen Aktivitat mittels Seahorse XFp Analyzer

Die glykolytische Aktivitat von Urinzellproben wurde mit Hilfe des Seahorse XFp Analyzer
untersucht. Dazu wurde der Glykolyse Stress Test, anhand der Protokollschritte des
Benutzerhandbuchs zur Verwendung des Glykolyse Stress Test Kit (Agilent Technologies,
2019, S. 1-18 Glycolysis Stress Test Kit User Guide) und des Benutzerhandbuchs zur
Verwendung von Suspensionszellen (Agilent Technologies, 2017, S. 1-2 Seeding Suspension
Cells in Agilent Seahorse XFp Cell Culture Miniplates), mit einigen Modifikationen
durchgefuhrt. Der Glykolyse Stress Test ist ein von Agilent entwickelter Assay, um den
Stoffwechselweg der Glykolyse in Zellen zu messen. Die Schritte der Standardprotokolle von
Agilent Technologies sind im folgenden Methodenteil aufgefuhrt. Die Modifikationen sind im
Ergebnisteil unter 8.4 Ergebnisse Seahorse XFp-Messungen mit kultivierten Pompe-
Urinepithelzellen und 8.5 Ergebnisse Seahorse XFp-Messungen aus dem nichtkultivierten

Urinzellgemisch gesunder Proband*innen aufgefuhrt.

Am Tag vor der Messung wurde die Zellkulturplatte (Searhorse XFp Miniplate) fur die
Zellsuspension mit Gelatine (0,1% Gelatine, 25ul pro Well bei RT trockenen lassen, Uberstand
abnehmen) beschichtet, um eine bessere Zelladharenz zu gewahrleisten. Zum Hybridisieren
der Kassette (XFp sensor cartridge) wurden je 200 ul Seahorse XF Calibrant in die Wells und
je 400l Seahorse XF Calibrant in die umgebenden, duReren Kammern der Kassette pipettiert.
AnschlieBend wurde die Kassette mit Parafinfiilm umwickelt und Uber Nacht in einem

kohlenstoffdioxidfreien Inkubator bei 37°C eingelagert.
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Compound(s) Target Effect on ECAR

Glucose Glycolysis Increase
Oligomycm' ATP Synthase ComplexV Increase
2-DG' Glycolysis Decrease

* Oligomycin is a mixture of Oligomycin A, B, and C with Oligomycin A > 60%.

t 2-DG may appear clear, opague (white), or as a mix of white solid and clear liquid.
Appearance does not affect performance.

Abbildung 7:  Agilent Seahorse XFp Glycolysis Stress Test Kit Reagenzien. Quelle: Agilent
Technologies, Glycolysis Stress Test User Guide 2019. Die Bildrechte wurden
von der Firma Agilent erteilt.

Am Tag der Messung wurde das Assaymedium nach den Protokollschritten des Benutzer-
handbuchs (Agilent Technologies, 2019) vorbereitet. Die Urinzellgewinnung und
Urinzellisolation erfolgten anhand der oben aufgefuhrten Protokollschritte. Zur Injektion der so
gewonnenen Zellsuspension auf die vorbereitete Zellkulturplatte (Searhorse XFp Miniplate)
wurden orientierend die Protokollschritte des Benutzerhandbuchs zur Verwendung von
Suspensionszellen (Agilent Technologies, 2017, S. 1-2 Seeding Suspension Cells in Agilent
Seahorse XFp Cell Culture Miniplates) genutzt. Es wurden je 150 ul Zellsuspension vom
Falkonboden in ein Well der mit Gelatine beschichteten Zellkulturplatte (Searhorse XFp
Miniplate) pipettiert. Den mit den Buchstaben A und H gekennzeichneten Wells wurde keine
Zellsuspension zugeflgt, sie dienten als Kontrolle. Die optimale Zellkonzentration liegt laut
Benutzerhandbuch zur Verwendung von Suspensionszellen zwischen 1 x 10° und 4 x 10°
Zellen pro Well (Agilent Technologies, 2017, S. 1-2 Seeding Suspension Cells in Agilent
Seahorse XFp Cell Culture Miniplates). Versuchsweise wurde die Zellzahl mittels Zellzahler
(TC20™ Automated Cell Counter, #1450102, von BIO-RAD, Vereinigte Staaten) bestimmit.
Eine genaue Zellzahlbestimmung mittels Zellcounter lieferte wiederholt ungenaue Ergebnisse,
sodass die Methode der Zellzahlbestimmung nicht weiter angewandt wurde. Die Adharenz und
Anzahl der Zellen wurde mikroskopisch bestimmt. Durch mehrfache Wiederholung des
Auftragens der Zellsuspension und Zentrifugation der Zellplatten bei 300 g flr eine Minute
konnte die Zelldichte erhdht werden und so die Zelldichte in den Wells einer Messung
annahrend angeglichen werden. Ein quantitativer Vergleich der Messergebnisse ist aufgrund

dieses Verfahrens nicht moglich.

Im Folgenden wurde in jedes Well 180 uyl Assaymedium (auch Well A und H als Kontrollen)
pipettiert. In jede umgebende Kammer wurde je 400 pl PBS pipettiert. Anschliefend wurde die
Zellkulturplatte fir 30 Minuten in einen Kohlenstoffdioxidfreien Inkubator bei 37°C gegeben um

die Temperatur der Proben zu aquilibrieren.
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Um die Stammildsungen anzusetzen, wurde den Kit-Komponenten die entsprechenden
Mengen an Assaymedium zugefugt (s. Abb. 8). Die Kassette wurde aus dem Inkubator
genommen und die Ports wurden mit den entsprechenden Mengen der Stammldsungen
befullt.

Volume of assay Resulting stock
Compound medium concentration
Glucose 3,000 uL 100 mM
Oligomycin 720 pL 100 uM
2-DG 3,000 pL 500 mM

Abbildung 8: Vorbereitung der Stammldsungen. Quelle: Agilent Technologies, Glycolysis
Stress Test User Guide 2019. Die Bildrechte wurden von der Firma Agilent
erteilt.

Zum Start der Messung wurde der Seahorse XFp Analyzer gestartet, der Glykosis Stress Test
ausgewahlt, die Kassette eingelegt und die Kalibrierung gestartet. AnschlieRend wurde die
Zellkulturplatte eingesetzt und die Messung gestartet. Am Ende jeder Messung wurde erneut

die Zelladharenz unter dem Mikroskop gepruft.

7.6.3 Messung der glykolytischen Aktivitat von Myoblasten mittels
Seahorse XFp Analyzer

Die Bioptate stammen aus der Muskelgewebesammlung des Friedrich-Baur-Institutes. Die

Proben wurden aufbereitet, kultiviert und kryokonserviert.

Zur Testung wurden die Myoblasten-Zellkulturen aufgetaut und Myoblasten auf Zellkultur-
platten ausgesat. Nach drei Tagen wurden die Zellen fur die Seahorse-Messung vorbereitet.
Nach Trypsinisierung wurden in jedes Well der Zellkulturplatte (Seahorse XFp Miniplate) eine
Zellkonzentration von 1 x 10° Zellen pro Well ausgeséht. Die Zellkonzentration wurde mittels
Zellcounter bestimmt. Nach dem Aussdhen wurde die Zellkulturplatte Gber Nacht in einem
Kohlenstoffdioxidfreien Inkubator bei 37°C inkubiert. Die weiteren Schritte wurden wie unter

Messung der glykolytischen Aktivitat mittels Seahorse XFp Analyzer durchgefihrt.
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8 Ergebnisse

Zu Beginn werden die etablierten Methoden der Urinprobengewinnung und Urinzellisolation
beschrieben. Anschlielend wird die Urinzellexpansion mit den entsprechenden Modifikationen
des im Methodenteil aufgefihrten Standardprotokolls beschrieben. Die letzten beiden
Abschnitte des Ergebnisteils umfassen einerseits die modifizierten, neu etablierten Protokolle
fur Seahorse-Messungen mit Urinepithelzellen als auch die Auswertung der Seahorse-
Messung von Kkultivierten Urinepithelzellen und die Auswertungen der Messungen der

isolierten Zellen aus frischen Urinproben.

8.1 Ergebnisse Urinprobengewinnung

Die Urinzellisolation erfolgte anhand der Protokollschritte die im Methodenteil 6.1
Urinprobengewinnung und 6.2 Urinzellisolation aufgefihrt sind. Keiner der Proband*innen und
Patient*innen gab Probleme bei der Urinprobengewinnung an. Die in der Literatur
beschriebene einfache, nicht-invasive und kostengunstige Probengewinnung konnte bestatigt

werden.

Um die Proben vor Kontamination zu schitzen und die Integritédt der Zellen zu bewahren,
wurden die Proben der Proband*innen moglichst direkt nach Probengewinnung isoliert. War
eine direkte Isolation zeitlich nicht moglich, wurden die Proben bei 4°C gekuhlt. Die
Urinprobengewinnung der Pompe-Patient*innen erfolgte am Friedrich-Baur-Institut. Die
Proben wurden nach Gewinnung auf Eis gekuhlt zum Labor transportiert. Alle gekuhlten

Proben wurden maximal drei Stunden nach Gewinnung fur die Urinzellisolation genutzt.

8.2 Ergebnisse Urinzellisolation und Urinzellexpansion

Es wurden insgesamt 104 Urinproben untersucht, 98 Proben von gesunden Proband*innen
und sechs Proben von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen (siehe Tabelle 1). Es
wurden Probevolumina von minimal 25 ml und maximal 350 ml verwendet. Alle Proben wurden
bis maximal drei Stunden nach Abgabe nach dem Standardprotokoll zur Urinzellisolation, wie
im Methodenteil unter 6.1 Urinprobengewinnung und 6.2 Urinzellisolation aufgefuhrt sind,
aufbereitet. Die Proben wurden auf 12-Well-Zellkulturplatten aufgetragen. Die Platten waren
unbeschichtet oder beschichtet mit Gelatine, Polylysin, Kollagen, Laminin oder Matrigel. Die
Urinzellexpansion erfolgte weitestgehend nach dem Standardprotokoll, wie im Methodenteil
unter 6.4.1 Standardprotokoll zur Urinzellexpansion beschrieben. Abweichungen vom

Standardprotokoll sind in diesem Kapitel aufgefihrt. In 13 Proben lielen sich
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Urinepithelzellkolonien kultivieren (siehe Tabelle 4). In keiner der Proben wurde die

gewulnschte Zelldichte erreicht.

der

Tabelle 4: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse
Urinzellkultivierung. Von insgesamt 104 Proben konnte in 13 Proben
mikroskopisch Urinzellkolonien nachgewiesen werden.

Datum 1.
chntrol.l -/ Alterin  Geschlecht Volumenin . mirkoskopisch
Patient*inn- Beschichtung .
en-nummer Jahren m/w ml gesichteten
Kolonie
K2 35 m 50 unbeschichtet Tag 13
K5 22 w 50 unbeschichtet Tag 13
K3 36 m 50 unbeschichtet Tag 13
K2 35 m 30 Gelatine Tag 10
K2 35 m 30 Polylysin Tag 10
K2 35 m 30 Kollagen Tag 9
K2 35 m 30 Matrigel Tag 9
K7 62 m 25 Gelatine Tag 9
K2 35 m 100 Gelatine Tag 6
K2 35 m 100 unbeschichtet Tag 6
K2 35 m 100 unbeschichtet Tag 6
K2 35 m 350 Gelatine Tag 10
P2 58 m 130 Gelatine Tag 9

Die Urinzellisolation erfolgte nach den

im Methodenteil

unter 6.2 Urinzellisolation

beschriebenen Protokollschritten und erforderten einen Zeitaufwand von ca. 30 Minuten pro

Probe.

Die Zelldichte in den Proben nach Urinzellisolation variierte stark (s. Abb. 9).
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Abbildung 9:

Darstellung der variierenden Zelldichte in Urinproben kurz nach
Urinzellisolation. Die Urinproben stammten von der weiblichen Kontrolle 1 und
umfassten jeweils 100 ml. Die drei Proben wurden am gleichen Tag zu
unterschiedlichen Tageszeiten entnommen und direkt im Anschluss nach
gleichem Verfahren isoliert und kultiviert. Scale Bar 200 ym.

In Abbildung 10 A-D sind Fotos von mikroskopischen Aufnahmen von auf Zellkultur Multi-

wellplatten aufgetragenen Zellsuspensionen wenige Tage nach erfolgter Urinzellisolation dar-

gestellt. In allen Proben waren die Zellen in der Suspension beweglich und hafteten nicht am

Well-Boden an. Mikroskopisch liel sich ein Zellgemisch aus Uberwiegend Plattenepithelzellen,

einigen Blutzellen und in manchen Proben Lipidtropfchen feststellen. Urinepithelzellen lie3en

sich wahrend der ersten Tage der Urinzellexpansion schwer im Zellgemisch erkennen. Vor

allem weibliche Urinproben waren zellreich, mit einem Uberwiegenden Anteil an Platten-

epithelzellen (s. Abb. 11 A). Mannliche Urinproben waren durchschnittlich zellarmer, mit einem
héheren Anteil an Blutzellen und Lipidtrépfchen (s. Abb. 11 B).
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Abbildung

10: Mikroskopische Abbildung von Urinzellen kurz nach Zellisolation.

A): Zellisolation aus einer Probe von Probandin 1, Aufnahme am vierten
Tag nach Zellisolation. Nach morphologischem Vergleich mit Aufnahmen
der Zelltypen aus der Literatur handelt es sich vermutlich hauptsachlich um
Plattenepithelzellen.

B): Zellisolation aus einer Probe von Proband 2, Aufnahme am vierten Tag
nach Zellisolation. Nach morphologischem Vergleich mit Aufnahmen der
Zelltypen aus der Literatur handelt es sich bei den dominierenden rundlichen
Zellen vermutlich um Blutzellen.

C): Zellisolation aus einer Probe von Proband 2, Aufnahme am dritter Tag
nach Zellisolation. Nach morphologischem Vergleich mit Aufnahmen der
Zelltypen aus der Literatur handelt es sich bei den dominierenden rundlichen
Zellen vermutlich um Blutzellen, Lipidtrépfchen und abgestorbenen Zellen.
D): Zellisolation aus einer Probe von Probandin 5, Aufnahme am zweiten
Tag nach Zellisolation. Nach morphologischem Vergleich mit Aufnahmen
der Zelltypen aus der Literatur handelt es sich wahrscheinlich um
abgestorbene Zellen, Plattenepithelzellen und einige Blutzellen.

