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Einleitung
1 Einleitung

1.1 Die Niere

Die Nieren spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Wasser-, Elektrolyt- und Saure-
Basen-Haushalts im Korper. Sie scheiden Stoffwechselendprodukte und Fremdstoffe aus und
haben dariiber hinaus endokrine Funktionen. Um diese Aufgaben erfiillen zu kénnen, ist neben
einer starken Durchblutung auch eine hohe Filtrationsleistung wichtig. Bewerkstelligt wird die
Filtration durch eine Vielzahl an Nephrone. Diese kleinsten Funktionseinheiten der Niere bestehen
jeweils aus einem Nierenkorperchen, das sich aus Glomerulus und Bowman-Kapsel
zusammensetzt, und einem daran angeschlossenen Tubulussystem. Der Tubulus ist kann sowohl
strukturell als auch funktionell in unterschiedliche Abschnitte eingeteilt werden und ermoglicht
zusammen mit einem ebenso fein gestrickten BlutgefaRsystem um das Nephron herum eine hohe

Resorptionsleistung.

Der Glomerulus besteht aus einem zufihrenden GefaR, dem Vas afferens, das sich in ein Knduel
aus Kapillarschlingen verzweigt und als wieder vereintes GefaR (Vas efferens) die Bowman-Kapsel
verlasst. Uber dieses Kapillarknauel aus etwa 25-40 Kapillarschlingen wird das zirkulierende Blut
am glomeruldren Filter aufgetrennt und so innerhalb der Bowman-Kapsel das Ultrafiltrat gebildet.
Dabei ist die mechanische Filterbarriere im Nierenkdrperchen dreischichtig aufgebaut. Der
Glomerulus ist mit einem Endothel ausgekleidet, dessen Porenradius etwa 25-50 nm betrdgt. Dem
Endothel liegt eine Basalmembran auf, die zusammen mit den Podozyten der Bowman-Kapsel die
eigentliche Filtrationsbarriere erzeugen. Dabei formen die Podozyten FuRfortsatze, die vielfach
miteinander verzahnt sind und so Filtrationsschlitze mit einer PorengrofRe von etwa 4 nm bilden.
Das Wasser und die gel6ste Stoffe, die den glomeruladren Filter passieren, werden als Ultrafiltrat
oder Primarharn bezeichnet. Dessen Zusammensetzung dhnelt abgesehen von dem niedrigen
Proteingehalt der Zusammensetzung des Blutplasmas. AnschlieBend wird entlang des Nephrons
Uber regulierte trans- und parazelluldre Transportprozesse der GroRteil der Elektrolyte und des
Wassers wieder aus diesem Primarharn riickresorbiert. Harnpflichtige Substanzen verbleiben im
Tubulussystem und gelangen schlielich mit dem Endurin zur Ausscheidung. Die verschiedenen
Teilstiicke des Tubulus haben verschiedene Funktionen, wobei in den friihen Abschnitten, dem
proximalen Tubulus (PT) und der Henle-Schleife, der Hauptteil der Resorptionsarbeit geleistet
wird. In den anschlieBenden distalen Abschnitten wird Uber genau regulierte
Resorptionsvorgange die endgiiltige Elektrolyt-Zusammensetzung des Endharns eingestellt bzw.

an die Bedirfnisse des Koérpers angepasst.
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Im PT ist durch ein komplexes Zusammenspiel von transzellularem Elektrolyttransport und
osmotischen Gradienten, die Uber die Epithelien hinweg aufgebaut werden, zusatzlich eine
passive, parazellulare Resorption moglich. Dadurch kdnnen besonders 6konomisch Wasser und
Elektrolyte resorbiert werden. In diesem ersten Abschnitt des Tubulussystems werden auch Stoffe

wie Toxine und Medikamente sezerniert.

In der dicken Henle-Schleife wird Uber eine fehlende Wasserpermeabilitdit bei gleichzeitiger
Salzresorption eine Harnverdiinnung erreicht. Durch luminale Kalium-Kanale und basolaterale
Chlorid-Kanale wird hier ein lumenpositives, transepitheliales Potential aufgebaut, das wiederum
die Triebkraft fiir die parazelluldre Resorption von Kationen Gber Claudin-geformte Tight Junctions

ist.

Der Aufbau eines jeden Nephrons sieht eine zweite Kontaktstelle des Tubulus mit dem "eigenen"
Glomerulus vor. Dabei verlauft das Ende der dicken aufsteigenden Henle-Schleife (thick ascending
limb of Henle's loop, TAL) durch den Winkel, der von Vas afferens und Vas efferens gebildet wird.
Diese Region am GefdRpol des Nierenkdrperchens wird auch juxtaglomeruldrer Apparat (JGA)
genannt. Seine Aufgabe ist unter anderem, einen Ubermafigen Salz- und Wasserverlust zu
verhindern, indem er die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) an die Resorptionsleistung der
proximal davon gelegenen Tubulus-Abschnitte anpasst. Diese fein eingestellte Koordination
zwischen glomeruldrer Filtration und tubuldrer Resorption wird auch tubuloglomerularer
Feedback (TGF) genannt. Der NKCC2-Transporter (Na‘/K'/2ClI-Cotransporter) in der luminalen
Membran der Macula Densa-Zellen des JGA registriert Anderungen in der Natrium-, Chlorid- und
Kalium-Konzentration der tubularen Flussigkeit und passt die GFR Gber eine Vasokonstriktion oder
Vasodilatation der afferenten Arteriole an. Weiterhin wird am JGA aus spezialisierten Zellen in der
Wand des Vas afferens Renin freigesetzt und somit das Renin-Angiotensin-System (RAS) aktiviert.
Als Reiz fiir die Renin-Ausschittung wird entweder ein niedriger Blutdruck in der afferenten
Arteriole, eine Stimulation B-adrenerger Rezeptoren oder eine niedrige Salz-Konzentration im
Bereich der Macula Densa gesehen. Angiotensin Il hemmt die Renin-Freisetzung im Sinne des

negativen Feedbacks.

1.2 Das distale Nephron

Nach der Macula Densa kommen die Abschnitte des Tubulus, die fir die akkurate
Feinabstimmung des Endharns verantwortlich sind (1). Sie bestehen aus dem distalen Tubulus
(distal convoluted tubule, DCT), der oft zusatzlich in einen friihen (DCT1) und spaten (DCT2)

Abschnitt unterteilt wird, dem Verbindungsstiick (connecting tubule, CNT) und dem Sammelrohr




Einleitung

(collecting duct, CD), das ebenfalls weiterhin in ein korticales (CCD) und medulldres (MCD)
Segment aufgegliedert wird (Abbildung 1). Hier wird die renale Salz- und Wasser-Ausscheidung an

physiologische Vorgiange im Korper und die Uber die Nahrung aufgenommenen Elektrolyte

angepasst.
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Abbildung 1 Schematische Darstellung von Zellen des frithen (DCT1) und spdten (DCT2) distalen
Tubulus und des Verbindungsstiicks (CNT)

Uber alle gezeigten Abschnitte des Nephrons hinweg wird Natriumchlorid (griin) resorbiert. Dabei spielt
die Na*/K*-ATPase in der basolateralen Membran eine wichtige Rolle, indem sie die Triebkraft fir die
Resorptionsvorgdnge liefert. Der basolateral exprimierte Kalium-Kanal KCNJ10 sorgt dabei fiir ein
Kalium-Recycling (gelb). Weiterhin unterscheiden sich die Abschnitte in der Magnesium- (pink) und
Calcium-Resorption (blau). Wahrend im DCT Magnesium resorbiert wird, findet die Calcium-Resorption
im DCT2 und CNT statt. (modifizierte Abbildung aus (2))

Entlang des distalen Nephrons sorgen viele verschiedene Transporter und Kanile fir eine
transzelluldre Resorption, wobei deren Expression speziesabhangig variieren kann. Durch
flieRende Uberginge in deren Expressionsmuster ist allerdings eine genaue Abgrenzung zwischen
den Abschnitten oft schwierig. Um diese energieaufwendige, transzelluldre Resorption zu

bewerkstelligen, wird die Na’/K’-ATPase besonders stark in der basolateralen Membran des
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distalen Nephrons (DCT und CNT, sowie den Hauptzellen des CCD) exprimiert (3). Im DCT ist die
basolaterale Membran zur OberflachenvergroBerung stark eingefaltet. Durch diese Pumpe
werden pro ATP-Molekiil gegenlaufig drei Natrium-lonen aus der Zelle und zwei Kalium-lonen in
die Zelle geleitet. Indem die intrazelluldre Natrium-Konzentration niedrig und die Kalium-
Konzentration hoch gehalten wird, wird die primare Triebkraft fir den transzelluldaren Natrium-
Transport geschaffen. Als limitierender Faktor der Na*/K'-ATPase hat sich bei Zellen mit tiefen
basolateralen Einfaltungen die extrazelluldre Kalium-Konzentration erwiesen. Deshalb gibt es
einen "Recycling-Mechanismus", bei dem Kalium wieder die Zelle verlassen kann um erneut als
Substrat flr die ATPase zu fungieren. Bezeichnet wurde dieses Konzept als "Pump-Leak-Coupling"
und im DCT, CNT und frihen CCD libernimmt der Kalium-Kanal KCNJ10 die Aufgabe des Kalium-

Recyclings (4).

Der distale Tubulus hat im Vergleich zum proximalen Nephron nur einen maRigen Anteil an der
Wasser- und Natriumchlorid-Resorption in der Niere (5). Etwa 5-10 % des filtrierten Natriums
werden hier resorbiert, abhangig von der Natriumchlorid-Konzentration im Tubulus-Lumen und
dem Kalium-Haushalt. Da hier jedoch im Vergleich zum proximalen Nephron kaum parazelluldre
Natrium-Resorption stattfindet, hat der DCT gegeniber allen anderen renalen Tubulus-
Segmenten die héchste Aktivitit der Na*/K*-ATPase (6). Der Natrium-Gradient wird fiir die apikale
Natriumchlorid-Resorption benétigt, die hauptsachlich Uber den Thiazid-sensitiven NCC

(Na*/CI-Symporter) bewerkstelligt wird (7-9).

Wahrend in den vorangehenden Tubulus-Abschnitten die Resorption von Magnesium vor allem
parazellular (PT: 20 %, TAL: 50-70 %) erfolgte, wird es im DCT ausschlieBlich transzellular
resorbiert. Hier liegt die Resorptionsleistung bei 5-10 % der filtrierten Menge, wobei sie von der
Magensium-Konzentration im Lumen und von hormoneller Regulation abhangig ist. Der DCT ist
auch das Segment, in dem die Magnesium-Konzentration des Endharns festgelegt wird, da in
spateren Tubulus-Abschnitten keine nennenswerte Resorption mehr stattfindet (10). Der apikale
Magnesium-Transport im DCT wird vor allem Uber den TRPM6 (transient receptor potential
melastatin 6) bewerkstelligt (11-13). Fiir die intrazelluldre Bindung und Beférderung wurden noch
keine Bindungsproteine identifiziert (14). Der Mechanismus, der den basolateralen Ausstrom von
Magnesium reguliert, ist ebenfalls nicht geklart. Ein Mg®*/Na*-Austauscher und/oder eine

Na*/Mg**-ATPase werden diskutiert (15).

Ebenso wie Magnesium wird auch Calcium im DCT transzellular Giber drei Schritte resorbiert. Der
Kanal, Gber den Calcium apikal passiv einstromt ist der TRPV5 (transient receptor potential
vanilloid 5) (16). Basolateral verlassen die Calcium-lonen die Zelle {ber NCX1

(Na*/Ca**-Exchanger 1) oder PMCA1b (Plamsamembran-Ca**-ATPase 1b) (17, 18). Fir die Diffusion
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durch das Zytosol sind im DCT1 Parvalbumin und im DCT2 Calbindin als Carrier-Proteine
bedeutend (19, 20). Die Regulation fiir die Magensium- und Calcium-Resorption erfolgt entweder
Uber calciotrophe (Vitamin D, Parathormon) und magnesiotrophe (EGF, epidermal growth factor)
Hormone oder aber iber eine Feedback-Kontrolle durch die intrazelluldre Konzentration von

entweder Magnesium oder Calcium (16, 21, 22).

Im Anschluss an den DCT folgt das Verbindungsstiick. Hier 16st der ENaC (epithelial Na*-channel)
den NCC als wesentlichen apikalen Natrium-Importweg ab (23). Eine Magnesium-Resorption

findet hier nicht mehr statt, aber transzellular wird weiterhin Calcium tUber TRPV5 resorbiert.

Das Sammelrohr hat die Aufgabe, die Feineinstellung des Endharns abzustimmen. Es besteht aus
zwei verschiedenen Zelltypen, den Hauptzellen und den Schaltzellen (24, 25). In den Hauptzellen
werden Uber hormonelle Regulation die Urinkonzentration und der Natrium-Gehalt eingestellt.
Das antidiuretische Hormon Vasopressin (ADH) sorgt fiir einen Einbau von Aquaporin-2 (AQP2) in
die apikale Membran der Hauptzellen (26). Basolateral wird die transzelluldre Wasserresorption
Uber AQP3 und AQP4 ermoglicht (27). Aldosteron sorgt im Sammelrohr vor allem fur die
Transkription und die Plasmamembranlokalisation des Natrium-Kanals ENaC und der
Na‘/K*-ATPase und fiihrt damit zu einer erhéhten Natrium-Resorption (28). Die Schaltzellen
(protonensezernierende A-Zwischenzellen oder bikarbonatsezernierende B-Zwischenzellen)

hingegen sind an der Regulation des Saure-Basen-Haushalts beteiligt.

1.3 Kalium-Kandle in der Niere

Kalium-Kandle werden in allen Zellen des menschlichen Korpers exprimiert und erfiillen dort
verschiedenste Aufgaben. So kontrollieren sie z.B. das Zellvolumen, halten das Membranpotential
aufrecht oder regulieren die Sekretion von Hormonen und lonen. In der Niere findet man in den
unterschiedlichen Segmenten des Nephrons verschiedene Kalium-Kandle. Nicht alle sind an die
Kontrolle und Aufrechterhaltung der Plasma-Kalium-Homdostase beteiligt. Im proximalen Tubulus
beispielsweise stabilisieren sie das Membranpotential, um die Triebkraft flr die Resorption von
gelosten Substanzen wie Glukose, Aminosaduren und Bikarbonat (z.B. der Kalium-Kanal TASK2) zu
bewahren (29). In der dicken aufsteigenden Henle-Schleife wird Kalium von apikal exprimierten
Kalium-Kandlen sezerniert, um die Natriumchlorid-Resorption (iber den NKCC2
aufrechtzuerhalten. Der dafiir verantwortliche Kalium-Kanal, ROMK (renal outer medullary
potassium channel) wird auch in den Hauptzellen des Sammelrohrs exprimiert, wo er fir die

Kalium-Sekretion in den Urin sorgt (30).
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Ein weiterer wichtiger Kalium-Kanal in der Niere ist KNCJ10 (potassium inwardly-rectifying
channel, subfamily J, member 10, auch Kir4d.1 genannt). Er gehort zur Familie der
einwdrtsgleichrichtenden Kalium-Kanédle (31). Zur weiteren Einteilung ist er Mitglied der
2-TM-Familie und besitzt dementsprechend neben zwei Transmembrandomdnen auch eine
porenbildende Domé&ne (P-Domane). Sowohl N- als auch C-Terminus des Proteins sind dabei
jeweils ins Zytosol gerichtet (32). Wie die meisten Kalium-Kanéle besteht KCNJ10 aus vier dieser
Untereinheiten, wobei sich in der Niere das Tetramer entweder als homomerer Kanal
zusammenfligt, oder Heteromere mit einem anderen Kalium-Kanal dieser Familie, KCNJ16 (auch
Kir5.1 genannt), bilden (33-35). Als Homomer hat KCNJ10 eine hohe Offenwahrscheinlichkeit
(70-80 %), ist spannungsunabhangig und sein Gating wird Uber den zytosolischen pH-Wert oder
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP,) verdndert (36). KCNJ16 selbst kann keine
funktionsfahigen Kanale bilden, modifiziert aber als Heteromer mit KCNJ10 die
Offenwahrscheinlichkeit und die pH-Sensitivitat im Vergleich zum homomeren KCNJ10-Kanal (37,

38).

