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1. Zusammenfassung

Einleitung: Die Albuminurie (Uab) gilt als bedeutender, unabhangiger Risikofaktor fur
die Entwicklung kardio- und zerebrovaskularer Ereignisse sowie einer progressiven
Nephropathie und unterliegt einer komplexen multifaktoriellen Pathogenese unter
Beteiligung genetischer Faktoren. Die Munich Wistar Fromter (MWF)-Ratte zeichnet
sich durch eine fruhzeitig spontan einsetzende Uap aus und hat sich als Tiermodell fur
die ldentifikation einzelner, kausal an der Uap beteiligter Gene bewahrt. Durch die
gezielte Verpaarung von MWF mit dem kontrastierenden, nierengesunden Stamm SHR
(Spontan Hypertensive-Ratte) und umfangreicher genetischer Analysen konnte auf
Rattenchromosom (RNO)6 ein wichtiger Quantitative Trait Locus (QTL), Uan1-QTL, fur
die Uap-Entwicklung identifiziert werden. Durch den Transfer des Uan1-QTL aus SHR in
den isogenetischen Hintergrund von MWF konnte die kongene Tierlinie MWF.SHR-
(D6Rat1-D6Mgh4) etabliert werden, welche im Alter von 8 Wochen eine gegenuber
MWF um 91% supprimierte Uan zeigt. Ziel der vorliegenden Arbeit waren die
Validierung des Uan1-QTL fir die progressive Uap-Entwicklung im weiteren
Altersverlauf im Tiermodell sowie die molekulargenetische Analyse des innerhalb des
Uab1-QTL kartierenden Gens Transmembranprotein 63c (Tmem63c) als potentielles,
neuartiges Kandidatengen fur die Uab mit bislang unbekannter Relevanz fur
Nierenerkrankungen.

Methodik: Die Bestimmung der Uap im 24h-Sammelurin erfolgte mittels
rattenspezifischem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bei 14 und 24
Wochen alten Tieren. Blutdruckabhangige Effekte auf die Uap wurden mittels invasiver
und nicht-invasiver Blutdruckmessung zum Zeitpunkt der 14. Woche erfasst. Die
Analysen des Kandidatengens Tmem63c umfassten differentielle
Genexpressionsanalysen mittels quantitativer Real Time-PCR (RT-gPCR), Western
Blots an Glomeruli-lsolaten und immunhistochemische Untersuchungen an
Paraffinschnitten ganzer Nieren bei 4, 8, und 24 Wochen alten Tieren.

Ergebnisse: Der Transfer des Uap1-QTL aus SHR in MWF resultierte beim kongenen
Stamm MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) gegenuber MWF in einer signifikanten Reduktion
der Uapb um 89% in der 14. Woche und um 68% in der 24. Woche (p<0,0001).
Zusatzliche blutdruckabhangige Effekte auf die Suppression der Uap konnten

ausgeschlossen werden. Expressionsanalysen des Gens Tmem63c zeigten zu allen
10



Zeitpunkten ein differentes, allelisch reguliertes Expressionsmuster mit einer gegenuber
den nierengesunden Stammen SHR und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) signifikanten
Hochregulation der Tmem63c mRNA-Expression beim albuminurischen MWF-Stamm
(p<0,001). Mittels Western Blot konnte die Expression des Proteins TMEM63C in den
Glomeruli nachgewiesen werden. Immunhistochemisch dominierte zu allen Zeitpunkten
eine Expression des Proteins TMEM63C in den glomerularen Podozyten sowie eine im
Altersverlauf zunehmende Expression im Burstensaum proximaler Tubuli.
Schlussfolgerung: Der Uap1-QTL auf RNOG6 ist von erheblicher Relevanz fur die
Pravention einer progressiven Uap. Das im Uap1-QTL kartierte Gen Tmem63c stellt ein
vielversprechendes, neuartiges Kandidatengen fir die Ua, dar, dessen
pathophysiologische Bedeutung in weiterfuhrenden Studien im Detail zu untersuchen
ist.
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Abstract

Background: Albuminuria (Uaib) is an independent risk factor for the development of
chronic nephropathy and cardio- or cerebrovascular events in the general population.
However, due to the complexity of this phenotype, identification of single causative
genetic factors of Uap is still limited. The Munich Wistar Fromter (MWF) rat represents a
model for chronic kidney disease with the development of severe Uap. By genomic
analysis in MWF and normoalbuminuric SHR (spontaneously hypertensive rat) an
important quantitative trait locus (QTL) with significant linkage to Uap was identified on
rat chromosome (RNO)6 and termed Uap1-QTL. By intogressing the Uap1-QTL from
SHR into the isogenetic background of MWF the congenic strain MWF.SHR-(D6Rat1-
D6Mgh4) could be established, which showes at the age of 8 weeks a signficant 91%
reduction of Uap. Within the Uap1-QTL a novel putative candidate gene for Uan, i.e.
transmembrane protein 63c (Tmem63c), was identified. In this study, the impact of the
Uab1-QTL on the progressive development of Uap and the potential role of Tmem63c as
a novel putative candidate gene should be validated.

Methods: Uap was analysed with a rat-specific enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)-technique in 24h-urine in 14 and 24 week old animals. Blood pressure was
measured either by intra-arterial and non-invasive tail-cuff measurements at 14 weeks
of age. Glomeruli of the kidney were isolated and RNA and protein were extracted.
Differentially mRNA expression and protein levels of Tmem63c were investigated by
Real-time PCR (RT-gPCR) and western blot analysis at week 4, 8 and 24. In addition,
immunohistochemisty analysis in paraffin sections of the whole kidney was performed.
Results: Introgressing the Uap1-QTL from SHR into MWF resulted in a significant
decrease in Uap of about 89% at week 14 and 68% at week 24 compared to MWF
(p<0.0001). Blood pressure effects as a causative role of the observed differences on
Uab could be excluded. Expression analyses of Tmem63c revealed significant increase
in albuminuric MWF compared to SHR and MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) (p<0.001,
each timepoint). Western blot analyses validated successfully translation of Tmem63c
into protein in glomeruli samples. Immunohistochemistry showed strong expression of
TMEMG63C in glomerular podocytes. Furthermore, progressive staining was also
observed in the brush order of the proximal tubulus.

12



Conclusion: The identified Uap1-QTL on RNOG6 provides a protective effect in the
development and progression of Uaw, when exchanged in MWF. Findings on Tmem63c
indicate a potential causative role for the development of an albuminuric phenotype in
the MWF model and support further translational research on its role for the

development of chronic kidney disease.
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2. Einleitung

2.1 Epidemiologie chronischer Nierenerkrankungen - ein  weltweit
gesundheitspolitisches Problem

Chronische Nierenerkrankungen, definiert als >3 Monate bestehende, renale
strukturelle oder funktionale Anomalien von gesundheitlicher Relevanz [1], gelten als
ein globales gesundheitspolitisches Problem. Schatzungsweise leiden etwa 8-16% der
Weltbevolkerung an einer dauerhaften Beeintrachtigung der Nierenfunktion [2], davon
bedurfen insgesamt Uber 3 Millionen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz einer
Behandlung in Form der Dialyse (~79%) oder eines Nierentransplantates (~21%) [3].
Ein mdglicher Grund fur die ansteigende Pravalenz ist der Rickgang
infektionsbedingter Ursachen zu Gunsten einer zunehmenden Assoziation chronischer
Nierenerkrankungen mit den beiden ebenso weitverbreiteten Volkskrankheiten Diabetes
mellitus und Hypertonie, den fuhrenden Ursachen einer terminalen Niereninsuffizienz in
entwickelten und vielen aufstrebenden Industrienationen [2,4,5].

Die Destruktion der Nieren beginnt meist schleichend und Uber Jahre hinweg klinisch
inapparent. Hypertensive Patienten beispielsweise entwickeln erst nach 10-15 Jahren
eine manifeste Nephropathie [6], die sich initial laborchemisch vor allem in einer
pathologischen renalen Proteinausscheidung zeigt, gefolgt von einem Absinken der
glomerularen Filtrationsrate (GFR) bis hin zur terminalen Niereninsuffizienz mit
Ausbildung arterio-arteriolosklerotischer Schrumpfnieren. Klinisch leiden Patienten mit
zunehmend progredientem  Verlauf chronischer Nierenerkrankungen neben
Allgemeinsymptomen  wie verminderter korperlicher Leistungsfahigkeit oder
Appetitverlust im Zuge der gestorten exkretorischen und inkretorischen Nierenfunktion
an peripheren und zentralen Odemen, renaler Andmie und Osteopathie. Das
Endstadium ist gekennzeichnet durch das Sistieren der Urinproduktion, metabolische
Azidose, Elektrolytentgleisungen und Akkumulation harnpflichtiger Substanzen mit
uramischer Symptomatik, darunter gastrointestinale Beschwerden, Gewichtsverlust,
Pruritus, Polyneuropathie und Enzephalopathie. Auf lange Sicht bleiben den betroffenen
Patienten als lebensverlangernde MaRnahmen nur die Anbindung an verschiedene
Dialyseverfahren mit nicht unerheblichem individuellem Leidensdruck oder die
Nierentransplantation. Interessanterweise zeigte sich bei der Analyse von Daten eine
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deutliche Diskrepanz zwischen der Pravalenz chronischer Nierenerkrankungen und der
Anzahl an sich aufgrund terminaler Niereninsuffizienz in Behandlung befindlicher
Patienten [7]. Dies ist weniger auf den Effekt einer augenscheinlich erfolgreichen
therapeutischen Intervention zurtuckzufihren, sondern vielmehr durch die bereits in
frihen Stadien chronischer Nierenerkrankungen etwa 8-fach erhohten kardiovaskularen
Mortalitat bedingt [8,9]. Das Risiko, an einem kardiovaskularem Ereignis zu versterben
ist dabei hoher, als das Stadium der terminalen Niereninsuffizienz zu erreichen [2, 10].
Damit stiegen chronische Nierenerkrankungen weltweit auch unter Einfluss des
demographischen Wandels bis zum Jahr 2010 auf Platz 18 der Todesursachenstatistik
(1990: Platz 27). Die Anzahl an Todesfallen aufgrund chronischer Nierenerkrankungen
ist dabei innerhalb von zwei Jahrzehnten um 82% gestiegen [11]. Zudem ist davon
auszugehen, dass die groRe Mehrheit an Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
aufgrund eingeschrankter ~medizinischer und o©Okonomischer Ressourcen in
Drittweltlandern, aber auch groRen Teilen Asiens unbehandelt bleibt und somit einer
offiziellen Registrierung entgehen [12].

Obwohl die gesundheitspolitische Problematik chronischer Nierenerkrankungen in den
letzten Jahren immer mehr in den Focus der Aufmerksamkeit gertckt und verstarkt
verbesserte Behandlungsstrategien wie die medikamentése Normalisierung des
Blutdruckes und Optimierung der Blutzuckerwerte etabliert wurden [8], nimmt die
Anzahl an Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz weltweit stetig zu (Wachstumsrate
2012 auf 2013: 6%) [3]. Angesichts des globalen Ausmalies und der erheblichen
Belastung fur das Gesundheitssystem [8] sind die Erforschung zugrundeliegender
pathophysiologischer Mechanismen fur die Entstehung und Progression chronischer
Nierenerkrankungen von erheblicher Relevanz und Fundament fur kinftige

Praventions-, Fruherkennungs- und Behandlungsstrategien.

2.2 Mikroalbuminurie - Fruhwarnsystem fiur renale und kardiovaskulare

Erkrankungen

Bereits in den fruhen 1980er Jahren wurde fur Patienten mit Diabetes mellitus die
Ausscheidung von Albumin mit dem Urin als Pradiktor fur das Auftreten diabetischer
Nierenschaden postuliert [13, 14]. Inzwischen hat sich die erhdhte renale

Albuminausscheidung (Uab) als Kardinalsymptom nicht nur als diagnostischer
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Parameter zur Fruherkennung, sondern vielmehr auch als prognostischer Marker fur die
Entwicklung sowie den Verlauf einer Nephropathie bei Diabetikern und Hypertonikern
etabliert [1]. Die positive Korrelation zwischen der Ua, und dem renalen Risiko wurde in
mehreren Studien belegt [15-17]. Ishani et al. konnten beispielsweise im Rahmen der
MRFIT (Multiple Risk Factor Intervention Trial)-Studie zeigen, dass Patienten mit
nahezu normwertiger GFR und gleichzeitig bestehender Uap ein wesentlich hoheres
Risiko aufwiesen, eine terminale Niereninsuffizienz zu entwickeln, als
normoalbuminurische Patienten mit einer eingeschrankten GFR < 60 ml/min [18]. Eine
mogliche Erklarung fur diesen Zusammenhang lieferten tierexperimentelle Studien, in
denen eine nephrotoxische Wirkung von tubular resorbierten Proteinen nachgewiesen
werden konnte, die Uber Freisetzung inflammatorischer Mediatoren zu vermehrten
tubulointerstitiellen ~ Schadigungen des  Nierenparenchyms  fuhrten  [19-23].
Definitionsgemal® werden je nach Ausmal der Uap verschiedene Schweregrade
unterschieden, die zwar international anerkannt und praktikabel, jedoch relativ
willkurlich festgelegt sind [1] (Tab. 1). Besonderes Augenmerk gilt dabei dem Bereich
der Mikroalbuminurie (MA), die durch Werte zwischen 30 und 300 mg/24h definiert wird
und mit einer Pravalenz von bis zu 39% unter Diabetikern bzw. bei durchschnittlich 12%
der hypertensiven Patienten vertreten ist [24-27]. Gilt die MA als friher Marker fur eine
beginnende, klinisch noch inapparente renale Schadigung im Sinne einer Nephropathie,
so kennzeichnet das Auftreten einer Makroalbuminurie (>300 mg/24h oder eine
Abweichung vom physiologischen Proteinmuster) hingegen meist einen progressiven
Funktionsverlust der Nieren bis hin zur terminalen Niereninsuffizienz.

Tab. 1: Einteilung der Albuminurie gemaR den KDOQI-Guidelines [28].

Aus Griunden der Praktikabilitdt wird heute die Bestimmung des Albumin/Kreatinin-
Verhaltnisses, idealerweise im Morgenurin, bevorzugt. Manche Autoren empfehlen aufgrund
des hdheren Muskelanteils eine geschlechtsspezifische Korrektur mit niedrigeren Grenzwerten
fur Manner.

Methode Normal Mikroalbuminurie Makroalbuminurie
24h-Sammelurin (mg/d) <30 30-300 >300
Spontanurin (mg/l) <30 30-300 >300
Albumin/Kreatinin- <17 (m) 17-250 (m) >250 (m)
Verhaltnis (mg/g) <25 (w) 25-355 (w) >355 (w)

m, mannlich; w, weiblich

Neben der pradiktiven Bedeutung fur die Nierenfunktion lie3 sich mit Hilfe
verschiedener bevolkerungsbasierter Studien auch eine positive Korrelation zwischen

der Hohe der Uap und dem kardiovaskularen Risiko nachweisen. In der PREVEND
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(Prevention of REnal and Vascular ENd stage Disease)-Studie, durchgefuhrt an einer
nicht selektierten Kohorte von tUber 40.000 Frauen und Mannern, zeigte sich, dass eine
Verdopplung der Uap als unabhangiger Risikofaktor mit einem Anstieg der
kardiovaskularen Mortalitat um 29% und der nicht-kardiovaskularen Mortalitat um 12%
einhergeht [29]. Ahnliche Daten finden sich auch in der WHO-MONICA-, EPIC-Norfolk-
oder Framingham-Studie [30-32]. In einer Analyse von Hochrisikopatienten mit Diabetes
mellitus oder vaskularen Vorerkrankungen konnte gezeigt werden, dass eine Erhdhung
der Uapr um den Faktor 2 unabhangig vom ursprunglichen Ausgangswert eine
signifikante Zunahme des Mortalitatsrisikos um 48% bedingt [33]. Diercks et al. kamen
bei der Analyse von Daten an Patienten mit vorbestehenden ST-
Streckenveranderungen zu dem Ergebnis, dass die MA hinsichtlich ihres relativen
Risikos fur ein kardiovaskulares Ereignis anderen klassischen Risikofaktoren wie
Nikotinabusus, Hypertonie oder Fettstoffwechselstorungen Uberlegen zu sein scheint
[34]. Dabei scheint sich der schadliche Effekt anderer klassischer arteriosklerotischer
Risikofaktoren durch das Vorliegen einer zusatzlichen Uap hinsichtlich des Eintretens
ischamischer Herzerkrankungen signifikant zu potenzieren [30]. Als Ursache fiur die
Assoziation der Uap mit einer erhohten kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat wird
eine generalisierte Endotheldysfunktion angenommen, die frihzeitig Ausdruck in einer
vermehrten renalen Uap findet [35]. Die kausalen Zusammenhange sind jedoch im
Detail noch nicht geklart. Moglicherweise beglnstigt das Zusammenspiel aus
gesteigerter Permeabilitat mit Akkumulation von Lipoproteinen in die Gefallwand [36,
37] und prothrombotischer Komponente mit Stérung des vaskularen Tonus, der
Hamostase und Fibrinolyse [35, 38, 39] das Auftreten makrovaskularer Ereignisse [30,
40].

Wenngleich die Rolle als prognostischer Marker initial insbesondere fiur Diabetiker
postuliert wurde [41], scheint die MA jedoch auch jenseits spezieller Risikogruppen von
Bedeutung zu sein. Bevolkerungsbasierte Studien belegen, dass die MA innerhalb der
Gesamtpopulation bei einem von 15 bis 20 Individuen ohne Diabetes mellitus oder
Hypertonie pravalent ist [25, 26] und selbst innerhalb einer scheinbar gesunden
Bevolkerungsgruppe ohne typisches Risikoprofil auf ein erhohtes kardiovaskulares
Risiko hinweist [29, 32]. Von besonderer Beachtung ist auch der Umstand, dass selbst
eine Uap unterhalb des festgelegten Schwellenwertes von 30 mg/24h (Low-Grade-
Albuminurie) bereits Hinweise auf eine noch subklinische Vaskulopathie liefert und zu
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spateren kardiovaskularen Erkrankungen pradisponiert [29, 32, 42]. Im Umkehrschluss
konnten in weiteren epidemiologischen Studien Ubereinstimmend nachgewiesen
werden, dass eine Reduktion der Uap unter antihypertensiver Therapie wesentlich zur
Prognoseverbesserung und Pravention kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat
beizutragen scheint [15, 16, 43, 44].

All diese in jungster Vergangenheit gewonnenen Erkenntnisse finden Einzug in den
2013 veroffentlichten und Uberarbeiteten KDIGO (Kidney Disease: Improving Global
Outcomes)-Guidelines fur chronische Nierenerkrankungen, in denen im Sinne der
Risikostratifizierung der Schweregrad der Uap erstmals als eigenstandiges Kriterium in

das Klassifikationssystem mit aufgenommen wurde [1].

2.3 Der renale Filtrations- und Absorptionsapparat — Pathophysiologie der

Albuminurie

Am Aufbau der glomerularen Filtrationsbarriere (GFB) sind drei strukturelle Schichten
beteiligt (Abb. 1b): das hochspezialisierte, gefensterte und mit einer negativ geladenen
Glykokalyx umgebene Endothel der glomerularen Kapillarschlinge, die glomerulare
Basalmembran (GBM) und das durch Podozytenfortsatze gebildete Schlitzdiaphragma
[45, 46]. Dieser komplexe Aufbau ermoglicht eine selektive ladungs-, form- und
groRenspezifische Filtration des zu filtrierenden Stoffes. Wahrend Wasser, Elektrolyte
und niedermolekulare Stoffe <40 kDa die Filtrationsmembran frei passieren kdnnen,
werden zellulare Substanzen und groAmolekulare Proteine unter physiologischen
Bedingungen zuruckgehalten [45, 47].