A)-D): Scale Bar 200 ym.
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Abbildung 11: Mikroskopische Aufnahmen Urinzellkulturen.
A): Urinzellkultur aus 100 ml Urinprobe der weiblichen
Kontrolle 5 am dritten Tag nach Urinzellisolation.
B): Urinzellkultur aus 200 ml Urinprobe der
mannlichen Kontrolle 2 am dritten Tag nach Urinzell-
isolation.
A)-B): Scale Bar 200 ym.

Im Zuge der Urinzellkultivierung konnen zwei morphologisch verschiedene Urinzell-kolonie-

typen observiert werden, welche als Typ | und Typ Il benannt werden (Dérrenhaus et al., 2000;
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Felix et al., 1979; Zhou et al., 2012). Typ | Zellen werden morphologisch durch unregelmaRige
Zellkonturen charakterisiert (s. Abb. 12 A). Teilweise finden sich spindelférmige Zellen in den
unregelmafig angeordneten Typ-I-Kolonien. Typ Il Zellen sind kleiner und morphologisch
durch glattkantige Konturen beschrieben (s. Abb. 12 B). Im Zuge der Versuchsreihen konnten
beide in der Literatur beschriebenen Kolonie-Morphologien beobachtet werden. In den meisten
Proben waren Typ-ll Zellen aufzufinden, welche auch in der Literatur als schneller

proliferierend beschrieben werden (Zhou et al., 2012).

Abbildung 12: Mikroskopische Fotos von Urinepithelzell-Kolonien.
A): Zellkultur aus einer Urinprobe von Kontrolle 3. Aufnahme am Tag 26 nach
Urinzellisolation. Typ | Zellen sind mit Pfeil markiert.
B): Zellkultur aus einer Urinprobe von Kontrolle 2. Aufnahme am Tag 26 nach
Urinzellisolation. Typ Il Zellen sind mit Pfeil markiert.
A)-B): Scale-Bar: 100 ym.

Erste adharente, proliferierende Zellen waren frilhestens am vierten Tag nach Urinzellisolation
mikroskopisch sichtbar. Die Zellen wurden mikroskopisch beurteilt und morphologisch mit in
der Literatur beschriebenen Zellen verglichen (Dérrenhaus et al., 2000; Felix & Littlefield, 1979;
Zhou et al., 2012). Bildeten sich Urinzellkolonien aus, proliferierten die Kolonien bis durch-
schnittlich Tag 14, dann stagnierte das Koloniewachstum und in den darauffolgenden Tagen
begannen die Zellen apoptotisch zu werden. Der Verlauf einer Urinzellexpansion ist in Abb. 13
A-l eines gesunden, mannlichen Probanden von Tag 1 bis Tag 43 anhand von mikro-
skopischen Aufnahmen der Zellkultur dargestellt.
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Abbildung 13: Mikroskopische Aufnahmen einer Urinzellkultur an verschiedenen Tagen. Die
Probe stammt von der Kontrolle 2. Die Aufnahmen zeigen die Urinzellkultur im
zeitlichen Verlauf der Urinzellexpansion von Tag 1 bis Tag 43.

A):

B):

F):
G):

J):

A)-F):

Aufnahme am Tag 1 nach Urinzellisolation. Mikroskopisch zeigten sich
viele nicht adharente Zellen.

Tag 4 nach Urinzellisolation. Erste adharente Zellen, vermutlich handelt
es sich um proliferierende Urinepithelzellen.

Tag 7 nach Urinzellisolation; Proliferierende Zellen, welche eine Zell
kolonie bilden. Weiterhin viele nicht adharente Zellen.

Tag 15 nach Urinzellisolation. Es bildet sich eine dichte Zellkolonie.
Wachsende Zellkolonie, welche nach bildmorphologischem Vergleich
hauptsachlich Urinepithelzellen vom Typ Il entspricht.

keine weitere Proliferation der Zellen, die Zellen werden zunehmend
apoptotisch

Tag 22 nach Urinzellisolation.

Tag 27 nach Urinzellisolation.

Tag 30 nach Urinzellisolation.

Tag 38 nach Urinzellisolation

Tag 43 nach Urinzellisolation.

Scale Bar 200 ym.

In zellreichen Kulturen war es nicht moglich mikroskopisch zu prifen, ob sich Urinepithelzellen

am Well-Boden absetzten und die gewlnschten Zellkolonien ausbildeten. Um die Hypothese

zu prufen, dass zu viele nicht adharente, abgestorbene Zellen das Wachstum

proliferationsfahiger Zellen behindern, wurde das Standardprotokoll modifiziert. In der Literatur

war die Ausbildung von Zellkolonien durchschnittlich nach vier bis sechs Tagen beschrieben
(Dérrenhaus et al., 2000; Felix & Littlefield, 1979; Zhou et al., 2012). Um die Adharenz der

Zellen in den ersten Tagen zu gewahrleisten, wurden zellreiche Proben testweise frihestens
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ab Tag 4 nach Urinzellisolation mit DPBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Zelldichte
mikroskopisch gepruft. Wie in Abb. 14 exemplarisch dargestellt war die Zelldichte in den
Urinzellkulturen reduziert. Die Adharenz der verbleibenden Zellen war jedoch nicht verbessert

und in keiner der gewaschenen Proben waren Zellkolonien nachweisbar.

Abbildung 14: Mikroskopische Aufnahme von einer Urinzellkultur vor und nach Waschen mit
DPBS. Die Urinzellisolation erfolgte aus einer 50 ml Urinprobe der weiblichen
Kontrolle 4.
A): Zellreiche Probe mit v.a. Plattenepithelzellen, Aufnahme an Tag 2 nach
Zellisolation.
B): Deutliche Zellreduktion nach Waschen des Wells. Aufnahme von Tag 7
nach Zellisolation
A)-B): Scale Bar 200 um

Far 52 Proben wurden die Wells nach dem Protokoll von Zhou et al. (Zhou et al., 2012) mit
0,1%iger Gelatine beschichtet. Da sich in den ersten Versuchsreihen keine Zellkolonien
bildeten, wurde das Protokoll modifiziert, um zu testen, ob andere Beschichtungen zu einer
schnelleren und besseren Zelladharenz fuhren. In einer Versuchsreihe mit 25 Urinproben
wurden die 12-Well-Platten unbeschichtet belassen oder mit folgenden Chemikalien getestet:
Kollagen, Laminin, Matrigel. Das genaue Vorgehen zur Beschichtung ist im Abschnitt 7.4
Beschichtungen aufgefiihrt. In finf Zellkulturen bildeten sich Zellkolonien aus, mikroskopische
Aufnahmen sind in Abb. 15 dargestellt. Vier der Zellkulturen wurden aus der gleichen
Urinprobe isoliert und wuchsen auf den Beschichtungen mit Gelatine, Polylysin, Kollagen und
Matrigel. Spatestens ab dem 20. Tag stagnierte das Wachstum der Kolonien in allen Proben
und die Zellen begannen apoptotisch zu werden.

Zusammenfassend lie® sich durch keine der getesteten Beschichtungen eine Verbesserung
des Zellwachstums nachweisen. In den 104 kultivierten Urinzellproben bildeten sich Zellkolo-
nien auf 15,6 % der unbeschichteten Well-Platten und 11,1 % der beschichteten Well-Platten
aus.
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Abbildung 15: Mikroskopische Aufnahmen von Urinepithelzell-Kolonien auf verschieden
beschichteten Platten. Zur Urinzellisolation fir die Zellkulturen wurde jeweils
30 ml Urin einer Probe von der mannlichen Kontrolle 2 genutzt. Die
Aufnahmen wurden an Tag 13 nach Urinzellisolaton gemacht.
A):Gelatine
B):Kollagen
C):Matrigel
D):Polylysin
A)-D): Scale-Bar: 100 uym.

Um zu testen, ob ein gréReres Probevolumen zu mehr Zellkolonien fuhrt, wurden Zellen aus

38 Urinproben mit Volumina von 100 bis 350 ml kultiviert.

Bei Probevolumina Gber 50 ml wurden die Proben zunachst in sterile 50 ml Reagenzgefalle
uberfuhrt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur und 400 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und ein Restvolumen von 1 bis 5 ml belassen.
AnschlielRend wurden die Proben eines Probanden vereinigt. Die weiteren Protokollschritte
erfolgten nach dem im Methodenteil beschriebenen Standardprotokoll. In Proben mit héherem
Urinprobevolumen konnten durchschnittlich vier Tage friher Typ | und Il Zellen beobachtet
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werden, es konnten im Verlauf jedoch weder die Ausbildung von mehr noch von zellreicheren

Kolonien beobachtet werden.

Da in keiner Probe die gewunschte Zelldichte erreicht wurde, wurden testweise zwei Proben
mit mikroskopisch nachgewiesenem Urinepithelzell-Wachstum trypsiniert, um zu testen, ob
das Wachstum der Zellen angeregt wird, wenn diese nach Trypsinierung gleichmaRiger Uber
eine Zellkulturplatte verteilt sind. Nach Trypsinierung und Auftragen der Zellsuspension auf
eine neue 12-Well-Zellkulturplatte konnten einige Urinepithelzellen Uber die gesamte

Zellkulturplatte verteilt gesehen werden. Diese proliferierten nicht weiter.

Da sich die Urinzellkultivierung zeitaufwendig gestaltete, wurden zwei Proben mit
Urinepithelzellwachstum wie in der Literatur beschrieben (Felix & Littlefield, 1979; Zhou et al.,
2012) bei — 80 °C weggefroren, um die Haltbarkeit zu testen. Nach Auftauen und Auftragen
der Zellsuspension auf Zellkulturplatten waren Urinepithelzellkolonien sichtbar, es zeigte sich

jedoch kein Wachstum, die Zellen schienen nicht mehr proliferationsfahig zu sein.

Von den insgesamt 13 Proben aus denen sich Urinepithelzellkolonien Kkultivieren lieRRen,
stammten 11 Proben von mannlichen Probanden, eine Probe von einem mannlichen Patienten
und eine Probe von einer weiblichen Probandin. Alle Proben hatten eine niedrige bis mittlere
Zelldichte. Neun der Proben stammten von dem gleichen Probanden, Kontrolle 2. Die
verwendeten Proben umfassten ein Volumen zwischen 30 ml und 350 ml und Urinzellkulturen
wuchsen auf verschiedenen Beschichtungen, sodass die Menge an proliferationsfahigen

Zellen im Urinzellgemisch vor allem vom Individuum abzuhangen scheint.

Es wurden sechs Urinproben von Pompe Patient*innen gesammelt und nach dem Standard-
protokoll zur Urinzellisolation und -Expansion kultiviert. In einer der Proben wuchsen Kolonien,
welche im Verlauf jedoch apoptotisch wurden, sodass die Kultivierung an Tag 22 beendet
wurde und trotz mangelnder Zellmenge der Versuch einer Seahorse-Messung gestartet

wurde.

Zusammenfassend zeigte sich das Koloniewachstum durchschnittlich spater und langsamer,
als in den aufgefuhrten Protokollen beschrieben. In allen Proben konnten in der ersten Woche
kaum adharente Zellen beobachtet werden. Der friiheste Zeitpunkt an dem sich adharente
Urinepithelzellkolonien beobachten lie3en, war an Tag 4 nach Urinzellisolation. Keine der ge-
testeten Beschichtungen flhrte zur einer schnelleren und besseren Zelladharenz. Ein hoheres

Probevolumen fuhrte zur schnelleren Kolonieausbildung. Zellkolonien proliferierten bis
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maximal zu Tag 30. In keiner Urinzellkultur lie3en sich Urinzellen Uber ein gesamtes Well

kultivieren.

Insgesamt scheint die Menge an proliferationsfahigen Zellen im Urinzellgemisch vor allem vom

Individuum abzuh&ngen.

8.3 Ergebnisse Seahorse XFp Messung mit Myoblasten

Im ersten Schritt wurden die zu untersuchenden Myoblasten im Glykolyse Stress Test Medium
inkubiert und die ECAR gemessen. Unter Abwesenheit von Glucose oder Pyruvat im Medium
entspricht die gemessene ECAR der nichtglykolytischen Ansauerung des extrazellularen
Mediums. Anschlielfend wurde Glucose injiziert, welche Uber Glykolyse zu ATP, NADH,
Wasser und Protonen abgebaut wurde. Die Ansduerung des extrazelluldaren Mediums erfolgte
durch den Protonenfluss und fuhrte zu einem messbaren Anstieg der ECAR, was der basalen

Glykolyse-Rate der Zellen entspricht.

Als zweites Substrat wurde Oligomycin injiziert. Oligomycin inhibiert die mitochondriale ATP
Synthese, sodass die zelluldre Energiegewinnung ausschlielich Uber die zytoplasmatische
Glykolyse ablauft. Die nun gemessene ECAR entspricht der maximalen glykolytischen Aktivitat
der Zellen. Im letzten Schritt wurde 2-Desoxy-Glucose (2-DG) injiziert. 2-DG ist ein Glukose-
analogon, welches durch kompetitive Bindung an die Hexokinase, dem ersten Enzym der
Glykolyse, die Glykolyse inhibiert. Der messbare Abfall der ECAR dient als Beweis dafur, dass
der zuvor messbare Anstieg der ECAR auf den Stoffwechselweg der Glykolyse zurlick zu
fuhren ist. Die Differenz zwischen der maximalen glykolytischen Aktivitat und der basalen
Glykolyse-Rate entspricht der glykolytischen Reserve der Zellen. Die auf die Zellzahl

normalisierten Messwerte sind in Tabelle 5 angegeben und graphisch in Abb. 16 dargestellit.

Der Kurvenverlauf der glykolytischen Aktivitat von P11 und K13 entspricht dem erwarteten
Kurvenverlauf des Glykolyse Stress Test (Vergl. Abb. 6, aufgefihrt im Methodenteil Einflhrung
Seahorse XFp Analyse). Wie hypothetisch angenommen, liegen die Messwerte der Pompe-
Myoblastenprobe in allen Messpunkten niedriger als die der gesunden Kontroll-Myoblasten-
probe, die glykolytische Funktion der Pompe-Myoblasten ist im Vergleich zur Kontrolle ver-
mindert. Wie in Tabelle 5 dargestellt, sind die basale glykolytischen Aktivitat, die glykolytische
Kapazitat und die glykolytische Reserve der Pompe-Myoblasten niedriger als die der Kontroll-
Myoblasten. Die verminderte glykolytische Funktion der Pompe-Myoblasten sind auf die
mangelnde Aktivitat der a-Glukosidase zurlckzufuhren. Methode und Ergebnisse wurden
2019 von Meinke et al. publiziert (Meinke et al., 2019).
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Tabelle 5: Messergebnisse des Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests einer
Pompe Patienten Myoblastenprobe (P11) und einer Myoblastenprobe einer
gesunden Kontrolle (K13). In der Tabelle sind die Ergebnisse der zwolf
Messungen als auf die Zellzahl normalisieten ECAR-Werte in
mpH/Min/105Zellen der Wells E-D angegeben. Die Wells E-G wurden wie im
Methodenteil unter 6.6 Seahorse XFp Analyse aufgefuhrt mit Myoblasten
des Pompe Patienten P11 beflllt. Die Wells B-D wurden mit Myoblasten der
gesunden Kontrolle K13 befullt. Die drei Messungen zu den Messzeit-
punkten 1-3 erfolgten vor Reagenzinjektion, die drei Messpunkte 4-6
erfolgten nach Injektion von Glucose, Messpunkte 7-9 erfolgten nach
Injektion von Oligomycin und die Messpunkte 10-12 erfolgten nach Injektion
von 2-DG. Aus den drei Messungen der Wels von P11 bzw. K13 wurden zu
einem Messpunkt x jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet. Vergleicht man die Mittelwerte zwischen P11 und K13 der
Messpunkte 1-12 fallt auf, dass die ECAR-Werte der Pompe-Proben in allen
Messpunkten niedriger sind als die der gesunden Kontrolle.