Erstmalig wurde KCNJ10 1995 von Takumi et al. in Gliazellen des Gehirns beschrieben (39). Spater
wurde seine Expression auch im Innenohr und in der Niere nachgewiesen (40-42). In der Niere
wurde KCNJ10 beim C57BL/6-Mausstamm in der basolateralen Membran des DCT, CNT und des
frihen Sammelrohrs entdeckt, wahrend bei anderen Mausstimmen und im Menschen ebenso
eine Expression in der kortikalen TAL nachgewiesen werden konnte (38, 40, 43, 44). Im distalen
Konvolut ist das KCNJ10/KCNJ16-Heteromer, wie bereits erwdhnt, fir das Kalium-Recycling und
damit fiir die Funktion der Na*/K*-ATPase notwendig, ein Phinomen, welches als Pump-Leak-

Coupling bezeichnet wird (33, 36).

1.4 Das EAST-Syndrom

Ein partieller oder vollstandiger Verlust der Kanalfunktion von KCNJ10 durch Mutationen im
KCNJ10-Gen fiihrt zum sogenannten EAST-Syndrom. Durch Genotypisierung und Linkage-Analyse
wurde das betroffene Gen bei den erkrankten Patienten identifiziert und seit der Entdeckung
wurde eine Reihe von Mutationen als Ursache fiir das EAST-Syndrom gefunden. Bislang sind
15 verschiedene Mutationen bekannt (Abbildung 2). Die meisten dieser Punktmutationen fiihren
als sinnenverandernde Mutationen ("missense" Mutationen) dazu, dass das Leseraster erhalten
bleibt, aber an der Stelle durch ein verandertes Codon eine andere Aminosaure eingebaut wird.
Bei zwei Mutationen (V91fsX197 und H184fsX197) kommt es aufgrund der Deletion einer
einzelnen Base zu einem sogenannten Frameshift. Diese Verschiebung des Leserasters fihrt im

weiteren Verlauf der Translation durch das Entstehen eines Stop-Codons zu einem frihzeitigen




Einleitung

Abbruch der Translation. Bei zwei weiteren Punktmutationen (R199X und V259X) kodiert das neu
entstandene Basentriplett direkt fir ein Stop-Codon. Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen,
dass die Kanalaktivitat durch diese Mutationen teilweise oder vollstindig verloren geht (45-48).
In Experimenten an HEK293- bzw. CHO-Zellen konnten z.B. Reichold et al. nachweisen, dass es
abhangig von der Mutation zu einer verringerten Offenwahrscheinlichkeit oder zu einer

verdnderten pH-Sensitivitdt des Kanals kommen kann (38).
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Abbildung 2 Schematische Darstellung des hKCNJ10-Monomers mit den bisher bekannten
Mutationen (rot), die zum EAST-Syndrom fiihren

Schematische Membrantopologie von hKCNJ10 nach SwissProt P78508. Die verschiedenen Mutationen
wurden sowohl im intrazelluldren N- und C-Terminus des Proteins, als auch in der extrazelluldaren
Domane und in der Transmembrandoméane entdeckt. Im Bereich der porenbildenden Domane (gelb)
sind bisher noch keine Mutationen bekannt. (modifizierte Abbildung aus (38))
Im Jahr 2009 wurde die KCNJ10-assoziierte Erkrankung erstmals von zwei unabhdngigen Studien
beschrieben. Bockenhauer et al. bezeichneten die autosomal rezessiv vererbte Krankheit als EAST-
Syndrom (43). Das Akronym steht fir die wichtigsten Symptome, an denen die betroffenen
Patienten litten: Epilepsie, Ataxie, einer sensorineuralen Schwerhorigkeit und einer Salzverlust-
Tubulopathie. Scholl et al. diagnostizierten zusatzlich eine mentale Retardierung und schlugen
deshalb die Abklirzung SeSAME (Seizures, Sensorineural Deafness, Ataxia, Mental Retardation,
Electrolyte Imbalance) vor (49). Die mentale Retardierung ist jedoch Diskussionsgegenstand, weil
zentrale Phanotyp des EAST-Syndroms sehr variabel ist (50). Durch den Einfluss der frih
einsetzenden und starken Ataxie sowie der Horeinschrankung ist die Beurteilung einer mdglichen
geistigen Retardierung schwierig. Strukturelle Veranderungen des Gehirns wurden nur bei einigen

Patienten festgestellt.
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Der Grund fir die vielfaltigen Symptome liegt darin, dass der Kalium-Kanal in ganz verschiedenen
Geweben exprimiert wird. Der Funktionsverlust von KCNJ10 im Zentralnervensystem fihrt zur
Epilepsie und Ataxie (51). KCNJ10 wird dort in den Gliazellen exprimiert und ist fur die
Hyperpolarisation der Zellen und das sogenannte "K'-spatial buffering" zustindig. Wahrend der
Repolarisation von Neuronen wird das in den Extrazellularraum ausgeschleuste Kalium tber gliale
Kalium-Kandle wieder entfernt und damit eine Akkumulation verhindert. Durch den
Funktionsverlust von KCNJ10, einem der wichtigsten Kalium-Kanale in Gliazellen, kommt es zu
einem verzogerten Abtransport von Kalium aus dem extrazellularen Raum und damit zu einer

Ubererregbarkeit der Neuronen (52).

Bei EAST-Patienten wurde auch eine Schwerhdrigkeit festgestellt. KCNJ10 ist in der Stria vascularis
der Cochlea an der Kalium-Sekretion und am Aufbau des endocochledren Potentials beteiligt.
Kann dieses Potential durch den KCNJ10-Funktionsverlust nicht mehr generiert werden, fehlt auch

die sensorische Signaltransduktion, was zu einer Einschrankung der Horfahigkeit fihrt.

Zusatzlich zu dem schweren Hirnphanotyp und der Schwerhorigkeit haben die Patienten eine
renale Tubulopathie, die im Kindesalter einsetzt. Der KCNJ10-Funktionsverlust im DCT, CNT und
frihen CCD fiihrt zu einem renalen Salzverlust, einer Aktivierung des RAS, einer hypokalidmischen
metabolischen Alkalose, einer Hypomagnesidamie und einer Hypocalciurie (43, 49). Dies lasst sich
dadurch erkldren, dass das Kalium-Recycling Uber die basolaterale Membran eingeschrankt ist
und folglich der Na'/K'-ATPase nicht ausreichend extrazellulir Kalium-lonen fiir deren
Transportaktivitat zur Verfligung stehen. Dadurch steigt die intrazelluldre Natrium-Konzentration

und beeintrachtigt sekundar aktive Natrium-abhangige Transportsysteme.

Durch die verringerte Triebkraft fir den NCC in der apikalen Membran kommt es also zu einer
verringerten Natriumchlorid-Resorption im DCT. Durch den Salzverlust wird das RAS aktiviert und
Aldosteron erhoht die ENaC-vermittelte Salz-Resorption im CCD. Da in diesem Tubulus-Segment
Natrium-Resorption und Protonen- bzw. Kalium-Sekretion gekoppelt sind, flihrt die gesteigerte
Natrium-Aufnahme zu einem Verlust von Kalium- und Wasserstoff-lonen {iber den Urin, was in
einer Hypokalidamie und einer metabolischen Alkalose resultiert. KCNJ10-Kandale sorgen weiterhin
fiir eine starke Hyperpolarisation der Membran, die die Triebkraft fiir den spannungsabhangigen
lonen-Transport liefert (53). Beispielsweise sei hier der Calcium- und Magnesium-Transport liber
die basolaterale Membran zu nennen, der elektrogene, Natrium-gekoppelte Systeme nutzt. Durch
die reduzierte Hyperpolarisation und die daraus resultierende, verminderte Triebkraft fir die
apikalen Kandle TRPM6 und TRPV5 im DCT, erwartet man bei den EAST-Patienten auch eine
eingeschrankte renale Resorption von Magnesium und Calcium. Da im Sammelrohr kein

Magnesium mehr resorbiert werden kann, kommt es zu dessen renalem Verlust und zu einer
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Hypomagnesidmie. Die vermehrte Ausscheidung von Calcium Uber den Harn scheint durch
gesteigerte Resorptionsvorgange im PT oder der TAL, die noch ungeklart sind, Glberkompensiert zu
werden, wodurch letztendlich zu wenig Calcium Uber den Urin ausgeschieden wird

(Hypocalciurie).

Die meisten Patienten wurden aufgrund ihrer Krampfanfalle auffallig, wahrend das EAST-Syndrom
erst im Laufe der Behandlung diagnostiziert wurde. Blutanalysen von Patienten, die jlnger als
3 Jahre waren, zeigten noch keine Auffalligkeiten. Im Alter von spéatestens 6 Jahren bildeten sie
jedoch eine hypokalidmische Alkalose aus, die durch erhohte Bikarbonat- und niedrige Kalium-
Konzentrationen im Blut charakterisiert war. Eine Hypomagnesiamie wurde erst bei Patienten
diagnostiziert, die 7 Jahre oder alter waren. Wahrend also EAST-Patienten bei der Geburt und im
Laufe der ersten Lebensjahre keine Anomalien des Sdure-Basen-Haushalts und des Elektrolyt-
Haushalts aufwiesen, wurden die Symptome mit der Zeit schlimmer und die Patienten mussten ab

etwa 5 Jahren diesbeziiglich behandelt werden (54).

Mutationen in den Transportern und Kandlen des DCT filihren oftmals zu schwerwiegenden
Tubulopathien. Sie grenzen sich klinisch von Erkrankungen ab, die durch Stdérungen in den
anderen Segmenten des Tubulussystems ausgel6st werden, dhneln sich aber untereinander
beziiglich der Symptome. Ein weiteres Beispiel fir eine derartige Erkrankung ist das Gitelman-
Syndrom. Mit den beschriebenen Symptomen dhnelt der renale Phanotyp des EAST-Syndroms
sehr dem Gitelman-Syndrom (55). Mutationen im SLC12A3-Gen, das fir den NCC-Transporter im
DCT kodiert, fiihren beim Gitelman-Syndrom zu dessen Funktionsverlust (56). Die mehr als 100
bisher entdeckten Mutationen in diesem Gen flihren zu einem nicht oder nur eingeschrankt
funktionsfahigen NCC. Die Gitelman-Patienten leiden wie die EAST-Patienten an einer
Hypokalidamie, Hypomagnesiamie, Hypocalciurie, einer metabolischen Alkalose und einem
aktivierten RAS mit Hyperaldosteronismus. Im Gegensatz zum EAST-Syndrom haben die meisten

Gitelman-Pateinten aber keine verdanderten Calcium-Konzentrationen im Serum (57).

1.5 Der Nierenphdnotyp der konventionellen
KCNJ10-Knockout-Maus

Es gibt viele Genmutationen, die beim Menschen zu schweren Krankheitsbildern fiihren. Die
Analysen dieser Mutationen sind sehr informativ, um biologische Systeme besser zu verstehen.
Neben Studien in Bakterien und anderen einfachen Organismen etablierte sich bald das
Saugermodell Maus. Standardmallig wird fir eine Knockout-Maus das entsprechende Gen

deletiert oder so modifiziert, dass ein funktionsloses Protein entsteht. Die anschliefende
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Betrachtung des Knockout-Modells lasst Rickschlisse auf Funktion und Regulation des

betroffenen Genprodukts zu und gibt Hinweise auf mégliche Kompensationsmechanismen.

Zur in vivo Funktionsanalyse von KCNJ10 wurde deshalb 2001 die konventionelle KCNJ10-
Knockout-Maus von Neusch et al. generiert, jedoch nur der besonders auffillige Gehirn- und
Retina-Phanotyp untersucht (58). Die Tiere nahmen nach der Geburt nicht mehr an Gewicht zu
und starben sukzessive zwischen dem 8. und 24. Lebenstag. Neusch et al. gingen davon aus, dass
die Tiere aufgrund eines schweren neurologischen Phanotyps bereits so friih starben. Die
Stagnation in der Gewichtszunahme und eine Dehydratation wurden ebenfalls auf den zerebralen
Phanotyp zuriickgefiihrt, da die Tiere schwerer Nahrung aufnehmen konnten und bei der
Konkurrenz um die Muttermilch den KCNJ10"- und KCNJ10"*-Geschwister-Tieren unterlagen.
Djukic et al. beschrieben 2007 die konditionale Gehirn-KCNJ10-Knockout-Maus. Im Gegensatz zur
konventionellen Knockout-Maus, bei der ein inaktives Gen in die Keimbahn eingebracht wird, wird
bei einer konditionalen Knockout-Maus das Gen entweder zeit-, oder wie bei dieser Maus,
gewebsspezifisch inaktiviert. Auf diese Weise sollte die friihe Letalitdit der konventionellen
Knockout-Mause umgangen werden. Aber auch diese Tiere starben ca. 3 Wochen nach der
Geburt, jedoch damit etwas spater als die konventionellen Knockout-Mause. Djuvic et al. stellten
deshalb die Vermutung auf, dass der zerebrale Phanotyp die Ursache fiir die friihe Letalitat der

Mause und der renale Salzverlust lediglich als ein verschlimmernder Faktor anzusehen sei (59).

Der Nierenphanotyp der konventionellen KCNJ10-Knockout-Mause wurde von Bockenhauer et al.
2009 analysiert (43). Um zu verhindern, dass Tiere untersucht werden, die bereits sehr krank
waren, wurde die Phanotypisierung der Mause auf den dritten Tag nach der Geburt beschrankt.
Diese Tiere wurden mit einem signifikanten Salzverlust Gber den Urin beschrieben, ebenso wie
einer Retention von Calcium (60). Der Urin-Kreatinin-Wert der Knockout-Mause war aufgrund
einer Polyurie niedriger als bei den Wildtyp-Mausen. Bockenhauer sieht die ZNS-Symptome

jedoch ebenfalls als wichtigsten Grund fir den friihen Tod.

Viele der Symptome der KCNJ10-Knockout-Maus, sofern an den Jungtieren bestimmbar, stimmten
also mit dem Krankheitsbild der EAST-Patienten (iberein. Umfangreichere Experimente wie
Blutanalysen und operative Eingriffe sind bei so jungen Tieren jedoch sehr schwer oder nicht
durchzufiihren. Generell ist eine Untersuchung an neugeborenen Knockout-Mausen mit
Gedeihstérung kompliziert, da die Tiere in deren Folge sekundare Symptome zeigen und nicht
ohne Weiteres mit den Kontroll-Tieren verglichen werden kénnen. Weiterhin ist gerade eine
Untersuchung der Nierenfunktion schwierig, da Mause in den ersten Lebenswochen dramatische
physiologische Veranderung durchleben und die renalen Ausscheidungsprofile sich teilweise tber

wenige Tage komplett dndern (60). Deshalb konnen an diesen Jungtieren nur bedingt
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Rickschlisse auf den tatsachlichen renalen Phanotyp aufgrund eines konventionellen
KCNJ10-Knockouts in der Maus gezogen werden. Fir diesen Vergleich ware also die Untersuchung
einer adulten Maus die deutlich bessere Wahl. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, den renalen
KCNJ10-Knockout in adulten konditionalen Knockout-Mdusen zu untersuchen. Daflir musste vorab

ein geeignetes Mausmodell gewahlt werden.

1.6 Mausmodelle

Da viele Gene in mehr als einem Gewebe oder Organ exprimiert werden und der Verlust deren
Funktion zu schweren Schiaden fiihren kann, sterben konventionelle Knockout-Méause oft frih
nach der Geburt oder sind bereits embryonal nicht lebensfahig. Dementsprechend suchte man
nach einem neuen System, um genetische Modifikationen auf spezifische Zell- oder Gewebsarten
einzugrenzen, wahrend andere Gewebe davon unberihrt blieben. Weiterhin suchte man nach
einer Moglichkeit, ein Gen zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Entwicklung des Tieres zu
deletieren, also z.B. erst, wenn das Tier adult ist. Uber die letzten Jahre wurden diesbeziiglich
immer raffiniertere Methoden entwickelt, so z.B. das Cre/loxP- und das Tet-On-System. Bei den in
dieser Arbeit untersuchten Mausen wurden beide Methoden angewandt, um einen

nierenspezifischen und induzierbaren Knockout von KCNJ10 zu erzeugen.