Albumin ist ein in der Leber gebildetes Protein und stellt mit etwa 60% den groften
Anteil aller Plasmaproteine im Blut. Neben seiner Transportfunktion fur Calzium,
Magnesium, Bilirubin, Fettsauren, Hormone oder Arzneistoffe und seiner Pufferfunktion
liegt die physiologische Bedeutung des Proteins vor allem in der Aufrechterhaltung des
onkotischen Druckes zwischen Plasma und Interstitium [48, 49]. Mit einem
Molekulargewicht (MG) von 69 kDa, einem effektiven Radius von 7,5 nm und einer
negativen Nettoladung von -15 wird Albumin durch den oben beschriebenen
strukturellen Aufbau der GFB effektiv zurickgehalten [45, 48]. Die Analyse von Daten
mehrerer Mikropunktionsstudien konnte zeigen, dass die fraktionelle Filtration von
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Albumin unter physiologischen Bedingungen lediglich zwischen 0,01% bis 0,06% der
Plasmakonzentration (~40 g/l) betragt (Abb. 1a) [47, 50].

Plasmakonzentration [=————> ¢
~40g/l

| Ultrafiltrat: 4-5 mg/d

PodozytenfiiBchen
Schlitzdiaphragma
-37% phrag
GBM —d—> . ®
Gefenstertes Endothel =>|©
-34% .
/ Glykokalyx =>.*
| TR I-
-23% b
l [
LAN
-3% -
Lysosom
Tubuluszelle Endosom n
Endozytosevesikel J
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Megalin/Cubilin- \ fragmente
Rezeptor l ,
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| Endharn: < 30 mg/dl| I > a) A m m o mm—m o omom ._9
9

Abb. 1: Schematischer Aufbau des glomerularen Filtrationsapparates und Physiologie
der Albuminurie beim Menschen.

a) Albuminfiltration und -resorption. Ausgehend von einer Plasmakonzentration von ~40 g/l und
unter Annahme von 180 | Primarharn taglich, werden bei einem Siebkoeffizienten von 0,0001
bis 0,0006 etwa 4-5% der urspringlichen Plasmakonzentration filtriert. Mehr als 90% des
filtrierten Albumins werden im proximalen Tubulus rickresorbiert, kleinere Mengen folgen in
distalen Nephronabschnitten, sodass insgesamt ~97% der ursprunglichen
Albuminkonzentration im Primarharn riuckresorbiert werden. Inwieweit der distale Tubulus
physiologisch an der Reabsorption beteiligt ist oder ob die weitere Konzentrationsabnahme auf
methodischen Fehlern beruht, ist noch ungeklart (modifiziert nach [47, 50]).

b) Schematischer Aufbau der GFB. Von aufen nach innen: das gefensterte Endothel mit
negativ geladener Glykokalyx (200 nm), die GBM (250-400 nm), ein zellloses Maschenwerk aus
u.a. Typ IV Kollagen, Laminin, Nidogen und Heparansulfat als restriktiver Raum fur die
Proteinpassage, und Podozyten, deren fingerformig ineinandergreifende Fortsatze das
Schlitzdiaphragma bilden. Das Zusammenspiel aller drei Schichten bildet einen dynamischen,
aber effizienten, form-, ladungs- und gréRenspezifischen Filter fir die Gberwiegende Anzahl an
Plasmaproteinen (modifiziert nach [51]).

c¢) Reabsorptionsmechanismus des proximalen Tubulus. Nach Bindung an einen
Megalin/Cubilin-Rezeptor des tubularen Birstensaums wird filtriertes Albumin durch
Vesikelbildung (coated pits) endozytotisch internalisiert und endolysosomal degradiert. Freie
Aminosauren werden resorbiert und in die Zirkulation freigesetzt, einzelne Peptidfragmente
jedoch auch zuriick in das Tubuluslumen sezerniert. Megalin und Cubilin dissoziieren pH-
abhangig im frihen Endosom und werden erneut in die apikale Tubulusmembran eingebaut
(modifiziert nach [22]).

19



Der Uberwiegende Anteil des ultrafiltrierten Albumins wird insbesondere im S1 und S2-
Segment des proximalen Tubulus mittels eines Megalin/Cubilin (CUBN)-
Rezeptorkomplexes endozytotisch aufgenommen und lysosomal in Aminosauren (AS)
zerlegt, so dass letztlich weniger als 3% des filtrierten Albumins mit dem Endharn
ausgeschieden werden (Abb. 1c) [47, 50, 52-54].

Die erhdhte Uap ist somit Ausdruck einer strukturellen oder funktionellen Stérung des
glomerularen Filtrationsapparates und/oder des tubularen Resorptionsmechanismus.
Wenngleich alle drei Schichten des glomerularen Filters essentiell zum selektiven
Filtrationsmechanismus beizutragen scheinen [46, 55, 56], so wird den Podozyten eine
besonders herausragende Rolle zum Erhalt der Integritat des glomerularen Filters
zugesprochen [51]. Einerseits sezernieren Podozyten wichtige Signalstoffe fur die
Entwicklung und den Erhalt der GBM sowie der Endothelzellen [56, 57], andererseits
bilden sie mit ihren Zellfortsatzen unmittelbar eine dichte, strukturelle Barriere fur
hochmolekulare Stoffe. So fuhrt eine verminderte Anzahl von Podozyten (Apoptose,
Ablosung oder Proliferationshemmung), Veranderungen im Aktin-Zytoskelett des
Podozyten oder der Verlust diaphragmaler Signalproteine zu einer Storung der Integritat
des Schlitzdiaphragmas und somit zu erhdhter Durchléssigkeit [45]. Ubersteigt die
Konzentration ultrafiltrierter Proteine die tubulare Resorptionskapazitat, resultiert dies
konsekutiv in einer pathologischen Uap.

Der tubulare Reabsorptionsmechanismus kann jedoch auch primar beeintrachtigt sein.
Ein Beispiel hierfur ist das seltene, autosomal rezessive Imerslund-Grasbeck-Syndrom,
bei dem die betroffenen Patienten aufgrund von Mutationen im CUBN-Gen neben einer
Vitamin B12-Malabsorption eine ausgepragte Proteinurie als Zeichen des molekularen
Defektes mit gestorter tubularer Resorption aufweisen [22]. Auch wenn die Bedeutung
des CUBN fur die Uap im Vorfeld bekannt war, konnten Boger et al. erst im Jahre 2011
in einer grof angelegten Assoziationsstudie mit rund 70.000 europaischen und US-
amerikanischen Einwohner verschiedener Ethnien erstmals einen Einzelnukleotid-
Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) im CUBN-Gen in Form einer

Missense-Mutation identifizieren, die mit einer erhdhten Uap assoziiert war [58].
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2.4 Die Albuminurie — eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung

In Anbetracht der prognostischen Relevanz fur renale und kardiovaskulare
Erkrankungen erlangt die Identifizierung kausaler Krankheitsdeterminanten fur die Uan
besondere Bedeutung.

Nach aktuellem Kenntnisstand liegt der Uap eine komplexe, multifaktorielle Genese zu
Grunde, bei der sowohl genetische, demographische und ethnische Faktoren als auch
diverse Umweltvariablen direkt oder indirekt an der Entstehung und dem
Auspragungsgrad der Erkrankung beteiligt sind [59] (Abb. 2).

i Gen 2 \
Passagere Einflussfaktoren
. Ethnie
Fieber
Harnwegsinfekte
Korperliche Anstrengung /
Orthostase Gen 4 ) Gen 1
Erndahrungsgewohnheiten
Dekompensierte Herzinsuffizienz
Hypertensive Entgleisung *
Blutzucker-Entgleisung
Menstruation . .
Operative Eingriffe Albuminurie € - Chronische Risikofaktoren

Gen 3 Adipositas
Metabolisches Syndrom

Alter Nikotinabusus

Fettstoffwechselstérungen
Gen 5 Geschlecht Pulsfrequenz

Hormonersatztherapie

Hypertonie
T N Diabetes mellitus

Abb. 2: Schematische Darstellung des multifaktoriellen Einflusses auf die Entwicklung,
Auspragung und Aufrechterhaltung der Albuminurie.

In der Vergangenheit konnte eine Vielzahl pathophysiologisch relevanter und potentiell
modifizierbarer Risikofaktoren identifiziert werden, die eine erhdhte Uap mit verursachen
und unterhalten. Die pathophysiologische Relevanz der arteriellen Hypertonie und des
Diabetes mellitus ist dabei unbestritten, auch wenn die genauen Mechanismen nicht im
Detail geklart sind [45, 46, 60, 61]. So fuhren beispielsweise hypertensive
Blutdruckwerte auf lange Sicht zu einer Storung der Autoregulation des Vas afferens mit
konsekutiver Druckbelastung des glomerularen Kapillarbettes, Destruktion der GFB mit
Hyperfiltration von Plasmaproteinen und unter Aktivierung des RAAS (Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System), oxidativem  Stress und  Entwicklung einer
endothelialen Dysfunktion zu ausgepragten strukturellen Umbauprozessen bis hin zur

Glomerulosklerose, segmentaler Nekrose und tubulointerstitieller Fibrose [62, 63].
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Daneben konnten auch der Body-Mass-Index, die Herzfrequenz,
Fettstoffwechselstorungen oder Aspekte der individuellen Lebensfihrung wie
Ernahrungsgewohnheiten und Nikotinabusus als assoziierte Faktoren identifiziert
werden [64-67].

Die Tatsache, dass nur bei einem Anteil der Hochrisikopatienten eine MA pravalent ist,
legt die Vermutung nahe, dass genetische Faktoren einen nicht unwesentlichen Anteil
zur Pradisposition des Individuums beitragen. Hinweise fur den Einfluss einer
genetischen Komponente fur die Uap konnten erstmals von Fogarty et al. im Rahmen
von Familienanalysen nachgewiesen werden [68, 69]. Mit dem Wissen um die
Komplexitat des Phanotyps ,Albuminurie® wird jedoch verstandlich, dass die
Moglichkeiten der Identifizierung kausaler genetischer Determinanten der Uap im
humanen Kontext begrenzt sind. So ist der genetisch determinierte Anteil, wie fur
quantitative Merkmale typisch, voraussichtlich nicht allein auf die Wirkung eines
einzelnen mutierten Genortes zurtuckzufuhren, sondern Resultat multipler Einzelgene,
die in ihrer Gesamtheit die Suszeptibilitat eines Individuums definieren [59, 70].
Okogenetische Interaktionen, genetische Heterogenitat oder geringe Penetranz sind
weitere Phanomene, die eine effiziente genetische Analyse am Menschen behindern
[71-73]. Bisher konnten in genomweiten Assoziationsstudien in Abhangigkeit von der
untersuchten Population mehrere Genloci fur die Uan auf mehr als der Halfte aller
Chromosomen nachgewiesen werden [74-80]. Die Identifikation einzelner, ursachlich
am Phanotyp beteiligter Gene ist auf Grundlage dieser Ergebnisse bisher jedoch noch

nicht gelungen.

2.5 Tiermodelle und experimentelle Strategien fur die Genidentifizierung

komplexer Phanotypen

2.5.1 Methodischer Wert von Tiermodellen in der biomedizinischen Forschung

Fur die Erforschung multifaktorieller, polygenetischer Erkrankungen und ihrer
komplexen Mechanismen hat sich der Einsatz von murinen Tiermodellen bewahrt. Mit
Hilfe von ingezichteten Tierstammen kann durch selektive Verpaarung
merkmalstragender Tiere (Bruder-Schwester-Verpaarung Uber >20 Generationen) auf
Basis naturlich vorkommender Allelkombinationen der gewuinschte Phanotyp genetisch
fixiert und unter den Tieren Uber Generationen hinweg eine genetische Homogenitat

von Uber 99% erzielt werden [81]. Durch standardisierte Haltungsbedingungen lasst
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sich daruber hinaus der unerwunschte Einfluss exogener, merkmalsbeeinflussender
Determinanten minimieren oder vice versa der Einfluss einer Umweltvariablen gezielt
untersuchen.

Tiermodelle ermdglichen auf diese Weise eine vereinfachte, reduktionistische
Betrachtungsweise komplexer Phanotypen, die es erlaubt, kausale molekulargenetische
Grundlagen sowohl am Gesamtorganismus, als auch an isolierten Organsystemen oder
auf zellularer Ebene zu entschlisseln [82]. Aufgrund gut reprozierbarer und selbst
innerhalb einer kleinen Kohorte statistisch aussagekraftiger und reprasentativ

generierbarer Daten konnen sie so humanen Studien weit Uberlegen sein.

2.5.2 Die Ratte als Tiermodell

Die Wanderratte (Rattus norvegicus), deren wissenschaftliche Nutzung sich auf die
1850er Jahre zurlckdatieren Iasst, stellt aufgrund einfacher, standardisierter
Haltungsbedingungen, einer kurzen Reproduktionsphase, ihrer KérpergrofRe und der mit
dem Menschen vergleichbaren Physiologie ein geeignetes und bewahrtes (>1 Mio.
Publikationen seit 1966 [83]) Tiermodell in der Forschung dar [84, 85]. Fur ein breites
Spektrum an neurologischen, kardiovaskularen, endokrinologischen, autoimmunen oder
malignen Erkrankungen stehen heute eine Vielzahl an etablierten, physiologisch gut
charakterisierten Inzuchtstammen zur Verfiugung ([83], Rat Genome Database (RGD),
http://rgd.mcw.edu/strains). Durch die Etablierung neuer genomischer Ressourcen
ruckten jedoch auch zunehmend genetische Fragestellungen in den Mittelpunkt der
Forschung. Grundlage hierfur bildete die nahezu vollstandige Sequenzierung des
Rattengenoms [86], gefolgt von der Entwicklung zahlreicher genetischer Marker, die die
Konstruktion einer hochauflosenden genetischen Karte der Ratte und die gezielte
Suche nach Kandidatengenen ermoglichten. Zudem steht mit der Erzeugung genetisch
veranderter Rattenlinien wie Knockout-, oder transgene Modelle ein potentes
Instrument zur Erforschung molekulargenetischer Grundlagen zur Verfugung. Letztlich
erlaubt die genetische Homologie von ~90% zwischen Ratte und Mensch [83], die
weitere Analyse der Ergebnisse im humanen Kontext.

2.5.3 Die Rattenmodelle MWF und SHR

Die Munich Wistar Fromter-Ratte (MWF) stellt als Sublinie der Munich Wistar-Ratte
einen seit 1978 etablierten ingezuchteten Rattenstamm dar, der initial aufgrund seiner
phanotypischen Auspragung von subkapsuldar gelegenen Glomeruli in der
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normalerweise glomerulifreien Oberflache des Nierencortex fur die Durchfuhrung von
Mikropunktionsstudien generiert wurde und sich im Besonderen fur die Untersuchung
genetischer Grundlagen und pathophysiologischer Mechanismen chronischer
Nierenerkrankungen etabliert hat [87-89]. Neben der phanotypischen Besonderheit
,Subkapsulare Glomeruli“ zeichnet sich die MWF-Ratte durch eine milde spontane
Hypertonie und eine frihzeitig einsetzende Uap aus [88, 90-92]. Nierenmorphologisch
konnten neben einer im Vergleich zu nierengesunden Lewis- und Wistar-Ratten um 27-
50% reduzierten Gesamtnephronzahl glomerulosklerotische und interstitielle, fibrotische
Veranderungen sowie eine reduzierte Podozytenanzahl nachgewiesen werden [91, 93].
Daruber hinaus ist zwischen weiblichen und mannlichen MWF-Tieren ein sexueller
Dimorphismus bekannt, der bei Weibchen zu einem insgesamt milderen
albuminurischen Verlauf, einem Ausbleiben der Glomeruloskleroseentwicklung und
niedrigeren Blutdruckwerten fuhrt [92, 94-96].

Die Spontan Hypertensive-Ratte (SHR) hat sich als Tiermodell flr die Untersuchung
kardiovaskularer Erkrankungen bewahrt. Von Wistar-Kyoto (WKY)-Ratten abstammend
wurde der SHR-Stamm von Okamoto und Aoki 1969 als hypertensiver Inzuchtstamm
etabliert [89, 97, 98]. Phanotypisches Charakteristikum sind die sich frahzeitig
manifestierenden, deutlich erhohten systolischen Blutdruckwerte von 160-200 mmHg
[99-101]. Im Gegensatz zum MWF-Stamm weisen SHR-Ratten zeitlebens eine im
Wesentlichen gesunde Nierenstruktur auf [102, 103] und zeigen mit zunehmenden Alter
eine nur langsame Progression vergleichsweise milder hypertensiver renaler
Endorganschanden [104, 105]. Daruber hinaus weisen SHR-Ratten eine physiologische
Uaib mit altersentsprechendem, mildem Verlauf auf [93, 106].

2.5.4 Von der Kopplungsanalyse zum Kandidatengen

Eine etablierte Methode fur die Identifikation krankheitsassoziierter Gene stellen
Kopplungs- und Kosegregationsanalysen dar. Dabei handelt es sich um statistische
Analysen, mit deren Hilfe jene chromosomalen Regionen identifiziert werden konnen,
die mit hoher Wahrscheinlichkeit in einem kausalen Zusammenhang mit dem
gewunschten Phanotypen stehen. Eine chromosomale Region und deren genetische
Variation, die an der Auspragung eines quantitativen Merkmals wie der Uai beteiligt ist,
wird als Quantitative Trait Locus (QTL) bezeichnet. Ausgehend von zwei initial

phanotypisch kontrastierenden Inzuchtstammen koénnen durch ein gezieltes
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Verpaarungsschema Individuen generiert werden, die eine breite genetische Variabilitat
aufweisen und deren Phanotypen mit ihren assoziierten Genotypen kosegregieren. Die
Zuordnung eines genetischen Merkmals zu einer chromosomalen Region erfolgt
indirekt mit Hilfe genetischer Marker, deren topographische Lage bekannt ist und die als
definierte Markierungspunkte im Genom dienen [107, 108]. Bei entsprechender
raumlicher Nahe zum gesuchten Genort werden sie gekoppelt mit dem Phanotyp
vererbt [70, 109, 110]. Mit Hilfe einer Computersoftware wie MAPMAKER konnen
anschlieend an Hand der verwendeten Marker Chromosomenkarten erstellt und jeder
Marker auf seine Merkmalskopplung analysiert werden [111].

Ein identifizierter QTL kann im nachsten Schritt durch Etablierung konsomer
Rattenstamme validiert werden. HierfUr wird das gesamte, den Locus tragende
Chromosom des Donorstammes in den isogenetischen Hintergrund des
kontrastierenden Empfangerstammes transferiert [112]. Die Existenz und funktionelle
Relevanz des QTL lasst sich nachfolgend in der phanotypischen Untersuchung des
konsomen Stammes bestatigen, sofern der erwunschte Phanotyp durch den
chromosomalen Austausch induziert beziehungsweise in der Auspragung minimiert
oder eliminiert werden konnte.

Da die initiale chromosomale Kartierung jedoch meist relativ ungenau und der
identifizierte Chromosomenabschnitt je nach Markerdichte verhaltnismalig grof3 und
mehrere hundert Gene enthalten kann [71], ist fur die gezielte |dentifizierung einzelner
Kandidatengene eine weitere Eingrenzung des detektierten QTL notwendig. Hierzu
werden ausgehend vom konsomen Stamm kongene Linien etabliert, indem mit Hilfe
eines markergestutzten Zuchtprotokolls sukzessiv kurzere Chromosomenabschnitte des
Donorstammes in den Empfangerstamm transferiert und diese anschlieRend
phanotypisch charakterisiert werden (Abb. 3) [113]. Da sich die einzelnen Linien
genomisch lediglich in einem kleinen chromosomalen Segment innerhalb eines daruber
hinaus einheitlichen Hintergrundgenoms unterscheiden, kann der Effekt des
Ubertragenen QTL-Bereichs auf die phanotypische Auspragung unmittelbar und
unabhangig von potentiellen Einflussen weiterer Loci analysiert werden [83].
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Abb. 3: QTL-Substitution mittels Generierung kongener Linien.

Der initial detektierte QTL-Bereich eines Donorstammes (griin schraffiert) kann unter Bildung
kongener Linien naher analysiert werden, indem sukzessiv kleinere Chromosomenfragmente in
den isogenetischen Hintergrund des Empfangerstammes (rot) transferiert und die Individuen
nachfolgend phanotypisch charakterisiert werden. Wahrend die kongenen Linien 1-3
phanotypisch dem Donorstamm entsprechen (gesund), zeigt Tier 4 durch den Verlust des
chromosomalen Anteils zwischen den genetischen Markern D und E die gewulnschte
Krankheitsauspragung. Dies lasst auf die Lokalisation des oder der krankheitsassoziierten
Gene in diesem chromosomalen Abschnitt schlieRen. Der urspriingliche QTL kann auf diese
Weise eingegrenzt und die Suche nach Kandidatengenen effizienter gestaltet werden
(modifiziert nach [70]).