My;bl;)::ten- Well 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Einheit

P11 E 0,406 0,278 0,259 1,093 1,297 1,391 1,498 1,760 1,834 0,391 0,343 0,238 mpH/Min/10°Zellen
P11 F 0,389 0,278 0,266 1,188 1,397 1,503 1,750 1,916 1,992 0,489 0,381 0,268 mpH/Min/10°Zellen
P11 G 0,489 0,434 0,396 1,436 1,624 1,707 2,006 2,191 2,203 0,521 0,383 0,285 mpH/Min/lOSZeIIen
Mittelwert 0,428 0,330 0,307 1,239 1,439 1,534 1,751 1,955 2,010 0,467 0,369 0,264 mpH/Min/10°Zellen
StD 0,053 0,090 0,077 0,177 0,168 0,160 0,254 0,218 0,185 0,068 0,023 0,024 mpH/Min/10°Zellen
K13 B 1,927 1,175 1,154 3,683 4,427 4,917 6,006 6,730 7,068 1,643 1,177 0,982 mpH/Min/lOSZeIIen
K13 C 1,723 1,453 1,325 3,968 4,415 4,794 6,170 6,488 6,748 1,574 0,973 0,784 mpH/Min/lOSZeIIen
K13 D 1,593 1,471 1,347 3,793 4,173 4,533 5,748 6,108 6,389 1,513 1,016 0,807 mpH/Min/lOSZeIIen
Mittelwert 1,748 1,366 1,275 3,815 4,338 4,748 5,975 6,442 6,735 1,577 1,055 0,858 mpH/Min/10°Zellen
StD 0,168 0,166 0,106 0,143 0,143 0,196 0,213 0,313 0,340 0,065 0,107 0,108 mpH/Min/10°Zellen
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der in Tabelle 5 aufgefuhrten Messwerte des Agilent

Seahorse XF Glycolysis Stress Tests einer Pompe Myoblasten-Probe (P11)
und einer Myoblastenprobe einer gesunden Kontrolle (K13). Darstellung der
gemessenen glykolytischen Funktion als ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen
Injektion von Glucose, Oligomycin und 2-DG. Die gemessenen Werte der
ECAR vor Reagenzinjektion kommen durch nicht-glykolytische Ansauerung
des umgebenden Mediums zustande. Nach der ersten Injektion von Glucose
steigt die ECAR, die Messwerte entsprechen der basalen Glykolyserate der
Zellen. Nach der Injektion von Oligomycin steigt die ECAR auf ihr Maximum,
welches der glykolytischen Kapazitat der Zellen entspricht. Durch Injektion
von 2-DG fallt die ECAR auf den Wert, der durch die nicht-glykolytische
Ansauerung des Mediums erreicht wird. Die ECAR-Werte der gesunden
Kontrolle K13 liegen in allen Messpunkten deutlich dber denen des Pompe-
Patienten P11.
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Tabelle 6:

Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests einer Pompe Myoblasten-
Probe (P11) und einer Myoblastenprobe einer gesunden Kontrolle (K13):
Berechnung der Glykolyse, Glykolytischen Kapazitat, glykolytischen
Reserve und nicht-glykolytischen Ansduerung des Mediums. Unter
Abwesenheit von Glucose oder Pyruvat im Medium entspricht die
gemessene ECAR der nichtglykolytischen  Ansduerung des
extrazellularen Mediums. Als Messwert wurde die letzte Messung vor
Glucose-Injektion, zum Zeitpunkt Messpunkt 3, gewahlt. Die in Tabelle 6
aufgefihrten Werte der nichtglykolytischen Ansauerung von P11 und K13
wurden aus den Mittelwerten der Wells B-D (fur K13) und E-G (fur P11)
berechnet (siehe Tabelle 5) Die Glucose-Injektion fihrte zu einem
messbaren Anstieg der ECAR, was der basalen Glykolyse-Rate der
Zellen entspricht. Zur Berechnung der Glykolyse-Rate wurden fir P11 der
Mittelwert der maximalen Messwerte der Messpunkte 4-6 der Wells E-G
bzw. fir K13 der Wells B-D bestimmt. Um die alleinige Glykolyse-Rate der
Zellen zu berechnen, wurde von den Werten die Messwerte der nicht-
glykolytischen Ansauerung subtrahiert. Nach Oligomycin-Injektion lief die
zellulare Energiegewinnung ausschlief3lich Uber die zytoplasmatische
Glykolyse ab. Die nun gemessene ECAR entspricht der maximalen
glykolytischen Aktivitat der Zellen. Fir die Berechnung der glykolytischen
Kapazitat wurde von den Mittelwerten der maximalen Messwerte der
Messpunkte 7-9 die ECAR der nichtglykolytischen Ansduerung
subtrahiert.

Myoblasten- Glykolyse  Glykolytische Glykolytische Nicht- Einheit
probe Kapazitat Reserve glykolytische
Ansduerung
P1 1,23 1,70 0,48 0,31 mpH/Min/10°Zellen
StD 0,09 0,12 0,03 0,08 mpH/Min/10°Zellen
K1 3,47 5,46 1,99 1,28 mpH/Min/lOSZeIIen
StD 0,29 0,44 0,15 0,11 mpH/Min/10°Zellen
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8.4 Ergebnisse Seahorse XFp Messung mit kultivierten Pompe-
Urinepithelzellen

In der Generierung von Zellkulturen konnte nur von einem der sechs Pompe Patient*innen
(P2, s. Tabelle 1) eine Kultur mit einer geringen Zellzahl gewonnen werden. Da diese Arbeit
dazu dienen sollte, eine nichtinvasive Methode zur Gewinnung und metabolischen Messung
von Patient*innen Zellen zu entwickeln, wurde bei dieser Zellkultur eine Seahorse-Messung
durchgeflhrt.

Urinzellisolation und Urinzellexpansion erfolgten gemaR den im Methodenteil unter 6.1
Urinprobengewinnung, 6.2 Urinzellisolation und 6.4 Zellkultur beschriebenen Protokoll-
schritten. Da die Zellproliferation im Verlauf der Kultivierung stagnierte und mikroskopisch
apoptotische Zellen nachgewiesen wurden, wurden die kultivierten Urinepithelzellen an Tag
23 nach Urinzellisolation fur eine Seahorse-Messung genutzt. Da zu diesem Zeitpunkt nicht
der gesamte Well-Boden mit Zellen bedeckt war, musste das Standardprotokoll modifizieren

werden.

Die Vorbereitungsschritte am Vortag der Messung erfolgten zunachst wie im Methodenteil
6.5.2 Messung der glykolytischen Aktivitat mittels Seahorse XFp AnalyzerAnalyzer beschrie-

ben.

Die Urinepithelzellen lieRen sich mittels Trypsinierung von der 12-Well-Zellkulturplatte ablo-
sen. Nach einmaligem Aufbringen der Zellsuspension und einmaligem Zentrifugieren war die
mikroskopisch geprifte Zelldichte zu gering fur eine Messung. Durch mehrfaches Aufbringen
von Zellsuspension auf die Zellkulturplatte mit anschlielendem Zentrifugieren konnte die
Zelldichte wie in Abb. 17 dargestellt, erhoht werden. Die genaue Vorgehensweise ist im
Anhang unter 11.3 Protokoll Seahorse XFp Messung mit Pompe-Urinepithelzellen aus Zell-
kultur beschrieben. Aufgrund von zu wenig vorhandenem Zellmaterial konnte ich nur ein Well
mit Zellsuspension beflllen und es gab keine Kontroll-Messung eines gesunden Probanden.
Die weiteren Schritte erfolgten nach dem im Methodenteil unter 6.5.2 Messung der glyko-
Iytischen Aktivitdt mittels Seahorse XFp Analyzer beschrieben Standardprotokoll fir

Seahorse-Messungen.
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Abbildung 17: Fotos der mikroskopischen Ansicht von Urinepithelzellen nach Zugabe von
Trypsin zur Zellabldsung. Beurteilung der Adharenz nach Zentrifugation.
A): nach erster Zentrifugation
B): erhdhte Zelldichte nach zweiter Zentrifugation
C): erhdhte Zelldichte nach dritter Zentrifugation
D): erhoéhte Zelldichte nach vierter Zentrifugation.

Da die Seahorse Messung nur in einem Well durchgefiihrt werden konnte, kann eine Aussage
Uber die tatsachliche metabolische Aktivitat der Epithelzellen nur bedingt getroffen werden. In
Tabelle 7 sind die Rohdaten der Messung aufgefuhrt. Eine Normalisierung der Zellzahl war
aufgrund der ungenauen Zellzahlbestimmung nicht mdglich, weshalb die ECAR-Werte in
mpH/Minute angegeben sind. Die Auswertung der Messung zeigt, dass glykolytisch aktive
Zellen in der Urinzellkultur vorhanden waren. Aus den Messdaten der Tabelle 7 ergibt sich der
Kurvenverlauf in Abb. 18 ein Kurvenverlauf, wie er auch von Agilent selbst flir den Glycolysis
Stress Test beschrieben wurde. In Tabelle 6 sind die aus den Messdaten berechneten Werte
fur die basale glykolytischen Aktivitat, die glykolytische Kapazitat und die glykolytische
Reserve angegeben. Ein Vergleich zu einer gesunden Kontrolle war aufgrund mangelnder
Zellen nicht méglich. Dadurch konnte die Hypothese, dass die glykolytische Funktion von
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Urinzellen von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen niedriger ist, als die gesunder Pro-
banden, nicht Uberpruft werden. Ein Vergleich der glykolytischen Funktion zwischen kulti-
vierten Urinzellen und kultivierten Myoblasten ist aufgrund der ungenauen Zellzahlbestimmung

der Urinzellprobe nicht moglich.

Tabelle 7: Messergebnisse des Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests einer
Urinzellprobe nach Zellkultivierung von Pompe Patient P2. In der Tabelle sind
die Ergebnisse als Rohdaten der zwolf Messungen als ECAR-Werte in
mpH/Min angegeben. Durch die vorangegangene Zellkultivierung konnte nur
Zellmaterial fur die Befullung eines Wells kultiviert werden. Die Messung
verlief ohne Kontrolle. Die drei Messungen zu den Messzeitpunkten 1-3
erfolgten vor Reagenzinjektion, die drei Messpunkte 4-6 erfolgten nach
Injektion von Glucose, Messpunkte 7-9 erfolgten nach Injektion von
Oligomycin und die Messpunkte 10-12 erfolgten nach Injektion von 2-DG.

Urinzell-

Well 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Einheit
probe
P2 B 1,95 2,75 3,01 5,06 4,88 491 7,58 6,72 6,22 2,62 1,11 0,79 mpH/Min
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der in Tabelle 7 aufgefiihrten Messwerte des

Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests einer Urinepitehlzellprobe
von Patient 2 (P2). Darstellung der gemessenen glykolytischen Funktion
als ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose,
Oligomycin und 2-DG. Die gemessenen Werte der ECAR vor
Reagenzinjektion kommen durch nicht-glykolytische Ansauerung des
umgebenden Mediums zustande. In den ersten 15 Min liegt die ECAR
zwischen 100 und 200 mpH/min. Nach der ersten Injektion von Glucose
steigt die ECAR in einem Zeitraum von 10 Min auf 350 mpH/min. Die
ECAR entspricht der basalen Glykolyserate der Zellen. Nach der
Injektion von Oligomycin 35 Min nach Beginn der Messung steigt die
ECAR auf ihr Maximum von 500 mpH/min, welches der glykolytischen
Kapazitat der Zellen entspricht. Durch Injektion von 2-DG fallt die ECAR
auf den Wert der durch die nicht-glykolytische Ansduerung des Mediums
erreicht wird.
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Tabelle 8: Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests einer Urinzellprobe nach
Zellkultivierung von Pompe Patient P2. Berechnung der Glykolyse,
glykolytischen Kapazitat, glykolytischen Reserve und nicht-
glykolytischen Ansauerung des Mediums. Als Messwert fur die nicht-
glykolytischen Ansduerung wurde die letzte Messung vor Glucose-
Injektion, zum Zeitpunkt Messpunkt 3, gewahlt. Die Glucose-Injektion
fuhrte zu einem messbaren Anstieg der ECAR, was der basalen
Glykolyse-Rate der Zellen entspricht. Zur Berechnung der Glykolyse-
Rate wurde der maximale Messwert der Messpunkte 4-6 bestimmt. Um
die alleinige Glykolyse-Rate der Zellen zu berechnen wurde der
Messwert der nicht-glykolytischen Ansduerung subtrahiert. Nach
Oligomycin-Injektion entsprechen die gemessenen ECAR-Werte der
maximalen glykolytischen Aktivitat der Zellen. Fur die Berechnung der
glykolytischen Kapazitat wurde von dem maximalen Messwert der
Messpunkte 7-9 die ECAR der nichtglykolytischen Ansauerung
subtrahiert. Die Differenz zwischen der der glykolytischen Kapazitat und
der basalen Glykolyse-Rate entspricht der glykolytischen Reserve der

Zellen.
Urinzell- Glykolytische Glykolytische pELLS
Glykolyse y e v glykolytische Einheit
probe Kapazitat Reserve .
Ansauerung
P2 2,05 4,56 2,51 3,01 mpH/Min

8.5 Ergebnisse Seahorse XFp Messungen aus dem
nichtkultivierten Urinzellgemisch

Die Etablierung der Zellkultivierung von Urinepithelzellen im ersten Teil meiner Dissertation
gestaltete sich zeitaufwandiger, als in den Bezugsprotokollen beschrieben. Zellkolonien
bildeten sich nur in 12,5 % der 98 Proben von 12 Probanden. In keiner der Proben konnte
genugend Zellmaterial fir eine Seahorse-Messung einer Probe auf drei Wells kultiviert
werden. Im Rahmen der Zellkultivierung musste taglich ein Mediumwechsel erfolgen. Aufgrund
des hohen Zeit- und Arbeitsaufwandes ist eine Etablierung im klinischen Alltag nicht
vorstellbar. Aufgrund dieser Ergebnisse untersuchte ich im zweiten Teil meiner Dissertation,
ob das Urinzellgemisch nach Probengewinnung und lIsolation der Urinzellen fir Seahorse-
Messungen geeignet ist. Modifikationen des Standartprotokolls und die Ergebnisse sind im

folgenden Abschnitt beschrieben.

