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Abstract

Der erhohte renale Albuminverlust (Uai) ist ein mogliches Symptom einer gestorten
glomerularen Filtration. Die Messung der Uaip ist im klinischen Gebrauch etabliert.
Relevant ist sie insbesondere fur die Diagnostik, Stadieneinteilung und Prognostik
epidemiologisch  bedeutsamer chronischer Nierenerkrankungen. Bereits eine
geringfugig erhdhte Uab im Sinne einer Mikroalbuminurie wurde mit einer erhdhten
renalen und kardiovaskularen Mortalitat und Morbiditat assoziiert. Vor diesem
Hintergrund ist die detaillierte Analyse der Ursachen und Pathomechanismen der
Albuminurie sinnvoll. Im Rahmen dieser Arbeit sollten drei in einem Rattenmodell
identifizierten Kandidatengene fir Albuminurie, tmem63c, pomt2 und noxredl1, mit Hilfe
funktioneller Genanalysen beim Zebrafisch untersucht werden. Der Pronephros des
Zebrafischs verfigt ebenso wie die menschliche Niere Uber Nephrone als zentrale
Funktionseinheiten. Ausgepragte anatomische und funktionelle Parallelen zur
glomerularen Filtrationsbarriere (GFB) des Menschen machen ihn zu einem sehr gut
geeigneten Modellorganismus in der nephrologischen Forschung.

Die Grundlage der funktionellen Genanalysen bildeten CRISPR/Cas9-basierte
Funktionsverluststudien. Der Knockdown der Kandidatengene erfolgte bei
Zebrafischembryonen im Einzellstadium. Es kamen zwei transgene Zebrafischlinien
zum Einsatz, die strukturelle und funktionelle Analysen zu verschiedenen
Entwicklungszeitpunkten ermdglichten. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung
des Pronephros bei der Linie Tg(wtlb:EGFP) erfolgte 48 Stunden nach der Befruchtung
(hours post fertilization, hpf), um dessen strukturelle Integritat zu beurteilen. Eine
funktionelle Untersuchung der GFB wurde 120 hpf bei der Linie Tg(fabpl0Oa:gc-EGFP)
durchgefuhrt. Hierzu wurde die intravasale Konzentration des fluoreszierenden
Tracerproteins gc-EGFP fluoreszenzmikroskopisch beurteilt, um Ruckschlisse auf
einen renalen Proteinverlust zu ziehen. Das Protein ist bezuglich seiner molekularen

Eigenschaften mit Humanalbumin vergleichbar und als dessen Surrogat etabliert.

Im Rahmen der Analyse 48 hpf wurde in allen Crispant-Gruppen die grundsatzliche
strukturelle Integritat des Pronephros nachgewiesen. Tiefgreifende

Entwicklungsstérungen in Folge der durchgefiihrten Versuche wurden ausgeschlossen.
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Abstrakt

In der funktionellen Untersuchung der GFB konnten alle Kandidatengene mit einer
verminderten intravasalen gc-EGFP-Konzentration assoziiert werden. Dies
manifestierte sich unter anderem in einer signifikanten Reduktion des Anteils stark
fluoreszierender Larven nach Knockdown von tmem63c (p < 0,0002), pomt2 (Exon 2)

(p < 0,02) und noxredl (p < 0,02) im Vergleich zur Kontrolle.

Die Reduktion der intravasalen gc-EGFP-Konzentration bei Larven der Linie
Tg(fabplOa:gc-EGFP) spricht fur eine funktionelle Beeintrachtigung der pronephrischen
GFB und stellt ein Surrogat fur einen renalen Albuminverlust dar. Die Ergebnisse dieser
Arbeit belegen eine Bedeutung von tmem63c, pomt2 und noxred1 fur die normale GFB-
Funktion beim Zebrafisch und bestatigen ihre zuvor erfolgte Identifikation als
Kandidatengene fur Albuminurie. Sie leisten einen Beitrag zum besseren
pathogenetischen Verstandnis der Albuminurie. Weiterfihrende Untersuchungen beim
Zebrafisch und beim Humanpatienten sollen die Erkenntnisse ergdnzen, um neue

therapeutische Targets zu identifizieren.

Abstract

Increased urinary albumin excretion (UAE) represents a possible sign of impaired
glomerular filtration barrier (GFB) function. It serves as a well-established parameter for
diagnosis and clinical staging of chronic kidney disease (CKD). Even slight elevations of
UAE as defined by the term microalbuminuria have been associated with increased risk
of renal and cardiovascular morbidity and mortality. In addition to the considerable
epidemiological relevance of CKD, this raises the need for a detailed pathogenetic
understanding of albuminuria. Here, three previously identified candidate genes for
albuminuria, namely tmem63c, pomt2 and noxredl, were investigated in the zebrafish
model to analyze their potential role for albuminuria development and integrity of the
GFB. Like the human kidney, the zebrafish pronephros consists of central elements
called nephrons. Extensive anatomical and physiological similarities with the human

GFB make it a very suitable model organism for nephrological studies.

CRISPR/Cas9-mediated loss-of-function studies were performed on one-cell-stage

zebrafish embryos. Two transgenic lines were used to facilitate structural and functional
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Abstrakt

analyses at different developmental stages. At 48 hours post fertilization (hpf), structural
integrity of glomeruli and tubuli of Tg(wtlb:EGFP)-embryos was assessed using
fluorescence microscopy. At 120 hpf, intravascular fluorescence was determined
optically in Tg(fabplOa:gc-EGFP)-larvae to evaluate glomerular leakage of the
fluorescent tracer protein gc-EGFP. This protein shares molecular characteristics with

human albumin and serves as its well-established surrogate.

The analysis at 48 hpf showed generally preserved integrity of pronephric structures in
all groups. Severe developmental impairment as a result of the executed procedures
could be ruled out. At 120 hpf, the functional in vivo-analysis of the GFB in
Tg(fabplOa:gc-EGFP)-larvae revealed an association of all candidate genes with
significant reduction of intravascular gc-EGFP. The manifestation of this phenotype
included a reduction of strongly fluorescent larvae after knockdown of tmem63c
(p < 0.0002), pomt2 (Exon 2) (p < 0.02) and noxredl (p < 0.02) as compared to control

larvae.

The reduced intravascular concentration of gc-EGFP indicates a functional impairment
of the pronephric GFB after knockdown of candidate genes. This serves as a disease
model for albuminuria. These findings support the significance of tmem63c, pomt2 and
noxredl for normal GFB function in zebrafish and confirm their previously established
role as candidate genes for albuminuria. Results of this thesis might facilitate a more
detailed understanding of albuminuria and serve as a basis for further investigation in

zebrafish and human patients.



1 Einleitung

1.1 Chronische Nierenerkrankung (Chronic Kidney Dis  ease,
CKD)

Der Begriff CKD beschreibt ein weltweit haufiges, komplexes Krankheitsbild
heterogener Pathogenese, bei dem eine Uber mindestens drei Monate bestehende
Anomalie der Nierenstruktur oder -funktion zu einer Einschrankung der Gesundheit und
einem erhdhten Mortalitatsrisiko fuhrt [1]. Die paarig angelegten Nieren erfillen als
Ausscheidungsorgane regulierende Funktionen von essenzieller Bedeutung fir den
Wasser-, Mineral-, und Saure-Basen-Haushalt. Sie scheiden Fremdstoffe und
Stickstoffendprodukte aus und sind dariber hinaus an der Biosynthese verschiedener
Hormone wie Renin, Erythropoietin und Calcitriol beteiligt [2]. Durch die zahlreichen
exkretorischen und endokrinen Aufgaben der Nieren ergeben sich bei eingeschrankter
Nierenfunktion vielfaltige Symptome, die verschiedene Regulationssysteme des
Korpers betreffen konnen und insbesondere mit einem erhdhten Risiko fur renale und
kardiovaskuldre Komplikationen assoziiert sind. Eine frihe Diagnose der CKD wird
durch die anfanglich haufig unspezifischen und gering ausgepragten Symptome wie
verringerter kognitiver Leistungsfahigkeit, Appetitlosigkeit, Andmie oder Folgesymptome
der Hypertonie erschwert, die bei Progredienz der CKD in die typischen
Urdmiesymptome Ubergehen konnen [1]. Im Mittelpunkt des therapeutischen
Managements der CKD stehen die Progressionsverzégerung sowie die Pravention und
Behandlung von Komplikationen. Unter anderem spielen allgemeine Maflinahmen zur
Reduktion des kardiovaskuldren Risikos, die Einstellung des Blutdrucks, die
Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und die Kontrolle weiterer
metabolischer Parameter eine Rolle [1]. Als klinische Parameter fur die Diagnostik,
Stadieneinteilung und Verlaufskontrolle der CKD dienen die Glomerulare Filtrationsrate
(GFR) und die Albuminausscheidung im Urin (Uai).

In der klinischen Praxis liegt laut KDIGO (Kidney Disease - Improving Global Outcomes)
definitionsgemal eine CKD vor, wenn Uber einen Zeitraum von mindestens drei

Monaten entweder die GFR weniger als 60 ml/min/1,73 m? betragt oder eine
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1 Einleitung

pathologische Uaib von > 30 mg/24 h besteht [1]. Pathoanatomisch konnen glomerulare,
tubulointerstitielle, vaskuldre und zystische Stoérungen als Ursache der CKD
unterschieden werden. Zudem werden primér renale Krankheitsprozesse und solche,
die auf systemische Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 2, arterielle
Hypertonie, systemische Infektionen oder Vaskulitiden zurtckzufihren sind,
differenziert. Viele der mdoglichen Grunderkrankungen entwickeln sich Gber Jahre
hinweg und erlauben zum Zeitpunkt der Diagnose der CKD lediglich eine
Verlangsamung ihrer Progression und die Verringerung von Komplikationsrisiken [1].
Die zu einer chronisch eingeschrankten Nierenfunktion im Sinne der CKD fiihrenden
Grunderkrankungen sind vielfaltig und ihre epidemiologischen Gewichtungen global
verschieden. Wahrend in Landern mit niedrigen hygienischen Standards
Infektionskrankheiten und Glomerulonephritiden zu den haufigsten Grinden fir eine
CKD gehoren, stellen in den Industrielandern insbesondere Diabetes mellitus Typ 2 und
arterielle Hypertonie haufige Grunderkrankungen dar [3]. Bei Progredienz kann die CKD
unabhangig von der initialen Pathologie zu einer terminalen Niereninsuffizienz mit einer

GFR von weniger als 15 ml/min/1,73 m2 fihren [1, 4].

Die CKD ist aufgrund ihrer steigenden globalen Pravalenz und des hohen Risikos fir
kardiovaskulare und renale Komplikationen von groRBer epidemiologischer
Bedeutung [1, 5, 6]. Fur die Pravalenz der CKD bestehen global und innerhalb Europas
gro3e regionale Unterschiede. Eine vergleichende Studie der European Renal
Association identifizierte im innereuropaischen Vergleich Nordostdeutschland als die
Region mit der hdchsten Pravalenz fur CKD Stadium 3-5 bei Patienten im Alter von 45-
74 Jahren [7]. Diese lag laut SHIP-Studie (Study of Health in Pomerania) 2003
bei 11,5 % [8]. Neben den regional variierenden Pravalenzen der in den
Industrielandern wichtigsten Risikofaktoren hohes Lebensalter, Diabetes mellitus Typ 2,
arterielle Hypertonie und Adipositas [3] wurden insbesondere der sozikonomische
Status, differierende Lebensweisen und Unterschiede in der Qualitat der medizinischen
Versorgung als mdogliche Ursachen fur die ungleiche regionale Verteilung der CKD-
Patienten diskutiert [7]. Steigende Patientenzahlen fur Diabetes mellitus Typ 2, arterielle
Hypertonie und Adipositas in Deutschland erlauben in Verbindung mit dem steigenden
durchschnittlichen Alter der Bevolkerung die Prognostizierung einer auch zukinftig
steigenden Pravalenz der CKD und ihrer fortschreitenden Manifestierung als

wachsendes Problem fur das Gesundheitswesen [3]. Zuséatzlich zu den Kosten, die den
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1 Einleitung

nationalen Gesundheitssystemen durch die primare Diagnostik und Therapie der CKD
entstehen, fallen weitere hohe finanzielle Belastungen durch die zahlreichen
Komplikationen an, die zu gehauften und verlangerten Krankenhausaufenthalten fihren
konnen. Insbesondere die Therapie des terminalen Nierenversagens, fur welches das
Risiko bei Patienten mit CKD und bestehender Proteinurie im Vergleich zu Patienten
ohne CKD und pathologischem renalen Proteinverlust um das 33-fache erhdht ist,
gestaltet sich kostenintensiv [9]. Ebenso muss bei Patienten mit CKD bertcksichtigt
werden, dass einige Medikamente relevant durch die Nieren eliminiert werden und
Dosisanpassungen oder Kontraindikationen beachtet werden mussen. Die Anpassung
von Therapieschemata und diagnostischen MalRnahmen kann ebenfalls zusatzliche

Aufwendungen verursachen [1].

1.2 Albuminurie

1.2.1 Albuminurie als Diagnosemarker fir die CKD und Pradiktor von
Mortalitdt und Morbiditat in der allgemeinen Bevdlkerung

Aus der im Anfangsstadium haufig unspezifischen und schwach ausgepragten
Symptomatik der CKD resultiert eine erschwerte Diagnosestellung [10]. Zur Diagnostik
kommen daher gezielte Screening-MalRnahmen zur Anwendung. Die Messung der Uaib
wird als standardisierte und zuverlassige Methode zur Diagnostik, Verlaufskontrolle und
Prognostik der CKD empfohlen und aul3erdem zur Stadieneinteilung verwendet [1, 11,
12]. Als Albuminurie wird ein abnormal hoher Verlust des Plasmaproteins Albumin mit
dem Urin bezeichnet, wobei eine Uan von 30 mg oder mehr in 24 h als pathologisch
angesehen wird. Mit seiner hohen Plasmakonzentration von 35-55 g/l ist Albumin von
gro3er Bedeutung fur die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks und damit
fur den regulierten Flussigkeitstransport Uber Kapillarwadnde und die Verhinderung von
Odemen [13]. AuRerdem fungiert es als Transportprotein verschiedener
kleinmolekularer Verbindungen, wie freien Fettsauren, Bilirubin und Calcium-lonen
sowie von Arzneistoffen. Eine Erlauterung der mikroanatomischen Strukturen und

physiologischen Prozesse, die der Filtrationsfunktion der Nieren zu Grunde liegen, soll
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1 Einleitung

ein besseres Verstandnis der Albuminretention und der Pathogenese der CKD

ermdglichen.

Unter physiologischen Bedingungen wird alle 5 Minuten das gesamte Blutvolumen
durch die Kapillarnetze der Nephrone befordert und in den Glomeruli, den
Filtereinheiten der Niere mit einem Durchmesser von ca. 200 um, filtriert. So werden
taglich etwa 180 | Primarharn als Ultrafiltrat des Plasmas gebildet [14]. Insgesamt
besitzt der Mensch im Mittel etwa zwei Millionen Nephrone, die sich als
Funktionseinheiten der Niere jeweils aus einem Glomerulum und den dazu gehoérigen
Nierentubuli zusammensetzen. Ein Glomerulum besteht aus verzweigten, schlingenartig
angeordneten Kapillaren, die von der doppelwandigen Bowman-Kapsel umschlossen
werden. Deren viszerales und parietales Blatt bilden den schmallumigen Kapselraum,
welcher wiederum am Harnpol in das proximale Tubuluslumen Ubergeht [15]. Die
glomerulare Filtrationsbarriere (GFB) erlaubt als dynamische Schranke zwischen Blut
und Harn die Filtration von Wasser und kleinen gelésten Teilchen wie Salzionen und
Harnstoff, wahrend Proteine und Blutzellen zurtickgehalten werden [15]. lhre drei
funktionellen Komponenten sind das fenestrierte Kapillarendothel, die glomerulare
Basalmembran (GBM) und die hoch spezialisierten Podozyten [16]. Die Komponenten
ermdglichen eine selektive Permeation von Makromolekilen in Abhangigkeit von deren
GroR3e, Form und Anzahl an Festladungen [15]. Das fenestrierte Endothel der Kapillaren
weist Poren mit einem Durchmesser von etwa 60-70 nm auf und ist luminal von einer
anionischen Glykokalyx tUberzogen [17]. Die GBM ist zwischen dem Kapillarendothel
und den Podozyten lokalisiert [16]. Sie dient einerseits zur Verankerung der beidseitig
anliegenden Zellen Uber Zelladhasionsproteine und andererseits als weiterer
ladungssensitiver Filter, dessen negative Ladung auf die enthaltenen Heparansulfat-
Proteoglykane zurlckzufuihren ist. Die Podozyten sind mit ihren zahlreichen Fortsatzen
fest in der GBM verankert und verknipfen sich untereinander mit Hilfe von
Transmembranproteinen [15]. So grenzen sie die Kapillarschlingen netzartig vom
Harnraum ab. Die etwa 25-60 nm breiten Schlitze zwischen den Podozytenful3chen
werden von einem Schlitzdiaphragma bedeckt, welches durch Filtrationsporen
permeabel bleibt [14]. Auf der Harnseite sind die PodozytenfliRchen von einer negativ
geladenen Glykokalyx bedeckt [15]. Fur die gréfienabhéngige Selektivitat der GFB
werden insbesondere die GBM und die Podozytenporen verantwortlich gemacht [16].

Die Ladungsselektivitat der GFB beruht auf den negativ geladenen Komponenten der

11



1 Einleitung

Glykokalyces und der GBM [2, 18]. Der Siebungskoeffizient eines Molekdls ist ein Mal3
fur seine Transportrate in Relation zu der von Wasser. Aufgrund der negativen
Nettoladung, des Molekulradius von 3,6 nm und des Molekulargewichts von
etwa 69 Kilodalton (kDa) passiert Albumin unter physiologischen Bedingungen mit
einem geschéatzten Siebungskoeffizienten von 0,0001-0,0006 nur in geringen Mengen
die GFB [2]. Die Reabsorption des filtrierten Albumins durch rezeptorgesteuerte
Endozytose im proximalen Tubulussystem fuhrt zu einer weiteren Reduktion des
Albumingehalts in der tubularen Flissigkeit, sodass Albumin im Endharn nur noch in
Spuren vorhanden ist [2]. Eine erhdhte Albuminkonzentration im Urin kann demnach auf
eine Funktionseinschrankung der tubularen Reabsorption oder auf eine Uberschreitung
der Reabsorptionskapazitat aufgrund einer gestorten glomerularen Filtration
zuruckzufihren sein [2, 13, 14]. In zahlreichen Studien konnten die Bedeutung der
Albuminurie als relevanter Marker fur renales Risiko in nierenerkrankten Patienten
belegt und die pradiktive Aussagekraft einer erhéhten Uan flr eine langfristig sinkende
GFR und die Progression der CKD bis hin zu einem terminalen Nierenversagen gezeigt
werden [12, 19]. Hallan et al. zeigten, dass das Risiko der Progression zu einem
terminalen Nierenversagen unabh&ngig von Alter, Geschlecht und geschéatzter GFR um
das 13-fache ansteigt, wenn eine Mikroalbuminurie vorliegt [19]. Doch ist die Uai nicht
nur eine Konsequenz einer dysfunktionalen renalen Filtration, sondern bt ihrerseits
eine schadigende Wirkung auf die beteiligten mikroanatomischen Strukturen aus und
beeinflusst somit den Krankheitsverlauf. Eine intrinsisch nephrotoxische Wirkung von
Albumin zeigten in vitro-Versuche mit kultivierten proximalen Tubuluszellen, in denen
durch Applikation von bovinem Serumalbumin eine dosisabhéangige Induktion

apoptotischer Signalwege erzielt wurde [20].

Daruiber hinaus konnte eine erhéhte Uab mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko
und einer erhohten Inzidenz zuséatzlicher kardiovaskularer Risikofaktoren wie arterieller
Hypertonie, Arteriosklerose und Diabetes mellitus assoziiert werden [21, 22, 23]. Yudkin
et al. assoziierten die Albuminurie bereits 1988 unabhangig von anderen Risikofaktoren
mit Pathologien in koronaren und peripheren Gefal3en [24]. Seitdem konnte in
zahlreichen Studien belegt werden, dass bei Patienten mit CKD, aber auch in der
normotensiven, nicht diabetischen Allgemeinbevolkerung die Albuminurie ein
signifikanter Pradiktor fur kardiovaskulare und nicht kardiovaskulare Morbiditat und

Mortalitat ist [24, 25, 26]. Der kardioprotektive Effekt einer medikamentdésen Senkung
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der Albuminurie konnte unter Ausschluss anderer kardiovaskularer Risikofaktoren

gezeigt werden [27, 28].

1.2.2 Genetische Determinanten der Albuminurie

Die Identifizierung krankheitsregulierender Gene und die genaue Kenntnis ihrer
pathogenetischen Funktion sind wesentliche Voraussetzungen fiir die Ausarbeitung
spezifischer und effektiver Therapiekonzepte, die insbesondere auf eine frihe
Bekdmpfung von Krankheitsursachen abzielen. Im Kontext chronisch progredienter
Erkrankungen wie der CKD sind sie somit von groRer Bedeutung. Neue Erkenntnisse
uber am Krankheitsgeschehen beteiligte Gene kdnnen beispielsweise als Grundlage fur
die Weiterentwicklung der personalisierten Medizin dienen und so eine prazise und
wirksame Medikation erméglichen. Auch die Gentherapie, deren Anséatze auf einer
prazisen, ortsspezifischen Modifikation der DNA-Sequenz beruhen, ist als mégliche
Therapie fur erworbene und vererbte Erkrankungen mit lokalisierter genetischer
Komponente Bestandteil intensiver Forschung [29]. Die Identifizierung der
pathophysiologisch relevanten Gene gestaltet sich besonders flr polygenetisch
determinierte Erkrankungen als komplexe Aufgabe, da die phanotypische Manifestation
auf den Auswirkungen der vielschichtigen epistatischen und 6kogenetischen
Interaktionen mehrerer Gene beruht. Im Kontext der CKD kdnnten nach bisherigen
Erkenntnissen zahlreiche Gene an verschiedenen Pathomechanismen beteiligt sein. Zu
diesen Pathomechanismen gehdren eine generalisierte endotheliale Dysfunktion,
strukturelle Schadigungen an der GFB oder im Tubulussystem, funktionelle Schaden
ohne urséachliche strukturelle Korrelate, immunologische und inflammatorische
Prozesse, sowie defekte, molekulare Reparaturmechanismen oder solche auf
Zellebene, die das Nierengewebe betreffen [30]. Die umfassende Charakterisierung
maoglicher genetischer Determinanten wird durch eine differenzierte Betrachtung
isolierter, phanotypischer Schliusselaspekte wie der Uan erméglicht. Im Rahmen einer
Kandidatengenanalyse kdonnen ausgewdahlte Gene hinsichtlich ihres Einflusses auf den
Phanotyp mit verschiedenen etablierten Methoden wie Mutations- und
Funktionsanalysen untersucht werden. Die Auswahl der Kandidatengene erfolgt
basierend auf Hypothesen. Als Grundlage konnen Daten zu bereits im Kontext

verwandter Erkrankungen charakterisierten Genen dienen. Aul3erdem konnen
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Assoziations- und Kopplungsanalysen durchgefihrt werden, um neue Kandidatengene
zu identifizieren. Diese Methoden eignen sich insbesondere zur Erforschung
polygenetisch determinierter Erkrankungen. Mit ihrer Hilfe werden chromosomale
Abschnitte lokalisiert, die im nachweislichen Zusammenhang mit einem vererbten
Phanotyp stehen. Auf diesen Abschnitten gelegene, bisher unbekannte Gene kénnen in
folgenden Untersuchungen bertcksichtigt werden. Kodiert ein Genlocus fur ein
quantitatives Merkmal wie die Uab, wird er als Quantitative Trait Locus (QTL)
bezeichnet. Durch genomweite Assoziationsstudien konnte die Erblichkeit der
Albuminurie fur diabetische Patienten, solche mit arterieller Hypertonie und die
allgemeine Bevolkerung ohne entsprechende Risikofaktoren konkretisiert werden. Es

wurden mehrere korrespondierende QTL lokalisiert [30-33].