2.6 ldentifikation eines bedeutsamen Albuminurie-QTL auf RNO6 der MWF-Ratte

Samtliche nachfolgend dargestellten genetischen Analysen beziehen sich auf das 2014
durch die Atlas Gruppe am Baylor Human Genome Sequencing Center (HGSC)
erstellte Rat Genome Sequencing Consortium (RGSC) Assembly v6.0.

2.6.1 Initiale Kopplungs- und Kosegregationsanalysen und weiterfuhrende
Validierungsexperimente
Die Arbeitsgruppe konnte in vergangenen Studien initial Uber zwei genomweite
Kopplungsanalysen einer Backcross-Population zwischen MWF und den
kontrastierenden Referenzstammen Lewis/rus und SHR/r«kb insgesamt 11 verschiedene
QTL auf 10 Chromosomen (RNO1, RNO4, RNO6-RNO9, RNO12, RNO15, RNO17 und
RNOX) fir die Uap identifizieren [89, 93, 114]. Dem Uapr-QTL auf RNO6 galt in
weiterfuhrenden Untersuchungen besonderes Interesse, da dieser als einziger in
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beiden Kopplungsanalysen detektiert werden konnte und im Vergleich die starkste
statistische Kopplung fur die Uap aufwies. Die funktionelle Relevanz des RNO6-QTLs
konnte in Vergangenheit durch die Etablierung der konsomen Linie MWF-65"R bereits
validiert werden [115]. Im Vergleich zur nierenkranken MWF-Ratte konnte die Uap bei
mannlichen MWF-6SHR-Tieren durch die Substitution von RNO6 von MWF durch SHR in
der 8. Woche vollstandig auf SHR-Niveau normalisiert und der progressive Anstieg der
Uab im Altersverlauf hochsignifikant supprimiert werden. DarlUber hinaus wiesen
konsome MWF-65"R-Ratten eine hohere glomerulare Dichte und histologisch signifikant
geringere nierenpathologische Veranderungen auf [115].

2.6.2 Weitere Eingrenzung und funktionelle Validierung des Albuminurie-QTLs
mittels phanotypischer Charakterisierung kongener Rattenlinien

Parallel zu den statistischen Analysen wurde durch die Verpaarung des konsomen
Stammes MWF-65HR mit dem Parentaltierstamm MWF und anschlieBendem Intercross
zwischen F1-Individuen mit der Etablierung kongener Rattenlinien und deren
Phanotypisierung begonnen. In Vergangenheit konnten in unserer Arbeitsgruppe
insgesamt 13 kongene Stamme etabliet werden, welche sukzessiv kleinere
chromosomale RNOG-Fragmente aus SHR in einem daruber hinaus einheitlichen MWF-
Hintergrundgenom aufwiesen (Abb. 4). Uber anschlieBende Bestimmung der Uap bei
Tieren der 8. Woche konnte innerhalb des Uap-QTL auf RNOG6 ein chromosomaler
Abschnitt, im Folgenden als Uap1-QTL bezeichnet, identifiziert werden, der insgesamt
~91% der Uap bedingt (nicht-publizierte Daten der Arbeitsgruppe) (Abb. 4). Der Uap1-
QTL wird definiert durch die beiden kongenen Linien MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4). Wahrend MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81)-Individuen,
welche den Uap1-QTL von MWF tragen, mit 18,1 mg/24h eine mit dem Parentalstamm
MWEF vergleichbare Uap aufwiesen, konnte durch den Austausch mit dem
korrespondierenden informativen Chromosomenintervall des nierengesunden SHR-
Stammes die Uap bei kongenen MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4)-Ratten signifikant auf
1,5 mg/24h supprimiert werden (p<0,0001).

Um die Grenzen des identifizierten Uap1-QTL prazise zu Kkartieren, wurde in
Kooperation mit dem Institut fur Humangenetik der Westfalischen Wilhelms-Universitat
Munster unter Leitung von Frau Prof. Dr. Monika Stoll das Genom der beiden
Parentalstamme MWF und SHR in diesem chromosomalen Abschnitt im Detail

sequenziert (Next generation sequencing, NGS). Auf diese Weise konnte der
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feinkartierte Uap1-QTL auf RNO6 neu definiert und letztgultig auf einen Bereich von
~2,5 cM (~4,9 Mb) eingegrenzt werden. Dieser umfasst derzeit 75 sicher kartierte Gene

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/).
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Abb. 4: Feinkartierung des Uap1-QTL auf RNO6 und Phanotypisierung ausgewahlter
kongener Linien (nach RGSC v6.0).

Von links nach rechts: Transfer sukzessiv kurzerer Chromosomenabschnitte aus MWF (rot) in
den isogenetischen Hintergrund von SHR (grau) unter Etablierung kongener Tierstdmme. Der
diskriminierende chromosomale Bereich (blau) zwischen den kongenen Linien MWF.SHR-
(D6Rat1-D6Rat81) und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) bedingt ~91% der Uap. Der Uapn1-QTL
umspannt einen Bereich von ~4,9 Mb (Basenpaare 106.400.000 — 111.425.000) und beinhaltet
derzeit 75 kartierte Gene (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/gdv/?org=rattus-norvegicus).
RNO6 modifiziert nach http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus/Location/Genome.
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2.6.3 Positionelle Kandidatengenanalyse im feinkartierten Uab1-QTL auf RNO6

In orientierenden Expressionsanalysen der innerhalb des Uap1-QTL kartierten Gene
zeigte sich fur das zu Beginn dieser Arbeit weitgehend unbekannte Gen
Transmembranprotein 63c (Tmem63c), welches zwischen den Basenpaaren
111.049.559 und 111.120.799 auf 6q31 kartiert, zum Zeitpunkt der 8. Woche gegenuber
dem Referenzstamm SHR eine uber 3-fach erhohte Expression bei albuminurischen
MWEF-Individuen (nicht-publizierte Daten der Arbeitsgruppe). Aufgrund der differenten
Expressionsrate erschien Tmem63c als besonders vielversprechender Kandidat fur
weiterfuhrende Untersuchungen.
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2.7 Zielsetzung der Arbeit

Angesichts der prognostischen Relevanz der Uap fur renale, kardio- und
zerebrovaskulare  Erkrankungen ruckt die Erforschung pathophysiologischer
Mechanismen der Uap zunehmend in den Vordergrund. Die Identifizierung
krankheitsrelevanter Gene im Tiermodell stellt hierbei einen vielversprechenden Ansatz
dar, ein tieferes Verstandnis fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Uap auf
molekulargenetischer Ebene zu erlangen, um kunftig neue therapeutische Ansatze fur
den Menschen entwickeln zu kdnnen.

Ziel dieser Arbeit war die weiterfuhrende Validierung des identifizierten Uan1-QTL auf
RNO6 der MWF-Ratte. Hierzu erfolgte die phanotypische Charakterisierung der
Parentalstamme MWF und SHR sowie der den Uap1-QTL definierenden kongenen
Tierlinien MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4). Diese
Arbeiten umfassten die Bestimmung der Uap im weiteren Altersverlauf der Tiere sowie
invasive und nicht-invasive Blutdruckmessungen zum Ausschluss eines potentiellen
blutdruckbedingten Einflusses. Das zwischen den Parentalstammen MWF und SHR
uber differentielle Genexpressionsanalysen zum Zeitpunkt der 8. Woche auffallige,
innerhalb des Uan1-QTL kartierende Gen Tmem63c sollte uber weiterfUihrende mRNA-
Expressionsanalysen an den kongenen Linien MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und
MWEF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) validiert und unter Berucksichtigung des Altersverlaufs
sowie des sexuellen Dimorphismus naher analysiert werden. Die erfolgreiche
Translation des Gens sowie stammesabhangige quantitative Unterschiede sollten
zudem mittels Western Blot an isolierten Glomeruli eruiert werden. Zusatzliche
immunhistochemische Analysen an in Paraffin eingebetteten Nierenschnitten sollten
darUber hinaus Aussagen Uber die genaue Lokalisation des Proteins liefern.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse sollen in Zukunft neben Tmem63c weitere potentielle
Kandidatengene des Uan1-QTL auf RNOG identifiziert, analysiert und deren funktionelle
Relevanz in Hinblick auf pathophysiologische Mechanismen der Uap naher

charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Substanz Firma
Agarose Invitrogen
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
BioTherm buffer (10x) ohne MgCl: Rapidozym GmbH
Bovines Serum Abumin (BSA) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Merck
Complete mini, Tablette Roche
dNTPs (2,5 mM) Rapidozym
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol J.T. Baker
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Merck

Glycin Roth
Isopropanol Sigma-Aldrich
MgCl2 (50 mM) Rapidozym GmbH
Methanol J.T. Baker
Natriumchlorid Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Ponceau S Roth
Rotiphorese Gel 30 Roth

Skim Milk Powder Fluka

Sodium orthovanadate Calbiochem

SYBR Green PCR MasterMix
SuperSignal West Pico Chemoluminiszenz-
Substrat

Applied Biosystems
Thermo Scientific

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma-Aldrich
Tris base Roth
Tris-HCI Roth
Tween 20 Roth

3.1.2 Kits
Substanz Firma
DC Protein Assay Bio-Rad
First Strand cDNA Synthesis Kit MBI Fermentas
RNeasy Midi Kit Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
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3.1.3 Puffer und Losungen

Puffer/Losung Bestandteil Konzentration/Menge
1x PBS Natriumchlorid 43,8 g
Kaliumhydrogenphosphat 1,19
Di-Natriumhydrogenphosphat- 5,0 g
Dihydrat
Aqua bidest. ad1l,pH74
1x TBST 1x TBS 990 ml
Tween 20 1 mi
4x 0,5 M Tris-HCI/SDS  Tris base 6,19
HCI 37%
SDS 0449
Aqua bidest. ad 100 ml, pH 6,8
4x 1,5 M Tris-HCI/SDS  Tris base 91g
HCI 37%
SDS 29
Aqua bidest. ad 500 ml, pH 8,8
5x Lammli- Tris-HCI 0,05 M 1 ml
Probenpuffer SDS 30% 3,3 mi
DTT 200 mM 0,5 mi
Glycerol 5ml
Bromphenolblau 0,1 mi
Aqua bidest. 67 ul
10x Lammli-Laufpuffer  Tris base 75,59
Glycin 360 g
SDS 259
Aqua bidest. ad 2500 ml
10x TBS Tris base 244 ¢
NaCl 80 g
HCI 37%
Aqua bidest. ad1l,pH 7,6
Blotting Puffer Tris base 7649
Glycin 37,59
Methanol 500 ml
Aqua bidest. 21
CMR-Puffer Complete mini 1 Tablette
Tris-HCI 0,05 M 10 ml
Sodium orthovanadat 200 mM 0,2 ml
Coomassie-Farbung
Farbeldsung Coomassie-Blue G-250 0,2g
Methanol 40% 100 ml
Essigsaure 100% 20 ml
Aqua bidest. 80 mi
Aquilibrierlésung Essigsaure 100% 10 ml
Aqua bidest. 190 ml
Fixierlosung Ethanol 95% 250 ml
Essigsaure 100% 50 mi
Aqua bidest. 300 ml

32



Puffer/Losung Bestandteil Konzentration/Menge
Wasch-/ Ethanol 100% 500 ml
Entfarbeldsung Essigsaure 100% 100 mi

Aqua bidest. 400 ml

Eisensuspension Eisen(ll/lll)-oxalat Pulver 12,59

1x PBS 1000 ml

Heparinlosung Heparin (25000 |.E.) 0,5 ml

(50 U/ml) Natriumchlorid-Losung 0,9% 49,5 ml

Ponceau S-Losung Ponceau S 0,59

Essigsaure 100% 1 mi
Aqua bidest. ad 100 ml
Sodium orthovanadat = Sodium orthovanadat 368 mg
200 mM Aqua bidest. 10 ml
3.1.4 Gele
Gel Reagenzien Menge
10% Acrylamid-Trenngel Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 5,0 mi
fur Western Blot Tris-CI/SDS, pH 8,8 3,8 mi
Aqua bidest. 6,3 mi
APS 10% 50 pl
TEMED 10 pl

3,9% Acrylamid-Sammelgel  Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 1,3 ml

fur Western Blot Tris base (pH 6,8) 2,5ml
Aqua bidest. 6,1 mi
APS 10% 50 pl
TEMED 10 pl

1,5% TAE-Agarosegel Agarose 0,649

fur Primertestung 1x TAE 40 ml
Ethidiumbromid 6 ul

3.1.5 Primer
Gensymbol Name Sequenz 5 > 3¢ Exon
Hmbs PBGD-TQ-F TGAAAACCTTGTACCCTGGCATA 16
PBGD-TQ-R  TCCAATCTTAGAGAGTGCAGTATCAAGA 17
Tmem63c Forward TCAACACCATCGACATGTACA 3
Reverse TAGGAAAGCGGAGAAGTAGAC 4+5
3.1.6 Enzyme
Enzym Aktivitat Firma
Taq-Polymerase 5 U/ul BioTherm
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3.1.7 Antikorper und Blockierungspeptide

Spezies Katalog-Nr./ Hersteller
Bezeichnung

Primarantikorper

anti-Tmem63c Kaninchen SAB2103855 Sigma-Aldrich
Ziege sc-249033 Santa Cruz
Kaninchen HPA030657 Sigma-Aldrich
Kaninchen Anti-TMEMG63C-1 Thermo Fisher Scientific

anti-beta-actin Maus A1978 Sigma-Aldrich

Sekundarantikorper

anti-mouse Ziege A4416 Sigma-Aldrich

anti-rabbit Ziege sc-2004 Santa Cruz

anti-goat Esel sc-2020 Santa Cruz

Blockierungspeptid

anti-SAB2103855 AAP49506 Aviva Systems Biology

anti-sc-249033 sc-249033 P Santa Cruz

3.1.8 Medikamente und Arzneimittel

Medikament Firma

Atipamezol Pfizer

Carprofen Pfizer

Flumazenil — hameln Inresa

Fentanyl Janssen — Cilag

Medetomidin Pfizer

Midazolam Ratiopharm

Naloxon Delta Select

S - Ketamin (KetamestS®) Pfizer

Xylazin (Rompun®) 2% Bayer

Bepanthen Augensalbe Bayer

3.1.9 Software
Software Firma

Bio-1D, Version 12.12
Lab-Chart, Version 7

OLIGO, Version 4.1

Origin, Version 8.1

Powerlab

PrimerExpress, Version 2.0.0
Revelation G3.04

SPSS, Version 22

Peqglab Biotechnologie
ADInstruments
National Biosciences
OriginLab
ADInstruments
Applied Biosystems
Dynatech

IBM
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3.1.10 Gerate

Artikel

Firma

ABI prism 7000 Sequence Detection System
Blutdrucktransducer direkt
Blutdrucktransducer Tail-Cuff
(Blutdruck-Monitor Mehrkanal System)
Brigde Amplifier

Dri-Block®

Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN® 3
Elektrophoresesystem Mini Trans-Blot®
Feinwaage

Fusion FX7

GeneGenius Imaging System
Kuhlzentrifuge Varifuge 3.0R
Magnetrihrer Combimag RCT
Mikrozentrifuge DW-41

MRX Microplate Reader

NanoDrop 1000

PCR-Cycler

pH-Meter

Praparationsbesteck

Schuttler KM2

Spannungsgeber PowerPac 300
Taumel-Rollenmischer RM5

Tierwaage

Tischzentrifuge 5415 R

Ultraschallbad Sonorex RK 510

Ultra Turrax T25

Warmebox

Applied Biosystem
ADInstruments
TSE

ADInstruments
Techne

Bio-Rad

Bio-Rad

Sartorius

Peqglab Biotechnologie
Syngene

Heraeus Sepatch

IKA

Qualitron Systems inc.
Dynex

Peqglab Biotechnologie
MJ Research

Knick

Aesculap

Edmund Buhler GmbH
Bio-Rad

CAT

Sauter

Eppendorf

Bandelin

Janke & Kunkell
Werkstatt Charité, CBF

3.1.11 Tierbedarf

Artikel Firma
Alleinfuttermittel fur Ratten Ssniff
Lochzange fur Labortiere Aesculap
Makrolonkafig Typ Il und Typ IV Ebeco
Restrainer Ebeco
Stoffwechselkafige fur Ratten Tecniplast
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3.1.12 Sonstiges Material

Artikel Firma

96-Well Mikrotiterplatte VWR International
Blotting-Papier GE Healthcare Life Science
DNA Ladder 100 bp New England BioLabs
Einwegspritzen aus Kunststoff Braun

Falcon Tubes Becton, Dickinson and Company
Histoacrylgewebekleber Braun

Kanulen Braun

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems

MicroAmp® Optical Adhesive Film Applied Biosystems

MicroAmp® Optical Film Compression Pad Applied Biosystems

Multipipette plus Eppendorf

Nahtmaterial Ethicon

Nitrozellulose-Membran 0,45 pym GE Healthcare Life Science
PCR-Tubes 0,2 ml Biozym

Polyethylenschlauch fur invasive Smith Medical Deutschland GmbH

Blutdruckmessung
0,58 (ID) x 0,96 mm (OD), 0,28 x 0,61 mm

Prazisionswischtucher Kimberly-Clark Professional
Precision Plus Protein, All Blue Standards  Bio-Rad

RNAse AWAY Molecular BioProducts
Safe-Lock Tubes 1,5 ml, 2,0 mi Eppendorf
Schrumpfschlauch fir invasive Conrad
Blutdruckmessung

Skalpell Gr. 20 Feather

Stahlsieb 71 pym, 125 pm Retsch GmbH
Standardpipetten Eppendorf
Standardtips 20 ul, 100 ul, 1000 pl Eppendorf
Szintillationsgefalle aus Kunststoff Packard
Verpackungsfolie Saran

Wattestabe Heinz Herenz
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3.2 Methoden
3.2.1 Tierhaltung und Zucht

3.2.1.1 Tierhaltung
Die Haltung und Zucht der Ratten erfolgte in der Forschungseinrichtung fur

Experimentelle Medizin (FEM) der Medizinischen Fakultat der Charité -
Universitatsmedizin Berlin gemall den Tierschutzvorschriften des Landesamtes fur
Gesundheit und Soziales, Berlin.

Jeweils vier adulte Tiere wurden nach Geschlecht getrennt in einem mit
Weichholzgranulat ausgelegten und mit Haus, Holzstangen und Zellulosepapier
ausgestatteten Makrolonkafig vom Typ IV vorschriftsgemal® gehalten. Futter und
Wasser standen ad libidum zur Verfugung. Zu den standardisierten Bedingungen
gehorten ein automatisierter 12h Tag-/Nachtrhythmus und eine Kkonstante
Raumtemperatur von 22°C bei 60% Luftfeuchtigkeit. Die Nummerierung der Tiere
erfolgte standardgemal fortlaufend Uber eine Ohrstanze.

3.2.1.2 Parentaltierstamme und weiterfiuhrende Zuchten
Der Parentalrattenstamm MWF wurde urspringlich aus der Kolonie MWF/Ztm des

zentralen Tierlaboratoriums der Medizinischen Hochschule Hannover bezogen und wird
seit 1996 in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Reinhold Kreutz unter der
Stammbezeichnung MWF/kubro gefuhrt. Der Parentalstamm SHR entstammt aus der
Kolonie SHR/Mol der Firma M&B, Bomholtvej Danemark, und wurde im Jahr 1997 als
eigene Kolonie SHR/rk» der Arbeitsgruppe eingefiihrt. Bei beiden Stdmmen handelt es
sich um etablierte Inzuchtstamme. Die Etablierung konsomer und kongener Rattenlinien
erfolgte in umfangreichen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe mit Hilfe eines
markergestutzten Zuchtprotokolls und anschlieRender Genotypisierung mittels
polymorpher Mikrosatellitenmarker [114-116]. Die Erhaltungszucht wurde Uber gezielte
Bruder-Schwester-Verpaarung sichergestellt.

3.2.2 Phanotypische Charakterisierung

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen an Ratten wurden unter Beachtung
des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt und durch das Landesamtes fur
Gesundheit und Soziales, Berlin, genehmigt (Anzeigenummern: G 0255/09 und
T 0189/02).