Urinprobengewinnung und Urinzellisolation aller Proben erfolgte nach dem im Methodenteil

unter 6.1 Urinprobengewinnung und 6.2 Urinzellisolation aufgefihrten Standardprotokoll. Alle
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Urinproben wurden am gleichen Tag der Probengewinnung aufbereitet und flr Seahorse-

Messungen verwendet.

Die Vorbereitungsschritte flir die Seahorse-Messungen erfolgten nach dem unter 6.5.2
Messung der glykolytischen Aktivitdt mittels Seahorse XFp Analyzer beschriebenen

Standardprotokoll.

Fir eine Seahorse-Messung sollten annahrend ahnliche Zellkonzentration in den sechs Wells
einer Zellkulturplatte sein, um die Messwerte vergleichen zu kdnnen. Um dies zu gewahr-

leisten unternahm ich folgende Protokolimodifikationen:

War die Zelldichte zu gering, wurden vorsichtig 50 pl Medium pro Well abpipettiert und erneut
150 ul der Zellsuspension aufgetragen, die Platte wurde bei 300 g fir eine Minute bei

Raumtemperatur zentrifugiert und die Zelldichte wurde anschlie3end mikroskopisch Uberpruft.

War die Zelldichte zu hoch, wurde das Medium vorsichtig abpepittiert, dann das Well einmal
mit 80 pyl Assay-Medium gewaschen und anschlieRend 80 ul Assay-Medium hinzugegeben.

Die Zelldichte wurde erneut mikroskopisch Uberpruft.

Durch diese Methode konnte in den Wells fur die Messungen eine annahrend ahnliche
Zellkonzentration erreicht werden. Quantitative Vergleiche der Messungen sind aufgrund der
ungenauen Zellzahlbestimmung nicht moglich. Versuche die Zellkonzentration genau mittels

Zellcounter zu bestimmen erwiesen sich ebenfalls als ungenau.

Im Folgenden sind zusammenfassend die Ergebnisse der zwolf Seahorse-Messungen
beschrieben und in Tabelle 9 dargestellt. Detailliertes Vorgehen und Einzelergebnisse der
Messungen sind im Anhang unter 11.4 Ausflhrliche Ergebnisse der Seahorse XFp
Messungen mit Urinzellgemischproben beschrieben. In jeder Messung wurde je eine Probe
eines/einer Pompe-Patient*in und eine Probe eines/er gesunden Proband*in als Kontrolle

verwendet. Die Urinprobenvolumina umfassten minimal 80 ml und maximal 200 ml.
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Tabelle 9: Zusammenfassende Darstellung der  Seahorse-Messungen mit
Urinzellgemisch als Proben. FUr In jeder einzelnen Messung wurde die
glykolytische Aktivitat (GA) der Probe eines/r Proband*in (K) mit der eines/r
Patient*in (P) gemessen. Glykolytische Aktivitat, gemessen als ECAR, konnte
in einer Probe von P5, K4 und P7 gemessen werden. GA = Glykolytische
Aktivitat, KP = Kontrollprobe, PP = Patient*innenprobe.

Proband*in  Alterin  Geschlecht Unnm- Patient*in Alter in Geschlecht Unnprobe‘- GA N GA q

volumen in volumenin messbarin messbarin
(K) Jahren m/w ml (P) Jahren m/w ml KP PP
K3 36 m 140 P5 34 m 200 nein ja
K1 26 w 200 P1 62 w 100 nein nein
K1 26 w 50 P6 73 w 50 nein nein
K4 38 w 150 P7 56 w 150 ja Ja
K2 35 m 150 P5 34 m 150 nein nein
K11 33 w 100 P8 43 w 50 nein nein
K6 37 w 100 P6 73 w 100 nein nein
K2 35 m 150 P9 67 m 50 nein nein
K5 22 w 150 P10 50 w 100 nein nein
K10 22 w 100 P1 62 w 100 nein nein
K12 36 m 100 P4 34 m 80 nein nein
K7 62 m 80 P2 58 m 100 nein nein

Glykolytische Aktivitat konnte in zwei der Seahorse-Messungen nachgewiesen werden. In
einer Messung waren glykolytisch aktive Zellen in den Proben von Pompe-Patient und
Kontrolle, worauf die gemessenen ECAR-Werte hinweisen (s. Tabelle 10). Die gemessene
glykolytische Aktivitat beider Proben verhielt sich in den zwolf Messpunkten wie vom Hersteller
des Glykolysis Stress Tests beschrieben. Ein Vergleich zwischen den Messwerten der
kultivierten  Urinepithelzellen oder Myoblasten ist aufgrund der ungenauen
Zellzahlbestimmung nicht mdoglich. In einer weiteren Messung waren die ECAR-Werte
ebenfalls hinweisend darauf, dass sich glykolytisch Aktive Zellen in einer Pompe-Probe
befanden, die Messergebnisse sind im Anhang unter 11.4 Ausfihrliche Ergebnisse der
Seahorse XFp Messungen mit Urinzellgemischproben aufgefuhrt. In zehn Messungen lagen
die ermittelten ECAR-Werte unterhalb 10 mpH/Min, teils lagen die Messwerte im negativen
Bereich, was bedeutet, dass keine glykolytische Aktivitat messbar war. Die Messergebnisse

eines Glycolysis Stress Tests sind exemplarisch in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 10: Messergebnisse des Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests
durchgefuhrt mit Urinzellproben ohne vorangegangene Zellkultivierung
eines Pompe Patienten (P7) und einer gesunden Kontrolle (K4). In der
Tabelle sind die Ergebnisse der zwolf Messungen als Rohdaten der
gemessenen ECAR-Werte in mpH/Min der Wells E-D angegeben. Die
Wells E-G wurden wie im Methodenteil unter 6.5.2 Messung der glyko-
lytischen Aktivitat mittels Seahorse XFp zAnalyzer aufgefuhrt mit Zellen
des Urinzellgemischs des Pompe Patienten P7 beflllt. Die Wells B-D
wurden mit Zellen des Urinzellgemischs der gesunden Kontrolle K4
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Urinzell-
probe

befullt. In beiden Proben konnte glykolytische Aktivitat der Zellen
gemessen werden. Die drei Messungen zu den Messzeitpunkten 1-3
erfolgten vor Reagenzinjektion, nach Injektion von Glucose zeigten sich
wie erwartet sowohl in den Wells von P7 als auch K4 ein Anstieg der
ECAR in den Messpunkten 4-6. Nach Injektion von Oligomycin zeigten
sich in beiden Proben die maximalen Messwerte (Messpunkte 7-9). Die
Injektion von 2-DG fuhrte wie erwartet zu einem Abfall der ECAR in den
Messpunkten 10-12. Aus den drei Messungen der Wells von P7 bzw. K4
wurden zu einem Messpunkt x jeweils der Mittelwert und die Standard-
abweichung berechnet. Ein Vergleich der Messwerte zwischen P7 und K4
ist aufgrund der ungenauen Zellzahlbestimmung nur eingeschrankt
moglich.

Well 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Einheit

P7

P7

P7
Mittelwert
StD

K4

K4

K4
Mittelwert
StD

Tabelle 11:

E 21,79 20,17 19,08 56,73 56,38 57,60 58,57 58,17 59,22 18,53 10,97 8,66 mpH/Min
F 20,36 17,33 15,82 50,75 53,52 56,68 52,86 57,11 59,43 17,10 11,27 9,48 mpH/Min
17,45 18,24 17,16 49,94 48,95 50,10 53,99 53,19 54,18 17,69 8,98 6,23 mpH/Min
19,87 18,58 17,35 52,47 52,95 54,80 55,14 56,16 57,61 17,77 10,41 8,12 mpH/Min
221 1,45 164 3,71 3,75 4,09 3,03 262 297 0,72 125 1,69 mpH/Min

B 21,76 20,79 19,66 55,66 56,44 59,03 59,04 60,13 61,67 20,78 12,86 10,22 mpH/Min
24,51 21,97 20,78 56,71 58,57 60,95 57,42 59,59 60,73 24,25 13,37 10,99 mpH/Min
D 23,06 23,07 21,57 60,18 58,14 58,87 61,55 60,76 61,66 22,04 12,05 9,54 mpH/Min
23,11 21,94 20,67 57,51 57,72 59,62 59,34 60,16 61,35 22,36 12,76 10,25 mpH/Min
1,38 1,14 096 236 1,13 1,15 2,08 058 054 1,76 0,67 0,73 mpH/Min

(@}

Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests durchgefuhrt mit
Urinzellproben ohne vorangegangene Zellkultivierung von Pompe
Patienten (P7) und der gesunden Kontrolle (K4). Berechnung der
Glykolyse, Glykolytischen Kapazitat, glykolytischen Reserve und
nicht-glykolytischen Ansauerung des Mediums. Als Messwerte fur
die nicht-glykolytischen Ansauerung wurden die Mittelwerte der
letzten Messungen vor Glucose-Injektion, zum Zeitpunkt
Messpunkt 3, gewahlt. Die Glucose-Injektion fuhrte zu einem
messbaren Anstieg der ECAR, was der basalen Glykolyse-Rate
der Zellen entspricht. Zur Berechnung der Glykolyse-Rate wurden
fur P7 der Mittelwert der maximalen Messwerte der
Messpunkte 4-6 der Wells E-G bzw. fur K4 der Wells B-D
bestimmt. Um die alleinige Glykolyse-Rate der Zellen zu
berechnen wurden von den Werten die Messwerte der nichtglyko-
Iytischen Ansduerung subtrahiert. Nach Oligomycin-Injektion
entsprechen die gemessenen ECAR-Werte der maximalen
glykolytischen Aktivitat der Zellen. Fur die Berechnung der
glykolytischen Kapazitat wurde von den Mittelwerten der
maximalen Messwerte der Messpunkte 7-9 die ECAR der nicht-
glykolytischen Ansauerung subtrahiert. Die Differenz zwischen der
maximalen glykolytischen Aktivitat, der glykolytischen Kapazitat,
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und der basalen Glykolyse-Rate entspricht der glykolytischen

Reserve der Zellen.

Nicht-
Urinzell- Glykolytische Glykolytische R . .
e Glykolyse Kapazitit Reserve glyktilytlsche Einheit
Ansduerung
P7 39,7 41,9 2,2 17,5 mpH/Min
StD 1,7 3,3 1,2 1,6 mpH/Min
K4 39,4 40,7 1,3 20,7 mpH/Min
StD 0,8 1,2 1,4 1,0 mpH/Min
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Tabelle 12:

Messergebnisse des Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests
durchgefuhrt mit Urinzellproben ohne vorangegangene Zellkultivierung
eines Pompe Patienten (P5) und einer gesunden Kontrolle (K3). Alle
Messergebnisse der Probe von P5 liegen unterhalb von 5 mpH/Min. Alle
Messergebnisse der Probe K3 liegen unterhalb von 0 mpH/Min. Aufgrund
der negativen Werte sind die Messergebnisse nicht aussagekraftig, die
Messung ist nicht verwertbar.

Urinzell-

Well 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Einheit
probe
P5 E 060 1,11 0,30 0,82 1,04 0550 1,29 1,39 1,00 1,45 0,98 0,67 mpH/Min
P5 F 0,34 105 049 1,43 1,21 093 1,23 145 0,79 3,35 1,14 0,93 mpH/Min
P5 G 0,45 095 062 1,21 1,24 121 1,19 165 1,55 0,62 0,50 0,46 mpH/Min
K3 B -4,71 -3,85 -3,95 -5,32 -4,79 -4,59 -2,55 -2,08 -2,39 -4,03 -2,96 -2,88 mpH/Min
K3 C -4,26 -3,70 -3,69 -5,33 -4,43 -4,58 -2,56 -2,02 -2,31 -4,77 -3,44 -3,04 mpH/Min
K3 D  -421 -3,52 -3,67 -4,25 -3,61 -3,90 -2,38 -1,84 -2,03 -4,02 -3,07 -2,86 mpH/Min
Tabelle 13: Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Tests durchgefuhrt mit
Urinzellproben ohne vorangegangene Zellkultivierung von Pompe
Patienten (P5) und der gesunden Kontrolle (K3). Berechnung der
Glykolyse, Glykolytischen Kapazitat, glykolytischen Reserve und nicht-
glykolytischen Ansauerung des Mediums.
Urinzell- Glykolyse Glykolytische Glykolytische Nicht- Einheit
probe Kapazitat Reserve glykolytische
Ansduerung
P5 0,8 1,0 0,2 0,4 mpH/Min
StD 0,1 0,1 0,2 0,2 mpH/Min
K3 -0,4 1,8 2,2 -3,8 mpH/Min
StD 0,4 0,1 0,4 0,2 mpH/Min

Die insgesamt niedrigen oder negativen ECAR-Werte der Seahorse-Messungen weisen

darauf hin,

glykolytische Zellen enthalten, um charakteristische metabolische Profile durch Seahorse-

Messungen zu erstellen. Demnach konnte die Hypothese, dass die glykolytische Funktion von

gesunden

dass die Urinzellproben ohne vorangegangene Zellkultivierung nicht gentugend

Proband*innen oberhalb der von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen

liegen, nicht verifiziert oder widerlegt werden.



9 Diskussion und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer neuen, nicht-invasiven diagnostischen Methode,
die glykolytische Aktivitat von Urinepithelzellen untersucht. Zielsetzung war die Erstellung
metabolischer Profile von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen und gesunden
Proband*innen zum Monitoren der Krankheitsaktivitat durch die Messung der glykolytischen

Aktivitat in Urinproben.

Im ersten Teil der Dissertation wurden Urinproben von 10 Pompe-Patient*innen und gesunden
12 Proband*innen gesammelt. Anschliessend wurden die Urinzellen isoliert und versucht
proliferationsfahige, glykolytisch aktive Urinepithelzellen zu kultivieren. Die glykolytische
Aktivitdt dieser Zellen sollte mittels Seahorse XFp Analyzer gemessen werden um

charakteristische metabolische Profile zu erstellen.