1.3 Die Munich-Wistar-Fromter (MWF)-Ratte als Tierm odell
fur die CKD

Eine hohe genetische Heterogenitat, begrenzte Prazision humaner Kopplungsanalysen,
schwer kontrollierbare Umwelteinflisse und unterschiedliche Lebensstile schranken die
statistische Aussagekraft von Humanstudien ein und erschweren somit die
Identifizierung von Kandidatengenen [34]. Die Verwendung von Tiermodellen stellt eine
Moglichkeit dar, diese Problematiken zu umgehen und wird bei Befolgung rechtlicher
und ethischer Richtlinien als probates Mittel zur Erforschung pathogenetischer
Kausalitdten und genetischer Determinanten angesehen. Insbesondere die Wanderrate
(Rattus norvegicus) eignet sich aufgrund ihrer anatomischen und physiologischen
Eigenschaften, der detaillierten Kenntnisse tber diese und einfacher, standardisierter
Zucht- und Haltungsbedingungen als Modellorganismus zur molekularen
Charakterisierung humaner Krankheitsbilder. Sie ist seit Jahrzehnten fester Bestandtell
der nephrologischen und genetischen Forschung [34]. Durch mehrfache, selektive
Bruder-Schwester-Verpaarungen kdnnen den zu untersuchenden Phanotyp
ausbildende Inzuchtstdamme mit hoher genetischer Homogenitat von Uber 99 %
generiert werden. Diese koénnen nachfolgend fur Kosegregations- und
Kopplungsanalysen genutzt werden [35]. Ein weiterer Vorteil ist die Mdglichkeit der
Zuchtung konsomer und kongener Stamme. Hierbei erfolgt die Introgression eines
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bestimmten Chromosoms oder Chromosomabschnitts vor den genetischen Hintergrund
eines bezlglich des zu untersuchenden Merkmals kontrastierenden Stammes. Auf
diese Weise konnen QTL eingegrenzt und ihre phanotypische Relevanz verifiziert
werden. Schulz et al. nutzten das MWF-Rattenmodell, um die genetischen
Determinanten einer erhéhten Uaib zu identifizieren [36]. Dabei handelt es sich um einen
Inzuchtstamm, der in den 1980er Jahren auf Basis des Munich Wistar-Stammes durch
die Selektion der Tiere mit besonders hoher Anzahl subkapsularer Glomeruli generiert
wurde, um Mikropunktionsstudien im Cortex corticis zu ermdglichen [37]. Die
phanotypische Charakterisierung des Inzuchtstammes ergab, dass sich ménnliche
MWF-Ratten durch die frihe, spontane Ausbildung einer progredienten Albuminurie und
eine moderate, salzsensitive Hypertonie auszeichnen [37, 38]. Diesen Eigenschaften
liegt ein charakteristischer struktureller Phé&notyp zugrunde, der eine Reduktion der
Nephronzahl um 30-50 %, vergrol3erte glomeruldare Volumina, renale interstitielle
Fibrose und ausgepréagte, altersabhéngige Glomerulosklerose beinhaltet [36, 37, 39].
Weibliche Tiere sind von den Phanomenen der progredienten Proteinurie und der
Glomerulosklerose deutlich weniger betroffen, sodass bezuglich dieser Eigenschaften
im Einklang mit bisherigen Erkenntnissen aus Humanstudien ein sexueller

Dimorphismus konstatiert werden konnte [40, 41].

1.4 Identifizierung von Albuminurie-Kandidatengenen

Um genetische Determinanten der Uab zu bestimmen und einen mdglichen
Zusammenhang zur Pathogenese von reduzierter Nephronzahl, Glomerulosklerose und
interstitieller Fibrose zu analysieren, wurde von Schulz et al. eine genomweite QTL-
Analyse durchgefuhrt. Als Modell diente unter anderem die Rickkreuzungspopulation
aus MWF und der spontan hypertensiven Ratte (SHR) [36]. Die SHR, ein insbesondere
wegen seiner fundamentalen Bedeutung in der Hypertonieforschung gut
charakterisiertes Krankheitsmodell, zeichnet sich bei einer ausgepragten arteriellen
Hypertonie im Gegensatz zum MWF-Inzuchtstamm durch eine sehr niedrige Uab und
allenfalls geringe strukturelle Veranderungen in der Nierenhistologie aus, welche
lediglich in der fortgeschrittenen zweiten Lebenshalfte nachweisbar sind [36, 42]. Die

Bestimmung der Uanb bei Ratten im Alter von acht Wochen zeigte 55-fach erhohte Werte
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fur MWF im Vergleich zu SHR [42]. Als Ergebnis der Kosegregations- und
Kopplungsanalyse wurden acht QTL mit signifikanter Kopplung zu der bestimmten Uan
identifiziert. Der bedeutendste Locus, welcher bereits bei jungen Tieren im Alter von
acht Wochen eine signifikante Kopplung aufwies, lag auf Rattenchromosom
(RNO) 6 [36, 42]. Zusatzlich konnte fur diesen QTL eine signifikante Kopplung zur
Auspragung der interstitiellen Fibrose beim adulten Tier nachgewiesen werden [36]. Der
Stellenwert des QTL auf RNO6 wurde durch die Generierung und phanotypische
Charakterisierung des konsomen Stammes MWF-65HR bestatigt. Hierzu wurde auf
Grundlage der albuminurischen MWF-Ratte das Chromosom 6 durch eine
markerbasierte RUckkreuzungsstrategie mit dem entsprechenden Chromosom der
nierengesunden SHR-Ratte ersetzt. Die friihzeitige Ausbildung einer Albuminurie und
deren intensive Progredienz konnten so verhindert werden [42]. Erst im Alter von 18
Wochen uberstieg die Uabn der konsomen Tiere die der gleichaltrigen SHR-Ratten
signifikant. Dartber hinaus wurden durch den Austausch des Chromosoms ebenfalls
Nierenretentionsparameter und strukturelle Nierenschaden wie interstitielle Fibrose und

Glomerulosklerose signifikant vermindert [42].

Die Generierung und Charakterisierung von neun kongenen Rattenstimmen
ermdglichte nachfolgend eine weitere Eingrenzung des QTL. Diese Stamme enthielten
auf der Basis des MWF-Genoms unterschiedliche chromosomale Fragmente aus dem
RNOG6 des kontrastierenden Parentalstammes SHR [43]. Somit konnte ein auf RNOG6
lokalisiertes, fur die Uaib relevantes Intervall identifiziert werden, das fur 95 % der
Albuminurie-Differenz zwischen den Linien MWF und MWF-6SHR verantwortlich war.
Das Intervall mit einer Gesamtgréf3e von 4,9 Mb wurde als Uae22 bezeichnet.
Innerhalb dieses Locus sind 75 proteinkodierende Gene lokalisiert [44].

Durch differentielle messenger RNA (MmRNA)-Genexpressionsanalysen in isolierten
Glomeruli der Rattenstaimmen MWF, SHR und MWF-65HR sollten phanotypisch
relevante Gene identifiziert werden. Diese erfolgten mittels quantitativer Real-Time
PCR (qPCR). Dazu wurden Gewebeproben aus den Glomeruli vier und acht Wochen
alter Versuchstiere prapariert [43]. In diesem Alter setzt die albuminurische
Symptomatik der MWF-Ratten ein [36]. Fur die Qualifikation als Albuminurie-
Kandidatengen musste ein Gen eine differentielle Expression und zu mindestens einem

Zeitpunkt eine allelische Regulation aufweisen. Fir eine differentielle Genexpression
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musste mittels qPCR eine signifikante Anderung der mRNA-Expression zwischen MWF
und SHR nachgewiesen werden. Die allelische Regulation war gegeben, wenn die
MRNA-Expression bei MWF signifikant von SHR und MWF-6SHR abwich, wahrend sie
bei MWF-65HR dem SHR-Niveau entsprach. Mit diesem Selektionsverfahren konnten
zehn Kandidatengene bestimmt werden. Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit innerhalb der Priorititengene eine Auswabhl
getroffen, um die vielversprechendsten Kandidaten fur die Entwicklung einer Proteinurie
beim Zebrafisch mittels funktioneller Genanalysen zu validieren. Fir sieben der zehn
identifizierten Kandidatengene sind Orthologe beim Zebrafisch bekannt [45]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Gene Tmem63c, Pomt2 und Noxredl fir eine
weiterfihrende Analyse beim Zebrafisch ausgewahlt. FUr diese drei Kandidatengene
wiesen MWF-Ratten nach vier und acht Wochen eine signifikant hohere mRNA-
Expression auf als gleichaltrige SHR-Ratten.

Die Analyse von Tmem63c ergab nach vier und acht Wochen bei MWF eine signifikant
hohere Expression im Vergleich zu SHR und MWF-65HR, Somit wurde die differentielle
Genexpression zu zwei Zeitpunkten nachgewiesen. Diese Erkenntnisse wurden im
Rahmen einer umfangreichen funktionellen Genanalyse von Tmem63c in Bezug auf
Nierenschaden bereits von der Arbeitsgruppe publiziert [43]. Dartber hinaus zeigten
sich statistisch signifikante Hochregulationen von Pomt2 und Noxredl fur MWF im
Vergleich zu SHR zu beiden Zeitpunkten. Dahingegen entsprach die mRNA-Expression
von Pomt2 und Noxredl bei den konsomen Tieren der Linie MWF-65HR dem Niveau von
SHR. Demnach wurden eine differentielle Expression und eine allelische Regulation
belegt. Bei diesen Erkenntnissen zu Pomt2 und Noxredl handelt es sich um bisher
nicht publizierte Daten der Arbeitsgruppe, die nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit
generiert wurden, sondern als ihre Grundlage dienten. Ergédnzende Analysen sowie die

Publikation der Ergebnisse sind geplant.
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1.5 Der Zebrafisch (Danio rerio)

1.5.1 Danio rerio - ein etabliertes Modell in der medizinischen
Grundlagenforschung

Der Zebrafisch ist ein erfolgreich etabliertes Tiermodell von wachsender Bedeutung fur
entwicklungsbiologische und genetische Analysen und die Erforschung menschlicher
Pathologien. Nach der Entdeckung des tropischen SiRwasserfisches als
Modellorganismus der vertebralen Organogenese in den 1980er Jahren [46] trugen
Kopplungsanalysen [47] und Mutagenesestudien [48, 49, 50] zur umfangreichen
Charakterisierung des Tiermodells bei. Der rapide ansteigende Stellenwert des
Zebrafischs fur die naturwissenschaftliche Forschung liegt in seinen anatomischen und
physiologischen Charakteristika begriindet [48]. Die Generationszeit von Zebrafischen
betragt nur 2-4 Monate. Geschlechtsreife Weibchen kénnen wdchentlich etwa 200
Nachkommen zeugen, die sich innerhalo von 48 h von der Zygote zu
freischwimmenden Larven entwickeln [51]. Die extrauterine Entwicklung der Larven,
ihre GrolRe und ihre optische Transparenz vereinfachen die Analyse zahlreicher
phanotypischer Merkmale und schaffen ideale Voraussetzungen fur die Mikroinjektion in
Embryonen [48, 49, 52]. Dies macht den Zebrafisch zu einem wertvollen
Modellorganismus fir Funktionsverlust- und Uberexpressionsstudien. Dariiber hinaus
fallen durch die Mdglichkeit der Schwarmhaltung und verhaltnisméaRig geringen
tierpflegerischen Arbeitsumfang Uberschaubare laufende Kosten an [48]. Zu Beginn des
21. Jahrhunderts initierte das Wellcome Trust Sanger-Institut in Hinxton,
GrofR3britannien, die komplette Genomsequenzierung des Danio rerio und ebnete damit
den Weg fur Methoden der reversen Genetik [53]. Unter mehr als 26.000 kodierenden
Genen konnte etwa 70 % der humanen Gene und 82 % aller beim Menschen
identifizierten krankheitsassoziierten Gene mindestens ein Ortholog im Zebrafisch
zugewiesen werden [53]. Auf Basis des vollstdndig sequenzierten Genoms wurde
aulBerdem die Generierung transgener Linien forciert, die detaillierte in vivo-Analysen
zahlreicher physiologischer und pathophysiologischer Prozesse ermdglichen.
Transgene Tiere, deren Genom durch die Integration eines fremden Gens modifiziert
wurde, kommen seit den frihen 1980er Jahren in der translationalen Forschung zum

Einsatz [54]. Seit der Generierung der ersten transgenen Zebrafischlinie durch Stuart et
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al. im Jahr 1988 [55] wurden zahlreiche weitere Linien etabliert. Mit ihrer Hilfe wurden
funktionelle Genanalysen durchgefuhrt [56], regulatorische Elemente charakterisiert [54]
oder Strukturen durch fluoreszente Proteine dargestellt und somit molekulare
Fragestellungen aus verschiedenen medizinischen Bereichen erortert [58, 59]. Die
Popularitat des Zebrafischs als Modellorganismus der praklinischen und translationalen
Forschung wurde weiter gefordert durch die Etablierung und Verbesserung neuer
Mutagenese-Techniken, wie Zinc Finger Nucleases (ZFNs) [60], Transcription Activator-
Like Effector Nucleases (TALENs) [61] und Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR) / CRISPR-associated Protein (Cas) [62]. Diese
molekulargenetischen Methoden zur ortsspezifischen DNA-Manipulation fanden beim
Zebrafisch  Anwendung und ermoglichten prazise  Funktionsverlust-  und
Uberexpressionsanalysen. Diese trugen in den letzten zehn Jahren zur detaillierten

Charakterisierung krankheitsrelevanter Gene bei [56, 63].

1.5.2 Der Pronephros des Danio rerio als Modell in der nephrologischen
Forschung

Die Komplexitat der physiologischen renalen Prozesse spiegelt sich in der renalen
Anatomie wider und bedarf der prazise koordinierten Interaktion zahlreicher,
hochspezialisierter Zellen. Das Nephron stellt die renale Funktionseinheit vertebraler
Organismen dar und ist speziesiuibergreifend in den verschiedenen Entwicklungsstufen
der Nephrogenese vorhanden [64, 65]. Die Organogenese der menschlichen Niere
nimmt ihren Ursprung im intermedidren Mesenchym und schliel3t die sukzessive Aus-
und Ruckbildung zweier Vorgangerstrukturen des adulten Metanephros ein, die als
Pronephros und Mesonephros bezeichnet werden und sich durch eine weniger
profunde Gewebearchitektur auszeichnen [64, 66]. Als erstes differenziertes Derivat des
Urogenitaltraktes bildet sich bereits in der dritten Embryonalwoche tber mesenchymal-
epitheliale Transition der Pronephros, ein rudimentdres Konstrukt aus epithelialen
Tubuli, die in den primaren Nierengang minden und in Richtung der dorsalen Aorta
sprieBen [66]. Ab der vierten Embryonalwoche schlie3t sich die Entwicklung des
Mesonephros durch kaudales Langenwachstum des primaren Nierenganges, dessen
Fusion mit der Kloake und die Ausbildung vaskularisierter Nephrone an. Wahrend der

Mesonephros in geringer entwickelten Vertebraten wie dem Zebrafisch die finale
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Entwicklungsstufe der Niere darstellt, resultiert die embryonale Entwicklung der
menschlichen Niere, beginnend mit dem Vordringen der Ureterknospe in das
metanephrogene Parenchym, in der Ausbildung des Metanephros. Diese ist in der 36.
Embryonalwoche abgeschlossen [52, 65, 67]. Im Gegensatz zum Pronephros des
Menschen, einer transienten Struktur ohne exkretorische Funktion, dient selbiger in
Fischen und Amphibien bereits der Filtration und Osmoregulation [65]. Der Pronephros
des Zebrafischs ist ein geschlossenes System und besteht aus zwei Nephronen, deren
gemeinsames Glomerulum durch Fusion zweier Glomeruli an der embryonalen
Mittellinie entsteht und bilateral Gber die primaren Harnleiter mit der Kloake verbunden
ist [52, 68]. Die Filtrations- und Reabsorptionsprozesse des funktionalen
pronephrischen Glomerulums basieren dem humanen Metanephros gleichend auf dem
Zusammenwirken von fenestriertem Endothel, Podozyten und polarisierten
Epithelzellen. Darlber hinaus verlaufen die Prozesse der glomerularen und tubuléaren
Zelldifferenzierung im Zebrafisch ausgehend vom intermedidren Mesenchym analog zur
humanen Nephrogenese ab. Renale Progenitorzellen des Zebrafischs exprimieren zu
Saugetieren orthologe Gene [52, 65, 68]. Der vollstandigen Ausbildung der primaren
Harnleiter etwa 24 Stunden nach der Befruchtung (hours post fertilization, hpf) schlief3t
sich die Entwicklung der Glomeruli zwischen 30 hpf und 40 hpf an [68]. Es folgen die
Ausbildung von Podozytenfortsatzen und die Vaskularisierung der Glomeruli durch
Kapillaren der dorsalen Aorta. Drummond et al. zeigten durch Mikroinjektion von
10 kDa-Rhodamindextran in das Gefal3system und anschlieRende
Fluoreszenzmikroskopie, dass die glomerulare Filtration zwischen 36 hpf und 48 hpf
einsetzt [68]. Ebenso deutete in den apikalen Tubuluszellen detektierbares
Rhodamindextran auf eine endozytosevermittelte Reabsorption hin. Dem Einsatz des
Flissigkeitsstroms durch den Pronephros folgen anatomische Strukturveranderungen
von Glomeruli und Tubuli [65]. 50 hpf fusionieren die Glomeruli an ihren medialen
Oberflachen [68]. Wahrend der folgenden Lebenstage nehmen Lange und
Durchmesser des tubularen Systems weiter zu. Die Entwicklung des Mesonephros
beginnt etwa nach der zweiten Lebenswoche mit der Ergdnzung des Pronephros um
weitere Glomeruli, die sich dem bestehenden tubuléren System anschlieen [65]. Die
zahlreichen zellularen und molekularen Gemeinsamkeiten zwischen dem Pronephros
des Zebrafischs und dem menschlichen Metanephros machen ersteren vor dem
Hintergrund der Vvielseitigen Untersuchungsmdoglichkeiten und unkomplizierten
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Handhabung zu einem gut geeigneten Modellorganismus der molekularen

nephrologischen Forschung.

1.6 Mutagenese

1.6.1 Ortsspezifische Nukleasen - ein Meilenstein der molekularen
Forschung

Die Entwicklung von ortsspezifischen Nukleasen, die Uber eine prazise Induktion von
Doppelstrangbrichen (DSB) die Ausnutzung intrazellularer DNA-
Reparaturmechanismen zulassen, um Veranderungen der Sequenz herbeizufihren,
markiert einen Meilenstein der molekularen Forschung [69]. Chromosomale DSB sind
fur Zellen potenziell letal und werden daher in allen Organismen mit wirksamen
Mechanismen repariert, um die genomische Integritdt zu schitzen. Das Non-
Homologous End-Joining (NHEJ) ist ein Charakteristikum von Saugetierzellen und
ermdglicht eine DSB-Reparatur durch die simple Ligation der beiden Strangenden [70].
Diese Ligation erfolgt oft unprazise durch die Einfihrung von kleinen Insertionen,
Deletionen oder Substitutionen an der Schnittstelle, die in proteinkodierenden
Sequenzen Frameshift-Mutationen und damit einen Funktionsverlust des kodierten
Proteins verursachen kénnen [70, 71]. Die Nukleasen-vermittelte Induktion von DSB
zeichnet sich durch eine hohe Effektivitdit aus, die auf der Wiederholung der
enzymatischen Schnittsetzung beruht, falls das Resultat der DNA-Reparatur mit der
Zielsequenz der Nukleasen identisch ist [69]. War die DSB-Induktion erfolgreich, lasst
sich durch Ausnutzung der homologen Rekombination eine gewinschte Sequenz
mittels eines zuvor synthetisierten, homologen DNA-Templates in die Nukleinsaure
integrieren, oder aber mittels fehlerhaften NHEJ ein Funktionsverlust herbeifihren. Zu
den so genannten Designer-Nukleasen, die in den vergangenen Jahren in
umfangreichen Studien und einer Vielzahl von Zellarten und Organismen eingesetzt
wurden, gehoéren die Meganukleasen [72], ZFN [73], TALEN [74] und CRISPR/Cas [75].
Basierend auf ihrem Sequenzerkennungsmechanismus lassen sich die vier
Designernukleasen in zwei Gruppen unterteilen. Wahrend der Erkennungsprozess bei

Meganukleasen, ZFN und TALEN auf einer spezifischen Interaktion zwischen Protein
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und DNA beruht, bindet die CRISPR-assoziierte Nuklease zun&chst mit Hilfe eines
kurzen, spezifisch designten RNA-Strangs an die Zielregion [71]. Die Entwicklung der
jungsten der genannten Techniken, CRISPR/Cas, sorgte in den letzten Jahren flr
Aufsehen, da sie sich gegenuber ihren Vorgangern insbesondere durch eine vielseitige
Einsetzbarkeit und grol3e Benutzerfreundlichkeit auszeichnet. Jinek et al. illustrierten im
Jahr 2012 erstmals die Anwendungsmaoglichkeiten des CRISPR/Cas-Systems [75].