1.6.1 Das Cre/loxP-System

Das Cre/loxP-System wurde in den 1980er Jahren entwickelt (61). Damals beschrieben Sternberg
und Hamilton den Coliphagen P1, bei dem an spezifischen Stellen im Genom eine Rekombination
moglich war (62). Sie identifizierten zwei notige Komponenten. Die eine war die loxP-Stelle im
Genom (locus of crossing over (x), P1), die den Ort der Rekombination festsetzte. Diese 34 bp
lange loxP-Sequenz besteht neben der zentralen 8 bp-Kern-Sequenz (Spacer) aus zwei
flankierenden palindromischen 13 bp-Sequenzen (63). Fiir eine erfolgreiche Rekombination muss
sie zweimal im Genom vorkommen. Als zweite Komponente war ein Rekombinase Gen (Cre,
causes recombination) vom Bakteriophagen P1 erforderlich. Das Cre-Gen kodiert fiir die Cre-
Rekombinase aus der Familie der Integrasen, die nur auf loxP-Stellen im Genom beschrankt
agieren kann (64). Das Enzym katalysiert als Homotetramer die Exzision des DNA-Abschnitts
zwischen den loxP-Stellen. Daflir bindet je ein Cre-Monomer an eine der vier 13 Basenpaar-
Sequenzen (65). Danach bildet es eine Schlaufe, bei der die loxP-Stellen aufeinanderliegen, um

anschlieRend die Einzelstrange der DNA nacheinander an der Kern-Sequenz der loxP-Stellen
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basenpaargenau zu 6ffnen und Uber Umesterung wieder zu verbinden. Die durch die Exzision

herausgeschnittene DNA ist ringformig und wird anschlieRend in der Zelle abgebaut (Abbildung 3).

—}—}w IN + > (; — P)—+

Abbildung 3 Schematische Darstellung des Cre/loxP-Systems

Die Cre-Rekombinase (gelb) formt an den loxP-Stellen (petrol) eine DNA-Schlaufe und entfernt danach
Uber Umesterung die DNA-Sequenz (rot) zwischen diesen kurzen loxP-Sequenzen. Nach der Exzision
verbleibt eine loxP-Stelle im Genom, wahrend sich die zweite in der ringférmigen, entfernten DNA
befindet.

Das Cre/loxP-System wurde danach bei Hefen und Siugerzellen angewandt (61). Bereits 1988
wurde das System auf eine Mauszellline libertragen und mittlerweile ist es zur Herstellung

gewebsspezifischer Knockout-Mause weit verbreitet (66, 67).

Wenn eine bestimmte DNA-Sequenz oder ein Gen aus der DNA entfernt werden soll, wird vor und
hinter diesem DNA-Abschnitt eine loxP-Stelle gesetzt, das Gen ist damit gefloxt (floxed: flanked by
loxP). Wenn die loxP-Sequenzen in die gleiche Richtung orientiert (cis) sind, kommt es zur
Exzision, sind sie in entgegengesetzte Richtung orientiert, kommt es zur Inversion (68). In
welchem Gewebe und zu welchem Zeitpunkt in einem Lebewesen ein Gen angeschaltet wird,
hangt hauptsachlich von dem zugehoérigen Promotor ab. Promotor und Cre-Gen werden dann
zusammen als Transgen in das Mausgenom eingebracht. Bei der verwendeten KspCre-Maus
wurde z.B. ein nierenspezifischer Promotor, der des Ksp-Cadherin-Gens, verwendet, um die
Rekombinase-Expression auf die Niere einzuschrdanken (69). Bei der Entscheidung fiir einen
Promotor muss bedacht werden, dass er moglichst nicht bereits in der Embryonalentwicklung
aktiviert ist, da Tiere, bei denen ein wichtiges Gen schon friih ausgeschaltet wurde, oft nicht
lebensfahig sind. Weiterhin wurde das prokaryotische Cre-Gen mit einem NLS (nuclear
localization signal) aus dem SV40 T-Antigen fusioniert (70). Obwohl das Cre-Gen bereits Signale
enthielt, die zur Lokalisation in den Zellnukleus von Sdugerzellen fiihren, sollte damit die

Rekombinationseffizienz in eukaryotischen Zellen erhéht werden.

Das Cre/loxP-System bietet viele Vorteile. Da es prokaryotischen Ursprungs ist und nicht nativ im
Mausgenom vorkommt, kann so die Interaktion mit endogenen Prozessen minimiert werden.

Dariliber hinaus ist das Rekombinase-System (iberaus effizient, wenn die Erkennungsstellen eine
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gewisse raumliche Nahe aufweisen. Das System funktioniert weiterhin auch ohne zusatzliche

Cofaktoren, akzessorische Proteine oder ATP (71).

Flur das vorgestellte Cre/loxP-System wurden zwei verschiedene gefloxte M&use verwendet, die
gefloxte KCNJ10-Maus und die Reporter-Maus Tomato-EGFP (mT/mG). Es wurden ebenfalls zwei
unterschiedliche Cre-Mause getestet. Zur Wahl standen die nierenspezifische KspCre-Maus und

die nierenspezifische, induzierbare Pax8Cre-Maus.

1.6.1.1 Die gefloxte KCNJ10-Maus

Die gefloxte KCNJ10-Maus wurde von McCarthy et al. 2007 generiert und uns freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt (Abbildung 4) (59). Die loxP-Sequenzen wurden so im Exon 2 von KCNJ10
platziert, dass sie sich upstream und downstream von der kodierenden Sequenz des Gens
befanden. Bei einer erfolgreichen Rekombination durch Cre wird diese also komplett
herausgeschnitten und ein KCNJ10 Protein kann damit nicht biosynthetisiert werden.

loxP loxP
Exon1 Kodierende Exon 2

_. Sequenz

Abbildung 4 Schematische Darstellung des gefloxten KCNJ10 Gens

Fur die gefloxte KCNJ10-Maus wurden die loxP-Stellen (petrol) so in das KCNJ10-Gen eingefiigt, dass
sich die erste im Intron 1 und die zweite im nicht-kodierenden Anteil von Exon 2 (blau) befindet. Der
kodierende Sequenzanteil von Exon 2 (rot) wird bei erfolgreicher Rekombination komplett entfernt.

1.6.1.2 Die Tomato-EGFP-Maus

Um die Rekombinationseffizienz von KspCre- und induzierbaren Pax8Cre-Mausen mit Hilfe von
Fluoreszenzmikroskopie zu testen, wurden sie mit der Reporter-Maus Tomato-EGFP (auch
mT/mG) gekreuzt (72). Diese Maus trdgt zwischen den loxP-Stellen ein membrangerichtetes
Tomato-Tandem-Dimer, eine Variante des dsRed (Anregungsmaximum bei 554 nm,
Emissionsmaximum bei 581 nm). Nach einem anschlieBenden Poly(A)-Schwanz und der zweiten
loxP-Stelle wurde ein membrangerichtetes Enhancend-Green-Fluorescent-Protein-Dimer (EGFP)
platziert (Anregungsmaximum bei 484 nm, Emissionsmaximum bei 510 nm). In Zellen, in denen es
nicht zur Rekombination mit Cre kommt, wird dementsprechend allein das Tomato-Protein
exprimiert, welches bei einem griinen Anregungslicht eine orange Fluoreszenz in allen
Membranen zeigt. Sofern es zur Exzision des DNA-Abschnitts zwischen den loxP-Sequenzen

kommt, wird statt dessen das membrangerichtete EGFP-Protein exprimiert, dessen Gen direkt
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nach der zweiten loxP-Stelle gesetzt wurde. Die Polyadenylierungssequenz im Anschluss an die
Tomato-Sequenz ist notwendig, damit nach der Expression von Tomato nicht auch EGFP
exprimiert wird. So wird in den Zellen eine Doppelfluoreszenz ausgeschlossen und jede Zelle

fluoresziert entweder unter dem griinen oder blauen Anregungslicht (Abbildung 5).

loxP loxP
Tomato EGFP
Poly-A
loxP loxP _Cre
Tomato EGFP I
Poly-A
loxP

M ‘ EGFP
Ls

Abbildung 5 Schematische Darstellung des loxP-Systems bei der Tomato-EGFP-Maus

Das Tomato-EGFP-Konstrukt besteht aus einem Tomato-Gen (rot), das sich der ersten loxP-Sequenz
(petrol) anschlieft. Danach folgen eine PolyA-Sequenz (schwarz), die zweite loxP-Stelle und das
EGFP-Gen (rot). In Abwesenheit der Cre-Rekombinase wird nur Tomato exprimiert, wahrend in
Anwesenheit des Enzyms die Tomato-PolyA-Sequenz ausgeschnitten und ausschlieRBlich EGFP
exprimiert wird. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie kann so untersucht werden, in welchen
Zellen/Geweben die Cre-Rekombinase aktiv ist.
Muzumdar et al. zeigten, dass die Intensitdt der Tomato-Fluoreszenz zwischen verschiedenen
Zelltypen und Organen variiert, abhangig von Eigenschaften wie Protein-Synthese und
Membrantransport. Sie testeten die Eigenschaften des EGFP-Proteins mit einer Cre-Maus, deren
Promotor ubiquitar aktiv ist, um zu bestatigen, dass das System in allen Geweben und Organen
funktioniert. Weiterhin rieten sie, Tiere erst zwei Wochen nach Beginn der EGFP-Expression zu
untersuchen, da der Abbau des Tomato-Proteins Zelltyp-spezifisch etwa 7 Tage dauern kann. Da

die Proteine membrangerichtet sind, kann auch die Zellstruktur von bestimmten Geweben

untersucht werden, wie z.B. der Biirstensaum von proximalen Tubuluszellen.

1.6.1.3 Die KspCre-Maus

Das Ksp-Cadherin gehort zur Superfamilie der Cadherine. Diese sind Calcium-abhangige,
membranassoziierte Glykoproteine, die eine wichtige Rolle bei der interzellularen Interaktion
wahrend der Embryogenese, Morphogenese und Aufrechterhaltung von Geweben spielen (73).
Im Gegensatz zu anderen Cadherinen hat das Cadherin 16 eine eindeutige Organ-Spezifitat und ist
ausschlieBlich in der Niere zu finden (deswegen auch Kidney-specific-Cadherin, Ksp).
Thomson et al. analysierten adulte Kaninchennieren und beschrieben eine Ksp-Cadherin-

Expression in der basolateralen Membran von Epithelzellen entlang der gesamten Linge des
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Nephrons, vom proximalen Tubulus bis zum Sammelrohr, wobei ab dem Verbindungsstiick nur

eine Subpopulation von Zellen eine Expression zeigte (74).

Die Gruppe um lgarashi testete auf der Suche nach einem geeigneten nierenspezifischen
Promotor verschiedene Sequenzabschnitte, die dem Maus-Ksp-Cadherin vorgeschaltet waren
(75). Das Ziel war, eine moglichst effiziente Expression des nachgeschalteten Gens entlang des
Nephrons zu erreichen. Der abschliellend verwendete Promotor zeigte in transgenen Mausen
neben der Nierenspezifitit die gleiche Nephron-Expression wie das Ksp-Cadherin in der
Kaninchennniere. Dieser Promotor wurde zur Verwendung fiir ein nierenspezifisches Cre/loxP-
System vor das Cre-Rekombinase-Gen gesetzt (70). Die daraus resultierende KspCre-Maus wurde

fiir einige Versuche in dieser Arbeit verwendet.

1.6.2 Das Tet-On-System

Das Tet-System ist ein konditionales Expressions-System. Es basiert auf einer autoregulatorischen
Tetracyclin-Resistenz, die z.B. im Bakterium E. coli zu finden ist (76). Diese "tet" Determinante auf
Transposon 10 besteht aus zwei Operator-Einheiten, die zuerst fir die Aktivierung und danach
auch die Repression eines Resistenzproteins sorgen (Autoregulation), welches das Antibiotikum
aus den Zellen schleust. Beide Operator-Einheiten bilden mit je einem tet-Promotor die
regulatorische Einheit (77). In Abwesenheit von Tetracyclin binden die Tet-Repressor-Proteine an
diesen Regulator und hemmen eine Transkription der nachgeschalteten Gene (78). In
Anwesenheit des Antibiotikums bindet Tetracyclin an diese Repressor-Proteine und sie verlieren
durch eine Konformationsdanderung ihre Bindung zum Regulator. Dadurch wird zum einen die
Synthese des Resistenzproteins induziert, zum anderen werden mehr Tet-Repressor-Proteine
synthetisiert, die dimerisieren und zur Regulation des Systems an die regulatorische Sequenz des

Transposons binden.

Als das Tet-System fir die Verwendung in der Forschung adaptiert werden sollte, wurde zuerst
das sogenannte Tet-Off-System flir HelLa-Zellen konzipiert. Es bestand aus zwei Komponenten. Die
eine setzte sich aus einer prokaryotischen Tetracyclin-Repressor-Sequenz (tetR) zusammen, die
mit der aktivierenden Domane des Virionproteins VP16 des Herpes simplex Virus kombiniert
wurde. Daraus entstand der eukaryotische Transaktivator tTA (Tetracycline-controlled
transactivator) (79). In Anwesenheit von Tetracyclin ist er inaktiv, sorgt aber in dessen
Abwesenheit fiir die Transkription des 35 kDa groRe tTA-Proteins. Die zweite Komponente ist das
Tetracycline-responsive promotor element (TRE). Es besteht aus einem Minimalpromotor des
menschlichen Cytomegalievirus (human cytomegalovirus hCMV) und der tetO-Sequenz. Diese tet-

Operator-Sequenz ist die 19 bp-inverted-repeat-Operator-Sequenz aus dem Transposon 10. Sie
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wurde als Heptamer mit Abstidnden upstream des Minimal-Promotors gesetzt. Wird also beim
Tet-Off-System Tetracyclin der Zellkultur zugesetzt, wird das permanent exprimierte tTA-Protein
durch das Antibiotikum gebunden. In Abwesenheit des Antibiotikums kann das tTA jedoch an die
TRE-Sequenz binden und diese aktivieren. Dementsprechend wird beim Fehlen von Tetracyclin

das dem TRE-anschlieRende Gen transkribiert.

Eine logische Weiterentwicklung des Tet-Off-Systems war das Tet-On-System, da die standige
Anwesenheit von Tetracyclin in der Zellkultur nicht fiir alle Versuche giinstig war. Durch die
Veranderung von 4 Aminosauren in der tetR-Sequenz wurde aus tTA der "reverse Tetracycline-
controlled transactivator" rtTA, der den entgegengesetzten Phanotyp verursachte (80). Das
rtTA-Protein braucht durch eine verdnderte Bindecharakteristik die Anwesenheit eines
Tetracyclin-Molekiils, um an die TRE-Sequenz zu binden. In Abwesenheit dieses Effektors erkennt
rtTA die tetO-Sequenz nicht (Abbildung 6). Gossen et al. haben ebenso verschiedene Tetracyclin-

Derivate getestet und Doxycyclin hat sich als sehr effektiv herausgestellt.

Promoter rtTA + TRE Zielgen
| X
I—> ¢
% o
[ ] ° [ ]
Dox

Abbildung 6 Schematische Darstellung des Tet-On-Systems

Der Promotor reguliert, in welchem Gewebe und zu welchem Entwicklungsstand das ihm zugehorige
Protein exprimiert wird. Ist er aktiv, wird rtTA (griin) transkribiert. Das rtTA-Protein erfahrt jedoch erst
durch die Bindung an Doxycyclin (pink) die notige Konformationsanderung, um an das TRE-Element
(violett) binden zu kénnen. Durch diese Aktivierung des TRE wird anschlieBend das nachgeschaltete
Zielgen exprimiert.

Ein Jahr spater wurde das Tet-On-System bereits auf das Mausmodell Gibertragen (81). Als bester
Transaktivator hierfiir identifizierte Urlinger rtTA2°-M2-Konstrukt, das bereits bei niedriger
Doxycyclin-Konzentration aktiviert wird und in eukaryotischen Zellen duBerst stabil ist (82). Es
konnte durch die Kreuzung mit einer Indikator-Maus gezeigt werden, dass das System schnell und
zuverlassig ist. Das AusmaR der Aktivitdt in einem bestimmten Gewebe war dabei vor allem

promotorabhangig.