Die Urinprobengewinnung und Urinzellisolation gestaltete sich wie in der Literatur beschrieben
als einfache, schnelle und nicht-invasive Methode (Chamoles et al., 2004; Schiller et al., 2013;
H. Zhang et al., 2006).

Die Urinzellexpansion hingegen erforderte einen hohen Zeit- und Arbeitsaufwand. Die Zellen
bendtigten taglich frisches Medium, Kolonien bildeten sich durchschnittlich erst am neunten
Tag aus und waren in nur 12,5 % aller Proben nachweisbar. Die Zellkolonien proliferierten
langsam und fuhrten in keiner der 104 Proben zu der erforderlichen Zelldichte fur Seahorse-
Messungen. Die Kultivierung von Urinzellen wird teils auch in der Literatur als aufwandig und
unergiebig beschrieben (Felix & Littlefield, 1980; Felix, Sun, et al., 1980; Lazzeri et al., 2015;
Y. Zhang et al., 2008). Als ursachlich werden vor allem der geringe Anteil an lebenden Zellen
im Uringemisch, das geringe Anhaftungsvermogen aktiver und differenzierungsfahiger Zellen
an die Zellkulturplatte, die kurze Lebensdauer und die toxische Umgebung des Urins
aufgefuhrt (Felix & Littlefield, 1979; Y. Zhang et al., 2008).

Wie durch Y. Zang et al. beschrieben ist der Groldteil an Zellen in einer Urinprobe aus-
differenziert. Nur etwa 0,1 % sind nicht ausdifferenziert (Y. Zhang et al., 2008). AulRerdem
machten Y. Zeng et al ebenfalls die Erfahrung, dass ein Grofteil der lebenden Zellen nicht an
den Kulturplatten anhaften (Y. Zhang et al., 2008). Dass sich in nur 12,5 % der Proben
Urinepithelzellen ausbildeten hangt vermutlich auRerdem mit der kurzen Zelllebensdauer
zusammen. Dies wird durch Felix und Littelfield beschrieben. So weisen bereits bioptisch
gewonnene Urinepithelzellen eine kurze Lebensdauer auf, in natlrlich abgeschiedenen

Epithelzellen aus dem Urin ist diese weiter reduziert (Felix & Littlefield, 1979).
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Um die Zellkultivierung zu verbessern wurden Protokolimodifikationen aus Arbeiten mit einer
erfolgreichen Zellkultivierung tbernommen. Beschichtungen der Zellkulturplatten fuhrten laut
Literaturangaben zu einer Verbesserung der initialen Anhaftung (Dorrenhaus et al., 2000;
Rahmoune et al., 2005; Zhou et al., 2012). Dies konnte in den eigenen Untersuchungen mit
den Beschichtungen aus Gelatine, Matrigel, Kollagen, Polylysin und Laminin jedoch nicht

bestatigt werden.

Laut Zouh et al. gentigen 30 ml Probevolumen fur eine erfolgreiche Zellkultivierung. Ein
hdheres Volumen wirde jedoch zu mehr proliferationsfahigen Urinepithelzellen fihren (Zhou
et al.,, 2012). In eigenen Versuchsreihen bildeten sich Kolonien in Proben mit héherem
Volumen durchschnittlich drei Tage friher aus, erreichten jedoch ebenfalls nicht die

gewlnschte Zelldichte.

Im Urinzellgemisch befinden sich viele abgestorbene Zellen (Felix & Littlefield, 1979). Um zu
testen, ob die abgestorbenen Zellen sich negativ auf das Koloniewachstum auswirken wurde
durch Mediumwechsel und Waschen von Proben mit DPBS versucht diesen abgestorbenen
Zellanteil zu reduzieren. Nach dem Waschen zellreicher Proben liel? sich jedoch keine
verbesserte Zellexpansion beobachten. Mdglicherweise wurden durch den Vorgang auch
proliferationsfahige Zellen, welche noch nicht an der Kulturplatte anhafteten, entfernt.

In zu dichten Kulturen ist die Lebensfahigkeit der Zellen reduziert (Zhou et al., 2012).

Im Protokoll nach Rahmoune et al. wurden kleine Zellkolonien, welche sich durchschnittlich
nach einer Woche Zellkultivierung bildeten, fir Subkulturen trypinisiert, wonach sich ein gutes
Wachstum der Subkulturen zeigte (Rahmoune et al., 2005). In den eigenen Versuchen liel3

sich der Effekt nicht bestatigen.

In den Arbeiten zur Urinzellexpansion wird ein regelmaBiger, oft taglicher, Mediumwechsel der
Zellkulturen beschrieben, was im Laboralltag mdglicherweise nicht immer gewahrleistbar ist.
Im Hinblick darauf testete ich wie durch Zhou et al. und Felix und Littelfield (Felix & Littlefield,
1979; Zhou et al., 2012) beschrieben, ob Zellkulturen durch Kryokonservierung erhalten
bleiben, was sich aber in eigenen Versuch an einer Probe nicht bestatigte. Diese Ergebnisse
stehen unter dem Vorbehalt, dass die beschriebene Kryokonservierung nur bei einer Probe

getestet wurde.

Durch keine der aufgefihrten Modifikationen liel3 sich also die Zellkultivierung optimieren. Das
Urinzellkoloniewachstum schien vor allem von dem/der Spender*in der Probe abhangig zu ein,
ein Faktor welcher sich labortechnisch nicht beeinflussen lasst. Zouh et al. belegen in ihrer

Studie hingegen, dass das Koloniewachstum unabhangig von Geschlecht und Spender*in sei
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(Zhou et al., 2012). Ein Faktor ist moglicherweise die Trinkmenge des Probenspenders.
Kontrolle 2 gab an, taglich durchschnittlich 3-4 Liter zu trinken und bereits vor Urinproben-
abgabe ausreichend getrunken zu haben, was zu einem héheren Volumen an Primar- und
Sekundarharn fihrt und so mdéglicherweise zu einer héheren Ausscheidung an Urinepithel-

zellen fuhrt.

Auch die weiblichen Kontrollen, welche zellreiche Proben hatten, gaben eine durchschnittliche
Trinkmenge von 3 Litern taglich an. Kontrolle 3 und Kontrolle 7 hingegen gaben eine geringere
Trinkmenge von durchschnittlich 1,5 Litern taglich an. Die Proben der beiden mannlichen
Kontrollen waren zellarm und Urinepithelzellen lieen sich nur in zwei Proben nachweisen. In
den zellreichen Proben der weiblichen Kontrollen lie sich im Vergleich zu der mannlichen
Kontrolle 2 seltener Koloniewachstum feststellen. In den weiblichen Proben waren
mikroskopisch viele Plattenepithelzellen nachgewiesen, was wahrscheinlich das Absetzen von
Urinepithelzellen am Well-Boden verhinderte. Abgestorbene Zellen und Zelltrimmer fuhren
durch Lysierung zu unspezifischer Ansduerung des Zellmediums, was sich wahrscheinlich

negativ auf das Koloniewachstum einzelner Urinepithelzellen ausgewirkt hat.

Somit konnte die Urinzellexpansion in unserem Laboratorium trotz verschiedener
Modifikationen nicht zufriedenstellend etabliert werden. Fir eine erfolgreiche Etablierung
bedarf es weiterer Versuche um die Menge an proliferationsfahigen, glykolytisch aktiven
Urinepithelzellen fur Seahorse-Messungen gewahrleisten zu konnen. Aufgrund der kurzen
Lebensdauer von Urinepithelzellen in Zellkulturen (Felix & Littlefield, 1979; Y. Zhang et al.,
2008) und im Hinblick auf eine zeiteffektive und ressourcenschonende diagnostische Methode
sollte die Urinzellenexpansion nach maximal zwei Wochen abgeschlossen sein, wie es in
einigen Literaturangaben beschrieben ist (Lazzeri et al., 2015; Zhou et al., 2012). Zudem ist
eine zeithahe Analyse der Proben wichtig um keine verfalschten Ergebnisse der glykolytischen
Aktivitdt zu messen. Werden Zellen Uber einen langeren Zeitraum kultiviert, dann ist der
Zellmetabolismus verandert und entspricht nicht mehr dem im Zellverband eines lebenden
Organismus. Fir eine etablierte diagnostische Methode muss aulRerdem die Kultivierung in
einem Grofteil an Proben gewahrleistet sein, wie es in den Versuchen von Zhou et al. mit 82
% beschrieben ist (Zhou et al., 2012). Ein Mediumwechsel an sieben Tagen der Woche
wahrend der Zellexpansion stellt einen zu hohen logistischen Aufwand dar. Da aber der
Mediumwechsel keines hohen Zeitaufwandes bedarf, ist eine Etablierung im Laboralltag an

funf Tagen der Woche machbar.

Im Vergleich zur invasiven Gewinnung unterschiedlicher Gewebsarten der standardisierten

diagnostischen Methoden zur Messung der a-Glukosidase-Aktivitat hat sich die nicht-invasive
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Trockenblutanalyse als kostengunstiger, komplikationsloser und zeitsparender herausgestellt
(Chamoles et al., 2004; Lukacs et al., 2016; Schuller et al., 2013; H. Zhang et al., 2006).

Fur die Stoffwechselmessungen und Erstellung metabolischer Profile wurde ein Seahorse XFp
Analyzer von Agilent Technologies genutzt um tGber die Messung der extracellular acidification
rate (ECAR) die Glykolyse als Energieerzeugungsweg der Urinzellen in Echtzeit zu erfassen.
In der Seahorse-Messung mit kultivierten Urinepithelzellen einer Probe eines an Morbus
Pompe erkrankten Patienten stellte sich der erwartete Kurvenverlauf der glykolytischen
Aktivitat dar. Dies gibt Hinweise darauf, dass Urinepithelzellen zur Erstellung metabolischer
Profile dienen kdnnten. Gelange es die Methode weiter zu etablieren, dann kénnte die
glykolytische Aktivitat der Patienten-Zellen wahrend der Therapie bestimmt werden und der

Therapieerfolg so einfach und reliabel Gberprift werden.

Da keine Urinzellkultivierung aus 98 Proben 12 Gesunder genigend Zellmaterial hervor-

brachte, konnte keine vergleichende Seahorse-Messung durchgefuhrt werden.

Fir die Analyse bedarf es im Labor die Anschaffung des speziellen Seahorse XFp Analyzer.
Das Gerat ist nach einer kurzen Einarbeitungsphase einfach bedienbar. Der Zeitaufwand der
Vorbereitungen am Vortag und Tag der Messung betrdgt ca. eineinhalb Stunden, eine
Messung von zwei Proben im Vergleich dauert ebenfalls ca. eineinhalb Stunden. Der Zeitauf-
wand der Messungen ist damit Uberschaubar, es bedarf allerdings einer Einarbeitungszeit um

die Arbeitsschritte gut in den Laboralltag zu integrieren.

Die Zellzahlbestimmung mittels Zellzahler (TC20™ Automated Cell Counter, #1450102, von
BIO-RAD, Vereinigte Staaten) erwies sich als nicht durchfuhrbar, die Berechnung der genauen
Zellkonzentration einer Probe in mehreren Messungen variierte erheblich und deckte sich nicht
mit der mikroskopischen Prufung. Dies ist wahrscheinlich auf die Morphologie der Urin-
epithelzellen bzw. des Urinepithelzellgemisches zuriickzufihren. Der Zellcounter eignet sich
fur kugelformige Zellen. Die Myoblastenkonzentration konnte hingegen gut mittels Zellzahler
bestimmt werden, da die Myoblasten nach Trypsinisierung eine kugelférmige Morphologie
annehmen. Um die Zellkonzentration von Urinepithelzellen vor und nach Seahorse-Messun-
gen genau bestimmen zu kénnen bedarf es einer anderen Methode. Agilent fihrt den XFp
Analyzer (XF Analyzer Seahorse XF Imaging and Normalization System, https://www.agilent.-
com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-analyzers/seahorse-xf-

imaging-normalization-system-740882) als mogliche Methode auf.
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Dass metabolische Messungen in Echtzeit mithilfe des Seahorse XFp Analyzer moglich sind,
zeigen die im Labor bereits etablierten Messungen mit Myoblasten (Hintze et al., 2020; Meinke
et al,, 2019). In den Messungen mit kultivierten humanen Myoblasten zeigte sich eine
reduzierte glykolytische Aktivitat in Proben von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen im
Vergleich zu gesunden Kontrollen. Auflerdem wurde der Effekt der EET in metabolischen
Messungen untersucht. Dabei zeigte sich, wie hypothetisch angenommen, eine gesteigerte
glykolytische Aktivitdt nach Enzymersatztherapie EET mittels Alglucosidase alfa, was den
therapeutischen Effekt bestatigt. Bestandteil aktueller Forschung sind verschiedene Modifi-
kationen der Alglucosidas-alfa, um eine bessere Aufnahme in die Zielzellen zu gewahrleisten
und so den therapeutischen Effekt zu steigern (Basile et al., 2018; El Cheikh et al., 2016;
Hintze et al., 2020; LeBowitz et al., 2004; Maga et al., 2013; Zhu et al., 2009). Dahingehend
wurde durch Hintze et al. weiterflhrend Aufnahme, Aktivitat und der Effekt auf die glykolytische
Aktivitat von nicht-phosphorylierter, rekombinant hergestellter humaner in Moss kultivierter
GAA (moss-GAA) getestet, welche ebenfalls zu einer hoheren glykolytischen Aktivitat im

Vergleich zu unbehandelten Myoblasten fuhrte (Hintze et al., 2020).

Im Hinblick darauf, dass neben der aktuell verfligbaren EET mittels Alglucosidase alfa neue
Enzyme fur die Enzymersatztherapie in der Entwicklung sind (Diaz-Manera et al., 2021;
Kishnani et al., 2014; Pena et al., 2019; Schoser et al., 2021; Xu et al., 2019) ergibt sich eine
weitere Anwendung: Gelange es Urinepithelzellen von Patienten effektiv zu kultivieren kénnte
der Effekt von Medikamenten zuvor laborchemisch an den Zellen im Rahmen eines Pratests
getestet werden indem man die Auswirkung des Medikaments auf die glykolytische Aktivitat
der Urinepithelzellen mittels Seahorse XFp Analyzer misst. Damit konnte man moglicherweise
vor Therapiebeginn eine Therapie-Prognose treffen und so eventuell ein Nicht-Ansprechen auf

eine Therapie prognostizieren.

Wie auch bei bereits etablierten diagnostischen Methoden mit Fibroblasten muss auch bei der
Verwendung von Urinzellen gezeigt werden, dass diese Zelltypen nicht Zielzellen der

Enzymersatztherapie sind, was die Aussagekraft der Messungen mdéglicherweise limitiert.
Im weiteren Teil der Dissertation wurden Urinzellgemisch flr Seahorse-Messungen
untersucht. Urinprobengewinnung und -isolation waren nicht-invasiv, kostengunstig und

erforderten einen Zeitaufwand von ca. 30 Minuten.