1.6.2 Das Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR) / CRISPR-associated Protein (Cas)-System

Das Funktionsprinzip des CRISPR/Cas-Systems basiert auf einem adaptiven
Immunmechanismus von Bakterien und Archaeen, der diesen die Abwehr von Viren
und Plasmiden durch eine RNA-gesteuerte Beka&mpfung fremder Nukleinsduren
ermdglicht [75]. CRISPR sind sich wiederholende, palindromische Sequenzabschnitte
von etwa 30-40 nt Lange und wurden erstmals 1987 wahrend einer Sequenzanalyse
des Gens fur das alkaline phosphatase isozyme converting enzyme (iap-Gen) in
Escherichia coli entdeckt [76]. Ishino et al. beschrieben die spezifische Konstruktion aus
kurzen, streng homologen, palindromischen Repeats, die von nicht repetitiven,
hypervariablen Sequenzabschnitten &hnlicher Lange, sogenannten Spacern,
unterbrochen werden [76]. Eine umfassendere Untersuchung war jedoch erst einige
Jahre spater, nach der Etablierung computerbasierter Sequenzanalysen mdglich. Im
Jahr 2002 wurden erstmals CRISPR-assoziierte Sequenzen identifiziert, die in der
Regel mit einem Abstand von einigen hundert Basenpaaren (bp) die CRISPR-Loci
flankierten und fUr Nukleinsdure-bindende Proteine zu kodieren schienen [77]. Die
Entdeckung, dass die Spacer in ihrer Sequenz teilweise Homologien zu Bakteriophagen
und Plasmiden aufweisen, fuhrte im Jahr 2005 zu der Postulation einer méglichen
immunologischen Bedeutung von CRISPR und Cas [78]. Zwei Jahre spater konnte
schlie3lich die Funktion von CRISPR/Cas als Bestandteil des adaptiven Immunsystems
von Prokaryoten und tragendes Element der Phagenabwehr belegt werden [79]. Etwa
87 % der Archaeen und 50 % der Bakterien verfigen tuber CRISPR-Loci in ihrem
Genom [78]. Die zwei Komponenten des Systems, CRISPR-Loci und Cas, beféahigen
den Wirt zu einer RNA-gesteuerten Erkennung und Bekdmpfung eindringenden

genetischen Materials. Es sind bisher funf Typen des CRISPR/Cas-Systems bekannt,
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die als CRISPR/Cas |-V bezeichnet werden [80]. Wahrend die Funktionsweise
typenubergreifend ahnlichen Prinzipien folgt, lassen sich die CRISPR/Cas-Systeme
anhand einiger spezifischer Charakteristika voneinander unterscheiden. Aufgrund
seiner im Vergleich zu anderen Subtypen simplen Struktur hat sich CRISPR/Cas I,
dessen zentraler Funktionstrdger und Signaturprotein die Cas9-Endonuklease ist, als
fur labortechnische Anwendungen im Sinne des Genome Editing instrumentalisierbar
erwiesen [75, 80, 81, 82]. Im Folgenden soll die Funktionsweise dieses Subtyps

erlautert werden.

Der CRISPR/Cas9-vermittelte Abwehrmechanismus lauft in drei wesentlichen Schritten
ab: Spacer-Akquisition, Transkription und Bekdmpfung von Fremd-DNA. In einem
ersten Schritt werden fremde Nukleinsduren von einem Komplex aus der sogenannten
transactivating CRISPR-RNA (tracrRNA), Cas9 und weiteren Cas-Proteinen identifiziert,
zerschnitten und als Spacer in einen CRISPR-Locus zwischen zwei Repeats integriert.
Die fremden Nukleotidsequenzen, die spater als Spacer fungieren, werden Protospacer
genannt. Die Auswahl der Protospacer ist von grof3er Bedeutung fur die Effizienz der
nachfolgenden Funktionsschritte [81]. Eine spatere Bindung der CRISPR-RNA (crRNA)
an falschlich identifizierte Zielsequenzen kann ungewollte Off-Target-Effekte zur Folge
haben, die sich auch gegen das Wirtsgenom richten kénnen. In CRISPR/Cas Il ist das
Vorhandensein einer so genannten Protospacer-Adjacent-Motif (PAM)-Sequenz auf der
Zielnukleinsaure Voraussetzung fur die ldentifizierung als Protospacer [75]. Dabei
handelt es sich um ein charakteristisches Triplett auf dem nichtkomplementaren Strang,
bestehend aus einer beliebige Nukleinbase gefolgt von zwei Guanin-Basen (NGG). Der
Abstand zur Zielsequenz betragt 3 bp in Richtung des 3'-Endes, wobei die
Spezifikationen der PAM-Sequenz je nach Cas9-Subtyp variieren kbnnen [75, 81]. Eine
Interaktion von Casl und Cas2 mit dem CRISPR-Locus bewirkt die Schnittsetzung am
3’-Ende eines Repeats, an das daraufhin die Ligation des Spacers erfolgt [83]. Die
Spacersequenz wird, flankiert von den komplementéren Einzelstrangen des Repeats, in
den Locus integriert. Damit ist die Spacer-Akquisition abgeschlossen. Der zweite Schritt
fuhrt zur Synthese der crRNA. Hierzu wird zunachst der CRISPR-Locus in eine lange
Vorlaufer-RNA transkribiert und diese anschlieend in kleinere crRNAs prozessiert, die
jeweils Informationen der Repeat-Sequenzen und eines Spacers enthalten [84]. Fir den
finalen Schritt, die Zielbekdmpfung, wird ein Ribonukleoproteinkomplex aus Cas9,

tracrRNA und einer einzelnen crRNA geformt, wobei die tracrRNA als Bindeglied
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zwischen Cas9 und crRNA fungiert [84]. Sie enthalt zu den Repeats komplementéare
Sequenzabschnitte, die mit der entsprechenden Sequenz der crRNA einen RNA-Duplex
formen. Die Cas9-Endonuklease weist eine zweifliglige Struktur auf, durch deren
zentralen Kanal die zu untersuchende DNA gefiihrt wird [81]. Voraussetzungen flir eine
Cas9-vermittelte DSB-Induktion sind das Vorhandensein einer PAM-Sequenz und eine
zur crRNA komplementare Zielsequenz [75]. Hat die Cas9 eine PAM-Sequenz
lokalisiert, wird durch deren Bindung an Cas9 eine Konformationsdnderung des Enzyms
bewirkt [86]. In der Folge wird der DNA-Doppelstrang destabilisiert, sodass die
einzelstrangige Zielsequenz an die komplementéare crRNA binden kann. Beide DNA-
Einzelstrange werden an je eine Cas9-Domane mit Nukleaseaktivitat gefuhrt und dort
geschnitten [81]. Die Schnittsetzung erfolgt in der Regel etwa 3 bp oberhalb der PAM-
Sequenz [75, 85].

Mit zunehmendem Verstandnis von Architektur und Funktion des CRISPR/Cas-Systems
entstand die Idee, auf Basis des Abwehrmechanismus ein programmierbares
genomchirurgisches Werkzeug zur zielgenauen Zerschneidung von DNA zu
konstruieren. In diesem Zusammenhang rickte CRISPR/Cas 1l in den Fokus der
Wissenschaft, welches sich durch eine besonders einfache Struktur mit der Cas9-
Endonuklease als Signaturprotein auszeichnet [75]. Der Uberwiegende Anteil der heute
kommerziell erhaltichen und biotechnologisch genutzten Cas9 entstammt
Streptococcus pyogenes und wird als SpCas9 bezeichnet [82]. Jinek et al. zeigten im
Jahr 2012, dass sich das CRISPR-Cas-System durch den Einsatz synthetischer RNA
programmieren liel3 [75]. Dabei legten sie mit der Synthese einer etwa 100 nt langen
single guide RNA (sgRNA) den Grundstein fur den heutigen Erfolg der Methode. Die
SgRNA vereint die Funktionen des Duplex aus tracrRNA und crRNA, welcher in einem
Komplex mit Cas9 den finalen Schritt der Phagenabwehr vollzieht, in einem
synthetischen RNA-Molekil. Auf eine 20 nt lange Zielerkennungssequenz am 5'-Ende
der sgRNA folgt eine doppelstrangige Haarnadelstruktur, die wie im urspringlichen
RNA-Duplex als Bindungsdomane der Cas9 dient [75]. Die sgRNA erfillt die Funktionen
beider RNAs und verfiigt Uber alle Eigenschaften, um eine zielgenaue, Cas9-vermittelte
Zerschneidung von DNA zu dirigieren. Mit Blick auf mdgliche technische Anwendungen
dieser Erkenntnisse zeigten Jinek et al. die unkomplizierte Neuprogrammierung auf, fur
die eine Anpassung der Zielerkennungssequenz gentigt. Die universelle Effektivitat des

Systems konnten sie in vitro belegen [75]. Damit verfugte die Cas9 als
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programmierbare Nuklease Uber entscheidende Vorteile gegeniber den Entwicklungen
der vorangegangenen Jahre, ZFN und TALEN [81]. Kurze Zeit nachdem Jinek et al.
erstmals das Potenzial der Cas9 als programmierbare Nuklease erkannt hatten, gelang
die effektive Cas9-vermittelte Mutagenese in menschlichen Zellen [86], Mausen [87]
und Zebrafischembryonen [62]. Heute gehért der genomchirurgische Einsatz von
CRISPR/Cas9 weltweit zu den Standardmethoden der biomedizinischen

Forschung [82].

1.7 Ziel der Arbeit

Die Albuminurie ist ein sensitiver Nierenschadigungsparameter und im Kklinischen
Gebrauch bedeutsam als diagnostischer und prognostischer Marker der CKD, einem
komplexen Krankheitsbild von globaler epidemiologischer und
gesundheits6konomischer Relevanz. Dariiber hinaus wurde eine pathologische Uaip mit
einer erhohten renalen und kardiovaskularen Morbiditdt und Mortalitat assoziiert.
Ebenso konnte der nephro- und kardioprotektive Effekt einer medikamentdsen Senkung
der Uab belegt werden. Untersuchungen der vergangenen Jahre weisen auf eine
polygenetische Determination der Uap hin, deren detaillierte Analyse das
pathophysiologische  Verstandnis verbessern und die Entwicklung neuer
therapeutischer Ansatze ermdglichen kdnnte. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand
in der funktionellen Genanalyse der drei Albuminurie-Kandidatengene Tmem63c,
Pomt2 und Noxredl. Diese sind in einem zuvor von Schulz et al. bei der Ratte
identifizierten QTL fur Albuminurie lokalisiert [36, 42]. Dieser QTL auf RNO6 wies
bereits bei jungen Tieren im Alter von 8 Wochen eine signifikante Kopplung der Uaib
auf [36]. Um die pathogenetische Bedeutung der Kandidatengene fir die Albuminurie
zu prufen, sollten im Rahmen dieser Arbeit Funktionsverluststudien im Zebrafischmodell
durchgefihrt ~ werden. Zur Durchfihrung des Gen-Knockdowns bei
Zebrafischembryonen im Einzellstadium sollte das CRISPR/Cas9-System angewandt
werden. Durch den Einsatz zweier transgener Zebrafischlinien sollte die Auswirkung der
Mutagenese auf die strukturelle Integritdt der pronephrischen Strukturen und auf die
Funktion der GFB im Sinne der Proteinretention untersucht werden. Phé&notypische

Charakterisierungen sollten bei transgenen Zebrafischlinien zu unterschiedlichen
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Zeitpunkten der embryonalen Entwicklung erfolgen. Neben einer Beurteilung der
Morphologie sollte bei Embryonen der Linie Tg(wtlb:EGFP) die strukturelle Integritat
des Pronephros fluoreszenzmikroskopisch uberpruft werden. Die transgene Linie
zeichnet sich durch Expression des Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)-
Reportergens in der relevanten anatomischen Region aus [56]. Zur funktionellen
Untersuchung des Pronephros sollte die transgene Linie Tg(fabplOa:gc-EGFP)
verwendet werden, die ein fluoreszierendes Fusionsprotein aus EGFP und Vitamin D-
binding Protein (VDBP) in den Blutkreislauf sezerniert [88]. Dieses Tracerprotein dhnelt
bezuglich seiner molekularen Eigenschaften dem Humanalbumin. Die Fahigkeit der
pronephrischen GFB, dieses Fusionsprotein zu retinieren, sollte mittels
fluoreszenzmikroskopischer Beurteilung der EGFP-Konzentration im larvalen
Gefal3system Uberpruft werden. Die funktionelle Genanalyse beinhaltete somit eine
Charakterisierung der strukturellen und funktionellen  Auswirkungen eines
Funktionsverlustes auf den Pronephros des Zebrafischs. Die erarbeiteten Ergebnisse
sollten das pathogenetische Verstandnis der Albuminurie verbessern und eine

Grundlage fur weiterfihrende, translationale Studien bieten.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Substanz

Agar-Agar, bakteriologisch

Agarose zur DNA-Elektrophorese
Ampicillin

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), 2,5 mM
Ethanol (96 %)
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid,1 M

Lysogeny Broth (LB) Medium
Magnesiumchlorid, 25 mM, 50mM
Methylcellulose

Methylenblau

Natriumhydroxid (NaOH), 50 mM
RedSafe

Super Optimal Broth (SOB)-Medium
Tricain-Methansulfonat (Tricain)
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)
Wasser, nukleasenfrei

2-Propanol

5-Brom-4-chlor-3-indoxy-3-D-galactosid (xGal)

Hersteller

Roth

Roth

Roth

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Roth

Roth

Roth

Roth
ThermoFisher Scientific
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

iINtRON Biotechnology
Roth
Sigma-Aldrich
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
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2.1.2 Puffer und Losungen

Puffer
E3-Medium

TRIS-Acetat-
Ethylendiamintetraessigsaure
(TAE)-Puffer

Bestandteile/Eigenschaften
5 mM NacCl; 0,17 mM KCI; 0,33 mM CacCl; 0,33 mM

MgSOas; pH 7,5

2 M TRIS; 0,05 M EDTA-Naz-Salz; 1 M Essigsaure;

pH 8,3

Tag-Polymerase (DreamTaq)

Phusion Polymerase

2.1.3 Enzyme
Enzymklasse Enzym
Polymerasen
Proteasen Pronase
Endonukleasen

Cas9-Endonuklease

2.1.4 Kits und kompetente Zellen

Kit

MMESSAGE mMACHINE T7 Kit

MEGAScript T7

RNeasy Mini Kit

GeneJet Plasmid Miniprep Kit
GenelJet Gel Extraction Kit
pGEM-T Easy Vector System
DH5a-Escherichia Coli

Hersteller

Thermo Scientific

Thermo Scientific
Sigma-Aldrich

Helmholtz Protein Sample
Production Facility (Max-

Delbrtick-Centrum, Berlin)

Hersteller

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Promega

Thermo Fisher Scientific
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2.1.5 Oligonukleotide

Genomische Primer
Gen/Exon Oligo
tmem63c Exon 2  forward

reverse
pomt2 Exon 2 forward
reverse
pomt2 Exon 16 forward
reverse
noxredl Exon 1 forward

reverse

Sequenz
5'-CAAATGGTGAACACTTGTGAATC-3'
5-CTGCGGTTTACTGCGGAGATG-3'
5-GGGCGGATGGACATCAAAGAAG-3'
5'-CACAATGGCAGAGTTCAGTAACG-3'
5'-GAGGACCACATCAACCCTAAAC-3'
5'-TGGCGCTTTGCTCATTCTTG-3'
5-CCAAACACTGTGTGCGTG-3'
5'-CGGACACCACTGGATGATAC-3'

Primer fur Synthese der sgRNA

Gen/Exon Oligo

tmem63c Exon 2  forward

pomt2 Exon 2 forward

pomt2 Exon 16 forward

noxredl Exon 1 forward

Universell reverse

2.1.6 Transgene Zebrafische

Name Funktion

Sequenz

5-GAAATTAATACGACTCACTATA-GGACGTCA
GGAGTTTCCTGA-GTTTTAGAGCTAGAAATAG
C-3
5-GAAATTAATACGACTCACTATA-GTCCCATT
GTGAGGCTGGGA-GTTTTAGAGCTAGAAATAG
C-3
5-GAAATTAATACGACTCACTATA-CCACTTTC
CTGGAGATCCTC-GTTTTAGAGCTAGAAATAG
C-3
5-GAAATTAATACGACTCACTATA-TACTGTCA
AATCCAACATTT-GTTTTAGAGCTAGAAATAG
C-3
5-AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAA
GTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGC
TATTTCTAGCTCTAAAAC-3'

Herkunft

Tg(wtlb:EGFP) Darstellung Forschungsgruppe  Prof.  Christoph

pronephrischer Englert, Leibnitz-Institut far
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Strukturen

Tg(fabplOa:gc-EGFP)  Funktionelle
Untersuchung der
GFB

Altersforschung —  Fritz-Lippmann-
Institut e.V., Jena

Forschungsgruppe Dr. Weibin Zhou,
Department  of Pediatrics and
Communicable Diseases, University of
Michigan Medical School, Michigan,
USA

2.1.7 Futtermittel und Materialien fir die Tierhaltung

Material
Artemien-Futter
Trockenfutter SDS 100

Tanksystem fir die Aufzucht von Jungtieren

Tanksystem fur die Haltung adulter Fische

Tanks fUr Verpaarung

2.1.8 Sonstige Materialien

Material
96-Well-Mikrotiterplatten
Glaskapillaren TW100F-3
Halocarbon-Ol 700
Mehrkanalpipette Xplorer
Objektmikrometer; 1/100 mm
Pasteurpipetten
Petrischalenspatel

Pinzetten

Pipetten, Research plus

Pipettenspitzen; 10 ul, 200 ul, 2000 pl

Pipettenspitzen, Microloader™; 20 pl

Hersteller
Wiunnenberg
Claus GmbH
Aqua Schwarz
Tecniplast S.p.A.

Aqua Schwarz

Hersteller
Nunc

World Precision Instruments
Sigma-Aldrich
Eppendorf
Bresser

Roth

Roth

Dumont
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
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Pipettenspitzen mit Filter; 10 ul, 200 pul, 200 pl, 1000 pl

Safe-Lock Reaktionsgefal3e; 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 mi
Tubes fur Polymerase-Kettenreaktion; 0,2 ml
Zahnstocher

Zellkulturschalen Cellstar

Zentrifugenrdohrchen; 15 ml, 50 ml

2.1.9 Gerate

Gerat

Agarose-Gelkammer MiniSub Cell GT
Autoklave VX-95

Beleuchtungseinrichtung fur Fluoreszenzmikroskop
HXP 120 C

Fluoreszenzmikroskop M165 FC
Gefrierschrank GS 1382 Index 21A; -20 T
Gefrierschrank MDF-U74V; -80 €
Hellfeldmikroskop SLX7

Kihlschrank CUP 302; 4 T
Kihlzentrifuge Centrifuge 5417 R
Magnetstander fur Mikromanipulator GJ-1
Micropipette Puller Model P-97
Mikroinjektor FemtoJet 4i
Mikromanipulator MM3

PCR-Cycler Mastercycler Pro
Peltier-Brutschrank IPP 400
pH/ORP-Meter HI 2211

Schittelinkubator Serie 3033

Sockel fur Mikromanipulator IP
Spektrophotometer ND-1000

Biozym Scientific
Eppendorf

STARLAB international
Papstar

Greiner Bio-One

Falcon

Hersteller
Bio-Rad Laboratories

Systec
Pulch + Lorenz

Leica

Liebherr

Sanyo

Olympus
Liebherr
Eppendorf
Narishige

Sutter Instrument
Eppendorf
Narishige
Eppendorf
Memmert
HANNA instruments
Gesellschaft fur
Labortechnik
Narishige

Nanodrop
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Tischzentrifuge Centrifuge 5424

Transformator PowerPac 1000
Trockenschrank ULE 600

2.1.10

Software / App
Adobe lllustrator
Adobe Photoshop
A Plasmid Editor
(APE) v2.0.51
ChopChop 2.0

CrispantCal

FGControl 2.6.0.2
FIJI

LAS 4.7

Microsoft Office
2016

Origin 2015
SPSS 13.0

Software

Funktion
Erstellen von Grafiken

Bildbearbeitung

Design von Oligonukleotiden und

Analyse von DNA-Sequenzen
Auswahl genomischer
Zielsequenzen

Berechnung der
Mischverhéltnisse der
Injektionslésung
Agarosegeldokumentation
Bildanalyse
Fluoreszenzmikroskopie
Textbearbeitung, Erstellen von
Tabellen

Erstellen von Diagrammen

Statistische Analysen

Eppendorf
Bio-Rad

Memmert

Hersteller

Adobe Systems

Adobe Systems
http://biologylabs.utah.edu/jor
gensen/wayned/ape/

http://chopchop.cbu.uib.no
http://imlspenticton.uzh.ch:38
38/CrispantCal/

NET
National Institutes of Health
Leica

Microsoft

OriginLab
IBM
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2.2 Methoden

2.2.1 Herkunft, Haltung und Zucht der Zebrafische

Herkunft der Zebrafischlinien

Die transgene Linie Tg(wtlb:EGFP) konnte freundlicherweise von der
Forschungsgruppe Prof. Christoph Englert, Leibnitz-Institut fur Altersforschung - Fritz-
Lippmann-Institut e.V., Jena bezogen werden. Die Linie Tg(fabplOa:gc-EGFP) wurde
dankenswerterweise von Dr. Weibin Zhou, Department of Pediatrics and
Communicable Diseases, University of Michigan Medical School, Michigan, USA zur

Verfigung gestellt.

Haltung der Zebrafische

Die Haltung und Zucht der verwendeten Zebrafischlinien erfolgte am Max-Delbrick-
Centrum fur Molekulare Medizin in Berlin gemaf3 den Standardleitlinien und im Einklang
mit den Bestimmungen des Deutschen Tierschutzgesetzes [89]. Die juvenilen und
adulten Fische wurden nach Geschlecht getrennt in Tanks zu 3,5 oder 8,0 | bei einer
Wassertemperatur von 28 T gehalten. Die maximale B elegdichte betrug 10/I. Die
Tanks waren an ein zirkulierendes Wassersystem mit einem taglichen
Wasseraustausch von 10 % angeschlossen und befanden sich in abgedunkelten,
klimatisierten Raumen mit einer Raumtemperatur von 21 <€ und einer zehnfachen
Luftwechselrate pro Stunde. Uber eine Zeitschaltuhr wurde ein 12-stiindiger Tag-Nacht-

Rhythmus geregelt. Die Fltterung mit Artemien erfolgte zweimal taglich.

Zucht der Zebrafische

Zwecks Linienerhaltung wurden alle drei Monate Verpaarungen der Zebrafische
durchgefuhrt. Hierzu wurden jeweils am Vortag der Verpaarung je 8-10 Fische in Tanks
mit 2 | Fassungsvermdgen und in einem Verhaltnis von 1-2 Weibchen je Mannchen
angesetzt. Mannliche und weibliche Tiere wurden durch ein Ablaichsieb im Tank
horizontal voneinander getrennt. Die Verpaarung erfolgte am n&chsten Morgen nach
Beginn der Hellphase. Hierzu wurden die mannlichen Fische zu den Weibchen in den
Siebeinsatz gegeben. Nach der Verpaarung wurden die Fische mit dem Siebeinsatz in

einen Tank mit frischem Wasser gegeben. Die Eier wurden mit einem Sieb aufgefangen
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und nach einer Spilung in Petrischalen mit E3-Medium bei 28 T inkubiert. 24 hpf
erfolgte eine Reinigung der Eier mit 0,25 % Natriumhypochlorid in E3-Medium.
Anschlie3end wurden die Eier mit 30 pl Pronase-L6sung versetzt und fir 2 h bei 28C
inkubiert, um die Choria der Embryonen zu verdauen [90]. Durch wiederholtes, kréaftiges
Spulen mit E3-Medium brachen die Choria auf und ihre Reste konnten entfernt werden.
Die Haltung der Embryonen erfolgte fortan bei 28 C in Petrischalen. Das E3-Medium
wurde taglich gewechselt, bis die Larven 120 hpf zur Aufzucht in ein gesondertes
Tanksystem eingegliedert wurden. Wahrend der Aufzucht wurden die Embryonen mit
Trockenfutter gefittert. Nach drei Monaten wurden die Fische nach Geschlecht

getrennt in das Tanksystem zur Haltung Uberfihrt.