1.6.2.1 Die induzierbare Pax8Cre-Maus

Ein Beispiel flir das Tet-On-System im Saugermodell Maus ist die induzierbare, nierenspezifische
Pax8Cre-Maus. Als Alternative zur KspCre-Maus sollte sie ebenfalls fiir die Analyse des KCNJ10-

Knockouts in der Niere verwendet werden. Wie bereits vorher beschrieben, gingen Konfuji et al.
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davon aus, dass der Grund fir den frithen Tod der konventionellen KCNJ10-Knockout-Maus der
schwere Gehirn-Phdnotyp war (83). Dennoch konnten sie nicht auszuschlieBen, dass die

nierenspezifischen KspCre/KCNJ10"V""

-Mause aufgrund eines moglichen Salzverlusts ebenfalls
friih letal waren. Dementsprechend wurde fir diese Arbeit alternativ zum konditionalen
Knockout-System (KspCre-Maus) ein konditionales, induzierbares Knockout-System verwendet,
welches Cre/loxP und Tet-On verbindet. Dabei wird der Knockout nicht nur auf die Niere
eingegrenzt, sondern auch erst bei Doxycyclin-Gabe induziert. So kann ein entwicklungsbedingter
Defekt umgangen und der Knockout erst bei den adulten Tieren herbeigefiihrt werden. Ein
weiterer Vorteil gegenliber einem Tet-Off-System ist die einmalige Induktion den Knockouts. So
wird den Tieren einmal Uber einen ldngeren Zeitraum ein Antibiotikum verabreicht und die
Deletion im Genom verursacht. Das DNA-Fragment, das durch die DNA-Exzision zwischen den
gefloxten Sequenzen entsteht, wird danach in der Zelle abgebaut. Dadurch ist dieser Vorgang
nicht umkehrbar. Die Anzahl an Tubuluszellen, die auf die Doxycyclin-Induktion reagieren und die

Exzision von KCNJ10 danach vorantreiben, bleibt also, wenn man Zellproliferation und Apoptose

ausklammert, bis zum Tod der Tiere konstant.

Bei den verwendeten induzierbaren Pax8Cre-Mausen handelt es sich um eine doppelt transgene
Mauslinie. Sie entstand aus der Kreuzung der Pax8-rtTA2>-M2-Linie und einer TetOCre-Linie, die
aus einer Podozin-rtTA2°-M2/TetOCre-Linie ausgekreuzt wurde (84, 85). Diese Mé&use sind
aufgrund des Pax8-Promotors nierenspezifisch. Pax8 ist ein Paired-Box-Gen und ein
transkriptioneller Aktivator (86). Wahrend der Mausentwicklung spielt er eine wichtige Rolle in
der Niere, im Gehirn und der Schilddriise (87). In adulten Mé&usen ist Pax8 in allen gréReren
Organen auller der Niere praktisch nicht vorhanden. Nach dem Pax8-Promotor wurde das
rtTA2°-M2-Konstrukt gesetzt. Zur Uberprifung wurden Mause generiert, bei denen
B-Galactosidase dem Konstrukt nachgeschaltet war. Testfarbungen von Organschnitten zeigten
hauptsachlich eine Lokalisation in der Niere, welche sich dort ausschlieBlich auf die Tubuli
beschriankte, wahrend Glomeruli und BlutgefdRe keine Pax8-regulierte [-Galactosidase-
Expression zeigten (84). Das tetOCre-Element besteht wie bereits oben beschrieben aus der tetO-
Sequenz mit hCMV-Minimalpromotor, dem das Cre-Rekombinase-Gen nachgeschaltet ist

(Abbildung 7).
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loxP loxP -Dox
Pax3 Promater _"T'A me ¢ Zielgen I—)
- - + -l +
|_> s \
L J +Dox
°
o, + +
Dox
Abbildung 7 Schematische Darstellung des induzierbaren Pax8Cre-Knockout-Systems

Der Pax8-Promotor reduziert die Expression der nachgeschalteten Gene auf die Niere. Ist er aktiv, wird
rtTA (griin) transkribiert, welches Doxycyclin (pink) bindet und anschliefend lber die Bindung an das
TRE die Expression Cre-Rekombinase stimuliert. Somit kann das Zielgen zwischen den loxP-Sequenzen
deletiert werden. Das System hdngt also zum einen vom Promotor ab, zum anderen von der
Anwesenheit eines Tetracyclin-Derivats.

Fiir diese Arbeit wurden die soeben beschriebenen Mausmodelle miteinander verglichen. Zuerst
wurden beide Modelle auf ihre Cre-Rekombinase-Effizienz getestet. Nach der Gegeniberstellung
wurde das nierenspezifische Knockout-System gewahlt, das sowohl effektiv als auch einheitlich
wirkungsvoll ist. Dieses Knockout-Maus-System wurde anschlieRend fir die Untersuchungen des

renalen Phanotyps in KCNJ10-Knockout-Mausen verwendet.
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2 Zielsetzung

2009 wurde erstmals ein neuartiges Syndrom zeitgleich von zwei Arbeitsgruppen beschrieben.
Bockenhauer et al. nannten die autosomal rezessive Erbkrankheit EAST-Syndrom, wobei EAST als
Akronym fur die wichtigsten Leitsymptome der Erkrankung, namlich Epilepsie, Ataxie,
sensorineurale Schwerhorigkeit und eine renale Tubulopathie steht (43). Scholl et al. erkannten
als weiteres Symptom eine mentale Retardierung und gaben der Erkrankung daher den Namen
SeSAME-Syndrom (49). Die Erkrankung beruht auf einem teilweisen bis vollstandigen Verlust der
Kanalaktivitat des einwartsgleichrichtenden Kalium-Kanals KCNJ10 (38, 45—-48). Da dieser Kanal in
verschiedenen Geweben exprimiert wird, ist die Symptomatik der Erkrankung sehr komplex. Die
verminderte Kanalfunktion in der Niere fiihrt zu einer Salzverlust-Tubulopathie, die dem
Gitelman-Syndrom sehr dhnlich ist. Die Patienten leiden neben dem renalen Salzverlust an einer
Hypermagnesiurie, einer Hypocalciurie und einer hypokalidamischen metabolischen Alkalose.
Weiterhin haben die Betroffenen eine verringerte Urinkonzentrierung und ein stimuliertes Renin-

Angiotensin-System.

Um die Symptomatik und die dahinter stehenden Kompensationsmechanismen des EAST-
Syndroms besser zu verstehen, sollte an einem murinen KCNJ107-Knockout-Modell die
Bedeutung des Kalium-Kanals in der Niere untersucht werden. Bereits Neusch et al. berichteten,
dass die konventionelle KCNJ10”-Knockout-Maus aufgrund des schweren Gehirn-Phinotyps eine
maximale Lebenserwartung von zwei Wochen zeigte (58). Untersuchungen an dieser Maus waren

deshalb nur in den ersten Lebenstagen moglich (43).

Ziel dieser Arbeit war es darum, ein geeignetes murines, nierenspezifisches Knockout-System zu
finden, bei dem die Mause im adulten Stadium untersucht werden konnten. Dabei sollten zwei
verschiedene nierenspezifische Knockout-Modelle, das KspCre-Mausmodell und das induzierbare

Pax8Cre-Mausmodell, getestet und miteinander verglichen werden.

Weiterhin sollte mit dem geeigneteren nierenspezifischen Knockout-System der renale Phanotyp
dieser Mause untersucht werden und mit den Symptomen der EAST-Patienten verglichen werden.
Durch Funktionsmessungen sollten auferdem eventuelle kompensatorische MalRnahmen, die mit

dem KCNJ10-Funktionsverlust einhergehen, aufgedeckt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Gerat

Hersteller, Ort

Augenschere und weitere
chirurgische Instrumente

F ST Fine Science Tools Inc., Foster City, CA, USA

Blutgasanalysegerat pHOx plusM

Nova biomedical, Waltham, MA, USA

Flurospektrometer Nanodrop 3300

Thermo Scientific, NanoDrop products, Wilmington,
NC, USA

Gasmischeinheit fir Isofluran-
Verdampfer

FMI Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim, D

lonenchromatograph ICS-1600
Dionex

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Isofluran-Verdampfer Vapor 19.3

Dragerwerk AG, Libeck, D

Kryostat Leica CM3050

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, D

Light Cycler LC480

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, D

Metabolismuskafig fur einzelne Maus

Tecniplast Deutschland GmbH, HohenpeilRenberg

Rollerpumpe Ismatec REGLO analog

IDEX Health & Science GmbH, Wertheim-Mondfeld, D

Spectrophotometer Nanodrop 2000c

Thermo Fisher Scientific, NanoDrop products,
Wilmington, NC, USA

Thermocycler Biometra T Personal

Biometra GmbH, Gottingen, D

Thermocycler Biometra T Professional
Basic Gradient

Biometra GmbH, Gottingen, D

Zentrifuge Hereaus Fresco21

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

3.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller, Ort

Begrenzungsstift (Fettstift)

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D

130 pl-Glaskapillaren (heparinisiert)

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, D

Mounting-Medium

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D

Polysin Objekttrager

O. Kindler GmbH, Freiburg, D

Tissue-Tek Einbettmedium

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, NL
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3.3 Chemikalien, Enzyme und Substanzen

Substanz

Hersteller, Ort

Agarose

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen, D

Amilorid Hydrochlorid Hydrat

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

BSA 100x New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M., D
dNTPs QIAGEN GmbH, Hilden, D

EGTA Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Heparin-Losung Liquemin N
25.000 I.E./5 ml

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim, D

Hydrochlorothiazid

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

Isofluran

Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiBheim,
D

Isopropanol

Merck KGaA, Darmstadt, D

Isotone NaCl-Lésung 0,9 %

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D

B-Mercaptoethanol

Merck KGaA, Darmstadt, D

2-Methylbutan

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

M-MLV Reverse Transkriptase

Promega Corporation, Madison, WI, USA

M-MLV RT RNAse Inhibitor

Promega Corporation, Madison, WI, USA

M-MLV RT 5x Buffer

Promega Corporation, Madison, WI, USA

NH,-Acetat

Merck KGaA, Darmstadt, D

Paraformaldehyd

Merck KGaA, Darmstadt, D

Proteinase K

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

Random Hexamer Primer (100 uM)

Promega Corporation, Madison, WI, USA

RNAse Inhibitor

Promega Corporation, Madison, WI, USA

SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz)

Merck KGaA, Darmstadt, D

Saccharose

Merck KGaA, Darmstadt, D

TAE-Puffer (50 x)

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Triton X-100

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA
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Name des Kits

Hersteller

Material und Methoden

Aldosterone ELISA

IBL International GmbH, Hamburg, D

REDTaq Ready Mix

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, MO, USA

RNeasy Mini Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, D

SYBR Green PCR Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, D

3.5 Primer

Genotypisierungs-Primer:

) ) Annealing- Amplikon-
Konstrukt Primer Primer-Sequenz (5' nach 3') .
Temperatur Lange
Sense: TGATGTATCTCGATTGCTGC wt: 424 bp
mKCNJ10 . 55°C
Antisense: CCCTACTCAATGCTCTTAAC flox: 559 bp
Sense: CAGTGACAGACCAAGAGCT
KspCre . 60 °C 750bp
Antisense: GCGCCTGAAGATATAGAAG
Pax8- rtTA2®- | Sense: CCATGTCTAGACTGGACAAGA
) 55°C 640 bp
M2 Antisense: CTCCAGGCCACATATGATTAG
Sense: CCGTAGCTCCAGCTTCACC
TetO-Cre ) 60 °C 668 bp
Antisense: ACTTGCAGTTCTTGCAGGC
(m: Maus)
Primer fiir die quantitative Realtime PCR:
. ] Annealing- Amplikon-
Zielgen Primer Sequenz .
Temp. Lange
) Sense: CCACCGATCCACACAGAGTACTT
mp-Actin . 57 °C 98 bp
Antisense: GACAGGATGCAGAAGGAGATTACTG
Sense: GATGATCACTGGGTCTTCTG
mAQP2 . 57 °C 79 bp
Antisense: GGAACAGCAGGTAGTTGTAG
o Sense: CACAGACCTCATGCTGAAAC
mCalbindin . 57 °C 78 bp
Antisense: GGTAGTAACCTGGCCATCTC
Sense: AGTCTTGGCCCTGCCTGT
mKCNJ10 . 57 °C 131 bp
Antisense: TTAGCGACCGACGTCATCT
Sense: TACCGCTGTGTCACCGAAGA
mKCNJ16 ) 57 °C 104 bp
Antisense: GCCAAGGCTGCTCCAATGAT
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) ) Annealing- Amplikon-
Zielgen Primer Sequenz .
Temp. Lange
Sense: CTGTGCGTGGCTACCTGC
mNCC . 61 °C 141 bp
Antisense: TGGAGGCATGGAAGCAGC
Sense: ATGCAGTGACTGTGGTCTTG
mNHE3 . 61 °C 116 bp
Antisense: CAGGCTCACCACGAAGAAGG
Sense: TCTGCATCTGCTGCGAAG
mNKCC2 . 61 °C 153 bp
Antisense: GGACACCGTCCCTGAAGC
Sense: TAATCGTGGTACCGTTGGAG
mSGLT1 . 57 °C 128 bp
Antisense: CTGCTCCTGTGCCTGCCA
Sense: TGACTTCCGGCAAAGAGGAG
mMTRPV5 . 61 °C 104 bp
Antisense: AGTATGGAGCAGCCTCCATC
Sense: CACCACTCCAAGTACATTAGAAC
MTRPM®6 . 57 °C 89 bp
Antisense: GGCAGTTCCATATTCCACTC
(m: Maus)
3.6 PCR-Programme
Genotypisierungs-PCR
m-KCNJ10
Schritt | Temperatur | Zeit [min] Wiederholungen
1 94 °C 3:00 -
2 94 °C 0:30
3 55 °C 0:30 33
i (Schritt 2 bis 4)
4 72°C 0:30
5 72°C 5:00 -
6 4°C oo -
KspCre
Schritt | Temperatur | Zeit [min] Wiederholungen
1 94 °C 3:00 -
2 94 °C 0:30
3 60 °C 0:30 33
' (Schritt 2 bis 4)
4 72°C 1:00
5 72 °C 5:00 -
6 4°C oo -
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Pax8-rtTA25-M2
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Schritt | Temperatur | Zeit [min] Wiederholungen
1 96 °C 0:30 -
2 95 °C 1:30 -
3 94 °C 0:40
35x
4 55°C 0:30 . .
(Schritt 3 bis 5)
5 72°C 0:45
6 72 °C 5:00 -
7 4 °C oo -
TetOCre
Schritt | Temperatur | Zeit [min] Wiederholungen
1 94 °C 2:00 -
2 94 °C 0:30
3 60 °C 0:30 33
i (Schritt 2 bis 4)
4 72°C 0:45
5 72°C 5:00 -
6 4°C oo -
cDNA-Synthese

Schritt Temperatur Zeit [min]

1 20°C 10 min

2 50°C 50 min

3 70 °C 15 min

4 10°C oo
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Schritt | Temperatur | Zeit [min] Wiederholungen

1 95°C 10:00 -

2 95 °C 0:15

3 °C 0:20 40

X .
(Schritt 2 bis 4)

4 72°C 0:20

5 95 °C 0:05 -

6 x°C 1:00 -

7 97 °C 0:11

8 40 °C oo -

x °C: Annealing-Temperaturen fir jeweilige Primerpaare unter: 3.5 Primer fir die quantitative

Realtime PCR

3.7 Losungen und Puffer

Antikorperverdiinnungslosung

Substanz Menge
BSA 0,5 %
Triton-X100 0,04 %
in PBS
Blockldsung
Substanz Menge
BSA 5%
Triton-X100 0,04 %
in PBS
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Fixierlosung 1

Substanz MW mmol/I
NaCl 58,44 90,0
K,HPO, 174,18 15,0
EGTA 380,40 1,0
MgCl, 203,40 2,0
Saccharose 342,30 100,0
Paraformaldehyd 30,03 3%

in Aqua dest.