Nachteilig ist die Kurzlebigkeit von Urinzellen im Urin (Felix & Littlefield, 1979), was eine

sofortige Aufbereitung und Testung der Proben erforderlich macht.
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Die Vorbereitungen fur eine Seahorse-Messung sind einfach durchzuflhren, bendtigen jedoch
ein organisiertes Zeitmanagement, da auch am Vortag der Messung Arbeitsschritte erfolgen
mussen. Als schwierig erwies sich die genaue Zellkonzentrationsbestimmung fur die
Messungen. Die Zellzahlbestimmung mittels Zellzahler (TC20™ Automated Cell Counter,
#1450102, von BIO-RAD, Vereinigte Staaten) erwies sich als nicht durchfuhrbar, die
Berechnung der genauen Zellkonzentration einer Probe in mehreren Messungen variierte
erheblich und deckte sich nicht mit der mikroskopischen Prufung. Dies ist wahrscheinlich auf
die Morphologie der Urinepithelzellen bzw. des Urinepithelzellgemisches zuriickzufihren. Der
Zellcounter eignet sich fur kugelformige Zellen. Im Gegensatz dazu konnte die
Myoblastenkonzentration gut mittels Zellzahler bestimmt werden, da die Myoblasten nach
Trypsinisierung eine kugelformige Morphologie annehmen. Um die Zellkonzentration von
Urinepithelzellen vor und nach Seahorse-Messungen genau bestimmen zu kdnnen bedarf es

einer anderen Methode.

Agilent fuhrt den XF Analyzer (XF Analyzer Seahorse XF Imaging and Normalization System,
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-analy-

zers/seahorse-xf-imaging-normalization-system-740882) als mdgliche Methode auf. Um im
Zuge des Versuches die Zellzahl mikroskopisch zu prifen, konnte in vielen Proben keine
ahnliche Zellkonzentration in den sechs Wells erreicht werden. Dies liegt vermutlich an der
naturlichen Varianz der Zellkonzentration in den Proben verschiedener Proband*innen und
Patient*innen und an dem geringen Anteil an glykolytisch aktiven Zellen. So wiesen einige
Proben eine extrem hohe Zelldichte auf, wahrend andere nur wenige Zellen enthielten. Die

durchschnittliche Vorbereitungs- und Testungszeit flr eine Probe betrug drei Stunden.

In einigen Messungen entsprachen die Kurvenverlaufe der erwarteten glykolytischen Funktion
der Zellen und deckte sich mit dem Kurvenverlauf der Myoblasten-Seahorse-Messungen. In
vielen Messungen entsprach der Kurvenverlauf jedoch nicht den Erwartungen und die
Reagenzien-Injektionen erzielten nicht die hypothetisch angenommenen und in Messungen

mit anderen Zellreihen erwiesenen Effekte.

Zusammenfassend scheint auch ein Urinzellgemisch nicht geeignet zu sein, um die
glykolytische Aktivitat mittels Seahorse XFp Analyzer zu messen. In den meisten Proben war
zu wenig glykolytisch aktive Zellen vorhanden, was sich in niedrig gemessenen ECAR-Werten
und fehlendem Ansprechen auf die Glykolyse-Aktivatoren widerspiegelte. Auch zellreiche
Proben lieferten keine erwarteten Kurvenverlaufe und die Verwendung von einem hoheren
Urinprobevolumen hatte keinen messbaren Effekt. Vermutlich sind ein Grofteil der

abgeschiedenen Zellen im Urinzellgemisch abgestorbene und damit nicht mehr zur Glykolyse
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fahige Zellen. Um genugend glykolytisch aktive Zellen als Probematerial fur die Seahorse-

Messungen zu gewinnen muissen die Urinepithelzellen zuvor kultiviert werden.

Traditionell wird die fehlende bzw. verminderte a-Glukosidase-Aktivitat aktuell in aus Haut-
biopsie gewonnenen und kultivierten Fibroblasten, Muskelbiopsien, Lymphozyten und mono-

nukledren Zellen bestimmt (Kishnani et al., B 2006).

Diagnostischer Goldstandard ist aktuell die Aktivitdtsbestimmung in kultivierten Fibroblasten
oder aus Muskelbiopsien. In Leukozyten werden alternierend Isoenzym-Aktivitdten gemessen,
was die Testungen verféalschen kann (Kishnani et al., B 2006). Fur die etablierte Methode der
Messung der a-Glukosidase-Aktivitat in Fibroblasten bedarf es einer Hautbiopsie, was
vergleichend zu Urinproben invasiv ist. Auch bendétigt es fur die Kultivierung von Fibroblasten
mitunter bis zu vier bis sechs Wochen, was die Diagnosestellung verzdgern kann (Kishnani et
al., B 2006). Die Urinzellkultivierung wird in der Literatur durch einige Arbeitsgruppen bereits

nach zwei Wochen als erfolgreich beschrieben, was ein zeitlicher Vorteil ware.

Muskelbiopsien haben gegenitber der Kultivierung aus Urinproben und Fibroblasten den
Vorteil, dass die a-Glukosidase-Aktivitat direkt und ohne vorangehende Kultivierung bestimmt
werden kann (Kishnani et al., B 2006). Die Methode ist jedoch invasiv, mitunter kommt zur
Diagnostik der infantilen Form das Narkoserisiko hinzu (Ing et al., 2004) und es bedarf in der
Aufarbeitung der Probe eine ausgesprochene Prazision. Bei der Muskelbiopsie zur
Diagnosestellung der adulten Form kann sich die unterschiedliche Auspragung der
Glykogenakkumulation an verschiedenen Biopsielokalisationen auf das Ergebnis auswirken.
Es besteht sowohl eine Varianz der Glykogenakkumulation in den verschiedenen Muskeln als

auch innerhalb des gleichen Muskels (Kishnani et al., B 2006).

Die Gewinnung von Leukozyten durch eine Blutentnahme ist weniger invasiv als Haut- oder
Muskelbiopsien, jedoch invasiver und mit einem hdéheren Infektionsrisiko als die Verwendung
von Urinproben. Zudem kdnnen zusatzlich vorkommende Maltasen, wie beispielsweise die

Maltase-Glucoamylase, die Messungen verfélschen (Kishnani et al., B 2006).

Durch einige Gruppen wurde die Methode Morbus Pompe Uber Trockenblutproben auf
Filterpapier zu diagnostizieren getestet. Die Methode wird aktuell als Neugeborenenscreening
fur Morbus Pompe in Taiwan, Japan und den USA eingesetzt (Sawada et al., 2020). Chamoles
et al. und weitere Arbeitsgruppen entwickelten eine kostenglnstige Methode um die a-
Glukosidase-Aktivitat im Rahmen des sogenannten dried blood spot-Tests (DBS) mittels
Fluorometrie oder Tandem-Massenspektrometrie zu bestimmen (Chamoles et al., 2004; Li et
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al., 2004; Sista et al., 2013; Taverna et al., 2020). Diese Methode ist ebenfalls kostenglnstig,
wird aktuell zur Diagnostik der infantilen Form (IOPD) wund der adulten Form (LOPD)
eingesetzt. Ein Monitoring des Therapieverlaufs unter ERT ist nicht mdglich (Davison, 2020;
Musumeci et al., 2019; van der Ploeg et al.,, 2017). Die Methode wird im Rahmen von
Neugeborenenscreening eingesetzt. Alle positive Falle einer Trockenblutanalyse missen
anhand eines zweiten Assays oder dem Nachweis des Gendefekts bestatigt werden (Bodamer
et al., 2017; Nifio et al., 2021).

Ein weiterer Nachteil der Methode ist, dass mitunter nicht zwischen pseudodeffizienten Allelen
unterschieden werden kann. Pseudodeffiziente Allele fihren zwar zu einer verminderten a-
Glukosidase-Aktivitat, nicht jedoch zur Auspragung der Erkrankung (Kroos et al., 2008; Tajima
et al., 2007), was zu falsch positiven Ergebnissen fuhrt (Liao et al., 2017).

Hallgren et al. identifizierten 1974 als erstes eine Erhohung des Biomarkers Glucose-
tetrasaccharid (Glc4) im Urin von an Morbus Pompe Erkrankten Patient*innen durch
chromatographische Verfahren (Hallgren et al., 1974; Taverna et al., 2020). Seitdem wurde
eine erhdhte Konzentration des Biomarkers in Urinproben von an Morbus Pompe erkrankten
Patient*innen von verschiedenen Arbeitsgruppen durch unterschiedliche Analysemethoden
nachgewiesen. Yan An et al. fuhrten eine Studie mit 21 Patient*innen mit diagnostiziertem
Morbus Pompe (IOPD und LOPD) und gesunden Kontrollen durch. In den Urinproben aller
Patient*innen mit der infantilen und juvenilen Form wurde im Vergleich zu gesunden Kontrollen
eine erhohte Konzentration an Glc4 durch Hochleistungsflissigkeitschromatographie
festgestellt. Von den sieben untersuchten Urinproben von LOPD-Patient*innen war die Glc4-
Konzentrtion von zwei Patient*innen jedoch im Normbereich (An et al., 2000). Bei
Patient*innen mit IOPD betragt die Sensitivitat fast 100 % (An et al., 2000; Young et al., 2003).
Kumlien et al. beschreiben in ihrer Arbeit mit praziseren Messungen hodhere Glc4-
Konzentrationen in Urinproben von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen. Die
Forschungsgruppe nutzte einen 24-Stunden-Sammelurin (Kumlien et al., 1988), was im
klinischen Alltag jedoch schwerer zu etablieren ist. Auch in der franzosischen Studie von
Piraud et al. wurden in der Mehrzahl der 320 getesteten Urinproben von an Morbus Pompe

erkrankten Patient*innen erhdhte Glc4-Konzentrationen gemessen (Piraud et al., 2020).

Die Methode wurde an getrockneten, auf Filterpapier aufgebrachten Urinproben getestet, was
Lagerung und Transport erleichtert (Kishnani et al., B 2006). Die Methode wird aktuell nur in
spezialisierten Laboratorien und hauptsachlich im Rahmen der Forschung genutzt. Nachteilig
ist, dass das im Urin nachgewiesene Glc4 auch im Rahmen anderer Erkrankungen wie
beispielsweise GSD Typ lll und VI (Lennartson et al., 1976; Oberholzer et al., 1990), im

Rahmen einer akuten Pankreatitis (Kumlien et al., 1989; Kumlien et al., 1988; Wang et al.,
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1989) oder wahrend der Schwangerschaft erhéht sein kann (Hallgren et al., 1977; Zopf et al.,
1982). In der Arbeit von Yan An et al. ist beschrieben, dass die Glc4 Konzentration im Urin
altersabhangig ist (An et al., 2000). AuRerdem ist in der Literatur der Einfluss von physischer
Aktivitdt und Erndhrung auf die Glc4 Konzentration beschrieben (Kumlien et al., 1988). Die
Methode ist bezuglich auf die einfache und kostengunstige Verwendung von Urinproben mit

der von mir vorgestellten Methode gleichzustellen.

Zudem wird Glc4 durch einige Arbeitsgruppen als Biomarker, welcher mit dem Ansprechen
auf die EET korreliert, beschrieben (An et al., 2005; Young et al., 2003). Demnach entsteht
Glc4 durch den intravaskularen Abbau von Glykogen und kann nach der Freigabe in den
Blutkreislauf gemessen werden (Kumlien et al., 1988; Ugorski et al., 1983). Mehrere
Arbeitsgruppen stellten die Hypothese auf, dass demnach die Glc4-Konzentration im Urin mit
der Menge an vermehrter Glykogenakkumulation in Herz- und Skelettmuskulatur bei an
Morbus Pompe erkrankten Patient*innen korrelieren sollte (An et al., 2005). Die Arbeitsgruppe
von Yan An et al. schloss 11 Patient*innen mit IOPD in eine Studie ein und beschreibt eine
gute Korrelation zwischen klinischem Outcome und Glc4-Konzentration unter EET, gemessen
uber ein Jahr (An et al., 2005). 10 der Patient*innen zeigten vor EET im Vergleich zu gesunden

Kontrollen erhohte Glc4-Konzentrationen im Urin.

Frihestens zwei Wochen nach Therapiebeginn mittels EET wurde in den meisten Urinproben
eine abfallende Glc4-Konzentration gemessen. In den Urinproben der vier Patient*innen mit
dem besten klinischen Outcome unter EET nach einem Jahr wurden normale bis annéhrend
ahnliche Glc4-Konzentrationen wie die der gesunden Kontrollen gemessen. Innerhalb dieser
Gruppe zeigten sich insbesondere eine klinische Verbesserung der Kardiomyopathie, des
Wachstums und die Fahigkeit sich unabhangig bewegen zu kdnnen. Bei sechs Patient*innen
zeigten sich in den Glc4-Konzentrationsbestimmungen Uber ein Jahr Fluktuationen.
Patient*innen mit einem schlechteren klinischen Outcome bezogen auf die motorische

Funktion zeigten Gber das Jahr durchgehend tUber die Norm erhdhte Glc4-Konzentrationen.

Ein Vorteil gegenuber der im Rahmen dieser Dissertation erforschten Methode ist, dass es
keiner zeit- und arbeitsaufwandigen Zellkultivierung bedarf. Viele Studien beziehen sich jedoch
nur auf IOPD-Patient*innen. Zum jetzigen Zeitpunkt liegen wenige Daten fur die Anwendung
dieser diagnostischen Methode fur LOPD-Patient*innen vor. In den aktuellen Daten werden
teils nicht signifikant erhéhte Glc4-Konzentrationen in Urinproben von LOPD-Patient*innen
beschrieben (An et al., 2000). Aufgrund der durftigen Datenlage ist noch nicht feststellbar, ob

diese Methode gut fur LOPD-Patient*innen geeignet ist, was zum einen weiterer Studien in
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diesem Bereich bedarf und zum anderen die Erforschung weiterer, nicht-invasiver Methoden

zum Monitoren fur den Therapieverlauf unter EET von LOPD-Patient*innen notwendig macht.
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10 Zusammenfassung

Der Morbus Pompe ist eine angeborene, autosomal rezessiv vererbte, lysosomale Speicher-
krankheit. Durch Mutationen im Gen der sauren alpha-Glukosidase kommt es zur
verminderten oder fehlenden Aktivitat des Enzyms, was zu Glykogenspeicherung (Schoser et
al., 2007), Stérung der Autophagie (Yang & Klionsky, 2010), Veranderungen der Calcium-
Homoostase, oxidativem Stress und mitochondrialen Veranderungen (Kohler et al., 2018)
fuhrt. Besteht aufgrund von Anamnese und Symptomen der Verdacht auf Morbus Pompe ist
die Aktivitatsbestimmung der sauren o-Glukosidase aus dem Trockenblut der
diagnosefihrende Schritt. Ebenso geeignete, aber invasiv gewonnene Gewebsarten sind
kultivierte Fibroblasten aus Hautbiopsien, Muskelgewebe, und gereinigte Lymphozyten
(Chamoles et al., 2004; Schuller et al., 2013; H. Zhang et al., 2006).