2.2.2 CRISPR/Cas9-vermittelte Mutagenese

Fur die Cas9-vermittelte Mutagenese wurde ein Ribonukleoproteinkomplex aus sgRNA
und Cas9-Protein in das Zytoplasma von Zebrafischembryonen im Einzellstadium
injiziert. Die Synthese von Cas9-Protein fand mit Hilfe des Plasmids pET-28b-Cas9-his
in der Helmholtz Protein Sample Production Facility des Max-Delbriick-Centrums Berlin
statt. Die sgRNAs wurden jeweils individuell fir den Knockdown von tmem63c, pomt2
und noxredl designt und synthetisiert. Die CRISPR/Cas9-vermittelte Mutagenese

erfolgte in Anlehnung an Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, wie zuvor beschrieben [91].

2.2.2.1 Design und Synthese der single guide RNA (sgRNA)

Auswahl der Zielsequenz

Erster Schritt fur das Design der sgRNA war die Auswahl einer Zielsequenz innerhalb
des entsprechenden Kandidatengens. Es wurden Zielsequenzen mit der Architektur 5'-
N20-NGG-3‘ gewahlt [75]. Die Zielsequenz fir den Knockdown von tmem63c Exon 2 (5'-
GGACGTCAGGAGTTTCCTGATGG-3") wurde von der Arbeitsgruppe Dr. Daniela
Panakova, Max-Delbrick-Centrum fur Molekulare Medizin, Berlin, manuell ausgewahlt.
Dabei wurde das Vorhandensein der PAM-Sequenz 5'-NGG-3' beachtet, die spezifisch
fur die verwendete Cas9-Endonuklease ist [75]. Ebenso verfugt die Zielsequenz tber

einen Guanin- und Cytosin- (GC)-Gehalt von mehr als 50 %, der von Gagnon et al. mit
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einer hoheren Effizienz assoziiert wurde [92]. Die Zielsequenzen fur den Knockdown
von pomt2 Exon 2 (5-GTCCCATTGTGAGGCTGGGAAGG-3'), pomt2 Exon 16 (5-
CCACTTTCCTGGAGATCCTCTGG-3) und noxredl Exon 1 (5'-
TACTGTCAAATCCAACATTTTGG-3) wurden mit Hilfe des Online-Tools ChopChop
ausgewahlt [93]. Die Software berechnet flr einen gegebenen Sequenzabschnitt
potenzielle Zielsequenzen fur CRISPR/Cas9. Dabei werden unter anderem die PAM-

Sequenz, der GC-Gehalt und mégliche Off-Targets berlcksichtigt.

Polymerasekettenreaktion (PCR) mit Phusion DNA-Polymerase

Die Synthese der sgRNA erfolgte durch PCR-Amplifikation und anschlieRende in vitro-
Transkription, wie von Basset et al. beschrieben [94] und in vorherigen Projekten der
Arbeitsgruppe angewandt [91]. Ein individuelles Oligonukleotid 5'-
GAAATTAATACGACTCACTATA-N20-GTTTTAGAGCTAGAAATAGC-3"* enthielt die
spezifische sgRNA-Zielsequenz (Nzo), eine Bindungsdoméne fir die T7-Polymerase
(TAATACGACTCACTATA) und einen Teil der Haarnadelstruktur, die zur Bindung der
Cas9 dient. Der universelle Reverse-Primer (5'-AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTT
TTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC-
3) enthielt die restliche Sequenz dieser Struktur. Die Oligonukleotide wurden von der
BioTeZ Berlin Buch GmbH synthetisiert. Das Uberlappende Design der Oligonukleotide
ermdoglichte eine PCR-Amplifikation ohne Template. Die PCR erfolgte in 100 pl
Reaktionsvolumen. Zun&chst wurde die Mischung aus 72 pl nukleasefreiem Wasser, 18
pl 5x Phu-Puffer, 2 pl Dimethylsulfoxid (DMSO), 2 pl dNTP-Mischung, 1,2 pl MgClz, 1,4
ul Forward-Primer, 1,4 pl Reverse-Primer und 2 ul Phusion-Polymerase hergestellt. Die
Reaktion begann mit einer initialen Denaturierung bei 98 T fur 30 s, gefolgt von 40
Zyklen bestehend aus 10 s bei 98 C, 30 s bei 60 T und 15 s bei 72 C. Die finale
Elongation erfolgte fir 10 min bei 72 .

Gelelektrophorese

Mit Hilfe einer Gelelektrophorese wurden Konzentration, Gréf3e und Einheitlichkeit des
Produkts Uberprift. Vorbereitend wurden 1,5 % Agarose in Tris-aminomethan-Acetat-
Ethylendiamintetraessigsaure (TAE)-Puffer mehrfach bis zur vollstdndigen Ldsung
erhitzt. Dem Gel wurden 5 pl/100 ml RedSafe Nukleinsaure-Farbelbsung zugefligt. Um
eine Polymerisation zu verhindern, wurde das Gel bei 68 T gelagert. Fur die

Gelelektrophorese wurde Agarosegel blasenfrei in einen Kunststoff-Gelschlitten
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gegossen, in dem ein Kamm fixiert war. Nach einer 30-minutigen Aushartungsphase
wurde der Kamm entfernt und der Schlitten in der mit TAE-Puffer gefillten Gelkammer
platziert. Die Gelelektrophorese wurde tber 30 min mit einer Spannung von 100 V
durchgefuhrt. Anschlieend wurde das Gel mit Hilfe des Geldokumentationssystems

und der Software FGControl computergestitzt ausgewertet.

Aufreinigung der DNA

Zur Aufreinigung des PCR-Produkts wurde das GenelJet Gel Extraction Kit genutzt.
Hierzu wurde das Produkt mit 100 pl nukleasefreiem Wasser, 100 pl Bindungspuffer
und 300 ul Ethanol gemischt und auf eine DNA-Aufreinigungsséaule gegeben. Es folgte
die Zentrifugation fir 60 s bei 14.000 x g. Zur Optimierung der DNA-Konzentration
wurde der Durchfluss erneut in die Aufreinigungssaule gegeben und zentrifugiert.
Anschlie3end wurden 700 pl Waschpuffer auf die Saule pipettiert und diese erneut fir
60 s bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut auf die
Aufreinigungssaule pipettiert und abermals zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Durchfluss entfernt. Um Reste des Waschpuffers aus dem Filter zu entfernen, wurde
die leere Saule fir 60 s bei 14.000 x g zentrifugiert. Anschlie3end wurde sie in ein
sauberes 1,5 ml Reaktionsgefal3 platziert. 10 ul Wasser wurden in die Mitte des Filters
pipettiert und es erfolgte eine abschlielende Zentrifugation fur 60 s bei 14.000 x g. Die
DNA-Konzentration der L6sung wurde mit dem Spektrophotometer bestimmit.

In vitro-Transkription

Fur die in vitro-Transkription mit dem aufgereinigten PCR-Produkt als Template wurde
das MEGAscript T7-Kit genutzt. Hierzu wurde zunédchst 1 pg Template-DNA mit je 2 pl
der Ribonukleotidldsungen Adenosintriphosphat (ATP), Cytosintriphosphat (CTP),
Guanosintriphosphat (GTP) und Uridintriphosphat (UTP), 2 pl 10x Reaktionspuffer und
2 ul RNA-Polymerase gemischt. Die Reaktion wurde mit nukleasefreiem Wasser auf ein
Reaktionsvolumen von 20 pl aufgefullt und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
gemischt. Das Reaktionsgefal® wurde kurz mikrofugiert, um die Reaktion am Boden des
Gefalles zu sammeln und anschlieend fur 15 h bei 37 T inkubiert. Zur Beendigung
der Transkription und Prazipitation der RNA wurden der Reaktion 30 ul nukleasefreies
Wasser und 30 pl Lithiumchloridldsung hinzugefligt. Nach einer Mischung der L6sung
durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurde das Reaktionsgefald fur 1 h bei -20 T

gekuhlt. Danach erfolgte eine Zentrifugation mit der Kihlzentrifuge fir 15 min bei
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25.000 x g und 4 T, um die Bildung eines RNA-Pellets zu bewirken. Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt und es wurde 1 ml Ethanol zur Waschung des Pellets
hinzugefliigt. Nach einer weiteren Zentrifugation fur 15 min bei 25.000 x g und 4 C
wurde das Ethanol ebenfalls vorsichtig abpipettiert. AnschlieBend wurde das RNA-
Pellet in 20 pl nukleasefreiem Wasser resuspendiert. Die RNA-Konzentration der
Losung wurde spektrophotometrisch bestimmt. Abschlieend wurde die Lésung mit
nukleasefreiem Wasser auf eine RNA-Konzentration von 600 ng/ul verdinnt und in
Aliquots zu 3 pl in PCR-Tubes abgefiillt. Diese wurden zum Schutz vor Kontamination
in Falcon-Tubes verschlossen und bei -80 T gelagert.

2.2.2.2 Erstellung der Injektionsldsung und Mikroinjektion

Die tierexperimentellen Versuchsreihen zum CRISPR/Cas9-vermittelten Knockdown
von tmem63c wurden im Rahmen der Einarbeitung gemeinschaftlich mit

Frau Dr. Angela Schulz etabliert.

Vorbereitung von Injektionsmoulds und Injektionsnadeln

Zur Vorbereitung der Mikroinjektion wurden zunachst Injektionsmoulds gegossen.
Hierzu wurde eine 1,5 %-ige LOosung von Agar-Agar in E3-Medium durch mehrfaches
Erhitzen hergestellt, mit 0,025 % Methylenblau versetzt und in Petrischalen gegossen.
Vor der vollstandigen Hartung der Masse wurden mit einem Stempel Aussparungen zur
spateren Fixierung der Fischeier in die Moulds gepresst. Injektionsmoulds wurden bei
4 T gelagert und woéchentlich ausgetauscht. Injektionsnadeln wurden mit dem
Micropipette Puller aus Glaskapillaren hergestellt.

Mischung der Injektionslésung und Beflllung der Injektionsnadeln

Die Injektionslésung setzte sich aus sgRNA, Cas9-Protein, nukleasefreiem Wasser und
Kaliumchlorid zusammen, wie von Gagnon et al. zuvor beschrieben [92]. Zur
Bestimmung des idealen Mischverhaltnisses der Bestandteile wurde die webbasierte
Software CrispantCal verwendet, die von Mosimann et al. entwickelt wurde [95]. Dabei
wurden sgRNA und Cas9 in einem Verhaltnis von 1:1 verwendet. 5 pl Injektionsmixtur
beinhalteten 1,2 pl sgRNA-L6sung, 1,4 pl Cas9-Losung, 1,2 pl 1 M Kaliumchlorid und
1,2 pl nukleasefreies Wasser. Mit Hilfe einer Microloader-Pipettenspitze wurde die

Injektionsnadel mit dem Injektionsmix beflllt. AnschlieRend wurde sie im
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Mikromanipulator fixiert und mit dem Mikroinjektor verbunden. Die Spitze der
Glaskapillare wurde unter Sicht mit einer feinen Pinzette abgebrochen. Mit Hilfe eines
Objekttragers mit Mikrometerskala, auf den einige pl Halocarbon-Ol 700 gegeben
wurden, wurde ein standardisiertes Injektionsvolumen kalibriert. Injektionsdruck und
-dauer wurden so eingestellt, dass der Durchmesser des injizierten Tropfens 0,1 mm
betrug. Dies entspricht einem Injektionsvolumen von etwa 0,5 nl. Der Injektionsdruck
betrug 100-180 Hektopascal (hPa) bei einer Injektionsdauer von 0,1-0,2 ms. Der
Haltedruck vor der Injektion betrug 18 hPa.

Mikroinjektion

Die Verpaarung der Fische und das Ernten der Fischeier erfolgte wie unter 2.2.1
beschrieben. Die Fischeier wurden innerhalb von 10 Minuten nach Beginn der
Verpaarung geerntet, um eine Mikroinjektion vor dem Erreichen des Zwei-Zell-Stadiums
zu ermdglichen. In einer Petrischale wurden die Eier mehrfach mit E3-Medium gespililt,
mit einer Pasteurpipette vorsichtig auf den Injektionsmould aufgetragen und dort in den
vorgeformten Vertiefungen reihenformig verteilt. Uberflissiges E3-Medium wurde vom
Injektionsmould entfernt. Die Injektion erfolgte in das Zytoplasma der Zygote (Abb. 1).
Nach Abschluss der Injektion wurden die Embryonen bei 28 T in Petrischalen mit E3-
Medium inkubiert. Das Medium wurde taglich ausgewechselt. Das Reinigen und
Aufbrechen der Choria und die weitere Lagerung der Embryonen erfolgte, wie unter
2.2.1 beschrieben.

2.2.2.3 Genotypisierung

Gewinnung genomischer DNA einzelner Embryonen

Fur die Gewinnung genomischer DNA zur Uberprifung der Mutagenese wurden
Kontrollen und Embryonen nach CRISPR/Cas-vermitteltem Gen-Knockdown
(Crispants) im Alter von 24 hpf verwendet. Die Embryonen wurden mit 0,016 % Tricain
in E3 anasthesiert [90], bevor einzelne Embryonen mit Pasteurpipetten in 1,5 ml
ReaktionsgefalRen isoliert wurden. Mit einer Pipette wurde das E3-Medium aus dem
ReaktionsgefalR entfernt. Die Lyse des Gewebes erfolgte in 30 ul 50 mM NaOH durch
30-mindtiges Erhitzen auf 95 T [96]. Die Reaktion wurde durch Kihlung auf Eis und
Zugabe von 30 pl 1M Tris-HCI beendet. Anschliel3end wurden die Proben fir 5 min bei

5000 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein sauberes Reaktionsgefal pipettiert. Die
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Lagerung erfolgte fur bis zu zwei Tage bei 4 C. La ngerfristig wurden die Proben bei

-20 T gelagert.

PCR mit DreamTag DNA-Polymerase

Die genomische DNA von Kontroll-Embryonen und Embryonen aus den
Experimentalgruppen diente als Template fur eine PCR-Amplifikation. Es wurde ein
Sequenzabschnitt von etwa 500 bp, der die Zielsequenz der sgRNA beinhaltete, mit
den in Tab. 5 aufgelisteten genomischen Primern amplifiziert. Die PCR wurde mit 25 pl
Reaktionsvolumen durchgefiuhrt, die sich aus 17 ul nukleasefreiem Wasser, 2,5 ul 10 x
DreamTag-Puffer, 1 pl MgClz 0,5 pl DMSO, 0,5 pl dNTPs, 0,5 pl Forward-Primer
(50 mM), 0,5 pl Reverse-Primer (50 mM), 0,5 ul DreamTag-Polymerase und 2 pl
Template zusammensetzten. Auf eine initiale Denaturierung Uber 30 s bei 98 T folgten
35 Zyklen bestehend aus 10 s bei 98 C, 30 s bei der primerspezifischen Annealing-
Temperatur und 15 s bei 72 <. Die finale Elongatio n erfolgte tber 10 min bei 10 <.
Zur Uberprufung von Konzentration und Spezifitat des Produkts wurde eine
Gelelektrophorese durchgefuhrt, wie unter 2.2.2.1 beschrieben. Die PCR-Produkte
wurden aufgereinigt und ihre DNA-Konzentration wurde bestimmt, ebenfalls wie unter
2.2.2.1 beschrieben. Die optimale Annealing-Temperatur der Primer wurde vorab durch
versuchsweise Durchfihrung der soeben beschriebenen PCR mit einem
Temperaturgradienten bestimmt. Es wurden Annealing-Temperaturen zwischen 55 C
und 75 € getestet. Zur Uberprifung des Produkts wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt und ausgewertet, wie unter 2.2.2.1
beschrieben. Auf Basis dieser Analyse wurde die Annealing-Temperatur ausgewahlt,
die zur hochsten Konzentration und Spezifitit des Produkts gefihrt hatte. Diese
Temperatur betrug 60 T fur tmem63c, 67 T fur pomt2 (Exon 2), 66 €T fur pomt2
(Exon 16) und 64 < fur noxredl.

Integration in den pGEM-T Easy Vektor

Das Produkt der soeben beschriebenen PCR wurde in den pGEM-T Easy Vektor
integriert. Vor der Mischung der Reaktion wurde der pGEM-T Easy Vektor kurz
zentrifugiert, um die L6ésung am Boden des Gefalles zu sammeln. Die Ligationsreaktion
enthielt 5 pl 2x Ligationspuffer, 1 pul pGEM-T Easy Vektor (50 ng), 1 pl T4 DNA Ligase
(3 Weiss Units), 10 ng DNA und nukleasefreies Wasser zur Aufflllung auf ein
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Gesamtreaktionsvolumen von 10 pl. Durch Pipettieren wurde die Reaktion gemischt. Es

folgte eine Inkubation bei 4 C tber 15 h.

Transformation in chemisch kompetente E. coli

Ein 2 ml-Reaktionsgefal3 mit kompetenten DH5a-Zellen, die zuvor bei -80 T verwahrt
wurden, wurde flr einige Minuten auf Eis gelagert, bis der Inhalt getaut war. Das
ReaktionsgefaR mit der Ligationsreaktion wurde kurz zentrifugiert, um den gesamten
Inhalt am Boden des GefalRes zu sammeln. 2 pl der Ligationsreaktion wurden auf die
kompetenten Zellen pipettiert. Durch leichtes Schwenken wurde der Inhalt des
ReaktionsgefaRes vermischt. AnschlieRend wurde das GefaR fur 20 min auf Eis
gelagert. Unmittelbar nach einem Hitzeschock fir 45 s bei 42 C im Heizblock wurde
das Reaktionsgefald erneut fur 2 min auf Eis gekuhlt. Der Suspension wurden 950 pl
raumtemperiertes Super Optimal Broth with Catabolite Repression (SOC)-Medium
hinzugeflugt. AnschlielBend wurde das Reaktionsgefal3 fir 1,5 h im Schittelschrank bei
37 T und 150 U/min inkubiert.

Ampicillin-Selektion

Vorbereitend wurden Agarplatten hergestellt. Hierzu wurde 1,5 % Agar in Lysogeny
Broth (LB)-Medium autoklaviert. Nach Abkihlen auf etwa 50 T wurden dem Medium
100 pg/ml Ampicillin zugefigt und die Losung wurde in Petrischalen gegossen. Die
Lagerung der Platten erfolgte lichtgeschuitzt bei 4 C. Fir jede der zuvor durchgefuhrte
Transformationen wurden zwei Platten vorbereitet. Fur jede Platte wurde eine Mischung
aus 40 pl Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid und 40 pl 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-p-D-
galactopyranosid angefertigt und einem Drigalskispatel gleichm&Rig auf der Agarplatte
verteilt. AnschlieBend wurden die in SOC-Medium inkubierten Zellen auf den Platten
ausgestrichen. Dabei wurden je 200 pl auf die erste Platte und 750 pl auf die zweite
Platte gegeben, um auf Selektionen mit unterschiedlicher Konzentration zurtickgreifen
zu kénnen. Nach einer Inkubation der Platten fur 16-24 h bei 37 T wurden sie bei 4 T
aufbewahrt. Die Blau-Weiss-Selektion diente der Identifikation jener Bakterienkolonien,
die erfolgreich rekombinierte Vektoren enthielten. Diese bildeten weil3e Kolonien.
Vorbereitend wurden je inkubierte Platte zehn 1,5 ml-Reaktionsgefalle mit 50 pl LB-
Medium beflllt. Mit autoklavierten Zahnstochern wurden zehn weil3e Bakterienkolonien
gepickt. Jeder Zahnstocher wurde in einem der 1,5 ml Reaktionsgefalie platziert. Durch

vorsichtiges Drehen des Zahnstochers zwischen den Fingern wurden die Kolonien in
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dem Medium gel6st. AnschlieRend wurden die Reaktionsgefal3e fur 2 h bei 37 T
inkubiert. Von jeder der Suspensionen wurden 2 pl als Template fir eine PCR-
Amplifikation mit DreamTaq DNA-Polymerase nach der zuvor beschriebenen Methodik
genutzt. Fur die PCR wurden die genomischen Primer des entsprechenden Gens
verwendet. Der Erfolg der Amplifikation wurde mittels Agarosegelelektrophorese
Uberpruft und das Produkt anschlie3end aufgereinigt wie unter 2.2.2.1 beschrieben. Die
aufgereinigte DNA wurde im Verhéltnis 1:3 mit nukleasefreiem Wasser verdinnt und
zur Sequenzierung an die Firma Source Bioscience (Berlin) geschickt. Die Analyse der
Sequenzierungsdaten hinsichtlich Frequenz und Art hervorgerufener Mutationen

erfolgte manuell mit der Software A Plasmid Editor (APE).

2.2.3 Phanotypische Untersuchung

2.2.3.1 Strukturelle in vivo-Analyse des Pronephros bei Embryonen der transgenen
Linie Tg(wtlb:EGFP)

Mittels phanotypischer Analysen bei Embryonen der Linie Tg(wtlb:EGFP) wurden die
Auswirkungen der transienten Mutagenese auf die strukturelle Integritat des
Pronephros untersucht. Grundlage der Analysen war die CRISPR/Cas9-vermittelte
Mutagenese, wie unter 2.2.2 beschrieben. Die Lagerung der Embryonen erfolgte
entsprechend 2.2.1. Die unverblindete hellfeld- und fluoreszenzstereomikroskopische
Untersuchung wurde 48 hpf durchgefuihrt. Die Larven wurden mit 0,016 % Tricain in E3-
Medium andasthesiert [90] und anschliel3end mit 2 % Methylcellulose in E3-Medium auf
einem Objekttrager positioniert. Die hellfeldmikroskopische Untersuchung der
allgemeinen Morphologie erfolgte in Seitenlage bei 4-facher Vergré3erung. Die
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des Pronephros fand in Bauchlage bei 10-
facher VergroRerung statt. Sowohl die hellfeldmikroskopische als auch die
fluoreszenzmikroskopische Ansicht wurde jeweils durch eine Bildaufnahme
dokumentiert. Die fotografische Dokumentation erfolgte mit einer Belichtungszeit von
4,0 ms fir durchlichtmikroskopische und 42,0 ms fiir fluoreszenzmikroskopische Bilder.
Die technischen Einstellungen fur die durchlicht- und fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen blieben jeweils Uber Versuchsreihen hinweg konstant. Nach Beendigung
der Untersuchung wurden alle Embryonen durch Inkubation in 300 mg/l Tricain in E3-

Medium und anschliel3ender Gefrierung bei -20 T Ube r mind. 24 h getétet [97].
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2.2.3.2 Funktionelle in vivo-Analyse der glomerularen Filtrationsbarriere bei Larven der
transgenen Linie Tg(fabpl0a:gc-EGFP)

Zur funktionellen Analyse der GFB diente die transgene Linie Tg(fabplOa:gc-EGFP).
Die CRISPR/Cas9-vermittelte Mutagenese und die anschlieRende Behandlung der
Embryonen wurden durchgefuhrt, wie unter 2.2.1 und 2.2.2 beschrieben. 96 hpf wurden
die Larven mit 0,016 % Tricain in E3-Medium anasthesiert [90]. In 96-Well-
Mikrotiterplatten erfolgte die isolierte Inkubation aller Larven in je einem Napfchen mit
100 Il  E3-Medium bei 28 €. 120 hpf wurde die unverblindete
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung durchgefuhrt. Die intravasale gc-EGFP-
Konzentration der isolierten Larven wurde fluoreszenzmikroskopisch unter konstanten
technischen Bedingungen visuell beurteilt. Es zeichneten sich drei unterschiedliche
Intensitats- und Verteilungsmuster der Fluoreszenz ab, denen sich die Larven zuteilen
lieRen. Diese Gruppen wurden entsprechend der abgestuften Intensitat der intravasalen
Fluoreszenz als SF (stark fluoreszierend), IF (intermediar fluoreszierend) und NF (nicht
fluoreszierend) bezeichnet. Um eine zuverlassige Zuordnung der einzelnen Larven zu
der entsprechenden Gruppe zu ermdglichen, erfolgte die Klassifizierung jedoch nicht
primar anhand der subjektiv schwer zu quantifizierenden Fluoreszenzintensitat,
sondern anhand des Verteilungsmusters. Definierendes Merkmal der SF-Gruppe war
eine ausgepragte intravasale Fluoreszenz in der gesamten Larve, die eine Darstellung
der intersegmentalen und kaudalen Gefal3e ermdglichte. Die IF-Gruppe zeichnete sich
dadurch aus, dass die Kopfregion fluoreszierte, die Gefal3e der Schwanzregion jedoch
nicht nachvollzogen werden konnten. In der NF-Gruppe war nur die Autofluoreszenz
des Dottersacks sichtbar. Die Kopf- und Schwanzregion fluoreszierten nicht und es
waren keine GefalRe nachvollziehbar. Alle Larven wurden anhand dieses Scorings
durch den Untersucher der entsprechenden Gruppe zugeordnet. Die Gruppengrof3en
wurden dokumentiert. Zur fotografischen Dokumentation des Phanotyps wurden
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von exemplarischen Kontroll-Larven bei 3,2-
facher VergroRerung in Seitenlage mit einer Belichtungszeit von 42,0 ms angefertigt.
Hierzu wurden Larven anasthesiert und auf dem Objekttrager fixiert, wie unter 2.2.3.1
ausgefuhrt. Nach Abschluss der Untersuchung erfolgte die Tétung der Larven, wie

zuvor beschrieben.
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Tg(wt1b:EGFP)
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Abb. 1: Strukturiertes Assay fur Gen-Knockdown-induzierte Sc haden der glomerularen

Filtrationsbarriere (GFB) beim Zebrafisch.