37



3.2.2.1 Blutdruckmessung
Erhohte Blutdruckwerte stellen einen wichtigen Risikofakter fur die Entwicklung und das

progressive  Voranschreiten der Uap dar [117]. Um einen moglichen
blutdruckabhangigen Effekt auf die Uap auszuschlieRen, wurde der Blutdruck der den
identifizierten Uap1-QTL auf RNOG flankierenden kongenen Tierlinien vergleichend mit
den Parentalstammen MWF und SHR und dem konsomen MWF-65"R-Individuen
analysiert. Die Blutdruckwerte wurden bei mannlichen Tieren mittels invasiver
intraarterieller und nicht-invasiver Messverfahren aus Grinden der Praktikabilitat im
Alter von 14 Wochen erhoben (Tab. 2).

Tab. 2: Blutdruckanalyse — Stammiibersicht und Tieranzahl.

Stamm Tieranzahl
nicht-invasiv invasiv
SHR 9 9
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) 8 8
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) 8 8
MWEF-65HR 9 6
MWE 10 7

3.2.2.1.1 Messung des Systolischen Blutdrucks mittels plethysmographischer
Blutdruckmessung

Der systolische Blutdruck (SBD) wurde am wachen Tier mittels der nicht-invasiven,
plethysmographischen Tailcuff-Methode bestimmt [92]. Hierbei handelt es sich um ein
mit Riva-Rocci vergleichbares Messverfahren, bei dem eine Blutdruckmanschette Uber
der Schwanzwurzel angebracht und Pulswellen Uber einen distal davon platzierten
piezoelektrischen Drucksensor registriert werden. Die Messung erfolgte mit Hilfe der
Powerlab-Software von ADInstruments Uber eine automatisierte, computergestutzte,
oszillatorische Technik, bei der Durchblutungsschwankungen in systolische
Blutdruckwerte umgesetzt werden.

Um die Messbedingungen zu optimieren, wurden die Tiere zur Ruhigstellung in einen
sogenannten Restrainer aus Polyacryl gesetzt und die Messung in einer auf maximal
32°C temperierten Warmebox durchgefuhrt, um eine ausreichende Hyperamisierung
der Schwanzarterie zu erreichen. Zur Schonung der Tiere wurde der Messvorgang auf
maximal 20 min beschrankt. Nach Gewohnung der Tiere an die Messbedingungen
erfolgten mindestens je drei reprasentative Messungen an drei aufeinanderfolgenden
Tagen unter Berucksichtigung der zirkadianen Rhythmik. Die Messdaten wurden

anschlie3end arithmetisch gemittelt.
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3.2.2.1.2 Invasive Blutdruckmessung des mittleren arteriellen Drucks
Die Messung des mittleren arteriellen Drucks (MAD) erfolgte mittels Implantation eines

Femoralkatheters [118].

a) Materialvorbereitung
Der fur die invasive Blutdruckmessung benotigte Katheter wurde nach in Abb. 5

gezeigtem Schema im  Vorfeld angefertigt. Zwei  Polyethylenschlauche
unterschiedlichen Durchmessers wurden Uber einen Schrumpfschlauch miteinander
verschweil3t sowie in gleicher Weise ein zuvor dreiecksformig eingeschnittener
Schrumpfschlauch unter Ausbildung einer Lasche angebracht. Die Durchlassigkeit
sowie Dichtheit des Katheters wurde mittels Spulung mit isotonischer Kochsalzlésung

Uberpraift.

30cm

8cm 14 cm
— S — 1

Abb. 5: Schematische Darstellung des Katheters fiir die invasive Blutdruckmessung.

b) Katheterimplantation
Fir das Einbringen des Katheters wurden die Tiere mittels subkutaner Injektion von

0,005 mg/kg Korpergewicht (KG) Fentanyl, 2 mg/kg KG Midazolam und 0,15 mg/kg KG
Medetomidin narkotisiert. Nacken- und Leistenbereich wurden rasiert und mit Braunol
desinfiziert. Der Eingriff erfolgte in Ruckenlage unter Sicherung der Atemwege und
Austrocknungsschutz der Augen mittels Bepanthen-Salbe.

Bei ausreichender Narkosetiefe erfolgten ein rechtsseitiger Leistenschnitt und die
stumpfe Praparation des subkutanen Fettgewebes. Nach Darstellung des Gefal3-
Nervenstranges wurde die A. femoralis vorsichtig mittels Splitterpinzette von N. und V.
femoralis freigelegt und jeweils proximal und distal mit chirurgischem Nahtmaterial unter
Spannung reversibel abgebunden. Die Arterie wurde mittels einer Irisschere in einem
Winkel von 45° zu etwa einem Drittel erdffnet, mit Hilfe einer Mikropinzette vom
Uhrmachertyp geweitet, der Katheter vorsichtig eingefuhrt und nach proximal bis in die
Aorta abdominalis vorgeschoben. Der Katheter wurde anschliefend proximal und distal
der Einschnittstelle mit Einzelknopfnahten an der Arterie fixiert und dessen Position
zusatzlich Uber eine Naht an der Beinmuskulatur gesichert. Im Folgenden wurde das
distale Katheterende mit Hilfe einer Knopfsonde subkutan in dorsokraniale Richtung
vorgeschoben und Uber eine Inzision am Nacken ausgefuhrt. Die Fixation an der

Austrittsstelle erfolgte Uber die dafur vorgesehene Lasche aus Schrumpfschlauch tber
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eine Einzelknopfnaht. AbschlieRend wurde die Durchgangigkeit des Katheters mittels
Heparinspulung gepruft, der Katheter auf eine Lange von etwa 10 cm gekulrzt und
verschweil3t. Die Wundrander in der Nacken- und Leistenregion wurden mit
Histoacrylgewebekleber adaptiert.

Um die Auskihlung der narkotisierten Tiere zu minimieren, wurde zur Antagonisierung
der Narkose eine Kombination aus 0,12 mg/kg KG Naloxon, 0,2 mg/kg KG Flumazenil
und 0,75 mg/kg KG Atipamezol subkutan injiziert. Zur Schmerzbehandlung wurden
noch in der Narkosephase 5 mg/kg KG Carprofen subkutan verabreicht und tber eine
erneute Injektion alle 24 Stunden fur drei Tage sichergestellt. Nach der

Katheterimplantation wurden die Tiere isoliert in Makrolonkafigen vom Typ Ill gehalten.

c) Blutdruckmessung
Jedes Tier wurde im Wachzustand am Tag der Katheterimplantation und an zwei

Folgetagen einer direkten Blutdruckmessung unterzogen. Hierfir wurde der Katheter
mit 50 I.E./ml Heparinldsung gespult, mit einem Drucksensor verbunden und der
Blutdruck uber die Software Powerlab Uber mindestens 90 sec gemessen. Durch
Aufzeichnung der Pulsdruckamplitude konnte anschlielend der MAD ermittelt werden.

Die erhobenen Werte wurden abschlieRend gemittelt.

3.2.2.2 Urinuntersuchungen

3.2.2.2.1 Uringewinnung
Fur die Uringewinnung wurden die Tiere (Tab. 3) nach einer Gewdhnungsphase jeweils

einzeln fur 24 h in einen dafur vorgesehenen Stoffwechselkafig aus Makrolon gesetzt.
Dabei kann der gesamte, in dieser Zeit produzierte Urin getrennt von den Fazes
aufgefangen werden. Futter und Wasser waren frei zuganglich.

Zur Unterbindung von Albuminadhasionen wurde der gesammelte Urin in
Szintillationsgefale aus Kunststoff dekantiert. Das Volumen wurde durch Auswiegen
bestimmt (1 ml = 1 g). Mogliche Verunreinigungen wurden durch Zentrifugation bei 900
Upm fir 10 min bei Raumtemperatur (RT) sedimentiert, der Uberstand wurde

abpipettiert und bis zu weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.
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Tab. 3: Albuminurie — Stammiibersicht und Tieranzahl.

Stamm Tieranzahl

14. Woche 24. Woche
SHR 11 6
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) 7 5
MWEF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) 8 6
MWEF-65HR 10 6
MWEF 9 9

3.2.2.2.2 Messung der Albuminkonzentration im Urin
Die Hohe des Albumingehaltes im 24 h-Sammelurin wurde mit Hilfe eines bereits in

Vergangenheit eigens in der Arbeitsgruppe etablierten rattenspezifischen Albumin-
ELISAs (enzyme linked immunosorbent assay) bestimmt [92, 114]. Dabei konkurrieren
das am Mikrotiterplattenboden fixierte Rattenalbumin und freies Rattenalbumin des
gesammelten Urins konzentrationsabhangig um die Bindung eines Peroxidase-
markierten Anti-Albumin-Antikorpers. Die Peroxidaseaktivitat fuhrt unter Zugabe von
3,5,5,5-Tetramethylbenzidine zu einem blauen Farbumschlag, der sich im Sinne einer
Inversreaktion indirekt proportional zur Albuminkonzentration verhalt. Die Messung
erfolgte photometrisch bei 450 nm im ELISA-MRX-Plate-Reader als Doppelbestimmung
anhand einer standardisierten Eichgeraden. Die Albuminkonzentration wurde mit dem
Computerprogramm Dynex Revelation G3.04 berechnet und abschlieRend in mg/24h
angegeben.

3.2.3 Organentnahme und Glomeruli-lsolation

Wie bereits einleitend unter 2.3 dargestellt, unterliegt die Uabp einem komplexen
Zusammenspiel aus funktionellen Filtrations- und Absorptionsmechanismen. Obwohl
die Bedeutung der Reabsorptionskapazitat des Tubulusapparates lange Zeit
unterschatzt wurde, gilt die Storung der Integritat der GFB und Podozyten weiterhin als
Hauptursache fur die Entwicklung einer Uap. Daher erfolgten die Western Blot- und

PCR- Analysen an Glomeruli-Isolaten von Tieren der 4., 8. und 24. Woche.

3.2.3.1 Praparation bei 8 und 24 Wochen alten Tieren

Fir die Glomeruli-Isolation wurden die Tiere mittels peritonealer Injektion von 87mg/kg

KG S-(+)-Ketamin und 13 mg/kg KG Xylazin gewichtsadaptiert narkotisiert. Nach

Sicherstellung einer ausreichenden Narkosetiefe wurde das Abdomen Uber einen

medianen Langsschnitt eroffnet. Beide Nieren wurden entnommen, Hilusgefalde und

Nierenkapsel entfernt und unter Spulung mit PBS vorsichtig durch ein 125 pm
41



grol3poriges Stahlsieb gerieben, um die Glomeruli von groben Parenchymanteilen zu
trennen. Die gewonnene, Glomeruli enthaltene Suspension wurde aufgefangen und in
einem weiteren Schritt mittels eines 71 pm-Siebes von restlichen Gewebsbestandteilen
getrennt. Die zurickgehaltenen Glomeruli wurden unter Spulung mit PBS in ein 50 ml
Falkonréhrchen uberfuhrt und bei 15.000 Upm und 4°C fur 10 min zentrifugiert. Nach
Transfer des sedimentierten Pellets in ein 2 ml Eppendorf-Gefald erfolgte ein weiterer,
analoger Zentrifugationsschritt. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in
Flassigstickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt [119].

3.2.3.2 Praparation bei 4 Wochen alten Tieren
Bei 4 Wochen alten Tieren erfolgte die Glomeruli-Isolation mit Hilfe einer Eisenperfusion

[119]. Hierzu wurde nach Eroffnung des Bauchraumes die Aorta mittels einer Kantle
punktiert und die Nieren mit insgesamt 10 ml 1x PBS, gefolgt von 20 ml
Eisensuspension perfundiert. Hierbei erfolgte ein Entlastungsschnitt an der V. portae.
Anschlielend wurden die Nieren entnommen, entkapselt und unter Spulung mit PBS
durch ein 125 ym Sieb gerieben. Die in der aufgefangenen Suspension befindlichen
und mit Eisenpartikeln beladenen Glomeruli konnten nun mit Hilfe eines Magneten
selektiert und in ein 2 ml Eppendorf-Gefal® uberfuhrt werden. Die Proben wurden
ebenso in Flussigstickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.2.4 Differentielle Genexpressionsanalysen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels sensitiver RT-qPCR unter Einsatz eines flur
Tmem63c  spezifischen Primerpaares  weiterfUhrende  Expressionsanalysen
durchgefuhrt werden (Tab. 4 und 5). Hierzu zahlte initial die Ausweitung der Analyse auf
die den Uap1-QTL flankierenden kongenen Linien MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) sowie auf den konsomen Stamm MWF-6SHR, Zusatzlich
wurde im Sinne eines ,age of onset‘-Effektes die Expression im Altersverlauf evaluiert,
die Genexpression weiblicher Tiere aufgrund des bekannten sexuellen Dimorphismus
untersucht sowie der konsome Stamm SHR-6M"F analysiert, bei dem vice verca das
gesamte RNO6 aus MWF in SHR transferiert wurde.
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Tab. 4: RT-gPCR - Stammiibersicht, Geschlecht und Tieranzahl bei Tieren des MWF-
Hintergrundes.

Stamm Tieranzahl

4. Woche 8. Woche 24. Woche

m w m w m w
SHR 7 7 6 8 7 5
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) 8 - 7 - - -
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) 7 - 6 - - -
MWEF-65HR 6 7 6 8 8 7
MWE 8 6 7 7 7 7

Tab. 5: RT-gPCR - Stammiibersicht und Tieranzahl bei mannlichen Tieren des SHR-
Hintergrundes.

Stamm Tieranzahl

4. Woche 8. Woche
SHR 8 7
SHR-6MWF 7 11
MWF 7 7

3.2.4.1 RNA-Isolierung
Die RNA-Isolierung aus den Glomeruliproben der 8. und 24. Woche erfolgte mit Hilfe

des RNeasy Midi Kit von Qiagen gemald Herstellerprotokoll. Das Prinzip beruht auf
einer Bindung der durch mehrere Wasch- und Zentrifugationsschritte mit verschiedenen
Puffern isolierten RNA an eine Kieselgelmembran. Die Anreicherungsmenge belauft
sich dabei auf maximal 1 mg RNA mit einer Mindestlange von 200 bp.

Um einen unerwunschten Verdau der RNA zu vermeiden, wurden zu Beginn
Arbeitsflachen und Geratschaften sorgfaltig mit RNAse free gereinigt. Zur Lysierung des
Glomerulipellets wurden die Proben in 12 ml Greiner Rohrchen uberfuhrt, mit Lysepuffer
RLT, der initial mit 10 uyl BR-Mercaptoethanol/ml RLT angereichert wurde, versetzt und
durch mehrmaliges Aufziehen durch eine G20 Kanule homogenisiert. Das eingesetzte
Puffervolumen richtete sich dabei nach der Gewebeart und -Menge des zur RNA-
Isolierung verwendeten Organs. Im Falle der Glomerulipraparate von Tieren der 8. und
24. Woche bewahrte sich der Einsatz von 4 ml Lysepuffer. Durch Zentrifugation wurden
verbliebene Zellliberreste abgetrennt und der Uberstand in ein 15 ml Eppendorf-Gefal
uberfuhrt. Nach Zusatz von 4 ml 70% Ethanol und Losung der Prazipitate durch
kraftiges Schitteln wurde die Probe auf die RNeasy Mini-Saule pipettiert und die
enthaltene RNA in einem nachfolgenden Zentrifugationsschritt (5 min bei 5.000 Upm)
an die silicagelbasierte Matrix gebunden. Durch mehrere Wasch- und
Zentrifugationsschritte mit RW1-Waschpuffer und RPE-Puffer wurde die RNA
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aufgereinigt. Die an der Kieselgelmembran gebundene RNA wurde abschliefend mit
150 pl RNase-freiem Wasser und Zentrifugation (3 min bei 5.000 Upm) eluiert.

Analog hierzu erfolgte die RNA-Isolation aus Glomeruliproben von Tieren der 4. Woche
mit Hilfe des RNeasy Mini Kit von Qiagen. Die maximale Anreicherung der RNA belief
sich hierbei auf 100 pg. Das initiale Volumen des mit 2 M Dithiothreitol (DDT) versetzten
Lysepuffers betrug 600 pl.

3.2.4.2 Qualitatskontrolle und Konzentrationsbestimmung isolierter RNA
Die gewonnene RNA wurde photometrisch bei 260 nm (Absorptionsmaximum RNA)

und 280 nm (Absorptionsmaximum Protein) mittels Bestimmung der Optischen Dichte
(OD) mit dem Nanodrop auf Reinheit und Quantitat geprift (Optimum OD2go/OD2so:
~2,0). Fur die Konzentrationsbestimmung wurden die einzelnen Proben gegebenenfalls
mit Nuklease-freiem Wasser verdunnt. Als Leerwert diente Aqua bidest. Die RNA wurde

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

3.2.4.3 cDNA-Synthese durch reverse Transkription
Die weitere molekularbiologische Untersuchung mittels PCR, die auf der

Funktionsweise einer DNA-abhangigen Tag-Polymerase beruht, erfordert zunachst die
Umschreibung der extrahieten mRNA in komplementare DNA (cDNA). Die
Umschreibung erfolgte mit Hilfe des First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas
Life Sciences, welcher als RNA-abhangige DNA-Polymerase die klonierte reverse
Transkriptase moloney murine leukemia virus (M-MuLV-RT) enthalt.

Initial wurden 2 pg RNA mittels Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 10 pl erganzt und
mit 1 pl Random Hexamer Primer im PCR-Cycler 5 min auf 70°C erhitzt und
anschliellend 5 min bei 4°C inkubiert (Primerhybridisierung). Im Anschluss wurde der
initiale Reaktionsansatz auf Eis mit 4 yl 5x Reaction-Buffer, 1 yl RNAse-Inhibitor, 2 ul
10 mM dNTP-Mix und 2 pl M-MuLV versetzt. Die reverse PCR erfolgte im Thermocycler
nach folgendem Protokoll: 10 min 25°C, 60 min 37°C, 10 min 70°C, 10 min 4°C. Die
cDNA wurde abschlie®end in einem 1:1-Verhaltnis mit Aqua bidest. verdinnt und bei
-20°C aufbewahrt.

3.2.4.4 Quantitative Real-Time PCR mit SYBR-Green
Die Quantifizierung der Genexpression erfolgte Uber die quantitative Real-Time PCR

(RT-gPCR), ein Standard-Verfahren, das sich besonders fur die prazise Untersuchung

einzelner Gene und zur Validierung von Ergebnissen aus Mikroarray-Experimenten
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eignet [120]. Mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffes kann die Amplifikation in Echtzeit
verfolgt werden. Da die Intensitat des Farbstoffes sich nahezu proportional zu den in
der exponentiellen Phase neu synthetisierten PCR-Produkten verhalt, kann so die

Ausgangsmenge des Templates prazise bestimmt werden [121].
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Abb. 6: Exemplarische Darstellung eines RT-qPCR-Laufes.

Gezeigt ist eine RT-gPCR mit Auftrag mehreren Proben zweier zu vergleichenden, in ihrer
Expression differierenden Gruppen A und B. Der Kurvenanstieg reprasentiert die exponentielle
Amplifikation der Zielsequenz des Gens. Je niedriger der Cr-Wert (Schnittpunkt Baseline),
desto hoher ist die in den einzelnen Proben enthaltene Genmenge.

Der Grenzwert, bei dem ein deutlicher Anstieg des Fluoreszenzsignals erfasst wird, wird
als Fluoreszenz-Schwelle bezeichnet. Idealerweise befinden sich an diesem Punkt alle
PCR-Reaktionen in der exponentiellen Phase. Je mehr Kopien des gewunschten
Genomabschnittes zu Beginn in der eingesetzten Probe vorhanden sind, desto friher
wird ein signifikanter Signalanstieg erfasst. Die entsprechende Zyklusnummer, bei der
dieser festgesetzte Schwellenwert erreicht wird, wird durch den Ct-Wert (cycle
threshold) angegeben (Abb. 6).