Ziel dieser Dissertation war es Urinproben von an Morbus Pompe erkrankten Patient*innen
auf die glykolytische Zellfunktion als eine neue Methode zu testen. Die glykolytische
Zellfunktion der Proben der Pompe-Patient*innen sollte aufgrund des Enzymdefekts niedriger

sein als die Proben der gesunder Proband*innen.

Zur Untersuchung der Urinproben wurde der Seahorse XFp Analyzer genutzt, mit welchem
der Stoffwechselweg der Glykolyse in Echtzeit gemessen wurde. Fur die Messungen wurde
das Urinzellgemisch, sowie zuvor durch Zellkultivierung gewonnene Urinzellen genutzt.

Urinprobegewinnung und Aufbereitung stellten sich als einfach durchfuhrbar, zeit- und
kostengunstig da. Das sofort gewonnene Urinzellgemisch scheint jedoch nicht fur die Analyse
mittels Seahorse XFp Analyzer geeignet, da keine bzw. nur sehr geringe glykolytische Aktivitat
im Zellgemisch messbar war. Fir die Messungen bedarf es zunachst der Kultivierung von
glykolytisch aktiven Urinepithelzellen. Die Urinzellkultivierung erwies sich unter den Labor-
bedingungen als langwierig und Zellproliferation konnte nur in ca. einem Zehntel der Proben
nachgewiesen werden. In keiner der Proben kam es zu dem fur eine Seahorse-Messung
erforderliche Zellzahl. In der einzigen Seahorse-Messung mit kultivierten Urinepithelzellen
eines an Morbus Pompe erkrankten Patienten stellte sich das hypothetisch angenommene
metabolische Profil der glykolytischen Aktivitat dar. Dies gibt einen Ausblick darauf, dass es
sich um eine geeignete nicht-invasive diagnostische Methode handeln konnte, gelange es die
Urinzellkultivierung zu optimieren. Da Urinproben leicht und nicht-invasiv gewonnen werden,
ist diese Methode als Therapiemonitoring denkbar. Auch im Blick auf die aktuelle Zulassung
weiterer Enzyme fur die Enzymersatztherapie des Morbus Pompe waren Urinproben als

Vortestproben und ggf. als Therapie-Biomarker denkbar und von weiterem Interesse.
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12 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Der Prozess der Autophagie: Zellbestandteile des Zytoplasmas werden in
das Innere von Autophagosomen eingeschlossen. Autophagosome
verschmelzen mit Lysosomen zu Autolysosomen, in denen die
Zellbestandteile durch Hydrolasen in ihre Grundbausteine abgebaut
werden. Diese werden zurick ins Zytoplasma sezerniert und dienen als
neue Bausteine. Dieser Prozess dient der zelluldren Hdmdostase. Quelle:
Deutsches Arzteblatt 2016; 113 (40).......ccveeeveeeeeeeeeeeeeeeeee e

Abbildung 2: Diagnostischer Algorithmus fir die adulte Form (LOPD, Symptombeginn
>1.LJ). Quelle: (Kishnani et al., 2006, B 2006), Bildrechte wurden uber
Elsevier genehmigt...........ooooiii

Abbildung 3: Haufige Symptome und Untersuchungsbefunde des LOPD. Quelle:
Schuller et al., 2013, Diagnose und Therapie des Late-onset-Morbus-
Pompe, Der Nervenarzt 84: 1467-1472. Bildrechte wurden uber Springer
Nature BV genehmigt. ...

Abbildung 4: Seahorse XFp AnalyzerAnalyzer von der Firma Agilent. Quelle: Agilent
Technologies, Broschire Agilent Seahorse XFp zAnalyzer — Generate
Functional Metabolic Data on Limited Samples 2017. Die Bildrechte
wurden von Springer Nature BV genehmigt. ...

Abbildung 5: Seahorse XFp AnalyzerAnalyzer. Schematische Darstellung der
Technologie: Die Zellen werden in die Wells der speziellen Seahorse XF
Zellkultur-Mikroplatten ausgesaht. Uber Ports werden nacheinander
Reagenzien injiziert. In der Mikrokammer aus Zellen bzw. Zellsuspension
und Reagenzien werden Uber Messsonden die Stoffwechselvorgange als
veranderte Protonenkonzentration im extrazellularen Medium erfasst.
Quelle: Broschure von Agilent Entdecken Sie die wichtigsten Faktoren fur

Zellschicksal, - funktion und - fitness. Agilent Seahorse XF
Analyseplattform 2021. Die Bildrechte wurden von der Firma Agilent erteilt.
31

Abbildung 6: Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Test Profil der glykolytischen
Aktivitat. Darstellung der Kit Injektionen und davon abhangig gemessene
basale Glykolyse-Rate, maximale glykolytische Aktivitat und glykolytische
Reserve. Quelle: Agilent Technologies, Glycolysis Stress Test User Guide
2019. Die Bildrechte wurden von der Firma Agilent erteilt.................cccceveeeee

Abbildung 7: Agilent Seahorse XFp Glycolysis Stress Test Kit Reagenzien. Quelle:
Agilent Technologies, Glycolysis Stress Test User Guide 2019. Die
Bildrechte wurden von der Firma Agilent erteilt.................ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns

Abbildung 8: Vorbereitung der Stammlésungen. Quelle: Agilent Technologies, Glycolysis
Stress Test User Guide 2019. Die Bildrechte wurden von der Firma Agilent
L= =Y 1| USSR

Abbildung 9: Darstellung der variierenden Zelldichte in Urinproben kurz nach
Urinzellisolation. Die Urinproben stammten von der weiblichen Kontrolle 1
und umfassten jeweils 100 ml. Die drei Proben wurden am gleichen Tag zu
unterschiedlichen Tageszeiten enthommen und direkt im Anschluss nach
gleichem Verfahren isoliert und kultiviert. Scale Bar 200 pm...............ccccoce.
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Abbildung 10: Mikroskopische Abbildung von Urinzellen kurz nach Zellisolation.

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

A): Zellisolation aus einer Probe von Probandin 1, Aufnahme am vierten
Tag nach Zellisolation. Nach morphologischem Vergleich mit Aufnahmen
der Zelltypen aus der Literatur handelt es sich vermutlich hauptsachlich um
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Berechnung der Glykolyse, Glykolytischen Kapazitat, glykolytischen
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Ansauerung wurde die letzte Messung vor Glucose-Injektion, zum
Zeitpunkt Messpunkt 3, gewahlt. Die Glucose-Injektion flhrte zu einem
messbaren Anstieg der ECAR, was der basalen Glykolyse-Rate der Zellen
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14 Anhang

14.1 Protokoll der Seahorse XFp Messung mit kultivierten Pompe-

Urinepithelzellen

Im Folgenden ist das detaillierte Vorgehen der Seahorse-Messung mit Kkultivierten

Urinepithelzellen aus einer Urinprobe eines mannlichen Pompe-Patienten beschrieben.

Da in keiner der sechs Patienten-Proben die gewlnschte Dichte an Urinepithelzellen durch
Zellkultivierung erreicht wurde nutzte ich die einzige Probe mit Koloniewachstum. Fir die
Messung wurde die am 26.04.2018 gewonnene Probe von Patient 2 mit 130ml Volumen
genutzt. Die Urinzellisolation und Urinzellexpansion erfolgte gemaf den in Methodenteil unter
7.1 Urinprobengewinnung und 7.3 Urinzellisolation beschriebenen Protokollschritten. Bis zum
18.05.2019 wuchsen drei Epithelzellkolonien.

Die Vorbereitungsschritte am Vortag der Messung erfolgten unter 7.6. Seahorse XFp Analyse
beschrieben. Zur Aufbringung der Zellsuspension auf die vorbereitete Zellkulturplatte modi-
fizierte ich das oben beschriebene Protokoll. Zunachst nahm ich das Medium von der 12-Well-
Platte aus der Zellkultur ab und wusch die Probe einmal mit PBS. Anschlie3end gab ich 250
Ml Trypsin in einer Verdunnung von 1:10 auf das Well und stellte die Platte fur drei Minuten bei
37°C in einen Inkubator. Ich Uberprufte unter einem Mikroskop, ob sich die Zellen gut ablosten.
Ich fugte dem Well 3 ml RE Proliferationsmedium hinzu und Uberflihrte die Zellen mit dem
Medium in ein 15 ml Falkon. Dieses wurde anschlief3end bei 1000g fur 3 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert. Ich pipettierte 50 pl der Zellsuspension vom
Falkonboden in ein Well der mit Gelatine beschichteten Zellkulturplatte. Aufgrund von zu wenig
vorhandenem Zellmaterial konnte ich nur ein Well mit Zellsuspension beflllen, es gab keine
Kontrolle. Um die Adharenz der Zellen beurteilen zu kédnnen kontrollierte ich die Probe unter
dem Mikroskop. AnschlieRend zentrifugierte ich die Zellkulturplatte bei 300 g fur eine Minute
um die Zelladhdrenz am Wellboden zu erhéhen. Da die Zelldichte gering war nahm ich das
Medium aus dem entsprechenden Well ab und flgte erneut 50 pl der Zellsuspension hinzu
und zentrifugierte die Probe erneut. Diese Schritte wiederholte ich insgesamt viermal bis unter
dem Mikroskop eine erhdhte Zelldichte feststellbar war (s. Abbildung 3). Im Folgenden
pipettierte ich in jedes Well 180 ul Assaymedium. In jede umgebende Kammer pipettierte ich
je 400 ul PBS. AnschlieBend wurde die Zellkulturplatte far 30 Minuten in einen
Kohlenstoffdioxidfreien Inkubator bei 37°C gegeben um die Temperatur der Proben zu

aquilibrieren.
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Um die Stammlosungen anzusetzen fugte ich den Kit-Komponenten die entsprechenden
Mengen an Assaymedium zu. Die Kassette wurde aus dem Inkubator genommen und die

Ports wurden mit den entsprechenden Mengen der Stammldsungen befullt.

Zum Start der Messung wurde der Seahorse XFp Analyzer gestartet, der Glycosis Stress Test
ausgewahlt, die Kassette eingelegt und die Kalibrierung gestartet. AnschlieRend wurde die
Zellkulturplatte eingesetzt und die Messung gestartet. Am Ende jeder Messung habe ich

erneut die Zelladharenz unter dem Mikroskop gepruft.

Die Urinepithelzellen lieBen sich mittels Trypsinierung gut von der 12-Well-Zellkulturplatte
ablésen. Nach einmaligem aufbringen der Zellsuspension und einmaligem Zentrifugieren war
die mikroskopisch geprufte Zelldichte zu gering fur eine Messung. Die optimale
Zellkonzentration liegt laut Benutzerhandbuchs zur Verwendung von Suspensionszellen
zwischen 1 x 10° und 4 x 10° Zellen pro Well (Agilent Technologies, 2017, S. 1-2 Seeding
Suspension Cells in Agilent Seahorse XFp Cell Culture Miniplates). Durch mehrfache Wieder-
holung des Auftragens der Zellsuspension und Zentrifugation konnte die Zelldichte erhéht

werden.

14.2 Ausfiihrliche Ergebnisse der Seahorse XFp Messungen mit
Urinzellgemischproben

Im Folgenden sind die Ergebnisse der zwolf Seahorse-Messungen beschrieben. In jeder
Messung wurde je eine Probe eines/einer an Morbus Pompe erkrankten Patient*in und eine
Probe eines/einer gesunden Proband*in als Kontrolle verwendet. Die Urinprobenvolumina
umfassten minimal 80 ml und maximal 200 ml. Die Ergebnisse der Messungen sind in den
folgenden zwoIf Abbildungen dargestellt. Die roten Kurven zeigen die Messungen der Pompe-
Patient*innen Proben, die blauen Kurven die der gesunden Proband*innen als Kontrolle. Die
gemessene ECAR der drei Wells von Patient*in bzw. Kontrolle werden in einem Messpunkt
gemittelt dargestellt. Jede Kurve zeigt insgesamt zwolf Messpunkte. Die ersten drei
Messpunkte geben die ECAR vor Glucose-Injektion an und entsprechen der nicht-
glykolytischen Ansauerung. Die Messpunkte vier bis sechs zeigen die ECAR nach Glucose-
Injektion und entsprechen der basalen glykolytischen Aktivitat der Zellen. Die Messpunkte
sieben bis neun zeigen die ECAR nach Oligomycin-Injektion, welche der glykolytischen
Kapazitat der Zellen entspricht. Die letzten drei Messpunkte zeigen die ECAR nach 2-DG-
Injektion, wodurch die Glykolyse inhibiert wird.
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Um eine Zellkonzentration von ca. 1x10° Zellen/Well zu erreichen versuchte ich die Zellzahl in
der Zellsuspension mittels Zellcounter zu bestimmen. Dazu fugte ich 10 pl Trypan Blau zu10
Ml Zellsuspension hinzugeben und gab 10 pl der Mischung auf ein Zellzahler-Deckglas. In den

Proben wurde folgende Lebendzellzahlen bestimmt:

K3 .: 2,14x10° Zellen/ml

P5: 2,20 x105 Zellen/ml

Anmerkung: Die Zellzahlen des Zellcounters scheinen nach mikroskopischer
Uberpriifung nicht exakt zu sein.