Schematische Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche. Grundlage der
funktionellen Genanalyse von Transmembrane Protein 63C (tmem63c), Protein-O-Mannosyltransferase 2
(pomt2) und NADP Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1 (noxredl) bildete die
CRISPR/Cas9-vermittelte Mutagenese beim Zebrafisch. Die Mikroinjektion der Mutagenesemixtur
erfolgte in das Zytoplasma von Zebrafischembryonen im Einzellstadium. Es schlossen sich
Untersuchungen zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten an. Die Genotypisierung zur Uberpriifung
der Mutagenese erfolgte 24 Stunden nach der Befruchtung (hours post fertilization, hpf). 48 hpf wurde
eine strukturelle in vivo-Analyse des Pronephros bei Embryonen der transgenen Linie Tg(wtlb:EGFP)
durchgefiihrt. Die Embryonen zeichnen sich durch Expression eines fluoreszierenden Proteins in der
relevanten anatomischen Region aus. Larven der Linie Tg(fabpl0a:gc-EGFP) wurden 96 hpf isoliert in je
100 pl Medium inkubiert. 120 hpf erfolgte die funktionelle in vivo-Analyse des Pronephros. Es wurde die
intravasale Konzentration eines fluoreszierenden Tracerproteins beurteilt, um einen mdglichen Verlust
des Proteins im Rahmen eines proteinurischen GFB-Defekts zu registrieren. Entsprechend der Intensitat
der intravasalen Fluoreszenz wurden die Larven einer von drei Gruppen zugeteilt. SF, stark
fluoreszierend; IF, intermediar fluoreszierend; NF, nicht fluoreszierend.
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2.2.4 Bioinformatische Analyse

Die Recherche bezuglich bereits veroffentlichter Analysen von tmem63c, pomt2 und
noxredl erfolgte in den Datenbanken PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
und ZFIN (https://zfin.org/). Zur Recherche bioinformatischer Daten wurde die

Datenbank Ensembl (http://www.ensembl.org) genutzt.

2.2.5 Statistische Analyse

Die Auswertung gesammelter Daten erfolgte mit der Software SPSS 13.0. Alle Daten
wurden als arithmetisches Mittel + Standardfehler dargestellt. Unterschiede zwischen
Kontrollen und Crispant-Gruppen wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(ANOVA) und anschlieRender Bonferroni-Post-hoc-Testung bestimmt. Als Signifikanz-
Schwelle wurde ein p-Wert p < 0,05 definiert.
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3.1 Bioinformatische Analyse

In Vorbereitung der Funktionsverluststudien beim Zebrafisch erfolgte zun&chst eine
spezieslubergreifende bioinformatische Analyse der Kandidatengene und ihrer
Transkripte. Es wurden Informationen zu Lokalisation und Sequenz der
Kandidatengene im Kontext des Zebrafischgenoms erarbeitet. Tmem63c ist Teil der
Transmembrane Protein (TMEM)-Familie, die etwa 300 verschiedene Proteine
umfasst [98]. Im murinen Modell wurde Tmem63c als Teil einer Gruppe von Proteinen
identifiziert, die als Calcium-abhangige, transmembranstandige Natriumkanale
osmoregulatorisch wirksam sind [99]. Beim Zebrafisch wurde tmem63c zum gegebenen
Zeitpunkt noch nicht charakterisiert. POMT2 kodiert beim Menschen fur ein Enzym, das
zur Gruppe der Glykosyltransferasen gehort [100]. Es ist an der posttranslationalen O-
Glykosylierung von Proteinen beteiligt und Mutationen des Gens sind mit
verschiedenen Subtypen der kongenitalen Muskeldystrophie assoziiert [100]. Auch
beim Zebrafisch weist pomt2 eine Glykosyltransferaseaktivitat auf [101]. Es wird
wahrend der gesamten Embryonalentwicklung des Zebrafisches, insbesondere
wahrend der ersten 24 h, ubiquitar exprimiert [101]. Die genaue Funktion von Noxredl
ist bisher nicht geklart. Das Transkript wird auch als Pyrroline-5-carboxylate reductase-
like protein bezeichnet und ist in der Datenbank Ensembl (http://www.ensembl.org) als
Protein mit mutmallicher Oxidoreduktaseaktivitat gelistet [102]. Wahrscheinlich ist es
an der Prolinbiosynthese beteiligt. Mutationen im Pyrroline-5-carboxylate reductase 1
(PYCR1)-Gen wurden beim Menschen unter anderem mit dem Prostatakarzinom
assoziiert [103]. Die Recherche zu den drei Kandidatengenen erlaubte somit keine
konkreten Assoziationen zu proteinurischen Nierenschaden. Insgesamt waren nur
sparliche Informationen zu tmem63c, pomt2 und noxredl verfligbar. Eine vergleichende
Darstellung der Lokalisationen im Genom von Danio rerio, Rattus norvegicus und Homo
sapiens ergab eine speziesubergreifend konservierte Kolokalisation der drei
Kandidatengene. Beim Zebrafisch sind tmem63c, pomt2 und noxredl innerhalb eines
Bereiches von 13.370.884 bp auf Chromosom 17 (DRE17) lokalisiert [45]. Ebenso sind

die Orthologe des Menschen und der Ratte auf je einem Chromosom kolokalisiert. Die
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entsprechenden Abschnitte umfassen 244.254 bp auf Homo sapiens (HSA) 14 [104]
und 213.485 bp auf RNO6 [44]. Demnach kann fir die Kandidatengene in Bezug auf
die drei Organismen eine Syntanie konstatiert werden (Abb. 2).

B tmem63c
B pomt2
[ ] noxred1
—~
§ U
HSA14 RNO6 DRE17 HSA14 RNOG6 DRE17
Abb. 2: Lokalisation der Albuminurie-Kandidatengene im Genom von Homo sapiens (HSA), Rattus

norvegicus (RNO) und Danio rerio (DRE).

A Schematische Darstellung von HSA14, RNO6 und DRE17 in Anlehnung an Darstellungen der
Datenbank Ensembl [102]. Die untersuchten Kandidatengene sind in den Genomen von HSA, RNO und
DRE auf je einem Chromosom lokalisiert. Die roten Rahmen markieren den Abschnitt, welcher tmem63c
(Transmembrane Protein 63c), pomt2 (Protein-O-Mannosyltransferase 2) und noxredl (NADP
Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1) beinhaltet. Dieser umfasst 244.254 bp auf HSA14,
213.485 bp auf RNO6 und 13.370.884 bp auf DREL1l7 [44, 45, 104]. B Vergleich der
Kandidatengenlokalisation auf HSA14, RNO6 und DRE17 in einer Ausschnittsvergro3erung. Die roten
Rahmen kennzeichnen die Abb. 2 A entsprechenden Abschnitte. Farbige Balken markieren die
Lokalisation von tmem63c, pomt2 und noxredl. Im Vergleich zu HSA14 und RNOG6 sind tmem63c und
pomt2 auf DRE17 in umgekehrter Reihenfolge lokalisiert.

3.2 Design der sgRNA

Die CRISPR/Cas9-vermittelte Mutagenese erfolgte durch Co-Injektion von sgRNA und
Cas9-Protein in das Zytoplasma im Einzellstadium der Embryonen. Die auf PCR-

Amplifikation und anschlieender in vitro-Transkription basierende Synthese der
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sgRNA erforderte zunachst das Design der verwendeten Oligonukleotide. Der Reverse-
Primer enthielt die Sequenz fur die Haarnadelstruktur, die eine Bindung der Cas9
ermdglicht und konnte universell verwendet werden. Der Forward-Primer wurde fur jede
SgRNA individuell designt und enthielt die variable DNA-Erkennungssequenz. Um
durch frihe Frame-Shift-Mutationen oder frihe Stopp-Codons einen Knockout des
Gens zu erzielen, wurden insbesondere sgRNAs fir 5'-nahe Exons entworfen. Die
sgRNA fir den Knockdown von tmem63c wurde in Vorarbeit der Arbeitsgruppe Dr.
Daniela Panakovd am Max-Delbrick-Centrum fur Molekulare Medizin Berlin, in
Ermangelung der mittlerweile verfigbaren Software manuell designt. Dabei wurde auf
Erkenntnisse von Gagnon et al. [92] und Bassett et al. [94] zurlickgegriffen. Da das
erste Exon von tmem63c noch Teil der 5-Untranslated Region (UTR) ist, wurde die
Zielsequenz 5-GGACGTCAGGAGTTTCCTGATGG-3' im zweiten Exon gewahlt
(Abb. 3 A). Der GC-Gehalt, der von Gagnon et al. mit einer hdheren
Mutageneseeffizienz assoziiert wurde [92], betrug 55 %. Die gewahlte Zielsequenz
wurde nachtraglich mit dem Webtool ChopChop [93] analysiert. Es wurde ein mégliches
Off-Target mit drei Mismatches identifiziert, das in einem Bereich nicht kodierender
DNA lokalisiert ist. Die voraussichtliche Effizienz wurde mit 61,03 % bewertet. Die
Auswahl der Zielsequenzen fir den Knockdown von pomt2 und noxredl erfolgte mit
Hilfe des Webtools ChopChop [93]. FiUr den Knockdown von pomt2 wurden zwei
sgRNAs designt, deren Zielsequenzen auf Exon 2 und Exon 15 lokalisiert waren. Fur
pomt2 Exon 2 wurde die Zielsequenz 5-GTCCCATTGTGAGGCTGGGAAGG-3' mit
einem GC-Gehalt von 60 %, einem moglichen Off-Target und einer berechneten
Effizienz von 56,05 % gewahlt (Abb. 3 B). Von den mdglichen Zielsequenzen fur pomt2
Exon 16 wurde die Sequenz 5-CCACTTTCCTGGAGATCCTCTGG-3' ausgewahlt
(Abb. 3 C). Der GC-Gehalt betrug 55 %, es wurden zwei mdogliche Off-Targets
identifiziert und die berechnete Effizienz lag bei 57,37 %. Fir noxredl wurde die
Zielsequenz 5-TACTGTCAAATCCAACATTTTGG-3' gewahlt (Abb. 3 D). Der GC-
Gehalt betrug 30 %. Es wurden zwolf potenzielle Off-Targets identifiziert, die an jeweils
drei Nukleotiden von der Zielsequenz abwichen. Die berechnete Effizienz wurde mit

25,6 % angegeben.
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Target: GGACGTCAGGAGTTTCCTGATGG
5 UTR 3’ UTR

— Al AR 2 -

ATG TGA

tmem63c

Target: CCACTTTCCTGGAGATCCTCTGG
Target: GTCCCATTGTGAGGCTGGGAAGG

5’ UTR 3’ UTR
— 1 2 |14 | 22 —
ATG TAG
pomt2
Target: TACTGTCAAATCCAACATTTTGG
5’ UTR 3’ UTR
V| A2 A3 A A I
ATG TAG
noxred1

Abb. 3: Zielsequenzen fir CRISPR/Cas9-vermittelten Gen-Knockdo wn von Albuminurie-
Kandidatengenen beim Zebrafisch.

Schematische Darstellung von tmem63c (Transmembrane Protein 63c), pomt2 (Protein-O-
Mannosyltransferase 2) und noxredl (NADP Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1) bei Danio
rerio [102]. Rechtecke symbolisieren Exons und sind entsprechend nummeriert. Exons, auf denen sich
eine Zielsequenz (Target) befindet, sind blau markiert. Schwarze, horizontale Linien symbolisieren
Introns. Unterbrechungen der Linie kennzeichnen eine nicht maRstabsgetreue Darstellung zur
Verbesserung der Anschaulichkeit. Vertikale Balken stellen Start-/Stopp-Codons dar und sind
entsprechend betitelt (ATG bzw. TGA oder TAG). Die 3'-Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Sequenz
(NGG) der Zielsequenzen ist rot markiert. UTR, Untranslated Region.

3.3 Genotypisierung der Crispants

Um die Effektivitdt der CRISPR/Cas9-gesteuerten Mutagenese zu Uberprifen, wurde
24 hpf genomische DNA aus Embryonen der Crispants isoliert. Mittels PCR wurde ein

Bereich von etwa 500 bp, der die Zielsequenz enthielt, amplifiziert. Es folgten die
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Sequenzierung des relevanten Sequenzabschnitts und die manuelle Uberprifung von

Frequenz und Art der Mutationen im relevanten Sequenzabschnitt.

Genotypisierung nach Knockdown von tmem63c

Es wurde genomisches Material aus zwei Embryonen sequenziert, von denen beide
Mutationen aufwiesen. Insgesamt wurden 18 Sequenzen analysiert, von denen 17
Mutationen aufwiesen (Abb. 4). Auffallig war, dass in Uber 50 % der mutierten
Sequenzen mehrfache Mutationen nachweisbar waren. Von allen identifizierten
Mutationen waren 37 % Single Nucleotide Variations (SNV), 54 % Deletionen mit einer

GrofRRe von 1-11 nt und 9 % Insertionen mit einer GréRe von 1-9 nt.

Genotypisierung nach Knockdown von pomt2

Fir den Knockdown von pomt2 wurden zwei verschiedene sgRNAs designt - je eine fur
Exon 2 und Exon 16. Fiur pomt2 (Exon 2) wurden insgesamt 25 Proben von vier
Embryonen analysiert (Abb. 5). In allen Embryonen wurden Mutationen nachgewiesen,
wobei jeweils 57-100 % der Proben eines Embryos betroffen waren. Die identifizierten
Mutationen waren zu 79 % SNV. Deletionen von 1-11 nt machten 12 % und Insertionen
von 1-2 nt 9 % der Mutationen aus. Die zweite sgRNA, deren Ziel-DNA auf Exon 16
lokalisiert war, fuhrte in allen analysierten Embryonen zu nachweisbaren Mutationen
(n = 2) (Abb. 6). In 100 % der elf analysierten Sequenzen waren Mutationen
nachweisbar. 63 % der identifizierten Mutationen waren SNV, 31 % Deletionen von 1-

11 nt und 6 % waren Insertionen von 2-6 nt.

Genotypisierung nach Knockdown von noxredl

Die Sequenzierung genomischer DNA nach dem Knockdown von noxredl ergab
Mutationen in zwei von drei analysierten Embryonen (Abb. 7). Insgesamt wurden 20
Sequenzen analysiert. In den zwei betroffenen Embryonen wiesen 40 %
beziehungsweise 63 % der Sequenzen Mutationen auf, wobei es sich in allen Fallen um
SNV handelte. 86 % der identifizierten SNV waren innerhalb der PAM-Sequenz

lokalisiert.
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A B
| GGACGTCAGGAGTTTCCTGA | TGG | GGACGTCAGGAGTTTCCTGA | TGG
GGACGTCAGGAGTTTCCTGA | TGG|1 GGACGTCAGGAGTTTC-TGA | TGG|1
GGACGTCTCCA - - --CCTGC [AGG|1 GGACGTCAGAAGTTTCC-- - |-GG|1
GGACGTCAGGAGTTTC----|TGG|1 CGTCCTCGGGA-T------- TGG|1
GGACGTCAGGAG-------- --G[1 GGAC---AG-----------|TGG|2
GGACGTCAGGAG------- A[TGG|1 GGACGTCAGGAGTT------ -GG|1
GGACGTCGAGAGTT------ TGG|1 GGACGTCAGGAGT------ - TGG|2
GGACGTCAGGAG*TT ------ TGG|1 GGACGTCAGGAGTTTCCTGA |CGG|1
GGACGTCAGGAG-------- -GG|1 GGACGTCAGGAGTTTC---- |TGG|1
*A *AACAGCAC *AGTAGCAGG
Abb. 4: Genotypisierung von zwei Embryonen nach Knockdown von Transmembran e

Protein 63c ( tmem63c).

Alignment der DNA-Sequenzen zweier Embryonen (A und B) nach Knockdown von tmem63c mit der
Zielsequenz auf Exon 2. Die Zielsequenz befindet sich als Referenz in der obersten Zeile der Abbildung.
Die Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Sequenz 5-TGG-3' ist in einem separaten Rahmen dargestellt.
Die Ziffern in der rechten Spalte beschreiben die Haufigkeit der in der entsprechenden Zeile gelisteten
Sequenz. Single Nucleotide Variations sind in Rot dargestellt. Deletionen sind mit roten Strichen (-)
markiert. Sterne (*) kennzeichnen Insertionen, die in der entsprechenden Farbe in der untersten Zeile
erlautert werden.

A B
[GTCCCATTGTGAGGCTGGGA |AGG [GTCCCATTGTGAGGCTGGGA JAGG
GTCCCATTGTGAGGCTGGGA |ATG |1 GTCCCATTGTGAGGCTGGAA |ATG |1
GTCCCATTGTGAGGCTGGAA |ATG|2 GTCCCATTGTGAGGCTGGGA |ATG |2
GTCCCATTGTGAGGAATGGA |AGG |1 GTCCCATTGTGAGGCTGGGA |ATG |1
GTCCCATTATN-GACTGGGA |AGG |1 GTCC-ATTTTGAAGATGAAG |AGG |1
A *C *C
C
[GTCCCATTGTGAGGCTGGGA JAGG 5
GTCCCATTGTGAGGCTGGGA |AGG |2
eTeCeATTa Crecenlatels [GTCCCATTGTGAGGCTGGGA JAGG
eteceattere el GTCCCATTGTGAGGCTGGGA |AGG|3
GTCCCAGAATGAGGCTGGG - |AGG|1 GTCCCATTGTG------- -~ ~GG|1
OTOC ATTTTOAAGATOAAG acal T GTCCCATTGTGAGGCTGGGA [ATG 2
OTCCOATCaGaRGANTeTCA L el GTCCCATTGTGAGGCTGGGA |ATG 1
GTCCTCTTCATCTTCAAGAA |TGG |1 G

*C *AT

Abb. 5: Genotypisierung von vier Embryonen nach Knockdown von Protein-O -
Mannosyltransferase 2 ( pomt2) Exon 2.

Alignment der DNA-Sequenzen von vier Embryonen (A-D) nach Knockdown von pomt2 mit der
Zielsequenz auf Exon 2. Die Zielsequenz befindet sich als Referenz in der obersten Zeile der Abbildung.
Die Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Sequenz 5-AGG-3' ist in einem separaten Rahmen dargestellt.
Die Ziffern in der rechten Spalte beschreiben die Haufigkeit der in der entsprechenden Zeile gelisteten
Sequenz. Single Nucleotide Variations sind in Rot dargestellt. Deletionen sind mit roten Strichen (-)
markiert. Sterne (*) kennzeichnen Insertionen, die in der entsprechenden Farbe in der untersten Zeile
erlautert werden.
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A
| CCACTTTCCTGGAGATCCTC [TGG B
CCACTTTCATGGAGAT-CTC|TGG |1 | CCACTTTCCTGGAGATCCTC [TGG
CCACTTTC-----------C|TGG|2 CCACTTTCCTGGAGATC-TC |TGG|1
CCACTTTCCTGG/—;GATC ---|TGG |2 CCACTTTC—NGGAGﬁTCCTA NGG|1
CCACTTTCCTCAAGAGACTC|TGG |1 C--TTTTAATCAACATATTC |TGG|1
CCACTTTCCTGGAGAAA--G|TGG |2 *TT

*ACCCAT

Abb. 6: Genotypisierung von zwei Embryonen nach Knockdown von Protein-O -
Mannosyltransferase 2 ( pomt2) Exon 16.

Alignment der DNA-Sequenzen zweier Embryonen (A und B) nach Knockdown von pomt2 mit der
Zielsequenz auf Exon 16. Die Zielsequenz befindet sich als Referenz in der obersten Zeile der Abbildung.
Die Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Sequenz 5-TGG-3' ist in einem separaten Rahmen dargestellt.
Die Ziffern in der rechten Spalte beschreiben die Haufigkeit der in der entsprechenden Zeile gelisteten
Sequenz. Single Nucleotide Variations sind in Rot dargestellt. Deletionen sind mit roten Strichen (-)
markiert. Sterne (*) kennzeichnen Insertionen, die in der entsprechenden Farbe in der untersten Zeile
erlautert werden.

A
| TACTGTCAAATCCAACATTT | TGG B
TACTGTCAAATCCAACATTT [TGG |7 [ TACTGTCAAATCCAACATTT |TGG

c TACTGTCAAATCCAACATTT |TGG |3

TACTGTCAAATCCAACATTT | TGC |2
[ TACTGTCAAATCCAACATTT |TGG TACTGTCAAATCCAACATTT |AGG |2
TACTGTCAAATCCAACATTT | TGG |3 TACTGTCAAATCCAACTTTT | TGG |1
TACTGTCAAATCCAACATTT | TGC |2
Abb. 7: Genotypisierung von drei Embryonen nach Knockdown von NADP Depende nt

Oxidoreductase Domain Containing 1 (  noxred1).

Alignment der DNA-Sequenzen dreier Embryonen (A-C) nach Knockdown von noxredl mit der
Zielsequenz auf Exon 1. Die Zielsequenz befindet sich als Referenz in der obersten Zeile der Abbildung.
Die Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Sequenz 5-TGG-3' ist in einem separaten Rahmen dargestellt.
Die Ziffern in der rechten Spalte beschreiben die Haufigkeit der in der entsprechenden Zeile Sequenz.
Single Nucleotide Variations sind in Rot dargestellt.