pH: 7,4 (eingestellt mit 1 M NaOH- bzw. HCI-L6sung)

Fixierlosung 2

Substanz MW mmol/I
NaCl 58,440 90,0
K,HPO, 174,180 15,0
EGTA 380,400 1,0
MgCl, 203,300 2,0
Saccharose 342,300 17 %
Paraformaldehyd 30,03 1%

in Aqua dest.

pH: 7,4 (eingestellt mit 1 M NaOH- bzw. HCI-L6sung)

PBS-Puffer
Substanz MW mmol/I
NaCl 58,440 137,0
KH,PO, 136,090 1,8
Na,HPO, 141,960 10,3
in Aqua dest.

pH: 7,4 (eingestellt mit 1 M NaOH- bzw. HCI-L6sung)

Material und Methoden
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Tailbuffer
Substanz Menge
EDTA 0,1 M
SDS 0,5%
Tris-HCI 50 mM
Aqua dest. ad 50 ml

pH 8,0 (eingestellt mit 1 M NaOH -Losung)

TE-Puffer
Substanz Menge
Tris 10 mM
EDTA 1mM
in Aqua dest.

pH 7,4 (eingestellt mit 1 M NaOH- bzw. HCI-L6sung)

3.8 Antikorper und Farbesubstanzen

Material und Methoden

Art Antikérper Verdiinnung | Hersteller
Primar-AK Anti-KCNJ10 (rabbit) 1:400 Alomone labs, Jerusalem, IL
Primar-AK Anti-AQP2 (goat) 1:500 Alomone labs, Jerusalem, IL
Primar-AK Anti-Calbindin 1500 Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
(mouse) Texas, USA
Alexa Fluor 488
- 1: i ies Ltd. Pai
Sekundar-AK Donkey anti rabbit 400 ife Technologies Ltd., Paisley, UK
Sekundar-AK Alexa FIuor.555 1:400 Life Technologies Ltd., Paisley, UK
Donkey anti goat
Sekundar-AK Alexa FIuor.647 1:400 Life Technologies Ltd., Paisley, UK
Donkey anti mouse
Alexa Fluor 647
- 1: i ies Ltd. Pai
Sekundar-AK Donkey anti rabbit 400 ife Technologies Ltd., Paisley, UK
Farbstoff HOE33342 (5 uM) 1:400 Life Technologies Ltd., Paisley, UK
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3.9 Versuchstiere

3.9.1 Verwendete Versuchstiere

Die fir die Untersuchungen verwendeten Mauslinien stammten von Prof. Dr. Ken D. McCarthy,
Department of Pharmacology, University of North Carolina (KCNJ10™") bzw. Prof. Dr. Tobias B.
Huber, Nephrologie und Allgemeinmedizin, Universitatsklinikum Freiburg (KspCre, induzierbare
Pax8Cre, Tomato-EGFP). Genaue Informationen zu den genetischen Veranderungen dieser

Mauslinien finden sich unter 1.6 .

3.9.2 Mausmodelle

Die Mause wurden, wenn in den Versuchsbeschreibungen nicht anders angegeben, in einem
konventionellen Tierstall unter einem 12-Stunden-Licht-Dunkel-Rhythmus mit freiem Zugang zu
Leitungswasser und einer Standard-Mausdiat (vgl. Anhang 7.1.1  Futter-Zusammensetzung)

gehalten.

3.9.3 Verpaarungen

Fiir die Vererbung das gefloxte KCNJ10-Gen gelten die Mendelschen Regeln. Bei den Konstrukten
Pax8-rtTA2>-M2, TetO-Cre (beide in der doppelt transgenen induzierbaren Pax8Cre-Maus) und
KspCre handelt es sich jedoch um Transgene, die einmal oder auch mehrmals an
unterschiedlichen Positionen im Genom vorkommen und deswegen nicht nach den Mendelschen
Regeln vererbt werden. Da sie auch durch Verpaarungen {iber die Generationen hinweg
herausgekreuzt werden kdénnen, mussten sie Gber entsprechende Genotypisierungen bei jedem
Versuchstier nachgewiesen werden. Auf das Konstrukt Tomato-EGFP wurde als Ausnahme nicht
genotypisiert, da durch die Fluoreszenz der endogen produzierten Chromogenen bereits optisch
unter dem entsprechenden Fluoreszenzlicht die Anwesenheit von Tomato- bzw. EGFP-Membran-

Proteinen erkennbar war.

Tabelle 1 erldutert die Verpaarungen der verschiedenen Mauslinien, die fiir diese Arbeit relevant
sind. Wie bereits erwahnt, war die Anwesenheit der einzelnen Transgenen vorausgesetzt. Die
gefloxten Mause wurden jeweils so gewdhlt, dass ein funktionsfahiges Cre/loxP-System zustande

kam.
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Zum einen wurde die KspCre-Mauslinie getestet. Die untersuchten KspCre/KCNJ10"¥/fox,

KspCre/KCNJ10™/*. und KspCre/KCNJ10""*-Tiere stammen aus Heterozygotenverpaarungen

(Tabelle 1, Verpaarung # 3).

Kreuzung von Genotypen der
Verpaarung
Genotyp 1 Genotyp 2 Nachkommen
#1 KspCre X Tomato-EGFP KspCre/ Tomato-EGFP
Induzierbares Pax8Cre/
#2 Induzierbares Pax8Cre x Tomato-EGFP
Tomato-EGFP
KspCre/KCNJ10"o/flox
#3 KspCre X KCNJ10™"/flox KspCre/KCNJ10"o/"t
KspCre/KCNJ10"/*t
Induzierbares Pax8Cre/
KCNJ 10f|ox/f|ox
o Induzierbares Pax8Cre/
#4 Induzierbares Pax8Cre x KCNJ10o/flex |
KCNJ10M/*t
Induzierbares Pax8Cre/
KCNJ10"¥*t
Induzierbares Pax8Cre/ x Induzierbares Pax8Cre/ Induzierbares Pax8Cre/
#5
KCNJlOﬂOX/ﬂOX KCleoflox/ﬂox KCNJ loﬂox/ﬂox
Induzierbares Pax8Cre/ x Induzierbares Pax8Cre/ | Induzierbares Pax8Cre/
#6
KCNJ10"¥*t KCNJ10"¥*t KCNJ10"¥*t
Tabelle 1 Ubersicht liber die Verpaarungen verschiedener Maus-Genotypen

Fir das andere nierenspezifische Cre/loxP-System wurden induzierbare Pax8Cre-Tiere mit
KCNJ10"™"*_Tieren (Verpaarung #4, Fo-Generation) gekreuzt. Danach wurde eine
Heterozygotenverpaarung beziiglich KCNJ10 (induzierbare Pax8Cre/KCNJ10™*") aus der
F,-Generation angesetzt. Die heterozygoten, induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10ﬂ°x/Wt—Tiere der
F,-Generation wurden nicht weiter flir Zuchten oder Versuche verwendet, wohingegen die
induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10"/"* Tiere in Knockout-Zuchten (Verpaarung # 5) und die
induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10"Y"*Tiere fiir Kontroll-Zuchten (Verpaarung # 6) verpaart wurden.
Diese Homozygotenverpaarungen beziiglich KCNJ10 wurden angelegt, um die Zahl an Tieren so

gering wie moglich zu halten.
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3.9.4 Induktion des Knockouts bei Pax8Cre-Mausen

Induzierbare Pax8Cre-Tiere bendtigen Doxycyclin, um die Expression der Cre-Rekombinase zu
starten und eine Rekombination an gefloxten Allelen moéglich zu machen. Fir die Versuche
wurden die Tiere 21 Tage mit 2 mg/ml Doxycyclin im Trinkwasser induziert. Der Doxycyclin-
Losung, die in dieser Zeit ausschlieBlich und ad libitum angeboten wurde, wurde 5 % Saccharose
zugesetzt, um den bitteren Geschmack des Antibiotikums zu kaschieren. Nach Induktion der Tiere
folgte jeweils eine "Auswaschphase" des Antibiotikums von 2 Wochen. AnschlieBend wurden die

Tiere fur Versuche verwendet (Abbildung 8).

Wurden Tiere mit Doxycyclin behandelt, sind diese mit "ind" (induziert) nach der Genotyp-
Abkirzung gekennzeichnet (z.B. Pax8Cre/Tomato-EGFP/ind). Um nicht-induzierte
Pax8Cre/KCNJ10™¥1*_Mzuse von den Knockout-Tieren unterscheiden zu kénnen, werden diese
entsprechend mit "nicht-ind" (nicht-induziert) gekennzeichnet. Doxycyclin-behandelte

Pax8Cre/KCNJ10Wt/‘”t-Méuse wurden als schein-induziert bezeichnet.

adult
I Knockout-Induktion I Auswaschphase I Versuch
I Trinkwasser mit Doxycyclin I Trinkwasser I
3 Wochen 2 Wochen
Abbildung 8 zeitlicher Ablauf der Knockout-Induktion von gefloxten, induzierbaren Pax8Cre-Tieren

Fir die Phase der Knockout-Induktion wurde das Trinkwasser der adulten Mause mit
2 mg/ml Doxycyclin und 5 % Saccharose versetzt. In der anschlieRenden Auswaschphase tranken die
Tiere ausschlieBlich Leitungswasser ohne Zusatze. Erst danach wurden die Mause fir Versuche
eingesetzt. Fir die schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10“"-Kontrollen wurden die induzierbaren
Pax8Cre/KCNJ10""*-M3use vergleichbar stimuliert.

3.9.5 Kontroll-Tiere

Fur KspCre/Tomato-EGFP-Tiere waren keine direkten Kontrollen mdglich. Dennoch konnte das
Rekombinations-Verhalten in der Niere mit dem der Pax8Cre/Tomato-EGFP-M&use verglichen
werden. Als Kontrollen fiir induzierte Pax8Cre/Tomato-EGFP-Tiere wurden nicht-induzierte Tiere
verwendet. KspCre/KCNJ10™"*_M3use wurden mit KspCre/KCNJ101/*t und
KspCre/KCNJ10""**-Tieren verglichen.

Kontroll-Tiere fir induzierte Pax8Cre/KCNJ10™""* Tiere waren entweder Pax8Cre/KCNJ10"¥"t-
Mause, die ebenfalls mit Doxycyclin-Wasser behandelt wurden (schein-induziert) oder
Pax8Cre/KCNJ10"™*_Tiere, die nicht Doxycyclin behandelt wurden (nicht-induziert). Um gleiche
Rahmenbedingungen fiir die Versuche zu schaffen, wurden beide moglichen Kontrollgruppen

verglichen und unter "5.1 Wahl der KCNJ10-Knockout-Maus" (Seite 74) diskutiert.
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3.10 Untersuchungen der Knockout-Mause

Alle unter 3.10 beschriebenen Tierversuche wurden nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes
beantragt und durch die Regierung der Oberpfalz genehmigt. Falls nicht anders angegeben, war

die Verteilung von Mannchen und Weibchen in den jeweiligen Versuchsgruppen dhnlich.

3.10.1 Probengewinnung und Analyse

3.10.1.1 Urinproben: Probengewinnung und Analyse am lonenchromatographen und
Osmometer

Fiir viele Fragestellungen mussten Urinproben von den Versuchstieren zu verschiedenen
Zeitpunkten untersucht werden. Daflir wurde durch leichten Druck auf die Bauchdecke oberhalb
der Blase eine Blasenentleerung erzielt. Der Urin wurde mit einer Pipette in ein Eppendorf-Gefald
Uberfiihrt. Falls es beim Herausnehmen der Tiere aus dem Kafig zu einer Spontanentleerung der
Blase kam, wurde der Urin von der vorher gesduberten Arbeitsplatte pipettiert. Von einer
Punktion der Blase wurde abgesehen, da der Stress und Schmerz fiir die Tiere und die
Infektionsgefahr an der Einstichstelle bei der Haufigkeit der Urinabnahme als nicht

verhaltnismallig angesehen wurde.

Fiir die Analyse von Elektrolyten im Urin wurden die Proben am lonenchromatographen Dionex
ICS-1600 vermessen. Die Praparation und Analyse der Proben erfolgte durch Dr. Sascha Bandulik
und Ines Tegtmeier nach Angaben des Herstellers. Einige Proben wurden am Osmometer
(Osmomat 030) vermessen. Hier wurde die Osmolalitdt der mit Wasser verdiinnten Proben mit
Hilfe der Gefrierpunktserniedrigung ermittelt.

3.10.1.2 Blutproben: Probengewinnung, Analyse am Blutgasanalysator und

Aldosteron-Messung

Wenn Blutproben von lebenden Tieren benétigt wurden, wurden diese uber den
submandibuldren Venenplexus abgenommen. Die Maus wurde hierfiir nicht narkotisiert. Durch
einen festen Haltegriff am Nacken wurde bei den Mausen das Blut im Kopfbereich gestaut und
anschlieRend der Venenplexus mit einer Lanzette punktiert. Das herausflieRende Blut wurde
sofort mit einer 130 pl-Glaskapillare aufgesaugt und am Blutgasanalysator (NOVA pHoX plus M)

vermessen.

Bei Letalversuchen wurden die Mduse zuerst mit Isofluran narkotisiert. Die Blutabnahme wurde
dann unterschiedlich durchgefiihrt. Musste das arterielle Blut fiir die Blutgasanalyse in eine
130 pl-Glaskapillare tiberflihrt werden, wurde in die Aorta abdominalis ein kurzer Katheter
eingefiihrt und die Kapillare direkt an diesen gehalten, damit das Blut ohne Luftkontakt Gberfiihrt

werden konnte.
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War es nebensachlich, ob arterielles oder vendses Blut abgenommen wurde, wurde im
Bauchraum die Aorta abdominalis und Vena cava inferior gedffnet und das Blut aus dem
Bauchraum pipettiert. Nach der Himostase wurde das Blut bei 8000 rpm fiir 5 min zentrifugiert

und das Serum anschlieBend fiir weitere Analysen verwendet.

Bei einigen Plasmaproben wurden mittels eines enzymatischen Immunadsorptionsverfahrens
photometrisch die Aldosteron-Spiegel gemessen. Der Aldosteron-ELISA von IBL wurde nach dem

Protokoll des Herstellers von Philipp Tauber durchgefihrt.

Fiir die Bestimmung von Blutgasen und Elektrolyten wurde der Blutgasanalysator verwendet. Das
Gerat kann die Elektrolyte, sowie den pH-Wert, pO, und pCO, entweder Uber ionenselektive
Elektroden (pH, pCO,, Na*, Mg**, Ca®*, K*), Amperometrie (pO,) oder Konduktivitit (Hamatokrit)
messen. Weitere Werte wie die Bikarbonat-Konzentration oder die Basenabweichung im Blut

wurden vom Blutgasanalysator berechnet.

Die Bikarbonat-Konzentration wurde Uber die Henderson-Hasselbalch-Gleichung berechnet
(Gleichung 1). Wahrend der pH-Wert bei Abweichungen von der Norm angibt, ob es sich um ein
Alkalose oder Azidose handelt, gibt das Bikarbonat einen Hinweis darauf, ob es sich um
respiratorische oder metabolische Storung handelt. Das Standard-Bikarbonat ist z.B. bei einer

respiratorischen Alkalose erniedrigt, bei einer metabolischen Alkalose erhoht.

H = pK + log 03 ]
pii=p 09 ——-<

a(pC0y)
Gleichung 1 Berechnung der Bikarbonat-Konzentration im Blut

pH und pCO, wurden mit dem Blutgasanalysegerat gemessen. Sowohl die Sdurekonstante (pK = 6,091)
als auch der Loslichkeitskoeffizienten von CO, (o = 0,0307 im Plasma bei 37°C) sind Konstanten.

Die Basenabweichung im Blut, auch Baseniliberschuss oder Base Excess (BE), wurde vom
Blutgasanalyse-Gerat berechnet (Gleichung 2). Dieser diagnostische Parameter trifft eine Aussage

Uber das Sdure-Basen-Gleichgewicht des Blutes.