Die RT-gPCR wurde unter Verwendung des SYBR-Green PCR MasterMix
durchgefuhrt. Bei SYBR-Green handelt es sich um ein interkalierendes Fluorophor, das
sich unspezifisch an doppelstrangige DNA anlagert und sich durch nahezu universelle
Anwendbarkeit und hohe Signalstarke auszeichnet [122]. Der Reaktionsansatz bestand

aus 23 pl Ansatzen mit je 3 pl cDNA, 12,5 pl Sybr Green Mastermix Puffer, 11,4 pl
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nukleasefreiem Wasser und je 0,05 pl forward und reverse Primer (Endkonzentration je
300 nM). Die Expressionsanalyse erfolgte fur jede Probe anhand einer
Dreifachbestimmung in mit selbsthaftender Folie verschlossenen 96 Loch-Platten unter
MitfUhrung einer Leerkontrolle (Aqua bidest.).

Die RT-gPCRs wurden mit Hilfe des ABI Prism 7000 Sequence Detection Systems
durchgefuhrt. Aufgrund der durch die unspezifische Amplifikatbindung des Farbstoffes
moglichen artifiziellen Detektion fehlerhafter PCR-Produkte wurde abschlieRend eine
Schmelzkurvenanalyse zur Qualitatskontrolle angeschlossen. Tab. 6 gibt einen
Uberblick tber den Ablauf und die gewahlten Thermocycler-Einstellungen der RT-

gPCR.
Tab. 6: Standardprotokoll fiir die Durchfiihrung der RT-gPCR.
Phase Reaktion Zyklusanzahl Temp.
und —Dauer (°C)
Initiale Phase Aktivierung der Taq-Polymerase 1 x 10 min 95
PCR Denaturierung der doppelstrangigen 45 x 15 sec 95
cDNA mit Aufspaltung in Einzelstrange.
Annealing und Elongation 45 x 1 min 60
Primerhybridisierung und exponentielle
Vermehrung. Der Farbstoff bindet an das
doppelstrangige Amplifikat, resultierend in
einem Anstieg des Fluoreszenzsignals.
Schmelzkurven- Spaltung von DNA-Doppelstrangen 1x 15 sec 95
analyse entsprechend ihrer Schmelzpunkte durch 1 x 20 sec 60
schrittweisen Temperaturanstieg. 1 x 15 sec 95

3.2.4.4.1 Primerdesign und -testung
Die entsprechend des zu amplifizierenden Genprodukts eingesetzten Primer wurden mit

Hilfe der Software OLIGO, Version 4.1, sowie PrimerExpress, Version 2.0.0, designt
und von der Firma TIB Molbiol (Berlin, Deutschland) bezogen. Die Gensequenzen
wurden der in der Ensembl-Datenbank hinterlegten Rattenreferenzsequenz entnommen
(http://www.ensembl.org) und die Genspezifitat der Primer mittels einer BLAST-Analyse
sichergestellt.

Die Funktionalitat der Primer wurde mittels PCR validiert. Hierfur wurde je 1 pl cDNA
mit 49 yl Mastermix, bestehend aus 5 pl 10x PCR-Puffer, 1,5 yl MgClz, 5 ul dNTP,
0,8 pl Tag-Polymerase, je 1,5 pl sense und antisense Primer sowie 33,5 pl
nukleasefreies Wasser, versetzt. Die PCR erfolgte im Thermocycler nach in Tab. 7
gelistetem Standardprotokoll. Die Amplifikate wurden anschliel3end elektrophoretisch

aufgetrennt und mit dem GeneGenius Imaging System von Syngene visualisiert.
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Tab. 7: Standard PCR-Protokoll fiir die Primertestung.
Die Annealing-Temperatur (kursiv) wurde ggf. in Abhangigkeit der gewahlten Primer modifiziert.

Zyklusanzahl Dauer Temperatur (°C)
1 5 min 95
45 sec 94
39 45 sec 60
45 sec 72
1 10 min 72

3.2.4.4.2 Datenanalyse und statistische Auswertung
Als interne Referenz zur Expressionsrate des Zielgens wurde fur jede eingesetzte

Probe in einem zweiten Ansatz die Expression der ubiquitdren Hydroxymethylbilan-
Synthase (Hmbs) (Synonym: Porphobilinogen-Desaminase, PBGD; GenBank
Accession-Nr. NM_013168) bestimmt, welches konstant in Geweben expimiert wird
[123]. Durch Division der Kopienzahl des Zielgens durch die Kopienzahl des
Referenzgens konnen globalmethodische Fehler ausgeglichen und eine Normierung
der Expressionsrate gesuchter Gene ermdglich werden.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der ABI Prism 7300 Sequence Detection
Software SDS 1.3.1 nach der AACTt-Methode. Diese liefert als Ergebnis die relative
Quantifizierung zwischen einem normalisierten Signalwert der Probe und einem
normalisierten Signalwert der Referenz. Zum Vergleich der relativen Expression diente
der nierengesunde SHR-Stamm als Kontrollstamm und wurde bezuglich der
Expressionsrate auf 100% gesetzt. Die erhobenen Werte der einzelnen zu

vergleichenden Gruppen wurden gemittelt und prozentual zur Kontrolle angegeben.
3.2.5 Proteinbiochemie

3.2.5.1 Proteinextraktion aus Glomeruliproben
Zur Gewinnung des Proteinlysates wurden die Glomerulipellets unter Zugabe von

500 ml CMR-Puffer auf Eis mittels Ultraturrax resuspendiert und das homogene Lysat
anschlie3end fur 20 min im Ultraschallbad bei 35.000 Hz aufgeschlossen. Die Proben
wurden daraufhin weitere 30 min mit 5.000 Upm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipettiert, in mehrere Eppendorf-Gefalle aliquotiert und bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung aufbewabhrt.
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3.2.5.2 Proteinbestimmung nach Lowry
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Lowry-Methode [124] unter

Verwendung des Bio-Rad DC Protein Assays. Das Prinzip beruht auf der Reaktion von
Proteinen mit Cu?*-lonen, die im alkalischen Milieu zu Cu*-lonen reduziert werden
(Biuretreaktion). Diese fuhren wiederum zur Reduktion des gelben Folin-Reagenz zu
Molybdanblau. Die Proteinmenge kann anschliefend spektrometrisch bei einem
Absorptionsmaximum von 750 nm quantifiziert werden.

Die Proteinbestimmung erfolgte in 96 Loch-Mikropipettierplatten. Pro Loch wurden 5 pl
Protein eingesetzt und mit den Reagenzien entsprechend des Herstellerprotokolls
versetzt. Als Standard diente 30%iges bovines Serumalbumin (BSA), das mittels
Extraktionspuffer als Verdinnungsmedium unter Bildung einer Eichkurve eingesetzt
wurde. Die messbare Proteinkonzentration betrug 0,0 mg/ml bis maximal 3,0 mg/ml. Die
Messung erfolgte im Falle des Standards in einer Zweifach-, fur die einzelnen Proben in
einer Dreifachbestimmung. Die fertig pipettierte Platte wurde fur 15 min bei RT inkubiert
und die Proteinkonzentration anschlieRend photometrisch gegen Luft als Leerwert im
Dynex Plattenphotometer bestimmit.

3.2.5.3 Western Blot
Der Western Blot, ursprunglich konzipiert von Towbin et al., stellt eine Methode zur

semiquantitativen Darstellung von Proteinen dar, die mittels Elektrophorese nach
Ladung, Form und Gro3e aufgetrennt, auf eine adsorbierende Membran transferiert und
mit spezifischen Antikorpern indirekt detektiert werden konnen [125]. Fur die einzelnen
Arbeitsschritte wurden zahlreiche Modifikationen entwickelt. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten nach umfangreichen optimierenden Vorversuchen unter den nachfolgend

beschriebenen Bedingungen die besten Resultate erzielt werden.

3.2.5.3.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
nach Lammli

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte nach der sogenannten
diskontinuierlichen, denaturierenden Methode mittels SDS-PAGE nach Lammli [126].
Hierbei werden die aufgetragenen Proben mit dem negativ geladenen SDS-haltigen
Puffer versetzt, wodurch die Uberdeckung der Eigenladung von Proteinen erzielt
werden kann. Zudem ermoglicht die Behandlung mit Hitze oder der Zusatz eines
Reduktionsmittels wie DDT oder Mercaptoethanol die Denaturierung von Proteinen mit
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Verlust Ubergeordneter Faltstrukturen, so dass die Auftrennung letztlich nur noch an
Hand des MGs erfolgt.

Fur die SDS-PAGE wurde nach Sauberung der Glasplatten mit 70%igem Ethanol ein
10%-iges Polyacrylamid-Trenngel als Tragermatrix mit 1,5 mm Dicke gegossen und fur
einen gleichmalligen Abschluss mit Isopropanol Uberschichtet. Nach erfolgter
Polymerisation des Gels und Abgiel3en des Isopropanols wurde das Trenngel mit einem
3,9%-igen Sammelgel Uberschichtet und ein 10- oder 15-fachiger Kamm unter
Vermeidung von Luftblasenbildung eingelassen. Die Elektrophorese erfolgte unter
Verwendung des Mini-PROTEAN® 3 Elektrophoresesystems. Das erhartete Gel wurde
eingesetzt und die Taschen nach Entfernen des Kammes mit Laufpuffer gespult. Je
Tasche wurden 40 ug Protein aufgetragen sowie bei jedem Lauf 15 pl eines
molekularen Grollenmarkes mitgefuhrt. Die Elektrophorese wurde unter einer
aufsteigenden Spannung von 80-120 V durchgefuhrt und beendet, sobald die Lauffront
das Gelende erreicht hatte oder eine ausreichende Auftrennung der Proteinbanden

erzielt wurde.

3.2.5.3.2 Probenvorbereitung
Fir die Beladung der Geltaschen wurde den einzelnen Proben jeweils ein 5-fach-

Laufpuffer, CMR-Puffer und Aqua bidest. hinzugefugt. Die einheitliche Endkonzentration
der Proteinproben betrug dabei 1 yg /1 pl. Die Proben wurden vor dem Auftragen bei
37°C fur 20 min inkubiert.

3.2.5.3.3 Blotting
Nach Laufende wurde das Gel aus den Glasscheiben gelost und zunachst fur 10 min in

Blotting-Puffer aquilibriert, um Reste des Elektrophoresepuffers zu entfernen und die
Formkonstanz des Gels wahrend des nachfolgenden Transferprozesses
sicherzustellen. AnschlieRend erfolgte die Ubertragung der aufgetrennten Proteine des
Gels auf Nitrozellulosemembranen mittels Nass-Transfer, bei dem die Elektroelution
Uber eine vollstandige Immersion des Blot-Sandwiches im Transferpuffer erfolgt. Die
Blotting-Kammern wurden mit kaltem Transferpuffer gefullt und die Kuhlung mit Hilfe
eines Kuhlaggregates aufrechterhalten. Mittels Blottingpapieren und entsprechenden
Schwammpolstern wurde ein luftblasenfreier und stabiler Kontakt von Membran und Gel
in der Blotkassette gewahrleistet (,Sandwich®), sodass ein exaktes Replikat des
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Proteinmusters auf die Membran resultierte. Die Transferzeit belief sich auf 70-80 min
unter einer kontinuierlichen Spannung von 100 V.

Nach dem Blotten wurde die Effizienz des Transfers durch Inkubation der Membran in
Ponceau S-LOsung fur 1-2 min Uberprift. Dieser Farbstoff ermoglicht eine reversible,
unspezifische Farbung aller gebundenen Proteine und wurde nach Dokumentation des
Blots durch zweimalige Spulung mit je 100 ml TBS fur 10 min wieder vollstandig

entfernt.

3.2.5.3.4 Blocken und Waschen
Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran anschliefend fur

60 min unter leichtem Schutteln in 100 ml 5%iger TBST-Milch bei RT inkubiert und
anschlieBend mehreren Waschschritten unterzogen (3 x 10 min in 50 ml TBST, 2 x
10 min in 50 ml TBS).

3.2.5.3.5 Inkubation mit Primar- und Sekundarantikorpern — Immunoblot
Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte in einem Falkonrohrchen Uber Nacht

bei 4°C auf dem Rollenmischer oder alternativ fur 1h bei RT. Pro Membran wurde je
eine Antikorperkonzentration von 1:1.000 gelost in 5 ml 0,5%iger TBST-Milch
eingesetzt.

Um den nichtgebundenen Primarantikérper zu entfernen, wurde die Membran
nachfolgend mehreren Waschschritten unterzogen (2 x 10 min in 50 ml TBST, 2 x
10 min in 50 ml TBS). Anschlie3end erfolgte fur 60 min die Inkubation der Membran mit
dem entsprechenden horseradish peroxidase (HRP) markierten Sekundarantikorper im
Verhaltnis 1:3.000-1:30.000 bei RT. Uberschiissiger Antikérper wurde analog zum
Primarantikorper in mehreren Waschschritten entfernt (2 x 10 min in 50 ml TBST, 2 x
10 min in 50 ml TBS).

Die Spezifitat der Antikorper SAB2103855 und sc-249033 wurde zusatzlich durch
Einsatz des jeweils kommerziell erhaltlichen Blockierungspeptides uberpruft. Dabei
handelt es sich um synthetisierte Peptide, welche Uber spezifische Epitopbindung zur
Absattigung des eingesetzten Antikorpers fuhren. Die Detektion von Banden, die auf
einer spezifischen Antigen-Antikorperreaktion beruht, bleibt somit im nachfolgenden
Immunoblot aus, wohingegen verbleibende Signale auf unspezifischen Bindungen
beruhen. Hierfur erfolgte eine Vorinkubation des jeweiligen Primarantikdrpers mit dem

korrespondierenden Blockierungspeptid nach Angaben des Herstellers.

50



3.2.5.3.6 Detektion

Die Detektion erfolgte unter Verwendung einer Chemilumineszenzldsung SuperSignal
West Pico bzw. Dura Chemiluminescent Substrate nach Angaben des Herstellers.
Grundlage ist die chemische Reaktion des zyklischen Diacylhydrazides Luminol, das in
Anwesenheit von peroxidhaltigem Puffer und HRP zu einem lichtemittierenden
Intermediat oxidiert. Die Lumineszenz beschrankt sich dabei auf den Bereich der
immunologisch markierten Proteinbande.

Die Membran wurde fur 5 min in insgesamt 4 ml Losung inkubiert und der Blot mit dem
Peqglab Fusion Dokumentationssystem digital entwickelt. Die Belichtungszeit belief sich

auf 30 sec bis 6 min.

3.2.5.3.7 Semiquantitative Auswertung
Die Auswertung der Proteinexpression erfolgte unter Normierung der spezifischen

Proteinmenge auf das Referenzprotein beta-Actin, das in allen Geweben homogen
exprimiert wird. Hierdurch konnten eine gleichmafige Beladung uberpriuft und durch die
Normierung methodische Fehler ausgeglichen werden. Die Inkubation der Membran
erfolgte mit einem primaren mouse anti-beta-Actin- und sekundaren goat anti-mouse-
Antikorper mit einer Konzentration von je 1:5.000 fur 1 h bei RT.

Die Bandenintensitat wurde mit der Software Bio-1D 12.12 von Peqlab quantifiziert. Far
jede Probe wurde der Quotient aus der Proteinmenge TMEMG63C und beta-actin
ermittelt und die Werte innerhalb eines Rattenstammes gemittelt.

3.2.5.4 Massenspektrometrie
Die massenspektrometrische Untersuchung im Rahmen der Proteinanalyse wurde von

der Firma Proteome Factory AG (Berlin, Deutschland) mittels nanoHPLC-ESI-MS/MS-
Technologie durchgefuhrt. Hierfur erfolgte eine SDS-PAGE nach den unter Abschnitt
3.2.5.3 genannten Bedingungen. Die Proteinbanden der Gelmatrix wurden nachfolgend
mit Coomassie unspezifisch gefarbt, die zu analysierenden Banden ausgeschnitten und
in Eppendorf-Gefalde zur Analyse eingeschickt. Die fur die Farbung notwendigen

Schritte sind in Tab. 8 gelistet.
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Tab. 8: Durchfiihrung der Coomassie-Féarbung.

Schritt Bedingung

Fixierung 1 h bei RT, Schattler
Waschung uber Nacht bei RT, Schittler
Farbung 2-3 h bei RT, Schiittler
Entfarbung 1 h bei RT, Schttler
Aquilibrierung 1 h bei RT, Schttler

3.2.5.5 Herstellung des polyklonalen Antikorpers Anti-TMEM63C-1
Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein zusatzlicher gegen TMEMG63C gerichteter Antikorper

fur die Western Blot Analyse generiert. Die Immunisierung und Aufreinigung erfolgte
uber die Firma Thermo Fisher Scientific. Als Wirt dienten Kaninchen, aus denen im
Vorfeld zwei Individuen ausgewahlt wurden, deren Praimmunseren im Western Blot zu
keiner oder einer moglichst geringen, unspezifischen Bandendetektion fuhrten. Beide
Kaninchen wurden anschlieend mit einem fur TMEMG63C spezifischen Peptid
(Sequenz: GLRGFARELDPAQFQEGLE) grundimmunisiert und erneut nach 14, 42, 56,
und 60 Tagen insgesamt vier weitere Male geboostet, um eine ausreichende
Immunreaktion zu induzieren. Durch die Kurze des gewahlten Epitops sollte das Risiko
einer moglichen Kreuzreaktivitat verringert werden. Die Spezifitat fur TMEM63C wurde
uber BLAST-Recherchen sichergestellt.

Um den Erfolg der Immunisierung zu protokollieren, wurde den Tieren im Verlauf
dreimalig Blut entnommen und die spezifische Antikdrperproduktion mittels ELISA
ermittelt. Die Titer betrugen hierbei jeweils 1:200.000. Final wurde das Blut eines
Kaninchens entnommen und das Serum affinitatschromatographisch aufgereinigt. Die
gewonnene spezifische 1gG-Antikdrperkonzentration betrug 1,69 mg/ml. Der Antikorper
wird im Folgenden als Anti-TMEMG3C-1 bezeichnet.

3.2.5.6 Immunhistochemische Analyse
Erganzend zu den Western Blot-Analysen sollte mittels der Immunhistochemie neben

der Frage der Quantitat auch die Lokalisation des Proteins TMEMG63C naher
charakterisiert werden. Die immunhistologischen Untersuchungen wurden in
Kooperation mit dem Institut fur Pathologie des Leiden University Medical Center,
Niederlande, unter Leitung von Assistenz-Professorin Dr. Marion Scharpfenecker
durchgefuhrt. Die Analysen erfolgten an deparaffinisierten, 4 um ddnnen
Nierenschnitten von 4, 8 und 24 Wochen alten MWF- und SHR-Tieren unter
Verwendung des Antikorpers Anti-TMEM63C-1 (1:1600) (Tab. 9).
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Tab. 9: Immunhistochemie — Stimme, Analysezeitpunkte und Tieranzahl.

Stamm 4. Woche 8. Woche 24. Woche
SHR 5 6 4
MWF 9 7 8

Als SekundarantikOper diente der goat anti-rabbit Dako EnVision. Die Auswertung
erfolge mit Hilfe des Bildanalyseprogrammes ImageJ. Je histologischem Schnitt wurde
die Signalintensitat von je 15 willklrlich ausgewahlten Glomeruli bestimmt und
abschlie3end der Mittelwert aus den erhobenen Daten berechnet.

3.2.6 Graphik und statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm SPSS,
Version 22. Die Signifikanz wurde im Falle eines Mehrgruppenvergleiches mittels der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) sowie dem Bonferroni POST-HOC-Test, im
Zweigruppenvergleich mittels t-Test oder Mann-Whitney-U-Test Uberprift. Eine
statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert <0,05 angenommen. Die erhobenen
Albuminwerte im Urin wurden vor der statistischen Auswertung logarithmiert. Alle Daten
sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Fur die
grafische Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm Origin, Version 8.1

verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Phanotypische Charakterisierung

Um den phanotypischen Einfluss des Uan1-QTL auf RNO6 zu uberprufen, wurden im
Altersverlauf zu definierten Zeitpunkten die Uap sowie Blutdruckwerte nach einem
standardisierten Versuchsprotokoll ermittelt. Die nachfolgend dargelegten Ergebnisse
der Uap zum Zeitpunkt der 8. Woche beruhen auf im Vorfeld dieser Arbeit generierten
Daten (siehe 2.6.2 und 2.6.3) und werden im Folgenden aus Grunden der

Verlaufsbeurteilung aufgefuhrt.