3.4 Funktionelle Genanalyse bei Embryonen der Linie
Tg(wtlb:EGFP)

Um die Kandidatengene tmem63c, pomt2 und noxredl in Hinblick auf ihre Bedeutung
fur die strukturelle Integritait der GFB und die Entwicklung des Pronephros zu
charakterisieren, wurde eine CRISPR/Cas9-gestitzte Mutagenesestudie bei
transgenen Zebrafischen der Linie Tg(wtlb:EGFP) durchgefihrt. Neben einer

Kontrollgruppe wurden auch Embryonen nach Cas9-Injektion untersucht, um eine
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Beeinflussung des Phanotyps durch das Protein auszuschlieBen. In Folge der
Injektionen wurde weder bei Cas9-Kontrollen, noch bei den Embryonen nach Gen-
Knockdown erhthte Mortalitats- und Fehlbildungsraten oder behaviorale Auffalligkeiten
detektiert. In Ruhe schwammen die Embryonen in Bauchlage. Taktile Reize fuhrten zu

reflexartigen, mehrfachen Muskelkontraktionen.

3.4.1 Hellfeldmikroskopische Untersuchung der Morphologie

Die phanotypische Charakterisierung von Kontrollen (n = 35), Cas9-Kontrollen (n = 11)
und Crispants nach Knockdown von tmem63c (n = 33), pomt2 (n = 20) und noxredl
(n = 18) erfolgte 48 hpf zunachst mittels hellfeldmikroskopischer Untersuchung in
Seitenlage, um den Verlauf der Embryogenese zu kontrollieren und mogliche
Auswirkungen der Mutagenese auf die Morphologie zu identifizieren. Hierzu wurden
digitale Aufnahmen von Embryonen in Seitenlage mit 4-facher Vergroéf3erung
angefertigt (Abb. 8). Die Kontroll-Embryonen prasentierten sich 48 hpf entsprechend
der embryologischen Charakterisierung von Kimmel et al. [51] mit gerader Kérperachse
und einer Lange von etwa 3 mm (Abb. 8 A). Der Kopf war in Relation zur Kérperachse
nach ventral gekippt. Atrium und Ventrikel des Herzens waren erkennbar. Der
Herzschlag war regelmaRig und beférderte Blut durch das Gefal3system, das sich tber
die dorsale Aorta und die kaudalen Arterien bis an das kaudale Ende des Schwanzes
erstreckte. Der Durchmesser des Dottersacks entsprach in etwa dem des Kopfes.
Seine zylindrische Verlangerung war etwa 1,5 Mal so lang wie der Dottersack selbst
und verjungte sich nach kaudal. Dorsal des Dottersacks war die Anlage der
Schwimmblase erkennbar. Die olfaktorischen Plakoden waren an der anterioren
Augenkante sichtbar. Der Abstand der Ohranlage zum posterioren Rand des Auges
betrug etwa die Halfte des Durchmessers der Ohranlage. Die Morphologie der

Embryonen nach Injektion von Cas9-Protein entsprach dem Phénotyp der Kontrollen.

Die Beurteilung der tmem63c- und pomt2-Crispants ergab keine sichtbaren
Abweichungen vom morphologischen und habituellen Phénotyp der Kontrollen (Abb. 8
A-C). Insbesondere konnten keine Odeme als typische Zeichen einer renalen
Dysfunktion festgestellt werden. Der Knockdown von noxredl fihrte zu vereinzelter
Ausbildung milder perikardialer Odeme (Abb. 8 D).
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Kontrolle

pomt2 sgRNA

noxred1 sgRNA

Abb. 8: Morphologie von Zebrafischembryonen nach Knockdown von Albuminurie-
Kandidatengenen.

Hellfeldmikroskopische Aufnahmen von transgenen Zebrafischembryonen der Linie Tg(wtlb:EGFP) 48
Stunden nach der Befruchtung in Seitenlage bei 4-facher VergréRerung. Der CRISPR/Cas9-vermittelte
Knockdown von Kandidatengenen erfolgte durch Co-Injektion von single guide RNA (sgRNA) und Cas9-
Protein bei Embryonen im Einzellstadium. Kontroll-Embryonen (A) sowie Embryonen nach Knockdown
von Transmembrane Protein 63c (tmem63c) (B) und Protein-O-Mannosyltransferase 2 (pomt2) (C)
wiesen eine physiologische Morphologie ohne fiir eine Nierenschadigung typische Phéanotypen auf. Der
Knockdown von NADP Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1 (noxredl) (D) flhrte zu einem
milden perikardialen Odem (Pfeil). MaRstab entspricht 500 pum.
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3.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des Pronephros

Mit Hilfe der transgenen Linie Tg(wtlb:EGFP) wurden die Glomeruli, Tubulushalse und
proximalen Konvolute von Kontroll-Embryonen und Crispants (Abb. 9)
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Die Untersuchung der Embryonen fand 48 hpf in
Bauchlage statt. Zu diesem Entwicklungszeitpunkt waren die Glomeruli in der
Kontrollgruppe im Prozess der Fusionierung an der embryonalen Mittellinie (Abb. 10 A).
Die pronephrischen Tubulushélse entsprangen zentral am jeweiligen Glomerulum und
verliefen orthogonal zur Mittellinie in entgegengesetzte Richtungen nach lateral. Der
Tubulushals war etwa 1,5 Mal so lang wie der Durchmesser eines Glomerulums. In
einem leicht spitzen Winkel fiihrte im weiteren Verlauf das proximale Konvolut nach
kaudal. Im Verlauf des proximalen geraden Tubulus schwachte das Fluoreszenzsignal
ab, sodass es optisch nicht mehr detektierbar war. Der pronephrische Phanotyp der
Kontrollen 48 hpf entsprach zuvor veréffentlichten Beschreibungen [56, 65, 68]. Der
Phanotyp der Cas9-Kontrollen entsprach dem der Kontrollgruppe (Abb. 10 B). Auch
nach Knockdown der Kandidatengene blieb in allen drei Gruppen die grundsatzliche
strukturelle Integritét erhalten (Abb. 10 C-E). Allerdings umfasste der pronephrische
Phanotyp der Crispants einige, gering ausgepragte, strukturelle Veranderungen an
Glomeruli und Tubuli. So fuihrte der Knockdown von tmem63c, pomt2 und noxredl zu
einem gehauften Auftreten eines vergroRerten Abstands zwischen den zwei Glomeruli.
In einigen Fallen wurde dieser Phanotyp um eine aberrante rdumliche Beziehung der
Glomeruli zueinander erganzt. Diese Phanomene waren in allen Crispant-Gruppen
gleichermal3en zu beobachten. Ein weiteres Merkmal aller Mutagenesegruppen war der
im Vergleich zur Kontrolle veranderte Verlauf der pronephrischen Tubuli. Aufféllig
waren insbesondere stumpfere Winkel zwischen Tubulushals und proximalem Konvolut
sowie eine leicht asymmetrische Struktur der pronephrischen Konstruktion. Neben
diesen phanotypischen Besonderheiten, die in allen Crispant-Gruppen detektierbar
waren, zeichneten sich die tmem63c-Crispants durch ein weiteres Merkmal aus. Bei
den Embryonen dieser Gruppe wurde ein undulierender Verlauf von Tubulushalsen und

proximalen Konvoluten beobachtet (Abb. 10 C).
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FD
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Abb. 9: Der Pronephros des Zebrafischs

Schematische Darstellung des embryonalen Pronephros von Danio rerio. G, Glomerulum; H,
Tubulushals; PK, proximales Konvolut; PT, proximaler Tubulus; FD, friher distaler Tubulus; SD, spéater
distaler Tubulus; S, Sammelrohr. In Anlehnung an Drummond und Davidson [105].

Kontrolle

tmem63c sgRNA | — pomt2 sgRNA

noxred1 sgRNA

Abb. 10: Strukturelle Untersuchung des Pronephros von Zebrafischembryone n nach
CRISPR/Cas9-vermitteltem Knockdown von Albuminurie-Kandidate ngenen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zebrafischembryonen der transgenen Linie Tg(wtlb:EGFP)
in Bauchlage bei 10-facher VergréRerung, 48 Stunden nach der Befruchtung. Kontrollen (A) und Cas9-
Kontrollen (B) zeigten einen physiologischen Phanotyp. Die Struktur des Pronephros war symmetrisch,
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(Fortsetzung: Abb. 10) Glomeruli waren im Prozess der Fusion, tubulare Winkel maf3en etwa 90°
(Pfeilspitzen). Tmem63c-Crispants (C) zeichneten sich durch stumpfere tubulare Winkel (Sterne) und
undulierende Tubuli (Pfeile) aus. Ebenso gehdrten vergréRerte tubulare Winkel zum Phéanotyp nach
Knockdown von pomt2 (D) und noxredl (E) (Sterne). Teilweise wurde eine verzigerte Fusion der
Glomeruli beobachtet (vertikaler Balken). tmem63c, Transmembrane Protein 63c; pomt2, Protein-O-
Mannosyltransferase 2; noxred1, NADP Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1; sgRNA, single
guide RNA. MalR3stab entspricht 200 pm.

Anhand fotografischer Aufnahmen von 106 Larven konnten phanotypische Merkmale
computergestitzt quantifiziert werden. Hierzu wurden jeweils der rechte und linke
Winkel zwischen Tubulushals und proximalem Konvolut ermittelt (Abb. 11). Zusatzlich
wurde die Distanz zwischen den Scheitelpunkten dieser Winkel bestimmt. Um die
visuell detektierte Asymmetrie des Pronephros zu quantifizieren, wurde fur alle Larven
der Quotient aus beiden tubuldren Winkeln berechnet, wobei jeweils der gréRere der
beiden Werte als Dividend in die Berechnung einging. Eine gro3ere Abweichung der
beiden Werte voneinander schlug sich in einem héheren Wert des Quotienten nieder.
Die Untersuchung ergab signifikant hohere Quotienten in allen Crispant-Gruppen
(p < 0,008 fiur tmem63c, p < 0,02 fur pomt2, p < 0,05 fir noxredl) (Abb. 12). Mit der
Vermessung der Distanz zwischen linkem und rechtem Scheitelpunkt wurde der
Abstand der Tubuli voneinander bestimmt. Es wurde eine leichte Verringerung dieses
Abstands in allen Experimentalgruppen festgestellt. Die tubulare Distanz der Kontrollen
betrug im arithmetischen Mittel 166 um. Dieser Wert reduzierte sich auf durchschnittlich
152 um nach Knockdown von tmem63c (p < 0,0005), 145 um nach Knockdown von
pomt2 (p < 0,0001) und 155 pm nach Knockdown von noxredl (p < 0,05) (Abb. 13).
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Abb. 11: Tubularer Winkel und tubulare Distanz im Pronephros des Zebraf ischs.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Pronephros eines Kontroll-Embryos der Linie Tg(wtlb:EGFP)
48 Stunden nach der Befruchtung in Bauchlage bei 10-facher VergréRerung. Tubulédre Winkel sind in Rot
dargestellt. Der vertikale weil3e Balken markiert die tubulare Distanz. Maf3stab entspricht 200 um. r,
rechts; I, links.
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Kontrolle ' tmem63c pomt2 noxred1
sgRNA sgRNA sgRNA

Abb. 12: Quotient der tubuldren Winkel im Pronephros nach Knockdown v on Albuminurie-
Kandidatengenen beim Zebrafisch.

Bei Zebrafischembyonen der transgenen Linie Tg(wtlb:EGFP) wurden die tubuldren pronephrischen
Winkel 48 Stunden nach der Befruchtung fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Der CRISPR/Cas9-
vermittelte Gen-Knockdown erfolgte durch Co-Injektion von single guide RNA (sgRNA) und Cas9-Protein
bei Zebrafischembryonen im Einzellstadium. In die Berechnung des Quotienten ging der jeweils grof3ere
tubuldre Winkel eines Embryos als Dividend, der jeweils kleinere tubulare Winkel eines Embryos als
Divisor ein. Der Wert des Quotienten wurde als Mal3 fir die Asymmetrie der pronephrischen Struktur
genutzt. Vergleich von Kontrollen und Embryonen nach CRISPR/Cas9-vermitteltem Knockdown von
Albuminurie-Kandidatengenen 48 Stunden nach der Befruchtung. * p < 0,05 vs. Kontrolle, ** p < 0,02 vs.
Kontrolle, ** p < 0,008 vs. Kontrolle. tmem63c, Transmembrane Protein 63c; pomt2, Protein-O-
Mannosyltransferase 2; noxred1l, NADP Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1.
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Abb. 13: Tubulére Distanz im Pronephros nach Knockdown von Albuminurie-Kandi datengenen

beim Zebrafisch.

Bei Zebrafischembyonen der transgenen Linie Tg(wtlb:EGFP) wurde die Distanz zwischen den lateralen
Enden des linken und rechten Tubulushalses 48 Stunden nach der Befruchtung
fluoreszenzmikroskopisch bestimmt. Der CRISPR/Cas9-vermittelte Gen-Knockdown erfolgte durch Co-
Injektion von single guide RNA (sgRNA) und Cas9-Protein bei Zebrafischembryonen im Einzellstadium.
* p < 0,03 vs. Kontrolle, ** p < 0,0003 vs. Kontrolle, *** p < 0,0001 vs. Kontrolle. tmem63c,
Transmembrane Protein 63c; pomt2, Protein-O-Mannosyltransferase 2; noxredl, NADP Dependent
Oxidoreductase Domain Containing 1.

Die Charakterisierung der Morphologie und des pronephrischen Phénotyps 48 hpf
zeigte einige leicht ausgepragte, aber signifikante Veranderungen nach CRISPR/Cas9-
vermitteltem Knockdown von tmem63c, pomt2 und noxredl. Der Funktionsverlust von
noxredl filhrte zur Ausbildung milder perikardialer Odeme. Der pronephrische
Phanotyp umfasste verschiedene, gering ausgepragte glomeruldre und tubulare

Malformationen, die in den drei Knockdown-Gruppen beobachtbar waren.

3.5 Funktionelle Genanalyse bei Larven der Linie
Tg(fabpl0a:gc-EGFP)

Die funktionellen Auswirkungen der Mutagenese auf die GFB wurden mit Hilfe der
transgenen Linie Tg(fabpl0a:gc-EGFP) untersucht. Das Tiermodell zeichnet sich durch

die Expression eines fluoreszierenden Fusionsproteins aus, das unter normalen
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Umstanden im Gefal3system zirkuliert [88]. Bezlglich seiner Gré3e und elektrischen
Ladung &hnelt das Protein dem humanen Albumin. Es wurde untersucht, ob die
Fahigkeit der larvalen GFB, das Fusionsprotein zu retinieren, durch einen
Funktionsverlust der Kandidatengene beeinflusst wird. Zu diesem Zweck erfolgte eine
optische Beurteilung der intravasalen Fluoreszenz 120 hpf. Beziiglich der Morphologie
konnten keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Mutagenesegruppen festgestellt
werden. Ebenso unterschieden sich die Sterblichkeits- und Missbildungsraten der

Crispants nicht von denen der Kontrollgruppe.

In der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung 120 hpf in Seitenlage zeichneten sich
bei den Larven unterschiedliche Intensitaten und Verteilungsmuster der intravasalen
Fluoreszenz ab, anhand derer die Larven in drei Gruppen unterteilt werden konnten.
Diese wurden als SF, IF und NF bezeichnet (Abb. 14). Die SF-Gruppe zeichnete sich
durch eine starke intravasale Fluoreszenz aus. Besonders der Kopfbereich fluoreszierte
stark. Die intersegmentalen und kaudalen Gefal3e waren deutlich erkennbar. Neben der
intermediare Fluoreszenzintensitat mit insgesamt geringerer Auspragung als in der SF-
Gruppe war das definierende Merkmal der IF-Gruppe die vergleichsweise geringere
Fluoreszenz in der Stammregion. Der Verlauf der kaudalen und intersegmentalen
GefalRe konnte nicht eindeutig nachvollzogen werden. Die Kopfregion hingegen
fluoreszierte. In der NF-Gruppe beschréankte sich die wahrnehmbare Fluoreszenz auf
die Autofluoreszenz des Dottersacks. Kraniale und trunkale Geféal3e fluoreszierten nicht.
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Stark fluoreszierend (SF)

Intermediar fluoreszierend (IF)

Nicht fluoreszierend (NF)

Abb. 14: Fluoreszenz von Zebrafischlarven der Linie Tg(fabpl0a:gc-EGFP).

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transgenen Zebrafischlarven in Seitenlage bei 3,2-facher
VergréRerung, 120 Stunden nach der Befruchtung. Das fluoreszierende Fusionsprotein aus Vitamin D-
bindendem Protein und Enhanced Green Fluorescent Protein (gc-EGFP) zirkuliert im GefaRsystem. Die
phéanotypische Charakterisierung zeigte drei bezuglich der Intensitat ihrer intravasalen Fluoreszenz
differierende Gruppen. A Représentative Zebrafischlarve der stark fluoreszierenden SF-Gruppe mit
ausgepragter intravasaler Fluoreszenz. Intersegmentale und kaudale Gefal3e sind deutlich erkennbar. B
Reprasentative Zebrafischlarve der intermediar fluoreszierenden IF-Gruppe mit méaRig ausgepragter
intravasaler Fluoreszenz. Die sichtbare Fluoreszenz konzentriert sich im kranialen Bereich. Kaudale
GefalBe sind schwach erkennbar. C Représentative Zebrafischlarve der nicht fluoreszierenden NF-
Gruppe. Die Autofluoreszenz des Dottersacks bleibt detektierbar, intravasale Fluoreszenz ist nicht
sichtbar. MaRstab entspricht 500 um.

Insgesamt wurden 2439 Kontrollen und 1958 Crispant-Larven untersucht und der
entsprechenden Fluoreszenzgruppe zugeteilt. Fir den Knockdown von pomt2 wurden
in getrennten Versuchsreihen zwei verschiedene sgRNAs injiziert. Die Zielsequenzen
waren auf Exon 2 und auf Exon 16 lokalisiert. Die Untersuchung der Kontrollgruppe

ergab in verschiedenen Versuchsreihen Anteile von 20-90 % SF-Larven, 4-52 % IF-
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Larven und 2-37 % NF-Larven. Im Verlauf der Experimentalphase veranderte sich die
Merkmalsauspragung der Kontrollen. Die Knockdown-Analyse von tmem63c begann im
Februar 2015. Die Kontrollgruppe beinhaltete durchschnittlich 47 % SF-Larven. Dieser
Anteil stieg mit der Zeit an, sodass in den Analysen von noxredl, die im Dezember
2015 beendet wurden, durchschnittich 88 % der Kontroll-Larven eine starke
Fluoreszenz aufwiesen. Entsprechend sank der Anteil der Larven mit geringer
ausgepragter Fluoreszenz. FiUr jedes der Kandidatengene wurden mehrere
Versuchsdurchlaufe in zeitlichem Zusammenhang durchgefihrt. Die Ergebnisse dieser
Versuche wurden gebundelt ausgewertet. Die Analysedaten der Crispants wurden

ausschlief3lich mit Kontrolldaten der entsprechenden Versuchsreihe verglichen.

Die phanotypische Charakterisierung der tmem63c-Crispants (n = 655) ergab im
Vergleich zur Kontrolle eine Reduktion des Anteils stark fluoreszierender Larven von
44 % auf 13 % (p < 0,0002) (Abb. 15 A). Der Knockdown von pomt2 mit der fir Exon 2
designten sgRNA (n = 813) fuhrte zu einer Reduktion des Anteils der SF-Gruppe an der
Gesamtgruppe von 78 % auf 69 % (p < 0,02) und einer relativen Vergrol3erung der IF-
Gruppe von 13 % auf 21 % (p < 0,05) (Abb. 15 B). Der Einsatz der zweiten sgRNA,
deren Zielsequenz auf pomt2 Exon 16 lokalisiert war (n = 264), flihrte ebenfalls zu einer
VergroRerung des Anteils der Larven mit mafig ausgepragter Fluoreszenz. Dieser stieg
von 5 % in der Kontrolle auf 16 % bei pomt2-Exon-16-Crispants an (p < 0,02) (Abb. 15
C). Bei noxred1-Crispants (n = 226) wurde eine Reduktion des stark fluoreszierenden
Gruppenanteils von 88 % auf 80 % und ein Anstieg des maRig fluoreszierenden
Gruppenanteils von 5 % auf 14 % verzeichnet (p < 0,008) (Abb. 15 D).
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Abb. 15: Prozentuale Anteile der ph&notypischen Gruppen an der Gesam tgruppengrol3e bei
Zebrafischarven der Linie Tg(fabplOa:gc-EGFP).

Starke Fluoreszenz (schwarz), intermediare Fluoreszenz (grau), schwache Fluoreszenz (weil3). Vergleich
von Kontrollen und Larven nach CRISPR/Cas9-vermitteltem Knockdown von Albuminurie-
Kandidatengenen (Crispants), 120 Stunden nach der Befruchtung. A Vergleich von Kontrollen und
tmem63c-Crispants, * p < 0,005; B Vergleich von Kontrollen und pomt2-Crispants (Exon 2); C Vergleich
von Kontrollen und pomt2-Crispants (Exon 16), * p < 0,005; D Vergleich von Kontrollen und noxred1-
Crispants, * p < 0,008. tmem63c, Transmembrane Protein 63c; pomt2, Protein-O-Mannosyltransferase 2;
noxredl, NADP Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1; sgRNA, single guide RNA.

Um die phanotypische Analysen der Mutanten untereinander vergleichbar darzustellen,
wurde jeweils der prozentuale Anteil einer Fluoreszenzgruppe der Experimentalgruppe
zu dem entsprechenden Wert der Kontrollgruppe ins Verhaltnis gesetzt. Der errechnete
Quotient spiegelte die relative Veranderung des Anteils der jeweiligen
Fluoreszenzgruppe an der Gesamtgruppengrof3e durch den Gen-Knockdown wider. Die
statistische Analyse dieser Ergebnisse ergab eine signifikante Reduktion der stark
fluoreszierenden Larvengruppe nach Knockdown von tmem63c (p < 0,0002) (Abb. 16
A). Bei pomt2-Crispants (Exon 2) waren die Verkleinerung der SF-Gruppe (p < 0,002)
und die VergréRerung der IF-Gruppe signifikant (p < 0,05) (Abb. 16 B). Ebenso konnte
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eine Zunahme der Anzahl maRig fluoreszierender Larven bei pomt2-Crispants (Exon
16) gezeigt werden (p < 0,02) (Abb. 16 C). Fur noxredl-Crispants ergaben die
Berechnungen eine Verkleinerung der stark fluoreszierenden Gruppe (p < 0,02) und
eine VergroRRerung der IF-Gruppe (p < 0,002) (Abb. 16 D).
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Abb. 16: Effekt des Knockdowns von Albuminurie-Kandidatengenen auf die intravasale
Fluoreszenz bei Zebrafischlarven der Linie  Tg(fabplOa:gc-EGFP).