BE [mmol/l] = (1 — 0,014 [Hb])([HCO5™]1— 24 + (1,43[Hb] + 7,7)(pH — 7,4))
mit

Hamoglobin [g/dl] = gemessener Himatokrit/3

Gleichung 2 Berechnung der Basenabweichung im Blut

Die Basenabweichung (BE, Base Excess) wird als Konzentration in mmol/l angegeben. Fiur die
Berechnung wird neben dem gemessenen Wert fiir den pH auch das berechnete Bikarbonat und
Hamoglobin verwendet.
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Der Baseniiberschuss wird als die Konzentration der titrierbaren Base definiert, die erforderlich
ist, um Blut bei 37 °C und einem konstanten pC0, von 40 mm Hg auf einen pH-Wert von 7,40 zu
titrieren. Wahrend der Normalwert 0 mmol/| betrégt, ist ein positiver Wert ein Hinweis auf eine

nicht-respiratorische Alkalose, ein negativer Wert deutet auf eine metabolische Azidose hin.

3.10.2 Wachstum und Entwicklungsverhalten

Die Entwicklung der KspCre/KCNJ10™™* KspCre/KCNJ10™*- und KspCre/KCNJ10"V"‘-Tiere
wurde bezlglich des Gewichts und Urin-Ausscheidungsprofils Gberwacht. Zum einen wurden die
Tiere jeden Tag ab Geburt (postpartum, ppl) gewogen, zum anderen wurde ihr Urin in

regelmafRigen Abstanden auf dessen Elektrolytgehalt hin untersucht.

Mit Pax8Cre/KCNJ10"¥1°* pax8Cre/KCNJ10"/*"- und Pax8Cre/KCNJ10“*-Tieren wurde ebenso
verfahren. Allerdings wurde bei diesem Experiment nicht der Knockout mit Hilfe von Doxycyclin
induziert. In der Wachstumsphase sollte lediglich festgestellt werden, ob die genetischen

Veranderungen durch das Transgen zu einer andersartigen Entwicklung fihren.

3.10.3 Ermittlung des durchschnittlichen Wasser- und Futterverbrauchs
adulter Tiere

Fiir die Ermittlung der Wasser- und Futtermenge pro Tag wurden die Tiere fir 1 Woche in
Einzelkadfigen untergebracht. Sie hatten freien Zugang zu Leitungswasser und der Standard-
Mausdiat (genaue Zusammensetzung, siehe 7.1.1.1 Standard-Didt, Seite 98). Sowohl die
Trinkflaschen als auch das Futter wurden vor und nach dem Versuch gewogen. AnschlieRend

wurde die durchschnittliche Wasser- und Futtermenge in 24 Stunden berechnet.

3.10.4 Nicht-invasive Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung wurde mit Hilfe der Tail-Cuff-Methode durchgefiihrt. Dazu wurden die
Mause in einer speziellen Réhre festgehalten. Diese Restrainer haben eine Offnung, so dass der
Schwanz der Tiere frei zuganglich bleibt. Damit die Durchblutung des Schwanzes gewahrleitet
war, wurde dieser mit einer Warmelampe auf Korpertemperatur gehalten. Danach wurde eine
Blutdruckmanschette méglichst kdrpernah positioniert. Uber den Verschlussdruck der
Schwanzarterie wurde der Blutdruck der Tiere bestimmt. Nach einer Gewdhnungszeit von
2 Wochen wurden die Tiere {iber 3 Tage taglich zur gleichen Tageszeit vermessen. Diese 3 Werte

wurden pro Maus gemittelt.
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Die Tiere wurden sowohl in der Eingewdhnungsphase als auch wahrend den eigentlichen

Blutdruckmessungen in Einzelkafigen gehalten.

3.10.5 Messung der glomerularen Filtrationsrate (GFR)

Die Messung der glomeruldren Filtrationsrate wurde von Frau Dr. Katharina Ebert durchgefiihrt.
Das Messprinzip beruht drauf, dass eine fluoreszierende Substanz in den retrobulbaren
Venenplexus injiziert und anschlieRend die Elimination dieses Tracers verfolgt wird (88). Fiir diese
GFR-Messung wurde das fluoreszierende FITC-Sinistrin verwendet. In Pflanzen dient dieses
natlirlich vorkommende Polysaccharid als Energiespeicher. Wie alle Substanzen fir derartige
GFR-Messungen es ist biologisch nicht aktiv, frei filtrierbar (durch den glomerulédren Filter) und

wird im Nierentubulus netto weder resorbiert noch sezerniert.

Vor der Injektion mit FITC-Sinistrin wurden die Tiere in eine Narkosebox gesetzt und dort leicht
mit Isofluran narkotisiert. Wahrend der etwa 20-sekiindigen Narkose wurde den Mausen
fluoreszierendes FITC-Sinistrin als Einzel-Bolus retroorbital verabreicht. Die Injektionsmenge
wurde an das Kérpergewicht der Maus angepasst (3,74 ul/g KG). Danach wurde den M&usen zu
den Zeitpunkten 3, 7, 10, 35, 55 und 75 min nach Injektion jeweils 5 ul Blut abgenommen. Dafiir
wurde mit einer kleinen Kaniile die Schwanzvene punktiert, das Blut direkt in eine Kapillare
aufgenommen und aufbereitet. Die Fluoreszenz von 1 plPlasma wurde anschlieend am
Nanodrop gemessen. Wahrend der Messung blieben die Tiere wach und konnten sich zwischen

den Blutabnahmen frei im Kafig bewegen.

Fiir die Auswertung wurde die Fluoreszenz-Intensitdt gegen die Zeit aufgetragen. Man geht von
einem Zwei-Kompartiment-Modell aus. Die erste Phase (A) beschreibt vor allem die Verteilung
des Tracers im Extrazellularraum. Wahrend dieser Umverteilung nimmt das Fluoreszenz-Signal der
Blutproben rapide ab. Die zweiten Phase (B) spiegelt (iberwiegend die systemische Clearance von
Sinistrin aus dem Plasma wider. Nach etwa 180 Minuten ist Sinistrin komplett vom Organismus
ausgeschieden und das Plateau, das so erreicht wird, wird auf Null gesetzt. Mittels der

Gleichung 3 kann Uber Verteilung und die Elimination des Tracers die GFR berechnet werden.

GFR =1/(A/a + B/B)

Gleichung 3 Berechnung der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) mit dem Zwei-Kompartiment-Modell

I: Konzentration des retroorbital injizierten FITC-Sinistrins; A, B: y-Achsenabschnitt der beiden
Abbauraten der Initialphase (A) und der Eleminationsphase (B); a, B: Zerfallskonstanten der beiden
Phasen; die Einheit der GFR wird in pl/min/g KG berechnet.
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3.10.6 Versuche im Stoffwechselkafig

Versuche im Stoffwechselkafig ermoglichen die genaue Bestimmung des Urinvolumens und der
ausgeschiedenen Stoffmenge einzelner Elektrolyte im Urin Gber einen bestimmten Zeitraum. Fir
die Untersuchungen in diesen metabolischen Kafigen wurden drei verschiedene Testsituationen
gewdhlt. Zum einen die Kontrollphase (Phase 1), in der die Grundausscheidung der induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™"*Tiere und der schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"*"-Tieren bestimmt und
miteinander verglichen werden sollten. Weiterhin sollte die Wirkung von einer Diuretika-
Kombination aus Amilorid und Hydrochlorothiazid (HCT) ermittelt werden (Diuretikaphase,
Phase 2). In Phase 3 wurde die Fahigkeit der Tiere untersucht, in einer Wassermangel-Situation

den Urin zu konzentrieren (Durstversuch, Phase 3).

Zu Beginn erfolgte eine Eingew6hnungsphase von 2 Tagen mit Standard-Mausdidt und
Trinkwasser ad libitum, damit die Tiere mit den metabolischen Kéafigen vertraut wurden.
AnschlieBend wurden die Tiere fiir die Kontrollphase tber 2 Tage (tdglich von 10:00 -16:00 Uhr) in
den Stoffwechselkafig gesetzt. In dieser Zeitspanne hatten die Tiere Zugang zu Wasser, jedoch
nicht zu Futter. Der Grund dafir ist, dass in Anwesenheit von Futter, konstruktionsbedingt, der
Urin durch Futterreste verunreinigt und so eine Messung der Elektrolyte am
lonenchromatographen verfalscht wirde. Im Anschluss an die Kontrollphase folgte die 3 Tage
dauernde Diuretikaphase. Dafiir wurden die Tiere vor Versuchsbeginn leicht mit Isofluran
narkotisiert und im Anschluss erfolgte eine subkutane Injektion der Diuretika unter das
Nackenfell. Beide Diuretika wurden vorher in DMSO gel6st (Amilorid: 10 pg/ul, HCT: 40 pg/ul) und
anschlieRend in einer Dosierung von 5 pg/g KG Amilorid und 20 pug/g KG HCT verabreicht. Nach
einer Erholungszeit von 5 Tagen im Einzelkafig (Auswaschphase), in der die Wirkung der Diuretika
wieder komplett aufgehoben wurde, wurde der Kurzzeit-Durstversuch im Stoffwechselkéafig
durchgefihrt. In dieser dritten Versuchsphase verblieben die Tiere ebenfalls 6 Stunden

(10:00 - 16:00 Uhr) ohne Futter und Wasser im Kéfig (Abbildung 9).

ISaISoIMoIDiIMiIDnIFrISaISt.JIMf.:IDiIMiIDf.:IE
EingewShnung Kontrollphase Diuretikaphase Auswaschphase Durstversuch

Abbildung 9 Zeitverlauf der Versuche im Stoffwechselkafig

Die Tiere wurden 2 Tage an den Stoffwechselkafig gewohnt (griin). AnschlieRend verbrachten die Tiere
dort taglich 6 Stunden ohne Futter: 2 Tage dienten als Kontrolle (rot), an den 3 folgenden Tagen
wurden den Tieren Diuretika injiziert (blau). Nach einer Auswaschphase der Diuretika im Einzelkafig
(schwarz) wurde dann in einer weiteren 6-Stunden-Messung ein Durstversuch durchgefiihrt (orange).
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Um die Trinkmenge wahrend der Messzeiten zu ermitteln, wurden die Flaschen vor und nach dem
Aufenthalt im Stoffwechselkafig gewogen. Um moglichst exakt das in 6 Stunden produzierte
Urinvolumen bestimmen zu kdnnen, wurde den Mausen Uber leichten Druck auf die Bauchdecke
vor und nach den Messungen jeweils die Blase entleert. Aus dem Urin, der nach der Messung
gesammelt wurde, und dem, der im metabolischen Kafig tGber Trichter aufgefangen wurde, wurde
das Urinzeitvolumen bestimmt. Der Urin wurde spater am lonenchromatographen vermessen.
Sowohl in den Stoffwechselkafigen als auch zwischen den Messungen wurden die Tiere einzeln
gehalten. Zwischen den Messungen konnten sich die Tiere in Kadfigen mit Streu, Futter und Wasser

erholen. Vor und nach der 6-stiindigen Messzeit wurden die Tiere gewogen.

3.10.7 Niedrig-Salz-Diaten

Fiir diesen Versuchsteil wurden die Versuchstiere auf drei verschiedene Niedrig-Salz-Didten
gesetzt, eine Niedrig-Natrium- (< 0,03 %, normal: 0,19 %), eine Niedrig-Kalium- (< 0,05 %; normal:
0,97 %) und eine Niedrig-Magnesium-Didt (<0,02 %, normal: 0,21 %). Fur die genaue

Zusammensetzung des Futters siehe Tabelle 4 (7.1.1.2 Experimentalfutter, Seite 98).

Vor Beginn der Didt wurde an 2 Tagen Spontanurin der Mause gesammelt, am
lonenchromatographen vermessen und die Werte dann gemittelt. Dieser Wert wurde
nachfolgend als "Kontrolle" bezeichnet. Ebenso wurde den Tieren vor Beginn der Didt durch
Punktion des submandibularen Venenplexus Blut entnommen und dieses auf Blutgase und
Blut-Elektrolyte hin analysiert. Damit die Tiere die Hypovolamie durch den Blutverlust vor dem
Didatbeginn kompensieren konnten, erfolgte die Umstellung auf die Niedrig-Salz-Diadt erst eine
Woche nach der Blutentnahme. Waiahrend dieser Zeit wurde an verschiedenen Tagen
(Kontrolle, Diattag 2,4, 7,9, 11, 14) Urinproben gesammelt. Am Diadttag 14 wurde den Mausen

erneut Blut tiber den submandibularen Venenplexus entnommen (Abbildung 10).

1. Blutabnahme 2. Blutabnahme
I Erholungszeit: 7 Tage Niedrig-Salz-Didt: 14 Tage

|
m T T T T T

|
|
‘ 0 2 4 7 9 11 14
| A

Abbildung 10  Zeitverlauf der Niedrig-Salz-Didten

Eine Woche vor und direkt nach der Niedrig-Salz-Didt wurde den Tieren Blut Gber den submandibuldren
Venenplexus abgenommen (rot). An zwei beliebigen Tagen vor Diat-Beginn wurde von jedem Tier
Spontanurin (blau) gesammelt und vermessen. Der Mittelwert dieses Urins wurde als Kontrolle bzw.
Diattag 0 bezeichnet. Im Verlauf der Diat (griin) wurde an verschiedenen Tagen (2, 4, 7, 9, 11, 14)
ebenfalls Spontanurin gesammelt.
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Wurden Versuchstiere fiir zwei verschiedene Didten verwendet, wurde nur einmal vor Didtbeginn
Blut abgenommen und dieser Referenzwert auch fiir die zweite Diat verwendet. Zwischen den
Diaten wurden die Tiere wahrend einer dreiwdchigen Erholungsphase auf Standard-Diat gesetzt.
Das Abbruchkriterium dieser Versuche war ein Gewichtsverlust der Tiere um 15% des

Korpergewichts vor Versuchsbeginn.

3.11 Histologische Untersuchungen

3.11.1 Perfusionsfixation von Mausen

Um histologische Untersuchungen an murinen Nieren durchfiihren zu kénnen, wurden die Tiere
perfusionsfixiert. Dabei wurde das Tier in eine tiefe Isofluran-Narkose gelegt, auf dem Riicken
fixiert und anschlieBend der Bauchraum geoffnet. Um eine gute Fixierung der Nieren
sicherzustellen, wurde Uber die Aorta abdominalis fixiert, da so das Fixans zuerst direkt in die
Nieren gepumpt wird. Nach dem Freipraparieren der Bauchvene und -aorta wurde die Aorta
abgeklemmt und kaudal davon mit einem Schnitt versehen. Dort wurde ein Katheter eingefiihrt
und mit einer weiteren Klemme fixiert. Die obere Klemme wurde daraufhin entfernt und die Vena
cava inferior mit einem Schnitt gedffnet, damit das Perfusat dariber abfliekRen konnte.
AnschlieBend wurden mit einer Pumpe die Perfusionsflissigkeiten mit etwa 1 ml/ 4 sek liber den

Katheter in die Maus gesplilt.

Um das narkotisierte Tier zu euthanasieren, wurde das Blut durch Infusion einer isotonen
Natriumchlorid-Losung ersetzt, welcher Heparin zugesetzt wurde (100 I.E./10 ml NaCl-Losung).
Nach dem Toten durch Entfernen des Blutes erfolgte eine weitere Perfusion mit
40 ml Fixierlosung 1. AnschlieRend wurden die Nieren entnommen, transversal halbiert und etwa
3 Stunden in Fixierlosung 2 im Kihlschrank (ber Immersionsfixierung nachfixiert. Die darin
enthaltene hohe Konzentration an Saccharose wirkte dabei als Gefrierschutz, wenn die Organe fir
die Aufbewahrung eingefroren wurden. AnschlieRend wurden die Nierenhalften in ein Becherglas
mit -30 °C kaltem 2-Methylbutan Uberfihrt und dadurch eingefroren. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Nieren bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert.

Bei Doxycyclin-induzierten Mausen, die das Pax8Cre-Konstrukt im Genom enthielten, wurde als
Anhalt fur die Effizienz der Geninaktivierung mittels Realtime PCR der KCNJ10-mRNA-Gehalt
bestimmt. Fir eine RNA-Aufreinigung war eine fixierte Niere jedoch ungeeignet, weshalb bei
diesen Tieren vor der Fixativ-Perfusion eine Niere abgebunden wurde. Diese unfixierte Niere
wurde direkt nach der Perfusion in fllissigem Stickstoff und anschlieRend bei -80 °C eingefroren.