41.1 Entwicklung der Albuminexkretion im Altersverlauf und vergleichende
Analyse

Die Entwicklung der Uap im Altersverlauf ist in Abb. 7 graphisch dargestellt. Wie bereits
unter Punkt 2.6.2 dargelegt, weisen MWF-Mannchen bereits in der 8. Lebenswoche
eine mit 18,1£2,0 mg/24h erhohte Albuminkonzentration im Urin auf, die durch den
Austausch von RNO6 bei mannlichen Individuen des MWF-6SHR-Stammes auf SHR-
Niveau normalisiert werden konnte (p<0,0001) [115]. Durch die Substitution des Uap1-
QTL von MWF durch den entsprechenden Chromosomenabschnitt aus SHR konnte die
Uan der kongenen Linie MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) um 16,6 mg/24h gesenkt
werden, was einem prozentualen Anteil von 91% entspricht (18,1£2,0 mg/24h vs.
1,5+0,2 mg/24h; p<0,0001). Um die funktionelle Relevanz des identifizierten Uap1-QTL
auf RNOG6 auch im Altersverlauf zu analysieren, wurden die Albuminkonzentrationen im
Urin im Rahmen dieser Arbeit bei 14 und 24 Wochen alten Tieren ermittelt.

Zum Zeitpunkt der 14. Woche konnte bei MWF-Mannchen im Vergleich zur 8. Woche
mit 39,4+3,6 mg/24h ein weiterer Anstieg der Uap verzeichnet werden, der gegenuber
SHR, MWF-65"R und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) hoch signifikant erhoht war
(p<0,0001). Durch die Substitution des Uan1-QTL-tragenden Intervalls aus SHR konnte
bei kongenen MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4)-Tieren die Uaw gegeniber MWF um 89%
auf 4,3+1,0 mg/24h supprimiert werden (p<0,0001), wohingegen MWF.SHR-(D6Rat1-
D6Rat81)-Mannchen mit MWF vergleichbare Albuminkonzentrationen im Urin
aufwiesen (50,7+7,3 mg/24h vs. 39,413,6 mg/24h).
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Abb. 7: Vergleich der Albuminexkretion im Urin im Altersverlauf bei mannlichen Tieren.
8. und 14 Woche: *p<0,0001 vs. SHR, Kon1-Mgh4, MWF-65"R,

24. Woche: *p<0,0001 vs. SHR, MWF-6°"R #p<0,05 vs. MWF, SHR, Kon1-81.

Kon1-81, MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81), Kon1-Mgh4, MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4).

Im weiteren Altersverlauf zeigten MWF- und kongene MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81)-
Mannchen einen hoch nephrotischen Verlauf mit 139,1+£7,9 mg/24h bzw.
126,5+7,1 mg/24h in der 24. Woche und damit eine 54-fache bzw. 49-fache Steigerung
gegenliber SHR mit 2,6+1,1 mg/24h (p<0,0001). Durch Substitution des Uap1-QTL
konnte die Uap kongener MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4)-Individuen im Vergleich zum
Parentalstamm MWF um 68% reduziert werden (139,1£7,9 mg/24h vs. 45,2449
mg/24h; p<0,0001). Durch Substitution des gesamten RNOG konnte beim konsomen
Stamm MWF-6S"R mit 17,0+£3,6 mg/24h numerisch die starkste Suppression gegeniiber
MWEF (p<0,0001), jedoch keine vollstandige Normalisierung auf SHR-Niveau erzielt
werden (p<0,0001).

Tab. 10 gibt einen Uberblick Uber die prozentuale Beteiligung des feinkartierten Uap1-
QTL auf RNOG6 an der Auspragung der Uap. Ausgehend von einer in der 8. Woche
nachgewiesenen Beteiligung von ~91%, konnte in der 14. Woche fur den identifizierten
chromosomalen Abschnitt eine ebenfalls hohe Krankheitsassoziation von ~89%
ermittelt werden. Auch bei 24. Wochen alten Individuen zeigte der Uap1-QTL mit ~68%

funktioneller Relevanz einen hohen, wenn auch etwas ricklaufigen Effekt auf die Uap.
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Tab. 10: Prozentuale Beteiligung des Uap1-QTL auf RNO6 an der Albuminurie im
Altersverlauf.

Angegeben ist die prozentuale Reduktion der Uap durch den Transfer des Uap1-QTL aus SHR
in MWF gegenuber dem nierenkranken Parentalstamm MWEF.

8. Woche 14. Woche 24. Woche
Uab1-QTL 91% 89% 68%

4.1.2 Analyse des Blutdruckverhaltens

Da sich Blutdruck und Nierenfunktion wechselseitig beeinflussen, wurde das
Blutdruckverhalten der einzelnen Stamme aus Grunden der Praktikabilitat bei 14
Wochen alten Tieren analysiert. Dabei wurden sowohl der SBD nicht-invasiv mittels
Tail-Cuff-Methode, als auch der MAD direkt mittels invasiver intraarterieller
Kathethertechnik bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Abb. 8 graphisch dargestellt.
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Abb. 8: Vergleichende Analyse des systolischen und des mittleren arteriellen
Blutdruckes zum Zeitpunkt der 14. Woche.

SBD: *p<0,0001 vs. MWF, MWF-6°"R Kon1-Mgh4; **p<0,001 vs. SHR.

MAD: *p<0,0001 vs. alle Stamme.

Kon1-Mgh4, MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4); Kon1-81, MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81); SBD,
systolischer Blutdruck; MAD, mittlerer arterieller Blutdruck.
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4.1.2.1 Vergleich des systolischen Blutdruckes
Entsprechend der Erwartung konnten bei beiden Parentalstdmmen hypertensive

Blutdruckwerte erhoben werden, jedoch wies der Referenzstamm SHR einen
gegenuber MWF deutlich signifikant erhohten Mittelwert auf (180,4+3,6 vs.
146,3+2,4 mmHg; p<0,0001). Der kongene Stamm MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4)
erreichte mit 149,1+£3,1 mmHg ein mit dem Parentalstamm MWF vergleichbares
Blutdruckniveau. Der konsome Stamm MWF-65HR sowie kongene MWF.SHR-(D6Rat1-
D6Rat81)-Tiere verhielten sich mit 157,5+3,4 mmHg bzw. 159,5+2,0 mmHg intermediar
zu den Parentalteren MWF und SHR (p<0,001 vs. SHR). Der Stamm
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) wies dabei eine nicht signifikante Blutdruckdifferenz von
10,4 mmHg gegenuber Tieren der kongenen Linie MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) auf.

4.1.2.2 Vergleich des mittleren arteriellen Blutdruckes
Bei der Analyse des MAD zeigte sich ein zu den SBD-Ergebnissen analoges Bild. SHR-

Tiere erzielten gegenlber allen untersuchten Stdammen mit 160,0£1,4 mmHg die
hochsten Blutdruckwerte (p<0,0001). MWF, MWF6-SHR und der kongene Stamm
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) verhielten sich untereinander ahnlich (130,943,5,
127,3+2,6 mmHg und 128,6+2,7 mmHg). Der niedrigste MAD konnte mit 124,4+27
mmHg bei Tieren des kongenen Stammes MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) ermittelt
werden. Die gemittelte Blutdruckdifferenz  zwischen den beiden kongenen
Stdmmen MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) betrug
2,9 mmHg.

4.2 Differentielle Genexpressionsanalyse

4.2.1 Vergleichende Genexpressionsanalyse im Altersverlauf bei mannlichen
Tieren

Abb. 9 zeigt die unterschiedliche Genexpression von Tmem63c der zu untersuchenden

Stamme in Abhangigkeit vom Lebensalter.

Bereits im Alter von 4 Wochen wiesen MWF-Ratten im Vergleich zu SHR-Tieren eine
etwa 3-fache Expressionssteigerung auf (100,0+8,4 vs. 311,7+41,3%, p<0,001) (Abb.
9A). Durch den Transfer des gesamten RNO6 aus SHR in MWF zeigte sich beim
konsomen Stamm MWF-6SHR ein mit 119,9420,1% mit SHR vergleichbares

Expressionsniveau. Die differente Expression blieb auch im weiteren Altersverlauf in
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vergleichbarer Hohe erhalten. Mannliche MWF-Individuen zeigten in der 8. und 24.
Woche mit 334,0+22,7% und 296,2+18,5% gegenuber dem kontrastierenden Stamm
SHR eine signifikant erhéhte Expression (p<0,0001). Der konsome Stamm MWF-6SHR
verhielt sich analog zu SHR (121,2+8,5% und 134,1+9,9%).
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Abb. 9: Differentielle mRNA-Genexpression des Gens Tmem63c bei mannlichen
Individuen im Altersverlauf.

A: *p<0,0001 vs. SHR, MWF-65"R  gleiche Woche; **p<0,001 vs. SHR, MWF-65"R gleiche
Woche.

B: *p<0,0001 vs. SHR, Kon1-Mgh4, gleiche Woche; **p<0,01 vs. SHR, Kon1-Mgh4, gleiche
Woche.

Kon1-Mgh4, MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4); Kon1-81, MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81).
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Auf Grund der hohen funktionellen Relevanz des Uap1-QTL im jungen Lebensalter
konzentrierten sich weiterfuhrende Expressionsanalysen an den das informative
Intervall definierenden kongenen Stammen MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und
MWEF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) auf die fruhen Zeitpunkte der 4. und 8. Woche (Abb. 9B).
Tiere des kongenen Stammes MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) erzielten in der 4. Woche
entsprechend der zu erwartenden allelischen Regulation ein mit SHR vergleichbares
(100,0£8,4% vs. 103,0£10,6%), in der 8. Woche ein gegenuber MWF um etwa 60%
reduziertes Expressionsniveau (135,9+£13,1% vs. 334,0+22,7%). Jungtiere des
MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81)-Stammes verhielten sich zu beiden Zeitpunkten wie
MWF (4. Woche: 256,3+20,6% vs. 311,7441,3%; 8. Woche: 321,4+28,8% vs.
334,01£22,7%). Der Expressionsunterschied zwischen den den Uan1-QTL flankierenden
kongenen Linien betrug in der 4. und 8 Woche je das etwa 2,5-fache zu Gunsten des
Stammes MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) (103,0+10,6% vs. 256,3+20,6% bzw.
135,9+13,1% vs. 321,41+28,8%, p<0,0001).

4.2.2 Vergleichende Genexpressionsanalyse im Altersverlauf bei weiblichen
Tieren

Aufgrund des bekannten sexuellen Dimorphismus beim Rattenstamm MWF wurde die
MRNA-Genexpression von Tmem63c erganzend bei weiblichen Tieren im Altersverlauf
untersucht. Diese zeigten innerhalb ihres Geschlechts ein zu altersgleichen Mannchen
vergleichbares Expressionsmuster (Abb. 10A). Auch MWF-Weibchen erzielten eine
etwa 2,3-fach bis 3,7-fach erhohte Expression gegenuber SHR-Tieren (372,0+77,8%,
229,6+18,4% und 324,1+25,3%, p<0,001 vs. SHR). Entsprechend der allelischen
Regulation konnte das Transkriptniveau beim konsomen Stamm MWF-6SHR mit
178,5£20,5%, 122,8+5,4% und 199,3+14,4% gegenuber MWF signifikant supprimiert,
wenngleich in der 24. Woche nicht vollstandig auf SHR-Niveau normalisiert werden
(p<0,05).

Im direkten Vergleich zwischen stamminternen mannlichen und weiblichen Individuen
zum Zeitpunkt der 8. Woche zeigte sich fur den Rattenstamm SHR eine um etwa 50%
gesteigerte Expression zu Gunsten der weiblichen Tiere. Bei MWF-Weibchen liel3 sich
nur eine tendentielle Zunahme nachweisen, welche jedoch nicht signifikant war (Abb.
10B).

59



A CIsHR B
-] MWF-gsHR 180 -ménnlich
450 = *k MWEF .
| __ 160 [:lwelbllch
@ 400 - 2 -—-I——
H S 1404
E 350 * £
G 120 - .
S 300 f I
o * @ 100
3 250 o
(J

2 # S 80
< 200 T <
3 Q3 6o
2 150 g ]
E [
O 100 £ 40
£ [=
= 50 20

0 04

4. Woche 8. Woche 24. Woche SHR MWF

Abb. 10: Differentielle mMRNA-Genexpression des Gens Tmem63c bei weiblichen Tieren
im Altersverlauf.

A: Differentielle, allelische Genexpression bei den Parentaltieren MWF und SHR sowie dem
konsomen Stamm MWF-6°"R zum Zeitpunkt der 4., 8. und 24. Woche.

4. Woche: **p<0,001 vs. SHR, #p<0,05 vs. MWF. 8. Woche: *p<0,0001 vs. MWF, MWF-65HR,
24. Woche: *p<0,0001 vs. MWF, MWF-6°"R #p<0,05 vs. SHR.

B: Geschlechtsspezifische Expressionsanalyse der Parentalstimme MWF und SHR zum
Zeitpunkt der 8. Woche. Die Mannchen wurden als Referenzgeschlecht auf 100% normiert.
Weibliche Tiere wurden jeweils auf die stamminternen mannlichen Tiere in Bezug gesetzt.
*p<0,0001 vs. SHR-Weibchen.

4.2.3 Vergleichende Genexpressionsanalyse im SHR-Hintergrund

Um zu Uberprufen, ob die Expression von Tmem63c auch durch den Transfer von
RNO6 aus MWF nach SHR vice versa induziert werden kann, wurde zudem eine
Expressionsanalyse an mannlichen SHR-6M"WF-Tieren durchgefiihrt (Abb. 11). Durch die
Uberflihrung von RNO6 konnte beim konsomen Stamm SHR-6MWF die Expression in
der 4. Woche um etwa 60% gegenuber SHR gesteigert werden (10016,0 vs.
161,5+25,1%). Der Expressionsunterschied erreichte in der 8. Woche mit 236,1+29,6%
einen signifikanten Wert (p<0,001 vs. SHR).
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Abb. 11: Differentielle mMRNA-Genexpression des Gens Tmem63c im SHR-Hintergrund.
#p<0,05 vs. SHR, gleiche Woche; *p<0,001 vs. SHR, gleiche Woche.

4.3 Proteinbiochemische Analysen

4.3.1 Western Blot

Der Nachweis des identifizierten Kandidatengens Tmem63c auf Proteinebene erfolgte
an Hand des Western Blots. Hierfir wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrere
kommerziell erhaltliche sowie ein eigens in Auftrag gegebener Antikorper verwendet.
Das biostatistisch errechnete MG fur TMEMG3C betragt ~93 kDa.

4.3.1.1 Vorstudien mit kommerziellen Antikorpern
Tab. 11 zeigt die fur die Western Blot-Analyse eingesetzten kommerziellen Antikorper

und stichpunktartig die hierunter erzielten Resultate. Samtliche Antikorper waren zu
Beginn der Analysen erst kurzzeitig auf dem Markt erhaltlich. Bislang konnte fur keinen

dieser Antikorper eine positive Referenz nachgewiesen werden.
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Tab. 11: Ergebnisiibersicht der kommerziellen Antikorper in Western Blot-Experimenten.

Antikorper
SAB2103855 sc-249033 HPA030657
Epitop EEEIQTVFDMEPSST Firmeninterne GSVVTRVHFCYDVRNLIDLDD

SSTPTSLLYVATVLQ Information. Etwa QRRHAMRGRLFYTAKAKKTG
EPELNLTPASSPARH 15-20 bp, mappend  KVMIRIHPCARLCFCKCWTCF

TYGTM innerhalb der AS KEVDAEQYYSELEEQLTDEFN
250-300 AELNRVPLKRLDLIFVTFQDSR
MAKRVRKDYKYVQCGVQPQQ

SSVTTIVKSYYWRVTMA

Resultat Bandendetektion bei Starker Hintergrund, sehr schwache Bande bei ~55
~72 kDa, 98 kDa, 104 Detektion multipler kDa

kDa und 125 kDa Banden
Blocking-  spezifisch geblockte spezifisch geblockte  Kein erhaltliches Blockingpeptid
peptid Banden 104 kDa und  Bande 55 kDa

125 kDa

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die eingesetzten Antikorper trotz
optimierter Bedingungen partiell nur zu qualitativ unbefriedigenden Ergebnissen und im
Vergleich untereinander zu stark differenten Resultaten flhrten. Bei keinem der
kommerziellen Antikorper konnte eine Bande im Bereich des fur TMEM63C zu
erwartenden MG von ~93 kDa detektiert werden. Da es sich bei dem angegebenen MG
lediglich um eine theoretische, aus der Aminosauresequenz errechnete Grofe handelt
und zahlreiche modifizierende Faktoren, wie beispielsweise die posttranslationale
Prozessierung, das reale MG beeinflussen, wurde nachfolgend die Spezifitat der
eingesetzten Antikorper unter Verwendung des entsprechenden Blockingpeptides
uberpruft. Hierunter konnten insgesamt drei spezifische Banden bei ~55 kDa, 104 kDa
und 125 kDa identifiziert werden.

4.3.1.2 Massenspektrometrische Analyse
Um die als spezifisch detektierten Proteinbanden als das gesuchte Protein TMEM63C

zu identifizieren, wurden nachfolgend massenspektrometrische Analysen in Auftrag
gegeben. Fur alle Proben konnten eine Vielzahl an Proteinen mit durchweg guter
Sicherheit nachgewiesen werden. TMEMG63C konnte hierunter jedoch nicht identifiziert

werden.

4.3.1.3 Western Blot unter Verwendung des institutseigenen Antikorpers
In Anbetracht der fraglichen Resultate unter Verwendung der kommerziell erworbenen

Antikorper wurde im Verlauf Uber die Firma Thermo Scientific ein weiterer polyklonaler
Antikorper, Anti-TMEM63C-1, generiert.
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4.3.1.3.1 Qualitatsanalyse der Immunisierung und Aufreinigung

Zur internen Uberpriifung eines effizienten Immunisierungs- und
Aufreinigungsprozesses wurden die Seren der Tage 0 (Praimmunserum), 28, 56 und 72
vergleichend mit dem finalen Antikorper im Western Blot unter Verwendung von
Glomeruli-Isolaten getestet (Abb. 12).

Ausgehend vom Pra-Immunserum mit allenfalls zwei diskreten Banden bei ~86 und ~95
kDa in einem daruber hinaus blandem Hintergund, zeigten sich im Verlauf durch die
Injektion des entsprechenden Antigens drei neue Banden, die bis zum finalen
Antikorperserum erhalten blieben: Zwei distinke Proteinbanden bei ~93 kDa sowie ~75
kDa sowie eine signalschwachere Fluoreszenz bei ~110 kDa. Die durch unspezifische
Antigen-Antikorper-Reaktionen detektierten Banden von Tag 0, die im weiteren
Zeitverlauf  noch  verfolgbar sind, konnten durch die abschlieBende

Affinitatschromatographie effektiv unterbunden werden.

| 1 1
| | |
| | |
260 kDa— 1 1 1
| | |
| 1 1
150 kDa— 1 1 1
| | |
| | |
| | |
| I 1 110 kDa
100 kDa — I A A -
EE—— S :.--I--.I--- 93kDa
_— 1
75 kDa — :--—.:- --I---‘ﬂ
| | |
| 1 |
| | |
| | |
il I I 1
50 kDa : | :
1 1 1

Tag 0 Tag 28 Tag 56 Anti-TMEM63C-1

Abb. 12: Qualitatskontrolle des polyklonalen Antikorpers Anti-TMEM63C-1.

Gezeigt ist ein Western Blot mit vergleichender Analyse der Kaninchenseren und des finalen
aufgereinigten Antikdrperserums zu definierten Zeitpunkten. Je Serum wurden drei
verschiedene, zwischen den Seren identische Glomeruli-Isolate aufgetragen (G1-G3).

Roter Pfeil, unspezifische Banden; griner Pfeil, spezifische Banden infolge des
Immunisierungsprozesses.
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4.3.1.3.2 Vergleichende Proteinquantifikation
Unter Verwendung des eigens generierten Antikorpers Anti-TMEM63C-1 konnte im

Western Blot eine stabile, signalstarke Bande bei 93 kDa detektiert werden, die dem zu
erwartenden MG des primaren Translationsproduktes von Tmem63c entspricht. Abb. 13
zeigt einen reprasentativen Western Blot von Glomerulilysaten mannlicher Individuen
der Parentalstdmme MWF und SHR zum Zeitpunkt der 8. Woche.