Starke Fluoreszenz (schwarz), intermedidre Fluoreszenz (grau), schwache Fluoreszenz (weil3). Vergleich
von Kontrollen und Larven nach CRISPR/Cas9-vermittelten Knockdown von Albuminurie-
Kandidatengenen (Crispants) 120 Stunden nach der Befruchtung. Es wurde der Quotient aus dem
prozentualen Anteil einer Fluoreszenzgruppe (stark, intermediar, schwach) an der Gesamtgroe der
Crispant-Gruppe und dem entsprechenden Gegenwert der Kontrollgruppe berechnet. Ein Quotient >1,0
entspricht einer relativ haufigeren Merkmalsauspragung nach Gen-Knockdown im Vergleich zur
Kontrolle. A Effekt des Knockdowns von tmem63c, * p < 0,0002 vs. Kontrolle; B Effekt des Knockdowns
von pomt2 (Exon 2), * p < 0,02 vs. Kontrolle, ** p < 0,05 vs. Kontrolle; C Effekt des Knockdowns von
pomt2 (Exon 16), * p < 0,02 vs. Kontrolle; D Effekt des Knockdowns von noxredl, * p < 0,02, ** p <
0,002. tmem63c, Transmembrane Protein 63c; pomt2, Protein-O-Mannosyltransferase 2; noxredl1, NADP
Dependent Oxidoreductase Domain Containing 1; sSgRNA, single guide RNA.
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Die statistische Analyse der prozentualen Gruppenverteilung und die anschliel3end
durchgefuhrte Berechnung des Quotienten dieser Anteile im Vergleich von Crispants
und Kontrollen zeigten fur alle Experimentalgruppen &hnliche Tendenzen auf.
Insgesamt war das phanotypische Merkmal der intravasalen Fluoreszenz in den
Experimentalgruppen geringer ausgepragt als in der Kontrolle. Dies manifestierte sich
in einem geringeren Anteil an stark fluoreszierenden Larven bei den
Mutagenesegruppen aller Gene. Mit einer Reduktion um 66 % war diese Veranderung
insbesondere bei tmem63c-Crispants ausgepragt (p < 0,0002). Gleichzeitig war
insgesamt eine relative Vergrol3erung des Anteils méaRig und schwach fluoreszierender
Larven zu verzeichnen. Der Knockdown von pomt2 und noxredl fiihrte insbesondere
zu einem hoheren Anteil maRig fluoreszierender Larven. Im Vergleich zur Kontrolle war
dieser nach Knockdown von pomt2 (Exon 16) um 238 % grof3er (p < 0,05). Wahrend
der Anteil der Larven mit schwach ausgepragter intravasaler Fluoreszenz durch den
Knockdown von pomt2 und noxredl nicht wesentlich beeinflusst wurde, enthielt die
Crispant-Gruppe tmem63c im direkten Vergleich der prozentualen Anteile 20 % mehr

NF-Larven, als die entsprechende Kontrolle (p < 0,005).
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Gegenstand dieser Arbeit war die Charakterisierung von tmem63c, pomt2 und noxredl
in Bezug auf ihre pathogenetische Relevanz fir die Ausbildung eines proteinurischen
GFB-Defekts beim Zebrafisch. Die drei Kandidatengene sind in einem von Schulz et al.
beim Rattenmodell identifizierten QTL fur Albuminurie und Glomerulosklerose auf
RNOG6 lokalisiert [36]. Mit CRISPR/Cas9 wurde eine moderne Methode zur spezifischen
Mutagenese gewahlt, mit der innerhalb kurzer Zeit Funktionsverluststudien mit hohen
Versuchszahlen maoglich waren. Charakteristische Eigenschaften des
Zebrafischmodells, wie hohe Nachkommenzahlen, kurze Generationszeiten und die
extrauterine Entwicklung optisch transparenter Larven boten ideale Voraussetzungen

fur die Mikroinjektion sowie vielfaltige phanotypische Analysen [49].

Beim Menschen sind verschiedene Erkrankungen bekannt, die durch eine Schadigung
der GFB zu einer Albuminurie fuhren. Die Schéden konnen durch lokale und
systemische Prozesse verursacht werden. Im Rahmen der CKD spielen hier
insbesondere Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie sowie Glomerulonephritiden
eine Rolle [1, 3]. Je nach zu Grunde liegender Erkrankung kann die Albuminurie
Ausdruck unterschiedlicher histopathologischer Korrelate sein. Dabei kann jeder
Bestandteil der GFB betroffen sein [106]. Insbesondere die hoch spezialisierten
Podozyten, die mit ihren Zellfortsatzen von grofRer Wichtigkeit fur die Funktion der GFB
sind, wurden diesbeziglich eingehend untersucht [14, 106]. Viele Pathologien, die zu
proteinurischen Erkrankungen fuhren, betreffen Komponenten der Zellarchitektur von
Podozyten und ihren Schlitzdiaphragmen. Haufig sind spezifische Genmutationen fur
pathologische Veranderung einer glomerularen Komponente verantwortlich. So sind
unter anderem Mutationen von Nephrin und Podocin mit proteinurischen

Nierenerkrankungen assoziiert [107].

Eine Voraussetzung fir die Generierung aussagekraftiger Ergebnisse war die
Verwendung eines Krankheitsmodells, das die komplexen molekularen Struktur-
Funktions-Beziehungen der Saugetierniere widerspiegelt. Wie unter 1.5.2 ausfuhrlich
erlautert, weist der Pronephros des Danio rerio zahlreiche anatomische und

physiologische Parallelen zur Saugetierniere auf. Er ist heute als Modell der

65



4 Diskussion

translationalen nephrologischen Forschung etabliert [52]. Da Uber das Nephron als
zentrale Funktionseinheit die Architektur aller renalen Organanlagen von Vertebraten
bestimmt wird, bleiben die Funktionsprinzipien der glomerularen Filtration und tubularen
Reabsorption im Verlauf der Organogenese speziesubergreifend erhalten. Die
detaillierte physiologische Charakterisierung des Zebrafischs zeigte, dass auch auf
zellularer und molekularer Ebene Parallelen zu hoher entwickelten Nierenformen
bestehen. Dartber hinaus exprimiert der Zebrafisch im Kontext der Nephrogenese zu
Saugetieren orthologe Gene. Ein Beispiel hierfur ist das Wilms' Tumor Supressor Gene
1 (wtl), das bei Mausen wie auch beim Zebrafisch essentiell fir die physiologische
Entwicklung der Nieren ist [108, 109]. Weiterhin zeichnet sich der Zebrafisch dadurch
aus, dass die glomerulare Filtration bereits 38-48 hpf einsetzt [68]. Daher kann die
phanotypische Charakterisierung junger Larven bereits Aufschluss tber Struktur und
Funktionalitdat der GFB geben. Somit verbindet der Pronephros des Zebrafischs
Eigenschaften von Saugetiermodellen mit den technischen Vorzigen von Invertebraten.
Die Arbeit mit dem Pronephros bewahrte sich in zahlreichen Studien und trug unter
anderem zum besseren Verstandnis der Nephrogenese [68] und proteinurischer
Pathologien wie der polyzystischen Nierenerkrankung [110] und Podozytenschéden [88]
bei. Dies begrindet die Eignung des Zebrafischs fur die im Rahmen dieser Arbeit

durchgefuhrten Mutagenesestudien.

Mutagenesestudien sind ein wichtiger Bestandteil der biomedizinischen Forschung und
seit Jahrzehnten als Methoden zur funktionellen Charakterisierung von Proteinen
etabliert [69]. Seit der Entwicklung der klassischen Restriktionsendonukleasen in den
1970er Jahren wurde das Angebot an gentechnischen Methoden durch mehrere
Innovationen erweitert. ZFN, TALEN und CRISPR/Cas9 zeichnen sich gegenuber ihren
Vorgangern insbesondere dadurch aus, dass sie Uber eine von der Schnittdoméne
separierte  DNA-Erkennungssequenz verfuigen [73, 74, 75]. Dies ermdglicht eine
isolierte Modifikation der Erkennungssequenz und somit eine deutliche Vereinfachung
der Neuprogrammierung. Alle drei Methoden wurden bereits beim Zebrafisch
angewandt [60, 61, 62]. Um von den Vorteilen des Zebrafischmodells profitieren und
effiziente Mutagenesestudien mit hohen Versuchszahlen durchfihren zu koénnen,
wurden bei der Wahl der Methode fiir diese Arbeit entsprechende Kriterien beachtet. Es
sollte eine Methode verwendet werden, die bei unkomplizierter und flexibler

Anwendbarkeit den spezifischen und effizienten Knockdown der Kandidatengene
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ermdoglicht. CRISPR/Cas9 zeichnet sich durch die Mdglichkeit der zeit- und
kosteneffizienten Programmierung aus, die in der Struktur der RNA-gesteuerten
Nuklease begrindet liegt [75]. Die Wirksamkeit der Methode im Kontext von
Funktionsverluststudien beim Zebrafisch wurde mehrfach belegt [62, 111]. Dies
begriindete die Verwendung von CRISPR/Cas9 als Methode fir die im Rahmen dieser

Arbeit durchzufihrenden Mutagenesestudien.

Neben der Anwendbarkeit sind insbesondere Wirksamkeit und Spezifitat entscheidende
Kriterien bei der Entwicklung und Weiterentwicklung von Mutagenesetechniken. Die
Effizienz von CRISPR/Cas9 wurde in bisherigen Arbeiten positiv bewertet.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in ihren Studien Mutationen in 24-99 % der
Versuchstiere verzeichnen [62, 92, 94, 111]. Bezuglich der Spezifitat stellt die RNA-
gesteuerte  Cas9-Endonuklease  Wissenschaftler  strukturbedingt vor  eine
Herausforderung. Die kurze Erkennungssequenz der sgRNA kann insbesondere bei
Anwendung in groRen Genomen zu einer Beeintrachtigung der Spezifitat fihren. In
verschiedenen Studien wurden nicht unerhebliche Raten von Mutationen an
unerwiinschten Lokalisationen registriert [112, 113]. Der aus solchen Off-Target-
Mutationen resultierende Phanotyp kann das Ergebnis der folgenden Untersuchungen
verfalschen. Seit der Etablierung von CRISPR/Cas9 als Mutagenesetechnik trugen
detaillierte Charakterisierungen des Systems dazu bei, die Methode in Hinblick auf
diese Eigenschaften zu optimieren. Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Experimente wurde auf Erkenntnisse von Gagnon et al. [92], Bassett et al. [94] und
Mosimann et al. [95] zuriickgegriffen. Die sgRNA fir den Knockdown von tmem63c
beim Zebrafisch wurde entsprechend dieser Erkenntnisse manuell designt. Die Auswabhl
der Zielsequenzen fir pomt2 und noxredl erfolgte mit Hilfe des Online-Tools
ChopChop, das fur eine gegebene DNA-Sequenz mégliche Zielsequenzen aufzeigt und
anhand verschiedener Kriterien ihre voraussichtliche Spezifitat und Effizienz
bewertet [93]. Ein Kriterium fur Zielsequenzen war das Vorhandensein der 3' PAM-
Sequenz 5-NGG-3', die als spezifische PAM-Sequenz der SpCas9 identifiziert wurde
[75]. Folgende Parameter flossen in die Bewertung der potenziellen Zielsequenzen ein:
() identifizierte Off-Targets im relevanten Genom, (II) Mismatches innerhalb dieser Off-
Targets im Vergleich zur Zielsequenz, (lll) der GC-Gehalt der Zielsequenz und (IV) ein
Guanin an Position 20 der Zielsequenz [93]. Bei der Entwicklung des Online-Tools

wurde auf bereits publizierte Daten von Gagnon et al. [92] und Hsu et al. [112]
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zuruckgegriffen. Der Algorithmus zur Bewertung mdglicher Off-Targets basiert auf
Erkenntnissen von Hsu et al. [93, 112]. Demnach toleriert die Cas9 aus Streptococcus
pyogenes, wie sie in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kam, Mismatches zwischen
DNA und sgRNA in Abhangigkeit von deren Frequenz und Position innerhalb der DNA-
Erkennungssequenz. Mismatches werden eher toleriert, wenn sie distal der PAM-
Sequenz lokalisiert sind. Die 8-14 bp proximal der PAM-Sequenz gelegene Region
erwies sich am sensibelsten gegentber Mismatches [112]. Gagnon et al. konnten im
Rahmen ihrer Untersuchungen einen GC-Gehalt von Uber 50 % und eine Guaninbase
an Position 20 mit einer hdheren Mutageneseeffizienz assoziieren [92].

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Knockdowns von tmem63c, pomt2 und
noxredl konnten diese lIdealbedingungen nicht vollstandig erfullt werden. Bei der
Auswahl der Zielsequenzen wurden daher mit absteigender Prioritat die PAM-Sequenz,
identifizierte Off-Targets und der GC-Gehalt bertcksichtig, um madglichst optimale
Voraussetzungen fur die Mutagenese zu schaffen. Ein Grof3teil der identifizierten
potenziellen Off-Targets war in nicht proteinkodierenden Sequenzabschnitten lokalisiert.
Alle potenzielle Off-Targets unterschieden sich an drei Nukleotiden von der jeweiligen
Zielsequenz. Fur die Zielsequenzen zum Knockdown von tmem63c und pomt2 wurde
jeweils ein mogliches Off-Target identifiziert, das innerhalb eines Exons eines anderen
Gens lokalisiert war. Eine Assoziation der Gene (zebrafish gene collection: 172051,
disks large-associated protein 2a, slingshot protein phosphatase 1a) mit
Nierenschadigungen ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht bekannt. Daher wurde die
Wahrscheinlichkeit einer Beeinflussung der Versuchsergebnisse als gering
eingeschétzt. Fur die Zielsequenz innerhalb von noxredl wurden insgesamt zwolf
potenzielle Off-Targets berechnet, von denen sechs nicht innerhalb proteinkodierender
Abschnitte lokalisiert waren. Die verbleibenden méglichen Off-Targets waren innerhalb
von Introns oder untranslatierten Bereichen folgender Gene lokalisiert: catenin
(cadherin-associated protein) alpha 2, xyloside xylosyltransferase 1, solute carrier
family 16 member 7, pre-B-cell leukemia transcription factor 4, V-set and
transmembrane domain containing 2B und elongator complex protein 5. Alle mdglichen
Off-Targets unterschieden sich an drei Nukleotiden von der Zielsequenz auf
Chromosom 17. Aufgrund der hoheren Anzahl potenzieller Off-Targets ist die
Wahrscheinlichkeit einer Beeinflussung der Ergebnisse hoher einzuschatzen als bei

dem Knockdown von tmem63c und pomt2. Dennoch ergab auch in diesen Féllen eine
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Recherche in den Datenbanken PubMed (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) und
Ensembl (https://www.ensembl.org) keine Assoziation Zu spezifischen
Nierenphanotypen. Gegen eine ausgepragte Beeinflussung der Ergebnisse durch Off-
Target-Effekte sprechen die miteinander vereinbaren Effekte nach Knockdown von
pomt2 mit zwei unterschiedlichen sgRNAs. Ausschlie3en lasst sich ein ungewollter
Effekt ohne entsprechende Genotypisierung jedoch nicht, sodass dies als mdgliche

Fehlerquelle in Betracht gezogen werden muss.

Neben der Nukleotidsequenz der Ziel-DNA konnte die Applikationsform der Cas9 als
ausschlaggebender Faktor fur die Wirksamkeit identifiziert werden. Seit der Etablierung
der CRISPR/Cas9-vermittelten Mutagenese wurde mit verschiedenen Methoden
versucht, eine moglichst hohe Verfigbarkeit der Endonuklease im Nukleus zu
erreichen. Wahrend der Vorbereitung dieser Arbeit waren bereits Studienergebnisse zu
der Transfektion von Cas9-Protein [92], Cas9-Plasmid-DNA [86] und Cas9-mRNA [92]
verfugbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Injektionen von Cas9-Protein durchgefihrt,
die von Gagnon et al. als effizient und nebenwirkungsarm identifiziert wurden [92]. Sie
konnten mit einer im Vergleich zur Injektion von Cas9-mRNA sechsfach hoheren
Effizienz assoziiert werden und zeichneten sich durch hohe Uberlebensraten von >90 %
aus. Das Cas9-Protein ist nach der Co-Injektion mit sgRNA sofort verfligbar. AuRerdem
wird das Risiko der Integration von Fremd-DNA in das Wirtsgenom nach Cas9-
vermittelter DSB-Induktion vermieden [92]. Die Mutagenese mit den erlauterten
Methoden fuhrte im Rahmen dieser Arbeit in 91 % der analysierten Embryonen (n = 11)
zu nachweisbaren Mutationen. In den betroffenen Embryonen wurden in 82 % der
analysierten Sequenzen (n = 67) Veranderungen verzeichnet. Diese Ergebnisse sind
mit zuvor publizierten Daten vereinbar [62, 92, 94]. Anzumerken ist, dass die zuvor
berechnete Effizienz der Zielsequenzen fir den Knockdown von tmem63c und pomt2
zwischen 56 % und 61 % lag, wahrend fur die Zielsequenz zum Knockdown von
noxredl eine Effizienz von 25,6 % errechnet wurde. In diesem Kontext ist der GC-
Gehalt zu beachten, der in erstgenannten Fallen deutlich hoher war. Die Ergebnisse der
Genotypisierung zeigten hiermit vereinbar ausgepréagtere Veranderungen nach
Knockdown von tmem63c und pomt2. Unter anderem war der Anteil unbetroffener

Sequenzen deutlich geringer (Abb. 5-7).
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Die Wirksamkeit des Mutagenesewerkzeugs CRISPR/Cas9 wurde im Rahmen dieser
Arbeit als sehr gut bewertet. Dank der Flexibilitat des Systems liel3en sich die gesetzten
Ziele innerhalb kurzer Zeit umsetzen. Dennoch handelt es sich noch um eine junge
Methode und nicht alle Einzelheiten ihrer Funktionsweise sind bekannt. Insbesondere
wegen der grolen Aufmerksamkeit, die der Nuklease derzeit gewidmet wird, ist davon
auszugehen, dass auch zuklnftig neue Erkenntnisse und Innovationen zu einer
Optimierung der Methode beitragen werden. Bisher wurde unter anderem versucht, die
Spezifitat durch den simultanen Einsatz zweier sgRNAs mit benachbarter Ziel-DNA zu
erhbhen [114]. Erfolgversprechende Studienergebnisse erbrachte ebenso die
Konversion der Cas9 in eine Nickase [113]. Daruber hinaus erleichtern detailliertere
Charakterisierungen und eine wachsende verfigbare Datenmenge Uber in
verschiedenen Organismen durchgefiihrte Mutagenesestudien die Vorhersage
potenzieller Off-Targets.

Um eine Grundlage fir die Interpretation der erarbeiteten Ergebnisse zu schaffen,
gingen den Versuchen Recherchen zu den Kandidatengenen voraus. Es sollten der
aktuelle Wissensstand zur Funktion der Transkripte und bereits assoziierte Pha&notypen
erfasst werden. Tmem63c ist Teil der TMEM-Familie, die etwa 300 verschiedene
Proteine umfasst [98]. Die funktionelle Bedeutung von Tmem63c ist bisher nicht
vollstandig geklart. Zhao et al. konnten der murinen Tmem63-Familie, die drei Proteine
umfasst, eine osmorezeptive Funktion zuordnen [99]. Sie vermuteten, dass es sich um
Orthologe der in Pflanzen identifizierten, osmolaritatsabhangigen Kationenkanalproteine
AtCSC1 und OSCA1 handelt. Eine entsprechende Funktion in Podozyten kénnte eine
funktionelle Relevanz von Tmem63c fur die GFB-Integritat erklaren. In einer weiteren
Studie liel3 sich die hyperosmolaritatsabhéangige Aktivierung von Tmem63c jedoch nicht
bestétigen, sodass es zur abschlielenden Klarung zusatzlicher Untersuchungen
bedarf [115]. Kirzlich wurde von Schulz et al. eine umfassende Charakterisierung von
Tmem63c als Albuminurie-Kandidatengen publiziert [43]. Verschiedene
Untersuchungen beim Zebrafisch, bei der Ratte und beim Humanpatienten lieferten
weitere Hinweise auf die Bedeutung von Tmem63c fur die funktionelle Integritat der
GFB. Der durch den CRISPR/Cas9-vermittelten Knockdown von tmem63c induzierte,
albuminurieartige Phé&notyp beim Zebrafisch liel3 sich durch Einsatz von Morpholino
Antisense Oligonukleotiden reproduzieren. Erfolgreiche Rescue-Versuche durch

zeitgleiche Injektion von tmem63c mMRNA und dem sgRNA-Cas9-Komplex belegten
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dariiber hinaus die Spezifitat dieses Phanotyps. Elektronenmikroskopisch konnten
ausgepragte ultrastrukturelle Veranderungen der GFB von tmem63c-Crispants
nachgewiesen werden. Hierzu zahlten unter anderem Podozytenschaden mit signifikant
verminderter Anzahl an Schlitzdiaphragmen. Um die klinische Relevanz von TMEM63C
fur Nierenschadigungen beim Humanpatienten zu evaluieren, wurde die Genexpression
in  Glomeruli gesunder Kontrollen und Patienten mit fokal segmentaler
Glomerulosklerose verglichen. Diese weisen histopathologische Veranderungen auf, die
auch bei alternden MWF-Ratten &hnlich beschrieben wurden [116]. Zu den
Charakteristika der fokal segmentalen Glomerulosklerose gehdren Podozytenschaden
und die Ausbildung einer glomeruldren Proteinurie [117]. Bei gesunden Kontrollen
wurde TMEM63C in Podozyten aller Glomeruli exprimiert. Im Gegensatz dazu ergaben
die Untersuchungen eine signifikant verminderte Expression von TMEMG63C bei
Patienten mit fokal segmentaler Glomerulosklerose [43]. Die zusatzlichen Erkenntnisse

zur Funktion von Tmem63c sind mit den vorliegenden Ergebnissen vereinbar.

Pomt2 kodiert fir die Protein-O-Mannosyltransferase 2, welche zu den
Glykosyltransferasen gehort und an der posttranslationalen O-Glykosylierung von
Proteinen beteiligt ist [100]. Mutationen des humanen POMT2-Gens sind mit
verschiedenen Arten der kongenitalen Alpha-Dystroglykanopathie assoziiert, die
pathophysiologisch auf eine fehlerhafte, posttranslationale O-Glykosylierung des
Oberflachenmembranproteins a-Dystroglykan zurtickzufihren sind. Der klinische
Phanotyp variiert abhdngig von der Art der Mutation und reicht von milden muskularen
Dystrophien bis zum Walker-Warburg Syndrom, das von muskuléarer Dystrophie,
gestorter neuronaler Migration und ophthalmologischen Symptomen gepréagt ist [100].
Im Jahr 2010 fuhrten Avsar-Ban et al. eine funktionelle Analyse von pomt2 im
Zebrafischmodell durch und bestatigten die O-Mannosyltransferaseaktivitat des
Proteins [101]. Mittels gPCR konnte eine ubiquitdre Expression von pomt2 mRNA
wéahrend der gesamten embryonalen Entwicklung mit Hochstwerten bei 0 hpf, 6 hpf und
24 hpf festgestellt werden. Der Morpholino-gestiitzte Knockdown im Ein- oder
Zweizellstadium flhrte zu einer detektierbaren Entwicklungsverzdégerung im Vergleich
zur Kontrollgruppe ab 18 hpf. 48 und 72 hpf wurden weitere Auffalligkeiten, wie
verdrehte Schwanzflossen, 6édematdse Perikardien und eine abnorme Pigmentierung
der Augen beschrieben [101]. Diese morphologischen Veranderungen konnten in der

vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden.
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Zu noxredl waren zum gegebenen Zeitpunkt nur sparliche Informationen verflgbar.
Eine Suchanfrage in den Datenbanken PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
und PubMed Central (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) am 01.05.2016 ergab zwei
Treffer. Die alternative Bezeichnung des Transkripts, putative pyrroline-5-carboxylate
reductase-like protein, ist auf die strukturellen Eigenschaften zurtickzufihren, die
Anhaltspunkte fur eine Oxidoreduktaseaktivitat des Proteins liefern [102]. Die Pyrrolin-5-
Carboxylat-Reduktase katalysiert die Prolinsynthese und ist beim Menschen unter

anderem mit dem Prostatakarzinom assoziiert [102].