Um den Perfusionsdruck auf die andere, zu fixierende Niere zu senken und eine
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Gewebsschadigung zu vermeiden, wurde die Perfusionsgeschwindigkeit der jeweiligen Lésungen

auf etwa 1 ml/ 6 sek gesenkt.

3.11.2 Praparation von Gewebeschnitten

Alle Gewebeschnitte fiir immunhistochemische Aufnahmen wurden am Gefriermikrotom
(Kryotom) geschnitten. Um dem perfundierten Gewebe eine bessere Schneidfahigkeit zu geben,
wurden die Nierenhalften in Tissue-Tek (Sakura) eingebettet. Dieses Einbettmedium, welches bei
Raumtemperatur zahflissig ist, hartet bei -10 °C zu einer festen Masse aus. AnschlieBend wurden
Schnitte mit einer Dicke von 5 um angefertigt und auf die Objekttrager aufgezogen. Nachdem die
Schnitte 5 min bei Raumtemperatur trocknen konnten, wurden sie bei -80 °C bis zur Verwendung

gelagert.

3.11.3 Immunhistochemische Farbungen

Zur Vorbereitung wurden die Objekttrager mit den Nierenschnitten in PBS gewaschen, um das gut
wasserlosliche Tissue-Tek zu entfernen. AnschlieRend wurden die Objekttrager fiir 5 min in einer
0,1 %-SDS-Losung in PBS zur Antigendemaskierung inkubiert. Wahrend der Fixierung der Nieren
waren die Proteine der Zellen quervernetzt und ihre raumliche Struktur verdndert worden. SDS
wiederum sorgte dafiir, dass diese, sogenannten maskierten Proteine wieder entfaltet wurden
und die Epitope fiir eine spatere Antikorperbindung leichter zugdngig waren. Nach einem
weiteren Waschschritt in PBS wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet, um bei weiteren
Farbeschritten mit einem geringeren Losungsvolumen kostensparend arbeiten zu kénnen. Im
nachsten Schritt wurden am Gewebe mit Hilfe der Blocklésung fiir 10 min unspezifische Protein-
Bindungsstellen abgesattigt. Nach dem darauffolgenden Waschschritt in PBS konnte der primare
Antikorper aufgetragen werden. Dafiir wurden alle bendtigten Antikorper in den entsprechenden
Verhaltnissen (vgl. 3.8 Antikorper, Seite 27) mit der Antikdrperverdiinnungslésung verdiinnt. Um
ein Austrocknen der Praparate wahrend der Inkubationszeit (Giber Nacht bei 4 °C im Kihlschrank)
zu verhindern, wurden die Objekttrager in einer mit Wasserdampf geséattigten Kammer
aufbewahrt. Am néachsten Tag wurden ungebundene primare Antikorper durch einen
Waschschritt in PBS entfernt und anschlieBend die sekundaren Antikérper aufgetragen. Neben
den an die primaren Antikorper angepassten sekundaren Antikérpern wurde standardmaRig das

in die DNA interkalierende Fluorophor HOE 33342 zu Visualisierung der Zellkerne verwendet.

Nierenschnitte von Tomato-EGFP-Mausen, die entweder das fluoreszierende Tomato oder EGFP

synthetisierten, wurden entweder nur auf Wellenlangenbereichen gefarbt, die nicht der der
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endogenen Fluoreszenzproteine entsprach, oder sie wurden ohne weitere Farbung direkt

eingebettet.

3.11.4 Herstellung von Dauerpraparaten

Nach der Farbung wurden die Gefrierschnitte eingebettet. Das verwendete Mounting-Medium
von Dako war bei Raumtemperaturen gallertartig und konnte durch Erwarmen verflissigt werden.
AnschlieBend wurden 3 Tropfen des Mounting-Mediums auf den Objekttrager gegeben und sofort

mit einem Deckglas versiegelt. Danach wurden die Prdparate im Kiihlschrank ausgehartet.

3.12 Molekularbiologische Methoden

3.12.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Alle Tiere, die flir Versuche verwendet wurden, wurden auf alle Transgene und loxP-Stellen hin
genotypisiert. Bei Tomato-EGFP-Mausen, bei denen visuell eindeutig erkennbar war, ob eine
Rekombination im Gewebe stattfand, wurden nicht auf die Anwesenheit der Transgene hin

analysiert.

3.12.1.1 Isolierung genomischer DNA

Fiir die Genotypisierung der Mause wurde zuerst die genomische DNA isoliert. Eine
Schwanzbiopsie von etwa 3 mm Linge wurde dafir mit 300pul Tailbuffer und
1 pl Proteinase K-Losung (100 mg/ml) Uber Nacht bei 55°C geschittelt, um die Zellen
aufzuschlieBen. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 6000 rpm fiir 3 min wurde der Uberstand in
ein frisches Gefall Uberfihrt, danach mit 100 ul Ammoniumacetat und 600 pl Isopropanol
gemischt und anschlieRend die DNA 20 min bei -20 °C gefallt. Dann wurde der Ansatz 10 min bei
13000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 1 ml 70 %-Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm flr 10 min wurde das Pellet an Luft fiir ca. 10 min getrocknet
und danach in 50 pl TE-Puffer resuspendiert. Um das Pellet zu I6sen wurde der Ansatz etwa 2 h

bei 55 °C im Thermomixer inkubiert.

3.12.1.2 Qualitative PCR

Firr die Genotypisierung der Mause mittels PCR wurde der "REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix"
von Sigma-Aldrich verwendet. Fiir die Reaktion wurden Mastermix-Ansatze gemischt. Pro Ansatz
wurden jeweils 1 pl aufgereinigte, genomische DNA aus den Schwanzbiopsien, 1 UM eines jeden

Primers (sense und antisense) und 10 pl Red Tag Mix verwendet und mit Wasser auf 20 pl
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aufgefiillt. Die PCR Reaktion erfolgte primerspezifisch mit verschiedenen
Amplifikationsprogrammen. Die Proben wurden anschliefend auf ein Agarose-Gel (2 % Agarose in
TAE-Puffer) aufgetragen und bei 110 V etwa 30 min lang mittels Gelelektrophorese aufgetrennt.

Als Standard wurde ein 1 kb-DNA-Leiter verwendet.

Verwendete Primer, Amplifikationsprogramme und Amplikongroen finden sich unter 3. Material

und Methoden, Seite 20.

3.12.2 Ermittlung des Expressionsgrades verschiedener Proteine in der
Niere

3.12.2.1 RNA-Isolierung aus murinen Nieren

Fir die RNA-Isolierung wurden den Mausen die Nieren entnommen, transversal geschnitten und
moglichst zligig in flissigem Stickstoff eingefroren. Jeweils eine halbe Niere wurde dann mit
einem gut gekihlten Morser und Pistill zermahlen. Etwa zwei Spatelspitzen des Pulvers wurden
anschlieBend in ein Eppendorf-Cup mit Lysepuffer Gberfiihrt und mit einem kleinen Plastikpistill
weiter zerstoRBen. Die RNA-Isolierung wurde mit dem "RNeasy Mini Kit" von Qiagen nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Proben wurden in 40 pl RNAse-freiem Wasser eluiert.
Um die Konzentration der Total-RNA zu bestimmen, wurde das Spectophotometer Nanodrop

verwendet.

3.12.2.2 cDNA-Synthese

Fiir die cDNA-Synthese wurden jeweils 1 pg RNA mit RNase-freiem Wasser auf 14 pl Volumen
gebracht und mit 1 pul Random Hexamer Primer (100 uM) gemischt. Der Ansatz wurde zuerst
5 min bei 70 °C und dann weitere 5 min auf Eis inkubiert, um anschlieBend 10 pl Mastermix
zuzugeben. Der Mastermix bestand pro Probe aus 5 pl M-MLV RT 5x Puffer, 1,25 ul dNTPs
(10 uM), 1 pl RNase Inhibitor und wurde auf 10 pl mit Nuklease-freiem Wasser aufgefillt. Pro
25 pl-Ansatz wurden 4 pl als -RT-Ansatz (Negativ-Kontrolle) in ein separates GefaRR Uberfiihrt,
wahrend die restlichen 21 ul als +RT-Ansatz mit 0,84 pl M-MLV Reverse Transcriptase gemischt
wurden. AnschlieRend wurden beide Ansatze mit dem entsprechenden cDNA-Synthese Programm

in den Thermocycler gegeben.

3.12.2.3 Quantitative PCR

Um die Menge der cDNA zu bestimmen, wurde eine quantitative PCR durchgefiihrt. Fiir diese
photometrische Realtime PCR wurde das "SYBR Green PCR Kit" von Qiagen verwendet. Pro Ansatz

wurden dafir 5 pl SYBR Green PCR Mix mit jeweils 1 uM Primer und 1 pl cDNA gemischt und mit
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Aqua bidest. auf 10 pl Ansatz gebracht. Anschlielend wurde der Lauf im Light Cycler LC480 mit
dem Primer-spezifischem Amplifikationsprogramm gestartet. Zur Kontrolle wurden die
PCR-Produkte auf ein Agarose-Gel (3 % Agarose in TAE-Puffer) aufgetragen und etwa 40 min bei
110 V der GroRe nach aufgetrennt.

Verwendete Primer, Amplifikationsprogramme und AmplikongroRen finden sich unter 3. Material
und Methoden, Seite 20. Alle Primer waren Intron-spanning. Fir die Auswertung wurde die
gemessene DNA-Menge des Zielgens auf die DNA-Menge des Housekeeping-Gens B-Actin

normalisiert.

Alle Mause, die das Pax8Cre-Konstrukt im Genom enthielten, wurden auf die
MRNA-Restexpression von KCNJ10 getestet. Daflir wurde die mittlere KCNJ10-Expression der
Kontroll-Tiere mit der jeweiligen Restexpression der Knockout-Tiere verglichen. War diese (ber
einem Schwellenwert von 30 % im Vergleich zu den Kontroll-Tieren, wurde die Maus als nicht

ausreichend induziert eingestuft und fir die Versuchsauswertung nicht verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Wahl des geeigneten Mausmodells fiir die Untersuchung des
nierenspezifischen KCNJ10-Knockouts

Um die Auswirkungen des KNCJ10-Knockouts auf die Nierenfunktion zu untersuchen, musste ein
geeignetes Mausmodell ausgewahlt werden. Konventionelle KCNJ10-Knockout-Méause sterben
innerhalb von 8 Tagen nach der Geburt, wobei vermutlich ein schwerer Hirnphanotyp der Grund
hierfiir ist (83). Dementsprechend sollte fir diese Arbeit eine Mauslinie verwendet werden, bei
der der KCNJ10-Knockout nierenspezifisch und eventuell auch induzierbar ist. Daflir wurden zwei
verschiedene Mauslinien verwendet. Die erste Linie, KspCre, wurde mit gefloxten KCNJ10-Md&usen
verpaart, um unter dem nierenspezifischen Promotor Ksp-Cadherin in allen KCNJ10-
exprimierenden Zellen der Nieren einen Knockout zu erzeugen (59, 69). Da zu Beginn der Arbeit
unklar war, ob die KspCre/KCNJ10f'°x/ﬂ°x—Méuse aufgrund eines schweren Nierenphanotyps die
adulte Lebensphase ebenfalls nicht erreichen wiirden, wurde eine weitere Maus-Verpaarung
angesetzt, um diese Problematik zu umgehen. Daflir wurden induzierbare Pax8Cre-Mause mit

gefloxten KCNJ10-Miusen gekreuzt. Die resultierenden, Pax8Cre/KCNJ10Y o

/ind-Mause sollten
den Knockout nur in der Niere zeigen, da der Promotor von Pax8 in adulten Mausen ausschlielRlich
dort aktiv ist (87). Die Tiere kdnnen somit ungestdrt heranwachsen und entwickeln erst durch

Gabe von Doxycyclin den KCNJ10-Knockout.

Um zu testen, ob die KspCre-Mause oder die induzierbaren Pax8Cre-Mause das bessere
Mausmodell fir die Untersuchung des KCNJ10-Knockouts in der Niere sind, wurden beide
Mausgruppen auf verschiedene Weise verglichen. Zum einen wurden beide Cre-Linien jeweils mit
der Reporter-Maus Tomato-EGFP verpaart, um histologisch den Grad und die Lokalisation der
Cre-Expression in der Niere abzuschdtzen. Weiterhin wurden die nierenspezifischen
Cre-Mauslinien jeweils mit den gefloxten KCNJ10-M3&usen verpaart und die Gewichtsentwicklung
und Urin-Elektrolytausscheidung der heranwachsenden Mause mit den jeweiligen Kontroll-Tieren
verglichen. AnschlieRend wurde bei den adulten Tieren (bei Pax8Cre/KCNJ10™"*-M3usen nach
Induktion des Knockouts durch Doxycyclin-Gabe) das mRNA-Expressionslevel von KCNJ10 in der

Niere (iber Realtime PCR ermittelt.

Nach diesen ersten Untersuchungen konnte die Effektivitdt der Cre-Mause abgeschatzt und die
Wahl getroffen werden, mit welchem nierenspezifischen Tiermodell weitergearbeitet werden

sollte.
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4.1.1 Die KspCre-Mauslinie

4.1.1.1 Gewichtsmessungen und Urin-Elektrolytanalysen heranwachsender
KspCre/KCNJ10" " Mzuse

Nach der Verpaarung von KspCre-Mausen mit gefloxten KCNJ10-Mé&usen wurde die F;-Generation
(KspCre/KCNJ10"™) untereinander gekreuzt. Aus diesen Heterozygotenverpaarungen stammen
die KspCre/KCNJ10""*"-, KspCre/KCNJ10™**- und KspCre/KCNJ10"/"*Tiere, die ab Geburt (pp1)
gewogen wurden, um festzustellen, ob der KCNJ10-Nieren-Knockout einen Einfluss auf die
Gewichtszunahme wahrend der Entwicklung hat. In die Auswertung gingen nur Tiere ein, die ein
Alter von mindestens 35Tagen erreichten. Hierflir wurden insgesamt 86 Mause
(33 KspCre/KCNJ10""*", 37 KspCre/KCNJ10™** und 16 KspCre/KCNJ10"/") aus 14 Wirfen
gewogen. Es wurde jeweils das Gewicht der M&use Uber 3 oder 5 Tage gemittelt (Abbildung 11

und Tabelle 5 im Anhang, Seite 99).
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Abbildung 11  Gewichtsentwicklung der KspCre/KCNJ10""""- (weiR, n=33), KspCre/KCNJ10"/**- (grau,

n=37) und Kspcre/KCleoflox/ﬂox

Alle Tiere zeigten ein dynamisches Wachstum ab Geburt. Im Alter von 13 bis 17 Tagen kam es bei allen
Genotypen zu einer Stagnation des Wachstums aufgrund der Entwdhnungsphase. Erst nach der
Umstellung von Muttermilch auf Pellet-Futter und Trinkwasser nahmen die Tiere wieder fast linear an
Gewicht zu.

-Tiere (schwarz, n=16) von pp1 bis pp35

Zur besseren Ubersicht wurden die Gewichtsmessungen von mehreren Tagen gemittelt (ppl-pp3,
pp4-pp6, pp7-pp9, pp10-ppl2, ppl3-ppl7, ppl8-22, pp23-27, pp28-pp32, pp33-35).