- Errechnen des zu pipettierenden Volumens an Zellsuspension zum Erhalt der
erwinschten Zellzahl:

- Gewdlnschtes Volumen (V) ist festgelegt: z.B. drei Proben (in Seahorse wird eine Probe
immer in 3 Wells aufgetragen) a 50 pl= 150 pl -> aufrunden auf 200 pl

- Verdunnungsfaktor (F) F=(N(ist))/(N (soll))

- Volumen Zellsuspension: V=(V (gewinscht))/F

- Volumen Proliferationsmedium= 200 ul — V (Zellsuspension

Zellen K3.: F=2,14

1) 93,5 yl Zellsuspension
200-93,4= 106,5 ul Assaymedium

2) Doppelte Menge an Zellsuspension 186 pl, 200-186= 14 pl Assaymedium
3) Doppelte Menge an Zellsuspension 186 ul, 200-186= 14 pl Assaymedium
Zellen P5: F=2,2

1) 91 ul Zellsuspension

200-91= 109 yl Assaymedium

2) Doppelte Menge an Zellsuspension 182 pl, 200-182= 18 pl Assaymedium
3) Doppelte Menge an Zellsuspension 182 pl, 200-182= 18 yl Assaymedium

Es wurden 50 pyl Zellsuspension-Assaygemisch in die Wells B-G geben. Die Wells A und H
dienten als Backgroundkontrollen. Die Platte wurde mittels Miniplates Carrier bei 300 g fur
1Min bei RT zentrifugieren. AnschlieBend wurde die Adharenz der Zellen mikroskopisch
gepruft. Pro Well waren 3-5 Zellen sichtbar. Um die Zelldichte zu erh6hen wurde vorsichtig 50
Ml Medium pro Well abpipettiert und erneut 50 pl des Zellsuspension-Assaygemisch
hinzugegeben. Die Platte wurde bei 300 g fur 1Min bei RT zentrifugiert. Die mikroskopisch
Uberprifte Zelldichte war zu gering. Um die Zellen in den Urinproben mehr zu konzentrieren
wurden im dritten Durchgang die Reste der Urinproben zuvor erneut bei 300 g fir 5 min

zentrifugiert, es wurde ca. 300- 400 ul Uberstand abgenommen. AnschlieBend wurde das
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Zellsuspensions-Assaymediumgemisch entsprechend Rechnung 3) erstellt, auf die Wells

aufgetragen und zentrifugiert.

Die weiteren Schritte erfolgten nach dem Standardprotokoll.

In Abb. 19 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt. Im Kurvenverlauf der Kontrolle zeigt
sich nach Glucose-Injektion kein Anstieg der ECAR, die Messwerte vor Glucose-Injektion sind
hoher. Nach Oligomycin-Injektion steigt die ECAR auf das Maximum, der maximalen
glykolytischen Aktivitat der Zellen. Nach 2-DG-Injektion zeigt sich ein Abfall der ECAR.

Die rote Kurve zeigt leicht héhere Werte der ECAR nach Glucose- und Oligomycin-Injektion.
Die maximale ECAR wird nach 2-DG-Injektion erreicht, obwohl die Glykolyse inhibiert werden
sollte. Insgesamt verlauft die Patienten-Kurve flacher als die Kontroll-Kurve. Die Kontroll-Kurve

liegt mit allen Messpunkten unterhalb der Patienten-Kurve.
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Abbildung 19:  Glykolytische Funktion Patient 5 und Proband 3. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und
2-DG.

Fir die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 1 ein Urinprobevolumen von 100 ml und

als Kontrolle von Kontrolle 1 ein Urinprobevolumen von 200 ml verwendet. Um die Zelldichte

in den sechs Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben verfahren. Alle drei
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Wells der Kontrolle wiesen eine hdhere Zelldichte im Vergleich zu den Wells der Patienten-
Probe

Wie in Abb. 20 dargestellt ist im Kurvenverlauf der Kontrolle ist nach Glucose-Injektion ein
Anstieg der ECAR messbar. Nach Oligomycin-Injektion sind die ECAR-Werte zunachst niedri-
ger bis die ECAR am 9. Messpunkt das Maximum erreicht. Nach 2-DG-Injektion fallt die ECAR

auf die Ausgangswerte, welche der nicht-glykolytischen Ansauerung entsprechen.

Der Kurvenverlauf der Patienten-Kurve ist ahnlich. Insgesamt ist die glykolytische Funktion der

Probe des Probanden hoher.
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Abbildung 20: Glykolytische Funktion Patient 1 und Proband 1. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und 2-DG.

Fir die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 6 und von Proband 1 ein

Urinprobevolumen von 50 ml verwendet.

Um die Zelldichte in den sechs Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben

verfahren. In allen Wells konnte eine annahrend gleiche, hohe Zelldichte erreicht werden.

In Abb. 21 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt.
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In beiden Kurven wir durch Glucose-Injektion kein relevanter Anstieg der ECAR erreicht. Nach
Oligomycin-Injektion wird in der Probe des Patienten die maximale ECAR gemessen, die
ECAR der Kontroll-Probe Ubersteigt die Werte der basalen glykolytischen Funktion nicht. Am
ersten Messpunkt nach 2-DG-Injektion ist in beiden Kurven ein Abfall der ECAR messbar.
Insgesamt verlaufen beide Kurven flach und zeigen damit eine geringe glykolytische Aktivitat

des Zellgemisches der Proben auf.
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Abbildung 21: Glykolytische Funktion Patient 6 und Proband 1. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und
2-DG.

Fiur die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 7 und von Proband 4 ein Urinprobe-

volumen von 150 ml verwendet.

Um die Zelldichte in den sechs Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben
verfahren. Es gelang nicht die Zellkonzentrationen anzugleichen. In den drei Wells der
Kontrolle war die Zellkonzentration hoher.

In Abb. 22 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt.

Beide Kurvenverlaufe entsprechen nicht dem erwarteten Kurvenverlauf des Glycolysis-Stress-

Test. Die maximalen Werte der ECAR der Proben von Patient und Proband liegen am Anfang

der Messung, vor Reagenz-Injektion. Weder durch Glucose- noch durch Oligomycin-Injektion
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wurden hohere Werte erreicht. In dem Urinzellgemisch beider Proben scheinen zu wenig

glykolytisch aktive Zellen vorhanden gewesen zu sein.
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Abbildung 22: Glykolytische Funktion Patient 7 und Proband 4. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und
2-DG.

Fir die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 5 und von Kontrolle 2 ein Urinprobevolu-

men von 150 ml verwendet.

Um die Zelldichte in den sechs Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben

verfahren. Insgesamt war die Zellkonzentration in den sechs Wells gering

In Abb. 23 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt.

Im roten Kurvenverlauf sind die Messwerte der ECAR nach Glucose-Injektion hdher, nach
Oligomycin-Injektion steigen die Werte nicht. Die ECAR fallt nach 2-DG-Injektion. Die blaue
Kurve verlauft bis 2-DG-Injektion auf der x-Achse mit einer ECAR von 0 mpH/min. Nach 2-DG-
Injektion fallt die ECAR. Es scheinen keine glykolytisch Aktiven Zellen in der Probe vorhanden

gewesen zu sein.

Insgesamt liegen die ECAR-Werte des Patienten unter denen der Kontrolle.
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Abbildung 23:  Glykolytische Funktion Patient 5 und Proband 2. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und 2-
DG.

Fir die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 8 ein Urinprobevolumen von 50 ml und

von Proband11 ein Urinprobevolumen von 100 ml verwendet.

Um die Zelldichte in den sechs Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben

verfahren. Insgesamt war die Zellkonzentration in den sechs Wells hoch.

In Abb. 24 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt. Der Kurvenverlauf der Messungen der
Patienten-Probe entspricht den Erwartungen. Nach Glucose-Injektion kommt es zum Anstieg
der ECAR, nach Oligomycin-Injektion erreicht die Kurve am 8. Messpunkt ihr Maximum und
nach 2-DG-Injektion fallt die ECAR. Im blauen Kurvenverlauf liegen die Messwerde der ECAR
vor Glucose- und Oligomycin-Injektion héher, nach 2-DG-Injektion fallt die ECAR auf niedri-
gere Werte als die drei Ausgangswerte der Messung. Insgesamt liegen alle gemessenen

ECAR-Werte der Patienten-Probe niedriger als die der Kontrolle.
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Abbildung 24: Glykolytische Funktion Patient 8 und Proband 11. Darstellung der
gemessenen ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose,
Oligomycin und 2-DG.

FiUr die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 6 und von Kontrolle 6 ein Urinprobe-
volumen von 100 ml verwendet. Um die Zelldichte in den sechs Wells aneinander
anzugleichen wurde wie oben beschrieben verfahren. Die Zellkonzentrationen konnten nicht
ausreichend angeglichen werden. Zwei Wells der Pompe-Proben hatten eine sehr geringe
Zelldichte, ein Well eine hohe Zelldichte. Zwei Wells der Kontroll-Proben hatten eine hohe
Zelldichte, ein Well eine geringe Zelldichte. In Abb. 25 ist das Ergebnis der Messungen
dargestellt. In der Patienten-Probe konnten nach Glucose-Injektion hohere ECAR-Werte
gemessen werden, diese stiegen nicht nach Oligomycin-Injektion. Die ECAR fiel nach 2-DG-
Injeion. Die ersten drei ECAR-Werte der Kontrolle sind hoher als die der Patienten-Probe.
Danach fallen die ECAR-Werte unter die der Patienten-Probe. Glucose- und Oligomycin-

Injektion fuhrten nicht wie erwartet zu einem Anstieg der ECAR.
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Abbildung 25: Glykolytische Funktion Patient 6 und Proband 6. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und 2-
DG.

Fur die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 9 ein Urinprobenvolumen von 50 ml und
von Kontrolle 2 ein Urinprobevolumen von 150 ml verwendet. Um die Zelldichte in den sechs
Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben verfahren. Die Zellkonzentra-
tionen war in allen sechs Wells ahnlich. In Abb. 26 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt.
Beide Kurven starten auf einem ahnlichen Ausgangsniveau der ECAR. Nach Glucose-Injetion
steigen zunachst beide Kurven steil an, fallen dann in den beiden folgenden Messzeitpunkten
nach Glucose-Injetion und auch wahrend der drei Messungen nach Oligomycin-Injektion. Nach
2-DG-Injektion fallen beide Kurven zunachst bevor die gemessene ECAR in den letzten beiden
Messpunkten wieder steigt. Die glykolytische Funktion der Patienten-Zellen ware nach
Kurvenverlauf hoher als die der Kontrolle. Beide Verlaufre entsprechen jedoch nicht dem

erwarteten Verlauf.
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Abbildung 26: Glykolytische Funktion Patient 9 und Proband 2. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und 2-
DG.

Fir die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 10 ein Urinprobenvolumen von 100 ml
und von Kontrolle 5 ein Urinprobevolumen von 150 ml verwendet. Um die Zelldichte in den
sechs Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben verfahren. Es konnten
jedoch keine gleichen Zellkonzentrationen erreicht werden. Die Zellkonzentration in den drei
Wells der Patienten-Probe waren hoch, die in den Wells der Kontrolle zeigten mikroskopisch
eine mittlere Zelldichte. In Abb. 27 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt. Der Kurven-
verlauf der Kontrolle ist flach und die gemessene ECAR bewegte sich wahrend der gesamten
Messung um 0 mpH/min. Es schienen nicht genligend glykolytisch aktive Zellen in der Probe
vorhanden zu sein. Der Kurvenverlauf der Patienten-Probe entspricht dem erwarten
Kurvenverlauf mit einem Anstieg der ECAR nach Glucose-Injektion, dem Erreichen der
maximalen glykolytischen Kapazitat nach Oligomycin-Injektion und dem ECAR-Abfall auf

Ausgangsniveau nach 2-DG-Injektion.
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Abbildung 27: Glykolytische Funktion Patient 10 und Proband 5. Darstellung der
gemessenen ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose,
Oligomycin und 2-DG.

Fur die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 1 und von Kontrolle 10 ein
Urinprobevolumen von 100 ml verwendet. Um die Zelldichte in den sechs Wells aneinander
anzugleichen wurde wie oben beschrieben verfahren. Es konnten jedoch keine gleichen
Zellkonzentrationen erreicht werden. Die Zellkonzentration in den drei Wells der Patienten-
Probe waren sehr gering, die in den Wells der Kontrolle hoch. In Abb. 28 ist das Ergebnis der
Messungen dargestellt. Die Kurve der Patienten-Probe verlauft flach und die gemessene
ECAR bewegte sich wahrend der gesamten Messung um 0 mpH/min. Es schienen nicht genu-
gend glykolytisch aktive Zellen in der Probe vorhanden zu sein. Der Kurvenverlauf der Kontroll-
Probe entspricht ebenfalls nicht dem erwarteten Verlauf. Die maximale ECAR wurde zu Beginn

der Messung, von Glucose- und Oligomycin-Injektion gemessen. Im Verlauf fiel die ECAR.
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Abbildung 28: Glykolytische Funktion Patient 1 und Proband 10. Darstellung der
gemessenen ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose,
Oligomycin und 2-DG.

Fir die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 4 ein Urinprobevolumen von 80 ml und
von Kontrolle 12 ein Urinprobevolumen von 100 ml verwendet. Um die Zelldichte in den sechs
Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben verfahren. In allen sechs Wells

war die Zellkonzentration sehr gering. In Abb. 29 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt.

Der Kurvenverlauf der Kontrolle ist flach und die gemessene ECAR bewegte sich wahrend der
gesamten Messung um 0 mpH/min. Es schienen nicht gentigend glykolytisch aktive Zellen in
der Probe vorhanden zu sein. Der Kurvenverlauf der Patienten-Probe entspricht nicht dem
erwarteten Verlauf. Die zu Beginn gemessenen Werte liegen héher als die ECAR-Werte nach
Glukose-Injektion und auf gleichem Niveau wie die ECAR-Werte nach Oligomycin-Injektion.
Nach 2-DG-Injektion fielen die ECAR-Werte. Insgesamt liegt die glykolytische Funktion der

Patienten-Probe unterhalb der Kontroll-Probe.
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Abbildung 29: Glykolytische Funktion Patient 4 und Proband 12. Darstellung der
gemessenen ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose,
Oligomycin und 2-DG.

Fir die Seahorse-Messung wurde von Pompe-Patient 2 ein Urinprobevolumen von 100 ml und

von Kontrolle 7 ein Urinprobevolumen von 80 ml verwendet.

Um die Zelldichte in den sechs Wells aneinander anzugleichen wurde wie oben beschrieben

verfahren. Die mikroskopisch Uberprufte Zelldichte war in allen sechs Wells sehr gering.

In Abb. 30 ist das Ergebnis der Messungen dargestellt. Der Kurvenverlauf der Kontrolle ent-
spricht nicht dem erwarteten Kurvenverlauf. Die ECAR-Werte sind vor Reagenz-Injektion,
nach Glucose- und Oligomycin-Injektion ungefahr auf gleichem Niveau. Nach 2-DG-Injektion
fallt die ECAR. Der Kurvenverlauf der Patienten-Probe ist flach und die gemessene ECAR
bewegte sich wahrend der gesamten Messung um 0 mpH/min. Es schienen nicht geniigend

glykolytisch aktive Zellen in der Probe vorhanden zu sein.
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Abbildung 30: Glykolytische Funktion Patient 2 und Proband 7. Darstellung der gemessenen
ECAR in Abhangigkeit zur zeitlichen Injektion von Glucose, Oligomycin und 2-
DG.
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