Die recherchierten Daten erlaubten zum gegebenen Zeitpunkt keine eindeutige
Assoziation der Kandidatengene mit proteinurischen GFB-Schaden beim Zebrafisch
oder anderen Organismen. Als einziges der drei Gene wurde pomt2 bereits beim
Zebrafisch charakterisiert. Die assoziierte Odemneigung, die Teil eines vielseitigen

Phanotyps war [101], ware als Korrelat einer Nierenschadigung denkbar.

Fur die vorliegende Arbeit wurde das CRISPR/Cas9-System angewandt, um durch
DSB-Induktion einen Knockdown jeweils eines der Kandidatengene tmem63c, pomt2
und noxredl bei Zebrafischembryonen zu bewirken. Die Auswirkungen des
Knockdowns wurden anschlieRend in verschiedenen Untersuchungen analysiert. Die
Charakterisierung der Morphologie der Larven 48 hpf sollte erste Hinweise auf mdgliche
Auswirkungen der Mutagenese liefern. Die hellfeldmikroskopische Untersuchung bei 4-
facher VergroRerung diente dem Screening auf embryogenetische
Entwicklungsverzdogerungen im Vergleich zur Kontrolle, Fehlbildungsraten und
somatische Auffalligkeiten. Dabei entsprach das Erscheinungsbild von tmem63c- und
pomt2-Crispants dem der Kontrollen. Somit konnte der von Avsar-Ban et al.
beschriebene Phanotyp nach pomt2-Funktionsverlust [101] nicht bestatigt werden. Eine
Odemneigung, die sich als Folge eines renalen Proteinverlustes entwickeln kann, wurde
nur in noxredl-Crispants registriert. Hier bestand ein gehauftes Auftreten milder
perikardialer Wassereinlagerungen. Die Odembildung wurde beim Zebrafisch bereits
als charakteristischer Phanotyp im Rahmen renaler Pathologien beschrieben [118].
Jedoch kénnen Odeme koénnen als unspezifisches Symptom beispielsweise auch in
Folge von kardialen Prozessen, Intoxikationen oder  verschiedenen
Entwicklungsstérungen auftreten [118]. Daruber hinaus schliel3t ein physiologischer

Habitus der Larven eine glomerulédre Schadigung nicht aus [119].
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Spezifischere  Informationen  zum  pronephrischen  Phanotyp ergab die
fluoreszenzmikroskopische Darstellung der embryonischen Nieren 48 hpf in transgenen
Larven der Linie Tg(wtlb:EGFP). Bollig et al. generierten die transgene Linie
Tg(wtlb:EGFP), um mit Hilfe von EGFP das Expressionsmuster von wtlb zu illustrieren
und regulierende Elemente der nierenspezifischen Expression zu identifizieren [56].
Das humane WT1-Gen kodiert fir einen Zinkfinger-Transkriptionsfaktor mit
regulatorischer Bedeutung fir die Organogenese insbesondere der Nieren, der als
Tumorsuppressor fungiert und bei Mutationen mit dem padiatrischen Wilms'-Tumor und
urogenitalen Malformationen assoziiert ist [108, 120]. Der Zebrafisch verfigt uber zwei
Paraloge des wtl-Gens, wtla und wtlb, die fir zwei Proteine mit einer zu 90 %
identischen Aminoséauresequenz kodieren [121]. Eine Expression von wtlb war im
Pronephros ab 15 hpf nachweisbar [121]. Durch die Fusion des Reportergens an einen
nicht kodierenden Abschnitt, der Kontrollregionen fur wtlb enthalt, wurde die transgene
Linie Tg(wtlb:EGFP) generiert [56]. Das Expressionsmuster des Reportergens
spiegelte somit das des wtl-Paralogs mit einer Verzdogerung von 1-2 h wider und
konnte fluoreszenzmikroskopisch nachvollzogen werden. Beginnend mit einer
bilateralen Streifenform im intermediaren Mesoderm um 17 hpf verdichtet sich die
EGFP-Expression ab etwa 24 hpf in den lateralen glomeruldren Strukturen. Die
zusatzliche tubulare EGFP-Expression ermdglicht ab etwa 35 hpf die umfassende
Darstellung der pronephrischen Region [121]. Tg(wtlb:EGFP) hat sich unter anderem
als Modell fur genetische Funktionsanalysen [121] und zur Analyse der Effekte
potenziell nephrotoxischer Agenzien auf die Nephrogenese [119] bewahrt. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit ermdglichte Tg(wtlb:EGFP) bei 10-facher VergréRerung eine
detaillierte, fluoreszenzmikroskopische in vivo-Analyse der relevanten Strukturen.
Neben einer Kontrollgruppe wurde auch eine Cas9-Kontrollgruppe untersucht. Die
injizierte Losung enthielt, abgesehen von der sgRNA, alle Bestandteile der zur
Mutagenese verwendeten Losung. Somit sollte eine unphysiologische Entwicklung der
Larven im Kontext der erfolgten Manipulationen oder einer eventuellen toxischen
Wirkung des Cas9-Enzyms ausgeschlossen werden. Der Phénotyp der Cas9-Kontrollen
entsprach in allen Belangen dem Phéanotyp der Kontrollgruppe. Schwerwiegende
embryotoxische Effekte im Kontext der Intervention konnten somit ausgeschlossen
werden. Die Analyse der Crispants zeigte eine grundsatzlich erhaltene Integritat der
anatomischen Struktur mit mild ausgepragten, mikroanatomischen Veranderungen am

Pronephros. Ein Merkmal, das in allen Crispant-Gruppen beobachtet wurde, war der im
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Vergleich zur Kontrolle grol3ere Abstand zwischen den beiden Glomeruli. Dies kénnte
als Zeichen einer verzégerten glomerularen Fusion gewertet werden, die im Rahmen
der physiologischen Entwicklung am zweiten Tag der Embryogenese abgeschlossen
sein sollte [68]. Auffallig war auch die leicht asymmetrische Konstruktion des
Pronephros bei Crispants, die anhand der tubularen Winkel quantifiziert werden konnte
und sich im Gegensatz zu den symmetrisch angelegten Pronephroi der Kontrollgruppe
und der Cas9-Kontrollen prasentierte. In der Gruppe der tmem63c-Crispants war zudem
als spezifischer Phéanotyp ein undulierender Verlauf der Tubuli und proximalen
Konvolute sichtbar. Diese Beobachtungen sind konkordant mit den Ergebnissen von
Westhoff et al., die die Nephrotoxizitat verschiedener Medikamente im Zebrafischmodell
Uberpruften [119]. In der Folge beschrieben sie unter anderem glomerulare
Malformationen, zystische Veranderungen der Glomeruli, vergrof3erte tubulare Winkel
und eine verringerte maximale tubulare Distanz. Die von Westhoff et al. beschriebenen
Phanotypen wurden durch Applikation nierentoxisch wirkender Medikamente induziert.
Es waére also denkbar, dass die Injektion der sgRNA bei den Zebrafischembryonen

leicht nephrotoxische Effekte hatte.

Ausgepragte organogenetische Stérungen des Pronephros nach Knockdown der
Kandidatengene konnten mithilfe der durchgefuhrten Untersuchung ausgeschlossen
werden. Die Funktionalitat der GFB wird maf3geblich auf Zell- und molekularer Ebene
determiniert. Grundlage der gréRen- und ladungssensitiven Filtration ist unter anderem
eine physiologische Zell-Zell-Interaktion der Podozyten. Spezialisierte
Transmembranproteine vernetzen die Podozytenflif3chen untereinander, sodass die
verbleibenden Schlitze von einer selektiv permeablen Membran bedeckt sind [122].
Eine Funktionseinschrankung der Schlitzdiaphragmen fiuhrt zu einem Verlust
hochmolekularer Proteine und folglich zur Proteinurie. Zwei fir die Integritat dieser
Schlitzdiaphragmen bedeutsame Proteine sind Nephrin und Podocin. Wahrend Nephrin
unmittelbarer Bestandteil der Schlitzdiaphragmen ist, trdgt Podocin als intrazellulares
Protein zum Aufbau der Zellkontakte bei. Mutationen beider Proteine fihren zu einem
Defekt der GFB und sind mit verschiedenen Nierenerkrankungen assoziiert [122]. Eine
Charakterisierung des im Rahmen dieser Arbeit induzierten Phanotyps auf zellularer
und molekularer Ebene ware aufschlussreich. Dabei kdnnte auf Erkenntnisse aus
bereits durchgefihrten Studien zurtckgegriffen werden. Zhou et al. nutzten die

transgenen Zebrafischlinien flk1::GFP und pod::NTR-mCherry, um
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konfokalmikroskopisch das GefalRendothel und die Podozyten darzustellen [88]. Das in
vivo-Screening konnte durch histologische Analysen sinnvoll erganzt werden [119]. Das
von Schulz et al. verwendete albuminurische MWF-Rattenmodell zeichnet sich durch
progrediente Glomerulosklerose, Tubulosklerose und renale interstitielle Fibrose aus
[36, 37, 39]. Die renale interstitielle Fibrose wies dariiber hinaus eine signifikante
Kopplung zum QTL fur Albuminurie auf RNO6 auf [36, 42]. Vor diesem Hintergrund
waren zusatzliche ultrastrukturelle Analysen beim Zebrafisch von besonderem

Interesse.

Die Albuminurie ist beim Menschen ein sensibles Symptom einer defekten GFB und
eine entsprechende Diagnostik ist klinisch etabliert [1]. Trotz der vollstédndigen
Genomsequenzierung konnte jedoch beim Zebrafisch bisher kein Albumin-Ortholog
identifiziert werden [88]. Seit einigen Jahren steht die transgene Linie Tg(fabplOa:gc-
EGFP) zur Verfugung, die hier als Modell fur einen proteinurischen Defekt der GFB
verwendet wurde [88]. Sie wurde 2012 von Zhou und Hildebrandt zur Dokumentation
der Auswirkungen eines Podozytenschadens auf Struktur und Funktion der GFB
generiert. Die Reporterlinie exprimiert ein Fusionsprotein aus VDBP und EGFP unter
der Kontrolle eines Promoters des liver-specific fatty acid-binding protein (I-fabp). Das
Tracerprotein aus VDBP und GFP weist mit einem Molekulargewicht von 79,6 kDa und
einem isoelektrischen Punkt bei 5,97 bezuglich Gré3e und Ladung mit Humanalbumin
vergleichbare Charakteristika auf [88]. Es wird nach der hepatischen Synthese gleich
dem endogenen VDBP in das Gefal3system sezerniert und sollte unter physiologischen

Bedingungen die GFB nicht in wesentlichen Mengen passieren kdnnen.

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Tg(fabplOa:gc-EGFP)-Larven wurde
120 hpf durchgefiihrt. Die Ergebnisse sprechen fir einen vermehrten pronephrischen
Verlust des Tracerproteins nach erfolgtem Knockdown der Kandidatengene. Um einen
Vergleich der verschiedenen Experimentalgruppen zu ermoglichen, wurden die Larven
bei der phanotypischen Untersuchung entsprechend der Intensitat ihrer intravasalen
Fluoreszenz in drei phanotypische Gruppen aufgeteilt. Diese Gruppen wurden in
Reihenfolge einer abnehmenden Merkmalsauspragung als SF, IF und NF bezeichnet.
Die Anteile der phanotypischen Gruppengrof3en an der Gesamtgruppengrofie wurden
zwischen Crispants und Kontrollen verglichen. Die Kontrollgruppen enthielten

Uberwiegend stark fluoreszierende Larven. Es wurde gezeigt, dass der Knockdown von
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tmem63c und noxredl zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl stark
fluoreszierender Larven fuhrte. Diese Veranderung war bei tmem63c-Crispants
besonders ausgepragt. Hier zeigte sich eine Reduktion des SF-Gruppenanteils in
Relation zum Kontrollwert um Gber 60 %. Gleichzeitig war insbesondere bei pomt2- und
noxredl1l-Crispants der im Vergleich zu den Kontrollen hoéhere Anteil maRig
fluoreszierender Larven ausgepragt. Dieser stieg nach Knockdown von pomt2 (Exon
16) um 237 %. Die Reduktion der Fluoreszenz wurde als Korrelat eines vermehrten
renalen Verlusts des fluoreszierenden Tracerproteins gewertet, der zu einer geringeren
intravasalen Konzentration fuhrte. Eine vermehrte glomerulare Permeation des Proteins
spricht fir eine Schadigung der GFB und somit fur eine Funktionseinschrdnkung des
larvalen Pronephros. Am eindrucksvollsten zeigte sich der Effekt des Knockdowns von
pomt2 und noxredl an der VergrolR3erung des Anteils maRig fluoreszierender Larven.
Unter der Annahme, dass durch den Knockdown eines Gens ein funktioneller Schaden
der GFB hervorgerufen wurde, wirde eine Larve mit urspringlich stark ausgepragter
Fluoreszenz, wie sie mehrheitlich in den Kontrollgruppen vertreten war, durch einen
pronephrischen Proteinverlust eine geringer ausgepragte intravasale Fluoreszenz
aufweisen. Dies konnte die nach Knockdown von pomt2 und noxredl signifikant

grof3eren IF-Anteile bei hiervon nicht betroffenen NF-Anteilen erklaren.

Interessant war auch der Einsatz zweier verschiedener sgRNAs fur den Knockdown von
pomt2. Die zuerst eingesetzte SgRNA zielte auf eine Sequenz auf Exon 2, wahrend sich
die Zielsequenz der zweiten sgRNA auf Exon 16 befand. Auch wenn durch die
statistischen Analysen einige Unterschiede sichtbar wurden, waren insgesamt die
gleichen Tendenzen erkennbar. In beiden Fallen wurde tendenziell eine Reduktion der
Fluoreszenzintensitat erwirkt, wobei der Anteil maRig fluoreszierender Larven am
deutlichsten betroffen war. Dies wurde als Bestatigung der Aussagekraft der

durchgefuhrten Funktionsverluststudien gewertet.

Dass sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den Experimentalgruppen jeweils alle
Auspragungsstufen des relevanten Phéanotyps vertreten waren, wurde auf eine
heterozygote Auspragung des entsprechenden Merkmals bei den Parentaltieren
zuruckgefuhrt. Im Verlauf der Experimentalphase, die sich Uber etwa ein Jahr
erstreckte, zeigte sich eine Verédnderung der jeweiligen Gruppenanteile innerhalb der

Kontrollen. Wiesen in den ersten Experimenten noch durchschnittich 47 % der
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Kontrolllarven eine stark auspragte Fluoreszenz auf, so stieg dieser Anteil auf
durchschnittlich 88 % in den Knockdown-Analysen von pomt2 (Exon 16). Die Anteile
der Larven mit schwécher ausgepragter Fluoreszenz sanken entsprechend ab. Dies
lasst sich mit den zur Linienerhaltung durchgefuihrten Verpaarungen erklaren. Die
Nachkommen wurden 120 hpf selektiert, bevor sie in das Tanksystem zur Aufzucht
eingegliedert wurden. Dabei wurden sowohl Larven mit Missbildungen oder auffalligen
Entwicklungsverzdogerungen als auch solche mit schwach ausgepragter Fluoreszenz
aussortiert und entsprechend den Leitlinien getotet [97]. Auf diese Weise sollte eine
Linie mit moglichst gesunden und homogen fluoreszierenden Tieren erhalten werden.
Mit Hilfe des berechneten Quotienten aus den jeweiligen prozentualen Anteilen in der
Experimentalgruppe und der Kontrollgruppe konnte der Effekt eines Gen-Knockdowns
auf die intravasale Fluoreszenz  unabhéangig von der urspringlichen
Merkmalsauspragung in der Kontrolle bewertet werden. Dies ermdglichte ebenso einen
Vergleich zwischen den drei Mutagenesegruppen. Daher ist die Bedeutung der sich im
zeitlichen Verlauf andernden Kontrolle fir die durchgefuhrten Analysen als gering zu

bewerten.

Der CRISPR/Cas9-vermittelte Knockdown der Kandidatengene tmem63c, pomt2 und
noxredl beim Zebrafisch konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Genotypisierung
der Embryonen nach Knockdown belegte eine effektive Mutagenese. In der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des Pronephros wurde in allen drei
Experimentalgruppen milde strukturelle Verdnderungen registriert, die in ahnlicher Form
zuvor mit medikamenteninduzierten Nierenschaden beim Zebrafisch assoziiert wurden.
Ausgepragte Strukturschaden oder Entwicklungsstérungen wurden ausgeschlossen.
Die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung von Tg(fabplOa:gc-
EGFP) 120 hpf sprechen fir einen renalen Proteinverlust aufgrund eines GFB-Defekts
nach Funktionsverlust der Kandidatengene. Alle Gene wurden mit einem signifikanten
Ruckgang der intravasalen Tracerprotein-Konzentration assoziiert. Tmem63c, Pomt2
und Noxredl waren zuvor als Kandidatengene fur Albuminurie im Rattenmodell
identifiziert worden. Im Genom der Ratte befinden sie sich innerhalb eines QTL fir
Albuminurie auf RNOG [36]. Sie zeichneten sich durch eine differentielle Genexpression
in isolierten Glomeruli albuminurischer Ratten aus. Die speziesubergreifend bestehende
Relevanz von Tmem63c, Pomt2 und Noxredl fiur die Integritdt der GFB konnte durch

die vorliegende Arbeit validiert werden. Es handelt sich um die erste CRISPR/Cas9-
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basierte, funktionelle Charakterisierung von tmem63c, pomt2 und noxredl beim

Zebrafischmodell.

Aufbauend auf den erarbeiteten Ergebnissen sind weitere Analysen noétig, um die
Erkenntnisse zu sichern und auszuweiten. Aufschlussreich waren insbesondere
erganzende Charakterisierungen der Phanotypen sowie die Uberprifung der
Ergebnisse durch den Einsatz weiterer Methoden zur Mutagenese. Der strukturelle,
pronephrische Phanotyp beim Zebrafisch koénnte durch elektronen- oder
konfokalmikroskopische sowie histologische Untersuchungen noch detaillierter
analysiert werden. Eine Assoziation der Kandidatengene mit ultrastrukturellen
Schadigungen einzelner GFB-Komponenten kénnte so Uberprift und pathologische
Korrelate der Proteinurie konnten identifiziert werden. Der proteinurische Phanotyp
nach Knockdown der Kandidatengene bei Larven der Linie Tg(fabpl0a:gc-EGFP) lielRe
sich durch einen antikdrpergestitzten Nachweis von EGFP im Larvenmedium
erganzend analysieren. Dieser kbnnte einen weiteren Anhaltspunkt fir einen GFB-
Defekt und eine resultierende Proteinurie liefern. Eine Mdglichkeit zur Uberpriifung der
beschriebenen Phéanotypen wéare die Durchfiihrung von Funktionsverluststudien unter
Verwendung von Morpholino-Antisense-Oligonukleotiden. Um den Phéanotyp zu
validieren, konnten Rescue-Versuche durchgefiihrt werden. Ist der Proteinurie-
Phanotyp nach Knockdown des Kandidatengens durch Co-Injektion der
entsprechenden mRNA reversibel, spricht dies fur dessen Spezifitat. Um synergistische
Auswirkungen der Kandidatengene auf die GFB-Funktion zu dokumentieren, ware
zudem der simultane, CRISPR/Cas9-vermittelte Knockdown mehrerer Kandidatengene
beim Zebrafisch von Interesse. Auch hierfur ware die Verwendung der transgenen
Linien Tg(wtlb:EGFP) und Tg(fabplOa:gc-EGFP) interessant. Weiterhin mussen
zusatzliche Studien dartber Aufschluss geben, ob sich die gewonnenen Erkenntnisse
auf Saugetiermodelle und auch auf den Humanpatienten Ubertragen lassen. Im
Rahmen einer umfangreichen Charakterisierung von Tmem63c wurden viele der
genannten Untersuchungen bereits erfolgreich durchgefihrt [43]. Auf die methodische
Erfahrung kann bei der weiteren Charakterisierung von Pomt2 und Noxredl
zuruckgegriffen werden. Neben Tmem63c, Pomt2 und Noxredl beinhaltet der zuvor auf
RNOG6 lokalisierte QTL weitere Kandidatengene, die hinsichtlich einer potenziellen
Albuminurie-Entwicklung ebenso entsprechend charakterisiert werden kdnnten.

78



4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Relevanz von Tmem63c, Pomt2 und Noxredl fir
die Ausbildung einer spontanen Albuminurie. Diese ist ein Kklinisch etablierter
Nierenfunktionsparameter und wird zur Diagnostik und Stadieneinteilung der
epidemiologisch hochrelevanten CKD verwendet [1, 11, 12]. Daruber hinaus konnte
eine erhohte Uab mit einem hoéheren renalen und kardiovaskuldren Risiko assoziiert
werden [12, 19, 21, 22, 23]. Der typische Krankheitsverlauf der CKD stellt Patienten,
Behandler und Wissenschaftler bis heute vor zahlreiche Herausforderungen. Eine
Diagnosestellung im Fruhstadium wird durch die gering ausgepragte Symptomatik
erschwert. Im weit fortgeschrittenen Stadium verbleibt als therapeutische Mdglichkeit
nur die Nierenersatztherapie durch Dialyse oder Transplantation. Zahlreiche
Komplikationen erhdhen das Risiko fur Patienten [1]. Neue Ansatzpunkte zur
spezifischen Diagnostik und Therapie sind daher nétig, um zukinftig die Prognose der
CKD zu verbessern. So konnte die Identifikation neuer Parameter die Fruhdiagnostik
erleichtern oder eine (gezielte Pharmakotherapie der Albuminurie einer
Nierenschadigung im Rahmen der CKD entgegenwirken. Der intrinsisch nephrotoxische
Effekt von Albumin wurde bereits dokumentiert [20]. Der kardioprotektive Effekt einer
medikamentdsen Senkung der Albuminurie konnte ebenfalls gezeigt werden [22, 27,
28]. Mit Hilfe neuer therapeutischer Ansétze koénnte somit das renale und das
kardiovaskulare Risiko vermindert werden. Neben der medikamentbésen Therapie
eroffnet der wissenschaftliche Fortschritt im Bereich Gentherapie weitere
Moglichkeiten [123]. Voraussetzung fir die Identifikation neuer diagnostischer und
therapeutischer Targets fur Albuminurie ist die detaillierte Kenntnis der urséchlichen
Pathomechanismen auf molekularer Ebene. Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte
funktionelle Genanalyse schafft hierfur eine moégliche Grundlage und bestatigt die
Albuminurie-Kandidatengene Tmem63c, Pomt2 und Noxredl als interessante Targets

fur die weitere translationale Forschung.
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