MWF SHR
100 kDa
TMEM63C ———— (il S D D IS swe Seen S0 GED G "= SN au e
75 kDa - — — — —

Abb. 13: Reprasentativer Western Blot von Glomerulilysaten der Parentalstamme MWF
und SHR zum Zeitpunkt der 8. Woche.

Es zeigen sich zwei distinkte Banden bei 93 kDa, dem errechneten MG des gesuchten Proteins
TMEMG63C, sowie bei 75 kDa. Beta-actin diente als interne Ladekontrolle (42 kDa).

Bei der semiquantitativen Auswertung (Abb. 14) der 93 kDa-Bande zum Zeitpunkt der 8.
Woche zeigte sich eine Uberexpression des Proteins zu Gunsten des SHR-Stammes.
Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (0,13+0,01 vs. 0,10+0,01). Um die
Expression analog zur Transkriptionsrate im Altersverlauf zu beurteilen, wurden
erganzende Western Blots in der 4. und 24. Woche durchgefuhrt (nicht abgebildet). In
der 4. Woche konnte bei mannlichen MWF-Tieren eine gegenuber SHR-Ratten um
etwa 24% erniedrigte Expression nachgewiesen werden (0,17+0,01 vs. 0,1310,01,
p<0,05). In der 24. Woche zeigten beide Stamme ein vergleichbares Expressionsniveau
ohne signifikanten Unterschied (0,19+0,01 vs. 0,22+0,01) (Abb. 14).

64



0,20 SHR 0,15 SHR

o
N
a

SHR
_ T MWF  — T MWF  —
s * . S . 20,20 I . MWEF
3 0,15 2 2
[= < 0,10 =
o — - i —
® 2 g 9 3 So15
S 240 29 g9
oa® oa -
= = S 00,10
=3 =3 005 =3
b~ - A~
+ 0,054 = &
—_ _— = 0,05
o o o
0 0 0
4. Woche 8. Woche 24. Woche

Abb. 14: Semiquantitative Western Blot Analyse der TMEMG63C-Proteinexpression in
Glomerulilysaten.

Vergleichend graphisch dargestellte, mittels Western Blot Analysen ermittelte relative
Proteinlevel der Parentalstamme SHR und MWF zum Zeitpunkt der 4., 8. und 24. Woche eines
reprasentativen Western Blots je Zeitpunk.

4. und 8. Woche: MWF, n=7; SHR, n=7. 24. Woche: MWF, n=6; SHR, n=6.

*p<0,05 vs. SHR.

4.3.1.3.3 Expressionsanalyse an humanen Podozyten
Erganzend zu den Versuchen an Rattenglomeruli wurde die Proteinexpression von

TMEM63C im Western Blot auch an humanen Podozyten (immortalized human
podocytes) untersucht, welche unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise von Dr. Moin
Saleem der Academic and Children's Renal Unit der Universitat in Bristol zur Verfigung
gestellt und in unserer Arbeitsgruppe weiter etabliert wurden. Dabei konnte ein zu den
eingesetzten Glomeruli-Lysaten analoges Bandenmuster detektiert werden (Abb. 15).

Glomerulilysate Podozyten
110kDa—»|m T —
TvEMs:c— (N S TR . e e
75 kDa— ~ —

Abb. 15: Nachweis der TMEM63C-Expression in humanen Podozyten im Western Blot.
Proteinextrakte humaner Podozyten zeigen ein zu den aus Rattenglomeruli gewonnenen
Lysaten analoges Bandenmuster.
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Abb. 16: Immunhistochemische Farbung des Proteins TMEM63C.
Gezeigt sind reprasentative Nierenschnitte der Parentalstamme SHR und MWF zum Zeitpunkt

der 4., 8. und 24. Woche unter Verwendung des Antikdrpers Anti-TMEM63C-1. Spezifisch

angefarbte Strukturen sind braun gefarbt.

MaRstabsbalken 50 um.

Darstellung
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Morphologisch ist beim nierenkranken MWF-Stamm bereits in der 4. Woche eine
glomerulare Hypertrophie/-plasie zu erkennen, welche bis zur 24. Woche sukzessive
zunimmt. Fuhrend in beiden Parentalstammen ist eine distinkte Anfarbung der
Podozyten des Glomerulus zu allen gewahlten Zeitpunkten. Beide Stamme zeigen in
der 4. Woche eine vergleichbare Signalintensitat (Abb. 17). Wahrend bei SHR-
Individuen die Expression von TMEMG63C in der 8. Woche signifikant zunimmt (p<0,05),
zeigen MWF-Ratten zunachst eine zur 4. Woche analoge Expressionsrate (p<0,01 vs.
SHR), welche erst in der 24. Woche deutlich ansteigt (p<0,0001). Beim nierengesunden
SHR-Stamm reduziert sich die Signalintensitat zum Zeitpunkt der 24. Woche hingegen
wieder auf das Ausgangsniveau der 4. Woche. In der Verlaufsanalyse zeigt sich in der
4. Woche bei beiden Stammen zudem eine deutliche Farbung der Macula densa der
Pars recta des distalen Tubulus, welche in der weiteren Betrachtung sukzessive
abnimmt und in der 24. Woche nicht mehr nachweisbar ist. Korrelierend hierzu lasst
sich ein zunehmender Anstieg der Expression von TMEM63C im Burstensaum des
proximalen Tubulus nachweisen, welcher bei SHR in der 8. und 24. Woche, bei MWF in
hingegen nur in der 24. Woche nachweisbar war. Die medullaren Strukturen lieRen zu

keinem Zeitpunkt eine Farbung erkennen.
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Abb. 17: Vergleichende semiquantitative Immunhistochemie-Analyse der TMEM63C-
Expression in Podozyten der Parentalstimme SHR und MWF.
*p<0,01, **p<0,001, ##p<0,0001 vs. MWF 4. und 8. Woche, #p<0,05 vs. SHR 4. und 24.

Woche.
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4.3.3 Massenspektrometrische Analyse

Zur Validierung des eingesetzten Antikorpers Anti-TMEM63C-1 wurden ebenso
massenspektrometrische Analysen der detektierten Banden durchgefuhrt. Der Abgleich
der generierten MS-Spektren mit einer Proteindatenbank flhrte jedoch zu keiner
positiven Detektion von TMEM63C.
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5. Diskussion

In jingster Vergangenheit konnte in mehreren bevolkerungsbasierten Studien gezeigt
werden, dass die Uap einen unabhangigen Risikofaktor fur die Progression renaler
Erkrankungen sowie die Entwicklung kardio- und zerebrovaskularer Ereignisse darstellt
[18, 29-32]. In Anbetracht der gesundheitspolitischen Relevanz dieser Krankheitsbilder
ruckt die Erforschung kausaler pathophysiologischer Mechanismen der Uan zunehmend
in den Vordergrund. Die Identifikation krankheitsassoziierter Gene und deren
Krankheitsmechanismen eroffnet dabei die Moglichkeit, nicht symptomorientiert,
sondern fruhzeitig kausaltherapeutisch zu intervenieren. Vor dem Hintergrund der
multifaktoriellen Komplexitat des Phanotyps ,Albuminurie® wird verstandlich, dass die
molekulargenetischen Grundlagen der Uap bis heute noch nicht im Detail geklart sind.

Um eine ursachliche Beteiligung einzelner Gene an der phanotypischen Auspragung
quantitativer Merkmale nachzuweisen, hat sich daher der Einsatz molekulargenetisch
determinierter Inzuchtmodelle bewahrt [85]. Ein fur die Erforschung von Herz/Kreislauf-
und Nierenerkrankungen geeignetes Tiermodell reprasentiert dabei die MWF-Ratte, zu
deren Charakteristika als Zeichen eines Nierenschadens insbesondere die progressive
Entwicklung einer ausgepragten Uap und Proteinurie mit Werten weit jenseits des
nephrotischen Grenzbereichs zahlt [115, 127]. In einer initialen in der Arbeitsgruppe
durchgefuhrten genomweiten Kopplungs- und Kosegrationsanalyse an Hand einer
(MWF x SHR)-Backcross-Population konnten mehrere wahrscheinliche und signifikante
Ua-QTL auf verschiedenen Chromosomen identifiziert werden, wobei der QTL auf
RNOG6 bereits im Alter von 8. Wochen die signifikanteste Kopplung aufwies [93].
Interessanterweise konnte bei einer friheren Kopplungsanalyse ein kolokalisierter QTL
auf RNO6 auch an Hand einer MWF- und normotensiven, nierengesunden Lewis-
Ratten-Backcross-Population sowie zwischen salzsensitiven Dahl- und SHR-F2-Tieren
identifiziert werden [89, 106, 114]. Diese uberschneidenden Ergebnisse innerhalb eines
unterschiedlichen Rattengenoms deuten darauf hin, dass es sich bei dem Uap-QTL auf
RNOG6 um eine konservierte Region handelt, der eine generelle molekulargenetische
Bedeutung in der Entwicklung der Uan zukommt. Die funktionelle Relevanz des
identifizierten Uap-QTL auf RNO6 konnte durch die Etablierung des konsomen
Stammes MWF-65"R validiert werden [115] und der informative Chomosomenabschnitt

mittels Etablierung und phanotypischer Charakterisierung der kongenen Linien
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MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) in der 8. Woche als

Uab1-QTL naher definiert werden.

Gene und deren Regulation unterliegen oftmals einem ,age of onset“-Effekt. Es ist
bekannt, dass sie in Abhangigkeit ihrer funktionellen Relevanz zu unterschiedlichen
Zeitfenstern aktiviert oder abgeschaltet werden bzw. in ihrer Genaktivitat differieren
kénnen. Um die funktionelle Relevanz des identifizierten Uap1-QTL auf RNO6 im
weiteren Altersverlauf beurteilen zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Entwicklung der Uap bei Tieren der 14. und 24. Woche eruiert. Die Analysen zeigen,
dass der Uap1-QTL auch mit fortschreitendem Lebensalter funktionell bedeutsam,
insbesondere jedoch im frihen bzw. mittleren Lebensalter von erheblicher Relevanz zu
sein scheint und damit zu einem Zeitpunkt, zu dem noch keine relevanten
altersabhangigen, pathophysiologischen Degenerationen zu erwarten sind. Es ist
anzunehmen, dass die innerhalb des Uap1-QTL kartierten Gene vor allem mit der
frhzeitigen Entwicklung einer erhohten Uap sowie deren progressiven Anstieg im
weiteren Altersverlauf assoziiert sind. Interessanterweise wiesen konsome MWF-65HR-
Individuen zum Zeitpunkt der 24. Woche eine signifikant geringere Uab gegeniber dem
kongenen, den Uap1-QTL aus SHR tragenden MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4)-Stamm
auf (p<0,05). Moglicherweise liegen aullerhalb des identifizierten Uap1-QTL weitere
renoprotektive Faktoren auf RNOG6, welche vor allem im hoheren Lebensalter
phanotypisch zum Tragen kommen. Die funktionelle Relevanz weiterer potentieller
informativer Intervalle fur die Uap konnte in Form einer Altersverlaufsstudie an Hand der

in der Arbeitsgruppe bereits etablierten kongenen Linien naher eruiert werden.

Es ist hinlanglich bekannt, dass der Blutdruck einen nicht unwesentlichen Risikofakter
fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Uap darstellt und selbst nur moderat
erhohte Blutdruckwerte Uber die Zeit kummulativ zu einem progressiven Voranschreiten
der Uap fuhren [117]. Um einen moglichen zusatzlichen protektiven Effekt geringerer
Blutdruckwerte der den identifizierten Uap1-QTL flankierenden Linien auf die
Ausbildung der Uabp auszuschlielen, wurde das Blutdruckverhalten der kongenen
Tierlinien vergleichend mit den Parentalstammen MWF und SHR und dem konsomen
MWEF-65"R-Individuen in der 14. Woche analysiert. Tatsachlich zeigte sich zwischen den
kongenen Linien MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) eine
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mittlere Blutdruckdifferenz von 10,4 mmHg (SBD) bzw. 2,9 mmHg (MAD). Auch wenn
die erhobenen Blutdruckwerte zwischen beiden Stammen statistisch nicht signifikant
waren, kann ein zusatzlicher renoprotektiver Effekt aufgrund des im Mittel niedrigeren
systemischen Blutdruckes nicht ausgeschlossen werden, sodass die hohe Varianz des
Uap1-QTL auf die Uap anteilig auch den normalisierten Blutdruckwerten zugeschrieben
werden muss. Interessanterweise konnte der progressive Anstieg der Uan beim
konsomen Stamm MWEF-65"R im Altersverlauf im Vergleich zum kongenen Stamm
MWF.SHR-(D6Rat1-D6RatMgh4) signifikant supprimiert werden (p<0,05), obwohl
gleichzeitig ein um bis zu 5% erhohter systolischer Blutdruck vorlag. Dieser Befund
unterstreicht die Existenz krankheitsassoziierter, genetischer Determinanten innerhalb
des identifizierten Uan1-QTL auf die Ausbildung einer pathologischen Uab und dies
unabhangig vom Risikofaktor Hypertonie.

Der zwischen den kongenen Linien MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und MWF.SHR-
(D6Rat1-D6Mgh4) identifizierte Uap1-QTL auf RNOG6 weist derzeit 75 sicher kartierte
Gene auf. In orientierenden Voranalysen der Arbeitsgruppe zeigte sich fir mannliche
Tiere der Parentalstamme MWF und SHR fur das Gen Tmem63c, welches randstandig
am 3-Ende des Uap1-QTL Ilokalisiert ist, in der 8. Woche ein differentes
Expressionsprofil zu Gunsten einer signifikanten Uberexpression bei nierenkranken
MWEF-Individuen (p<0,0001). Durch die in dieser Arbeit durchgefuhrte Analyse der
Genexpression bei den den Uap1-QTL flankierenden kongenen Linien MWF.SHR-
(D6Rat1-D6Rat81) und MWF.SHR-(D6Rat1-D6Mgh4) sowie des konsomen Stamms
MWEF-6SHR konnte das differente Expressionsprofil konfirmiert und die allelische
Regulation des Gens Tmem63c bestatigt werden. Dieser Befund legt die Vermutung
nahe, dass trotz der zahlreichen Moglichkeiten der Gen-Gen-Interaktion die regulativen
Mechanismen des Gens Tmem®63c nicht oder nur unwesentlich dem Einfluss des MWF-
Hintergrundgenoms unterliegen.

Die Grunde fur ein differentes Expressionmuster zwischen zwei kontrastierenden
Populationen sind vielfaltig. Polymorphismen beispielsweise in Promoterregionen,
kodierenden Bereichen oder auch innerhalb weiter entfernt lokalisierten Enhancer-
Elementen konnen direkt Einfluss auf die Genexpression nehmen. Auch Stérungen in
der Funktion des translatierten Proteinproduktes konnen retrograd im Sinne eines

kompensatorischen Regulationsmechanismus mit Anderungen der Transkriptionsrate
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einhergehen. In einer kooperativ durchgefuhrten vergleichenden Sequenzierung des
Uab1-QTL mittels NGS konnte zwischen den Parentaltieren MWF und SHR eine
Punktmutation innerhalb des nicht-kodierenden Introns 18 (Basenpaar 111.101.251) an
einer potentiellen alternativen Splicestelle identifiziert werden (nicht-publizierte Daten
der Arbeitsgruppe). Inwiefern diese einen relevanten molekularen Defekt darstellt und
Einfluss auf den nachfolgenden Transkriptionsprozess ausubt, bleibt vorerst jedoch
ungeklart.

Sexuelle  Dimorphismen  beruhen auf dem  Einfluss der auf den
Geschlechtschromosomen kartierten Gene sowie auf einer hormonell bedingten,
geschlechtsspezifischen Genexpression autosomaler Gene [128].
Geschlechtsabhangige,  differente  Expressionsmuster, die zu  gravierend
unterschiedlichen (patho-)physiologischen Ablaufen zwischen den Geschlechtern
fuhren konnen, konnten in Vergangenheit in vielen somatischen Geweben
nachgewiesen werden, [129-131]. Da beim nierenkranken Rattenstamm MWF ein
sexueller Dimorphismus bekannt ist, der bei Weibchen zu einer signifikant milderen
Albuminurieentwicklung fuhrt [92, 94-96], wurde die Tmem63c-Expression zusatzlich an
weiblichen Individuen im Altersverlauf untersucht. Dabei zeigte sich ein fur mannliche
Tiere vergleichbares Transkriptmuster. Die Regulation des Gens scheint somit auf
MRNA-Ebene innerhalb eines Geschlechts ahnlichen physiologischen Mechanismen zu
unterliegen. Beim direkten Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Individuen
der Parentalstamme zeigten SHR-Weibchen gegenuber mannlichen SHR-Tieren eine
Steigerung des Tmem63c-Transkriptes um etwa 50%, wohingegen weibliche MWEF-
Individuen gegenuber den MWF-Mannchen lediglich eine tendentielle Zunahme ohne
Erreichen des Signifikanzniveaus aufwiesen. Somit scheint fur Tmem63c zum Zeitpunkt
der 8. Woche ein stammesabhangiges, geschlechtsspezifisches mRNA-
Expressionsprofil vorzuliegen, welches jedoch in einer Altersverlaufsstudie validiert
werden musste. Aussagen Uber mogliche geschlechtsspezifische Unterschiede auf
Proteinebene konnen an dieser Stelle jedoch nicht getroffen werden und bedurfen der

weiteren Untersuchung.

Differentielle Expressionsanalysen sind ein wichtiges Instrument bei der Identifikation
potentieller krankheitsassoziierter Kandidatengene. Eine kausale Beteiligung Uber- oder

72



unterexprimierter Gene an einem gewunschten Phanotypen bleibt jedoch zunachst rein
spekulativ. Werden Expressionsdaten der mRNA auf Proteinebene extrapoliert, so zeigt
sich, dass das Expressionsprofil eines Gens nicht immer unmittelbar mit der
translatierten Proteinmenge im untersuchten Gewebe korreliert [132, 133]. Die Grinde
fur diese fehlende Korrelation sind vielfaltig und umfassen neben komplexen
posttranslationalen Regulationsmechanismen auch unterschiedliche Halbwertszeiten
von mMRNA und Protein in vivo sowie intrazellulare Lokalisation und Komplexbildung,
welche die nachfolgenden methodischen Analysen erschweren [134]. Da letztlich nicht
Gene, sondern das Proteom einer Zelle bzw. eines Gewebes den Phanotypen
bedingen, sind weiterfihrende Untersuchungen auf Proteinebene zwingend notwendig.
Zur Analyse des Gens Tmem63c auf Proteinebene wurden zunachst Western Blot-
Analysen unter Verwendung von Glomeruli-Isolaten mannlicher Individuen zu
definierten Zeitpunkten durchgefuhrt. Unter Verwendung der kommerziell erhaltlichen
Antikorper konnte keine Bande im Bereich des anhand der Aminosauresequenz
errechneten MG von ~93 kDa detektiert werden. Zudem erwies sich das unter den
eingesetzten Antikorpern resultierende Bandenmuster untereinander als nicht konform,
sodass angesichts der divergierenden Ergebnisse berechtigte Zweifel an der Spezifitat
der Antikorper bestanden. Das Problem nicht geeigneter bzw. nicht ausreichend
validierter, kommerziell erhaltlicher Antikorper ist indes hinreichend bekannt [135, 136].
Berglund et al. kamen in einer 2008 veroffentlichten Arbeit im Rahmen des Human
Protein Atlas-Projektes zu dem Ergebnis, dass nur knapp 50% der > 2500 getesteten,
kommerziellen Antikorper erfolgreich in Western Blot- oder Immunhistochemie-
Experimenten eingesetzt werden konnten [137]. Nach aktuellem Kenntnisstand liegen
derzeit bisher keine erfolgreich publizierten Ergebnisse unter Verwendung der in dieser
Arbeit aufgefihrten kommerziellen Antikérper vor, die eine Interpretation hinsichtlich
ihrer Funktionalitat erleichtern wirden. Erschwerend kommt hinzu, dass nach wie vor
nur unzulangliche Informationen bzw. gesicherte Erkenntnisse uber das primare
Translationsprodukt des Gens Tmem63c und dessen mogliche Prozessierung
vorliegen. Auch der Einsatz der Blockingpeptide erbrachte keine ausreichende
Sicherheit in Hinblick auf die funktionelle Validierung der Antikorper, da TMEMG63C
massenspektrometrisch nicht identifiziert werden konnte und das Risiko einer
falschlichen Proteindetektion aufgrund von moglichen Kreuzreaktivitaten die Spezifitat
der Antikorper fur Tmem63c weiterhin in Frage stellte.
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Angesichts der fraglichen Resultate wurde daher fur die Proteinanalyse die Generierung
eines eigenen TMEMG63C-spezifischen Antikorpers initiiert, dessen effiziente Bildung
unter Einsatz entsprechender Pre-Seren nachvollzogen werden konnte. Unter
Verwendung des Antikorpers Anti-TMEM63C-1 konnte im Immunoblot erstmals eine
distinkte und reproduzierbare Bande bei dem erwarteten MG von ~93 kDa detektiert
werden. Daneben fanden sich eine weitere stabile Bande bei ~75 kDa und eine deutlich
signalschwachere Fluoreszenz bei ~110 kDa, welche jedoch in Abhangigkeit von unter
anderem Beleuchtungszeit oder aufgetragener Proteinmenge stark variierte.

Die unerwartete Detektion multipler Banden ist ein bekanntes Phanomen bei Western
Blots und vielfaltig im Ursprung. So fuhren methodische Fehler, wie der Einsatz zu
hoher Antikorperkonzentrationen zu unspezifischen Bandendetektionen. Auch eine
unzureichende Proteindenaturierung wahrend der Probenaufbereitung oder
wiederholtes Ein- und Auftauen der Proben mit folglicher Degradierung des Proteins
resultieren in der artifiziellen Detektion von Banden zu hohen oder zu niedrigen MGs
[138]. Viele Gene werden jedoch nicht nur in ein einziges Protein translatiert, sondern
uber alternatives Splicing in mehrere Proteinvarianten unterschiedlicher MG Uberfuhrt.
Posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierung oder Phosphorylierung fihren zu
einer weiteren Diversitdt von Proteinen und resultieren im Western Blot in einer
Abweichung vom zu erwartetem MG. Ob es sich bei den beiden zusatzlich detektierten
Banden beispielsweise um  komplexierte = TMEMG63C-Proteine, degradierte
Proteinfragmente, Isoformen oder posttranslational prozessierte Formen handelt, bleibt
vorerst unklar. Weitere alternative Transkripte des Proteins TMEM63C, wie sie auch
beim Menschen auf Grundlage potentieller alternativer Splicevarianten postuliert
werden (http://www.ensembl.org), sind jedoch nicht auszuschlieRen. Dass es sich bei
den beiden weiteren Banden wahrscheinlich um keine artifizielle Fluoreszenz, sondern
um einen reellen Befund handelt, untermauert auch das Ergebnis der Western Blots an
humanen Podozytenkulturen. Hier konnte ein zu den Glomeruli-Lysaten analoges
Bandenmuster detektiert werden.

Trotz der im Western Blot entsprechend des zu erwarteten MGs von TMEM63C bei
~93 kDa detektierten Bande wurde zur zusatzlichen Validierung der Spezifitat des
Antikorpers Anti-TMEM63C-1 eine massenspektrometrische Untersuchung veranlasst,
in der das translatierte Proteinprodukt jedoch nicht identifiziert werden konnte.
TMEMG63C stellt als Membranprotein eine besondere Herausforderung fur die MS-
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basierte Proteomanalyse dar. Zunachst ist kritisch zu beleuchten, dass die
gelelektrophoretische  Auftrennung von  Proteinen zwar ein  etabliertes
Standardverfahren zur Proteintrennung darstellt, die eindimensionale Gelelektrophorese
jedoch nur eine grobe Auftrennung komplexer Proteingemische erlaubt [139].
Membranproteine zeichnen sich durch eine hohe Hydrophobizitat aus, welche ihre
Solubilisierung in wassrigen Losungen stark limitiert, und zeigen im Allgemeinen nur
eine geringe Abundanz in Proteingemischen [140, 141]. Erschwerend kommt hinzu,
dass nicht alle Detergenzien, welche fur die Extraktion der Proteine aus der Gelmatrix
benotigt werden, mit MS-Methoden kompatibel sind und Lysin-/Arginin-Schnittstellen fur
Trypsin, dem Standardenzym fur die Degradation des Proteins, aufgrund des
hydrophoben Charakters von Membranproteinen unterreprasentiert sind [140]. Da das
MS-Signal mit der Menge des zu analysierenden Proteins korreliert, kann das gesuchte
Protein durch eine geringe Konzentration im Hintergrundrauschen maskiert oder durch
eine relative Uberrepdsentation anderer Peptidfragmente falschlicherweise nicht
identifiziert werden. Ein ausbleibender positiver Nachweis des entsprechenden Proteins
darf daher keineswegs zwangslaufig als Beweis fur seine Abwesenheit gewertet
werden. Moglicherweise hatten an dieser Stelle leistungsstarkere multidimensionale
Auftrennungs- und Proteinkonzentrierungsverfahren die Wahrscheinlichkeit einer
massenspektrometrischen Detektion des Proteins TMEM63C erhdht.

Neben den Western Blot-Analysen wurden in Kooperation immunhistochemische
Untersuchungen an in Paraffin eingebetteten Nierenschnitten von 4, 8 und 24 Wochen
alten MWF- und SHR-Tieren unter Verwendung des Antikorpers Anti-TMEM63C-1
durchgefuhrt. Hierbei konnte zu allen Zeitpunkten eine starke Expression des Proteins
in den Podozyten der Glomeruli nachgewiesen und damit der Befund des Western Blots
bestatigt werden. Daneben zeigte sich eine im Altersverlauf zunehmende Expression im
Burstensaum der proximalen Tubuli. Wie bereits einleitend dargestellt, ist die erhohte
Uab Ausdruck einer strukturellen oder funktionellen Storung des glomerularen
Filtrationsapparates und/oder des tubularen Resorptionsmechanismus. Die Ergebnisse
legen nahe, dass TMEM63C mindestens in einen dieser beiden Mechanismen involviert
ist. Des Weiteren zeigten beide Stamme korrelierend zur zunehmenden Expression des
Proteins im Burstensaum eine abnehmende Expression in der Macula densa der Pars

recta des distalen Tubulus. Die Macula densa ist Teil des juxtaglomerularen Apparates,
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welcher Uber den tubuloglomerularen Feedbackmechanismus uber die Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems Einfluss auf die Regulierung des Salz- und
Wasserhaushaltes sowie den Blutdruck nimmt. Bei Blutdruckabfall oder einer
erniedrigten NaCl-Konzentration im Tubuluslumen wird vermehrt Renin aus den Zellen
der Macula densa freigesetzt, welches uber mehrere Zwischenschritte zur gesteigerten
Bildung von Angiotensin |l fuhrt. Angiotension |l wiederum steigert direkt die
Vasokonstriktion des Vas efferens des Glomerulums, erhoht somit die GFR und fuhrt
indirekt Uber die Stimulation von Aldosteron aus der Nebenniere zu einer vermehrten
Natriumretention im distalen Nephron. Daneben flhrt eine langandauernde Stimulation
des RAAS jedoch auch zu pathophysiologischen Prozessen, welche direkt oder indirekt
zur Entwicklung der Proteinurie beitragen. Podozyten exprimieren an ihrer Oberflache
unter anderem Angiotensin Il-, Mineralkortikoid- und Proreninrezeptoren, Uber deren
Stimulation entscheidende Funktionen, wie Kontraktilitat, Apoptose, Autophagozytose
oder die zytoskelettale Organisation reguliert werden [142]. So bewirken erhohte
Angiotensin  1I-Spiegel eine Abnahme negativ geladener Proteoglykane der
glomeruldren Filtrationsmembran und die Supression von Nephrin mit folglich
gesteigerter Apoptose der Podozyten [143]. Somit steht eine Reihe von Ansatzstellen
zur Verfugung, in welche TMEMG63C aufgrund seines Expressionsmusters eingreifen
konnte. In welche dieser diversen pathophysiologischen Menchamismen TMEMG63C
anteilig jedoch am meisten involviert ist, bleibt Gegenstand zukunftiger Forschung.

Mittels Immunhistochemie und Western Blot-Analysen konnte der Nachweis der
Translation von Tmem63c auf Proteinebene erbracht werden. Quantitativ konnte im
Western Blot zwischen den kontrastierenden Parentalstammen MWF und SHR keine
Uberzeugenden Unterschiede bezuglich der Tmem63c-Expression nachgewiesen
werden. Lediglich zum Zeitpunkt der 4. Woche zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zu Gunsten des nierengesunden SHR-Stammes (p<0,05), welcher in der quantitativen
Analyse der Immunhistochemie bei hier vergleichbaren Expressionslevel beider
Parentalstamme nicht bestatigt werden konnte. Hier zeigten 8 Wochen alte MWF-
Individuen im Vergleich zum gesunden SHR-Stamm eine signifikant niedrigere
Proteinexpression (p<0,01), welche sich in der 24. Woche zu Gunsten des MWF-
Stammes umkehrte (p<0,001).
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Die intermodalen Differenzen in den quantitativen Resultaten zwischen
Immunhistochemie und Western Blot sind vielfaltig. Grundlegend ist zu erwahnen, dass
es sich bei beiden Verfahren lediglich um semiquantitative Methoden handelt. Obwohl
der Western Blot zu den etablierten Methoden in der Proteomanalyse zahlt, ist
insbesondere die Aussagekraft der Densitometrie in jungster Vergangenheit
zunehmend kritisch beleuchtet worden. Gassmann et al. analysierten unterschiedliche
Quantifizierungsmethoden des Western Blots und kamen zu dem Ergebnis, dass sich
aus den gleichen Daten je nach Analyseverfahren sich widersprechende, jedoch jeweils
signifikante Resultate generieren lassen [144]. Da TMEMG63C unter anderem auch im
proximalen Burstensaum exprimiert wird, kdnnen Verunreinigungen der Glomeruli-
Isolate wahrend der Probengewinnung mit Tubulusfragmenten bzw. am Glomerulum
noch residuell anteiligen proximalen Tubulusabschnitten zu einer relevanten
Verschiebung der Proteinkonzentration fuhren, wohingegen die Immunhistochemie eine
selektive Anfarbbarkeit unterschiedlicher Zellen ermdglicht. Zudem wurde bei der
semiquantitativen Auswertung des Western Blots lediglich die Bande bei ~93 kDa, dem
erwarteten MG von TMEMG63C, berucksichtigt. Wie bereits erwahnt, bleibt aktuell
unklar, inwieweit die beiden anderen Banden bei ~110 kDa und 75 kDa modifizierte
oder degradierte Proteinformen darstellen und somit in die Auswertung hatten
einflie®en mussen. Von Seiten der Immunhistochemie konnten Unterschiede in der
Morphologie, insbesondere die starke glomeruldare Hypertrophie/-plasie des
nierenkranken MWF-Stammes mit einer konsekutiven Intensitatsabnahme des
einzelnen Podozytensignals zu einer Verfalschung der ermittelten Proteinexpression
beitragen.

Eine mdgliche Interpretation der immunhistochemischen Befunde ware, dass bei MWF-
Individuen im Gegensatz zu SHR die gegenuber der 4. Woche gesteigerte Expression
des Proteins in der 8. Woche ausbleibt und kompensatorisch verzogert erst bis zur 24.
Woche erfolgt, wenn bereits irreversible glomerulare Defekte mit einer massiven Uap
eingetreten sind. Dieser Befund steht auch im Einklang mit der funktionellen
Relevanzanalyse, bei der sich ein hoher Impakt des Uan1-QTL vor allem im frGhen und
mittleren Lebensalter zeigte. An dieser Stelle sind jedoch weitere spezifischere
Untersuchungen, beispielsweise an aus den Parentalstdmmen MWF und SHR mittels
Durchflusszytometrie isolierten Podozyten zur Validierung des Ergebnisses sicherlich

wunschenswert. Erganzend sei zu erwahnen, dass ein quantitativer Unterschied,
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sowohl eine Uber-, als auch Unterexpression, nur eine mogliche Erklarung fir die
Entwicklung eines pathologischen Phanotypen darstellt und keine Aussage Uber die
Funktionalitat des translatierten Proteins erlaubt.

Die funktionelle Relevanz des Uap1-QTL auf RNO6 konnte durch die phanotypische
Charakterisierung des konsomen Stammes MWF-6SHR und der den Uan1-QTL
flankierenden kongenen Linien MWF.SHR-(D6Rat1-D6Rat81) und MWF.SHR-(D6Rat1-
D6Mgh4) bewiesen werden. Zwar konnte durch die Etablierung der kongenen
Rattenstamme das informative Intervall deutlich eingeengt werden, der Einfluss
zusatzlicher Loci bzw. weiterer innerhalb des identifizierten chromosomalen Abschnittes
kartierender Gene auf die Uap kann jedoch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden. Fur den Nachweis einer unmittelbaren kausalen Beteiligung des
Kandidatengenes Tmem63c am Phanotyp ,Albuminurie® sind aus diesem Grunde
letztlich Analysen an genetisch veranderten Tierlinien notwendig. HierfUr geeignete
transgene Linien stellen beispielsweise Knockout-Modelle dar, bei denen das zu
analysierende Gen im Genom des Individuums vollstandig abgeschaltet wird. Da zum
Zeitpunkt der Arbeit keine entsprechenden Rattenmodelle fur Tmem63c etabliert waren
und deren Entwicklung zeitintensiv und durch die potentielle Avitalitat der Nachkommen
mit einem ungewissen Ausgang verbunden war, wurden in unserer Arbeitsgruppe nach
Abschluss dieser Arbeit funktionelle Analysen an einem transgen veranderten
Zebrafisch (fabp10a:gc-EGFP) durchgefuhrt. Dieser exprimiert ein Vitamin D-bindendes
Protein, welches aufgrund mit Albumin vergleichbaren Eigenschaften die Analyse der
glomerularen Filtration erlaubt und gekoppelt an das grun fluoreszierende Protein EGFP
(enhanced green fluorescent protein) mittels Fluoreszenzmikroskopie in Blut und
Fischwasser quantifiziert werden kann. Ein Knockdown von Tmem63c mittels
Morpholino- und CRISPR/Cas9-Technologie resultierte in einem signifikanten Verlust
des Vitamin D-bindenden Proteins im Blut der Fische mit korrespondierendem Anstieg
der Konzentration im Fischwasser (nicht-publizierte Daten der Arbeitsgruppe). Diese
Ergebnisse belegen eine unmittelbare kausale Beteiligung des Proteins TMEM63C an
der Entwicklung der Uap und lassen vermuten, dass das Protein essenziell fur die

Aufrechterhaltung und Integritat der GFB ist.
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Zuletzt bleibt die Frage, in welche pathophysiologischen Mechanismen das Protein
TMEMG3C involviert ist. Das Protein gilt bis heute als nur wenig charakterisiert. Zu
Beginn der vorliegenden Arbeit lieRen sich erste Gen- bzw. Proteincharakteristika
lediglich anhand computerbasierter Analysesysteme postulieren, wie beispielsweise die
mutmallich transmembrane Lokalisation des Proteins. Ein weiterer Ansatz fur die
funktionelle Charakterisierung des Proteins stellen die Prasenz der Proteindomanen
DUF221, DUF4463 sowie Pfam13967 dar. Domanen reprasentieren definierte
Funktionseinheiten innerhalb eines Proteins. Da sie evolutiondr meist hoch
konservierten Proteinregionen entsprechen, lassen homologe Sequenzen in
unterschiedlichen Proteinklassen auf eine ahnliche Proteinfunktion hinweisen. Erste
Anhaltspunkte auf die Funktion des Proteins lieferten Hou et al. in einer 2014
veroffentlichten Arbeit. Die Autoren untersuchten mehrere integrale
Transmembranproteine der Pflanzenart Arabidopsis thaliana und identifizierten das Gen
At4G22120, dessen Uberexpression unter Induktion hyperosmolaren Stresses zu einem
vermehrten intrazellularen Calziumeinstrom fuhrte. Das Gen enthalt die bis dahin
funktionell noch unbekannte Domane DUF221, weswegen die Autoren Proteinen mit
dieser Domane  Kalzium-permeable  Kanalfunktionen  zuschrieben [145].
Interessanterweise entspricht das untersuchte Gen At4G22120 dem Pflanzen-Ortholog
zu Tmem63c bei Saugetieren. Tmem63c wird seither basierend auf dieser Arbeit auch
unter der Bezeichnung ,Calcium Permeable Stress-Gated Cation Channel 1 gefihrt.

Die Bedeutung des Calziumhaushaltes fur die Aufrechterhaltung der GFB zeigen
Analysen der TRPC (transient receptor potential canonical)-Kanale, welche in den
letzten Jahren zunehmend an Aufmerksamkeit gewonnen haben. Dabei handelt es sich
um eine Familie von sieben Mitgliedern, welche in Form von Homo- oder
Heterotetrameren nichtselektive Kationenkanale bilden und Uber einen G-Protein-
gekoppelten Signalweg oder uber Tyrosinkinasen wesentlich an der Regulation des
Calziumeinstroms teilnehmen. Genetische Stammbaumanalysen mehrerer Studien
konnten zeigen, dass Mutationen im TRPC6-Gen mit der familidren fokal segmentalen
Glomerulosklerose (FSGS) kosegregieren [146, 147]. Reiser et al. zeigten, dass TRPC6
insbesondere in den Podozytenfortsatzen in enger Assoziation zum Schlitzdiaphragma
exprimiert wird und postulierte eine essentielle Bedeutung fur die strukturelle und
funktionelle Integritat von Podozyten [146]. Nahere Erkenntnisse erbrachten Moller et
al. in einer Folgestudie. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, das die TRP-Kanale in
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enger Assoziation zum Zytoskelett der Podozyten stehen und eine Uberexpression mit
einem Verlust von Fibrillenbundeln einhergeht, welche von essentieller Bedeutung flr
die Motilitat der Podozytenfuldichen sind [148]. In ersten Arbeiten zur in vivo
Multiphotonenmikroskopie konnte der dynamische Calziumeinstrom in Podozyten von
Mausenieren visualisiert werden. Hierunter zeigte sich, dass erhohte intrazellulare
Kalziumkonzentrationen mit einem unmittelbaren temporaren Albuminaustritt in die

Bowmansche Kapsel einhergingen [149].

Die hier vorgestellten Arbeiten zeigen, wie einzelne Kandidatengene komplex
polygenetisch deteminierter Phanotypen wie der Albuminurie Uber Feinkartierung,
molekulare Analysen und Proteinuntersuchungen erfolgreich identifiziert werden
konnen. Mit Tmem63c steht ein bislang erstmals beschriebenes und somit vollig
neuartiges, vielversprechendes Kandidatengen fur die Uap zur Verfugung. Ein nachster
bedeutender Schritt fur die weitere Charakterisierung des Gens Tmem63c bzw. seines
translatierten Proteins stellt sicherlich die Etablierung eines Knockdown-Rattenstammes
dar, anhand dessen beispielsweise morphologische Nierenveranderungen auf zellularer
Ebene im Detail aufgearbeitet werden konnen. Von besonderem Interesse durften
zukunftig auch  Funktionsanalysen  zur  Charakterisierung der  genauen
pathophysiologischen Menchanismen, in die Tmemé63c involviert ist und die Validierung
der bisher in der Literatur zu findenden Hinweise auf die Beteiligung des Gens im
Calziumstoffwechsel sein. Auch die ldentifizierung von Ubergeordneten Pathways und
epistatischen Interaktionen ware fur weiterfuhrende Analysen wunschenswert.
Desweiteren bedarf es noch naheren Untersuchungen auf molekularer Ebene,
beispielweise das Screening nach Genvarianten uber vergleichende Sequenzierung zur
Entschlisselung von Mutationen oder alternativen Splicevarianten. Nicht zuletzt
ermutigen die bisherigen Erkenntnisse im Tiermodell auch zur zukunftigen
translationalen Erforschung des Gens im humanen Kontext. Unabhangig vom
identifizierten Kandidatengen Tmem63c bietet der identifizierte Uap1-QTL zudem noch
weitere kartierte Gene mit bislang unbekannter Relevanz fur Nierenerkrankungen,
welche jedoch potentiell an der Pathogenese der Uap beteiligt sein konnen und somit

Grundlage weiterer Forschung bieten.
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