Weiterhin wurden die Urine der ersten 35 Tage nach der Geburt analysiert, sofern Urinproben

gesammelt werden konnten. Insgesamt wurden von 32 Tieren Urinproben

(13 KspCre/KCNJ10""*, 8 KspCre/KCNJ10™*" und 11 KspCre/KCNJ10"/™"*) yvermessen. Neben
den Elektrolyten wurde auch das Stoffwechselendprodukt Kreatinin bestimmt. Da Kreatinin frei in
den Primarharn filtriert wird, konnten bei Spontanurinproben die gemessenen Elektrolyte darauf

normalisiert werden. Die Werte der Elektrolytausscheidung wurden anschlieBend vergleichbar mit

43



Ergebnisse

der Mittelung des Gewichts lber 3 oder 5 Tage zusammengefasst. Tabelle 2 zeigt die Elektrolyt-

Konzentration im Verhaltnis zur Kreatinin-Konzentration, Na‘/Kreatinin und Cl'/Kreatinin. Weitere

Elektrolyte wurden im Anhang unter Tabelle 6 (Anhang, Seite 101) aufgefihrt.

noch der Elektrolyt-Ausscheidung relevante Unterschiede zu den KspCre/KCNJ10

Kreatinin Na'/Kreatinin Cl'/Kreatinin
KspCre/KCNJ10 | wt/wt  flox/wt flox/flox | wt/wt  flox/wt flox/flox | wt/wt flox/wt flox/flox
pp 1-3 0,64 0,48 0,71 9,54 23,56 11,36 116,44 161,68 104,05
SEM 0,07 0,07 0,09 2,73 12,42 4,28 16,24 31,18 14,96
PP 4-6 0,47 0,70* 0,52 5,13 2,93 4,09 116,25 86,88* 105,024
SEM 0,04 0,04 0,05 0,45 0,79 1,94 6,52 1,15 5,48
pp 7-9 1,00 0,99 0,81 3,72 4,89 5,55 65,30 56,49 66,56
SEM 0,10 0,14 0,07 0,71 2,44 1,68 10,75 8,22 8,10
PP 10-12 1,01 0,93 0,66° 6,63 7,67 17,43 51,25 63,39 95,52
SEM 0,04 0,09 0,10 2,55 2,71 5,62 5,36 12,69 19,53
pp 13-17 1,79 2,08 1,50 10,00 10,02 24,54 45,93 36,44 87,03
SEM 0,30 0,37 0,36 2,54 2,50 8,75 5,92 4,98 24,40
PP 18-22 2,88 2,74 1,82 24,81 23,41 28,15 88,01 76,94 81,62
SEM 0,26 0,44 0,38 7,02 6,38 10,90 18,69 19,69 18,24
pp 23-27 3,52 3,64 2,61 11,97 30,44 42,37° 51,45 65,95 80,64°
SEM 0,28 0,33 0,70 2,67 9,56 8,51 4,35 9,12 7,91
PP 28-32 2,85 2,61 2,25 15,94 37,35 23,85 67,16 98,39 88,51
SEM 0,25 0,44 0,46 4,42 9,84 3,73 9,84 13,86 6,11
pp 33-35 2,27 2,45 1,98 29,82 16,86 19,32 61,13 49,37 58,96
SEM 0,29 0,52 0,39 6,48 7,87 7,70 5,37 9,01 19,55
Tabelle 2 Renale Ausscheidung von Kreatinin, Na“/Kreatinin und Cl/Kreatinin bei
heranwachsenden KspCre/KCNJ10""**-, KspCre/KCNJ10"™/**- und KspCre/KCNJ10""**- Mzusen

Die Urin-Elektrolyt-Ausscheidung wahrend der ersten 35 Lebenstage zeigte zwischen den drei
Versuchsgruppen keine konsistenten Unterschiede.

*: signifikanter Unterschied (ohne Bonferroni-Korrektur) zwischen KspCre/KCNJlOWt/Wt und
KspCre/KCNJ10™™;  °.  Unterschied zwischen KspCre/KCNJ10"""" und KspCre/KCNJ10™/™;

A; Unterschied zwischen KspCre/KCNJ10"*" und KspCre/KCNJ10™Y" (p-Wert: < 0,05)

Zur besseren Ubersicht wurden die Urinmessungen von mehreren Tagen gemittelt (pp1-pp3, pp4-pp6,
pp7-pp9, ppl0-ppl2, ppl3-ppl7, ppl8-22, pp23-27, pp28-pp32, pp33-35). Abhingig davon, ob
Spontanurin von den Tieren gesammelt werden konnte, wurden pro Mausgenotyp und
zusammengefasste Messtage 2 bis 22 Proben analysiert (genau Angaben im Anhang unter Tabelle 7,
Seite 101)

Die KspCre/KCNJ10™"* M3use zeigten wihrend der Entwicklung weder beziiglich des Gewichts

flox/wt_ oder
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KspCre/KCNJ10Wt/Wt-Méusen. Teilweise sind an einzelnen Messpunkten signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen erkennbar, diese werden aber auf duBere Umstinde (WurfgroRie,

Geschlecht, Fressverhalten, miitterliche Fiirsorge) und nicht den Genotyp zuriickgefiihrt.

4.1.1.2 Histologische Untersuchung der KspCre-Mauslinie

Fir die histologische Untersuchung wurden KspCre-Mause entweder mit Tomato-EGFP-Mausen
oder gefloxten KCNJ10-Mausen verpaart. Von den Nachkommen dieser Kreuzungen wurden

jeweils Nierenschnitte angefertigt und diese mit verschiedenen Antikorpern gefarbt.

Beim Vergleich der Nierenschnitte (Immunfluoreszenz) von KspCre/KCNJ10""*- und
KspCre/KCNJ10™/"_Mzusen waren keine Unterschiede in der KCNJ10-Expression erkennbar
(Abbildung 12). Auch die Nieren der KspCre/KCNJ10"/"*M3suse zeigten eine deutliche KCN10-
Expression (grin). Eine Abschatzung, wie viel KCNJ10-Protein tatsachlich im Vergleich zu den
KspCre/KCNJ10""*-M3usen produziert wurde, kann mit Hilfe einer Antikérperfirbung generell
nur schwer gegeben werden. Die Anwesenheit von KCNJ10 in den Knockout-Mausen lieR jedoch
den Riickschluss zu, dass es trotz Cre/loxP-System weiterhin zur KCNJ10-Expression in der Niere

kam.

Abbildung 12 Ubersichtsaufnahmen der Niere einer adulten KspCre/KCNJ10""**-Maus (A) im Vergleich
zu einer KspCre/KCNJ10"/"*.Maus (B)

Calbindin (rot) und AQP2 (blau) wurden als Marker fiir den DCT, CNT und Sammelrohr verwendet. Eine
Farbung von KCNJ10 (griin) ist nur im Nierenkortex zu sehen. Ein Unterschied in der KCNJ10-Expression
zwischen den Kontroll- und Knockout-Tieren ist nicht erkennbar.
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Abbildung 13 Nierenaufnahme einer adulten KspCre/Tomato-EGFP-Maus

Die Ubersichtsaufnahme (A) zeigt eine Eigenfluoreszenz in allen renalen Zellen, entweder durch
membrangebundenes EGFP (erfolgte Cre-Expression, griin) oder Tomato (ausgebliebene Cre-
Expression, rot). Die KCNJ10-Immunofarbung (blau) ist in vielen Zellen zu sehen, die noch rot sind, das
heil’t, in denen Cre nicht aktiviert ist (B-D).
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Die Ubersichtsaufnahme der Niere einer der adulten KspCre/Tomato-EGFP-Maus zeigt eine starke
EGFP-Expression (griin) in Tubulus-Abschnitten des Nierenmarks aber nur eine sehr geringe im
Nierenkortex (Abbildung 13). Neben den Glomeruli, Blutgefdlen und interstitiellen Zellen, in
denen es erwartungsgemald zu keiner Rekombination kam, fand aber offensichtlich auch in vielen
Tubuluszellen keine Exzision des gefloxten Tomato-Gens statt. Der Vergleich der EGFP-Expression
mit der KCNJ10-Antikérperfarbung (blau) lief weiterhin darauf schlieBen, dass der
Rekombinationsvorgang bei KCNJ10"/"Mzusen wohl nur in geringem MaR in KCNJ10-

exprimierenden Zellen eintreten wirde.

4.1.1.3 mRNA-Restexpression von KCNJ10 bei KspCre/KCNJ10"/ " M3usen

Um zu untersuchen, wie effizient das KspCre-System zu einem KCNJ10-Knockout in der murinen
Niere fihrt, wurde neben der histologischen Untersuchung der Nieren auch mittels Realtime PCR

die Restexpression von KCNJ10-mRNA in der Niere bestimmt.

Fur die Bestimmung der KCNJ10-mRNA-Expression wurden die KspCre/KCNJ10™/ " Mzuse mit
heterozygoten KspCre/KCNJ10™"- und KspCre/KCNJ10“/*‘-Tieren verglichen. Pro Genotyp
wurden 3 Tiere untersucht. Die Expressionsstarke von KspCre/KCNJ10Wt/Wt-Tieren wurde auf 100 %
gesetzt und in Relation zu den anderen Gruppen dargestellt (Abbildung 14). Wahrend die
KspCre/KCNJ10"*Tiere mit 88,0 + 14,0 % nicht verschieden von den Kontroll-Tieren waren
(p-Wert: 0,513), lagen die KspCre/KCNJ10™/"Mzuse mit einem Wert von 23,1+8,5%

signifikant niedriger (p-Wert: 0,008).
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KspCre/KCNJ10wtwt

o Heterozygot

40 * KspCre/KCNJ1 Qfloxiwt
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KCNJ10-mRNA-
Expression [%]

Abbildung 14  KCNJ10-mRNA-Expression [%] der KspCre/KCNJ10"*/"*. und KspCre/KCNJ10™""-Tiere
in der Niere im Vergleich zu den KspCre/KCNJlOWt/Wt-Tieren (jeweils n=3)
Die KCNJ10-mRNA-Expression der KspCre/KCNJlOWt/Wt-Tiere wurde auf 100 % gesetzt. Wahrend die
heterozygoten KspCre/KCNJ1Oﬂ°x/Wt-Méuse keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrollen zeigten,
war die KCNJ10-mRNA-Expression der Knockout-Mause (KspCre/KCNJ10"") geringer.
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4.1.2 Die induzierbare Pax8Cre-Mauslinie

4.1.2.1 Gewichtsmessungen und Urin-Elektrolyt-Analysen heranwachsender,
nicht-induzierter Pax8Cre/KCNJ10"*/"*- Mzuse

Um ausschlieRen zu kénnen, dass nicht-induzierte Pax8Cre/KCNJ10"Y*'-, Pax8Cre/KCNJ10™¥"t

und Pax8Cre/KCNJ10™™™ Mzuse bereits aufgrund des Vorhandenseins von Transgenen

(Pax8Cre-Konstrukt) einen Phanotyp besitzen, wurden nach Kreuzung von Pax8Cre-Tieren mit

KCNJ10™"*_Tieren Heterozygotenverpaarungen aus der F;-Generation angesetzt und von diesen

Zuchten drei Wiirfe untersucht. Um eine grolRere Anzahl an Kontroll-Tieren zu haben, wurde des

Weiteren ein Wurf aus einer Pax8Cre/KCNJ10"*"-Zucht in die Analyse einbezogen.

Fir die Gewichtsmessung wurden insgesamt 29 Mause (14 Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt—,
5 Pax8Cre/KCNJ10™/* und 10 Pax8Cre/KCNJ10™/"Tiere) untersucht und die Werte
vergleichbar zu den KspCre-Mausen gemittelt (Abbildung 15). Zuséatzlich zur Gewichtsbestimmung
der Tiere wurden Urinproben gesammelt. Die Auswertung dieser Proben zeigte, ebenso wie die

Gewichtsmessung, keinen Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (Werte nicht gezeigt).
16 —
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Abbildung 15  Gewichtsentwicklung nicht-induzierter Pax8Cre/KCNJlOWt/Wt- (weil, n=14),

Pax8Cre/KCNJ10™"". (grau, n=5) und Pax8Cre/KCNJ10""*_Tiere (schwarz, n=10) von pp1 bis pp35

Alle Tiere zeigten ein dynamisches Wachstum ab Geburt, wobei es keine Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen gab.

Zur besseren Ubersicht wurden die Gewichtsmessungen von mehreren Tagen gemittelt (ppl-pp3,
pp4-pp6, pp7-pp9, pp10-ppl2, ppl3-ppl7, ppl8-22, pp23-27, pp28-pp32, pp33-35).

4.1.2.2 Histologische Untersuchung der Pax8Cre-Mauslinie

Fiir die histologische Untersuchung wurden Pax8Cre-Mause mit gefloxten KCNJ10-Md&usen
verpaart. Nach der Induktion des KCNJ10-Knockouts durch Doxycyclin-Gabe wurden die adulten
Pax8Cre/KCNJ10""*"- und Pax8Cre/KCNJ10"/"* Tiere perfundiert und Kryoschnitte der Nieren
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angefertigt. Bei diesen wurden Uber indirekte Immunfluoreszenz-Farbung neben den KCNJ10-
Proteinen auch Calbindin als Marker fiir den distalen Tubulus und Aquaporin-2 als Marker fiir das
Sammelrohr nachgewiesen. Abbildung 16 zeigt Ubersichtsaufnahmen von der Niere einer

schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"Y**- und einer induzierten Pax8Cre/KCNJ10™¥"* Maus.

In beiden Ubersichtsaufnahmen ist eine deutliche Farbung von Calbindin (blau) und AQP2 (rot) zu
erkennen. Die Aufnahme der Kontroll-Maus (A) zeigt jedoch eine zusatzliche starke
KCNJ10-Farbung (griin), die vor allem mit der roten AQP2-Farbung colokal ist (gelb). Bei der
Nierenaufnahme der Knockout-Maus ist kaum noch eine KCNJ10-Restexpression zu erkennen. Im
Vergleich zu den KspCre/KCNJ10"™"* Tieren (Abbildung 12) ist die KCNJ10-Expression deutlich

geringer.

Abbildung 16  Ubersichtsaufnahmen von Nierenschnitten einer adulten schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"/**-Maus (A) im Vergleich zu einer induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"*.Maus (B)

Als Marker fir DCT, CNT und CD wurden Calbindin (rot) und AQP2 (blau) verwendet. Eine deutliche
Farbung von KCNJ10 (grin) ist nur bei der Kontroll-Niere in der Nierenrinde zu sehen. Die Knockout-
Niere zeigt im Vergleich dazu fast keine KCNJ10-Restexpression.

Neben der Kreuzung von Pax8Cre-Mausen mit gefloxten KCNJ10-Mausen wurde auch eine
Verpaarung von Pax8Cre-Tieren mit den Tomato-EGFP-Reporter-Mausen angesetzt. Auch von
diesen Nachkommen wurden Nierenschnitte angefertigt (Abbildung 17). Aufgrund der endogen
produzierten Fluoreszenzproteine Tomato und EGFP, die entlang des gesamten Tubulussystems
exprimiert wurden, wurde von einer weiteren Farbung abgesehen und die Gefrierschnitte wurden

direkt eingebettet.

49



Ergebnisse

Abbildung 17  Ubersichtsaufnahmen von einem Nierenschnitt einer induzierten Pax8Cre/Tomato-
EGFP-Maus (A,B und D) im Vergleich zu einer nicht-induzierten Pax8Cre/Tomato-EGFP -Maus (C)

Die nicht-induzierte Pax8Cre/Tomato-EGFP-Maus (C) zeigt keinerlei EGFP-Fluoreszenz, was darauf
schlieen l3sst, dass die Cre-Rekombinase ohne Doxycyclin-Gabe nicht aktiviert wird. In so gut wie allen
Tubuluszellen der induzierten Pax8Cre/Tomato-EGFP-Maus ist ein Fluoreszenzsignal des endogenen,
membrangebundenen EGFP (griin) zu erkennen (B), was beweisend fiir die pan-tubuldre Cre-Expression
ist. Die Tomato-Farbung (rot) als Hinweis auf das Ausbleiben der Cre-Expression beschrankt sich auf die
Glomeruli und BlutgefidRRe (A), sowie auf die interstitiellen Zellen (D).
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Die Gewebeschnitte lassen erkennen, dass dieses Cre/loxP-System sehr exakt reguliert war
(Abbildung 17). Bei der nicht-induzierten Pax8Cre/Tomato-EGFP-Maus (C) wurde in der Niere
einzig Tomato exprimiert. Eine EGFP-Farbung konnte nicht erkannt werden, was darauf schliefSen
lasst, dass die Cre-Rekombinase nicht ohne Stimulation aktiv war. Weiterhin beobachtete man in
der induzierten Pax8Cre/Tomato-EGFP-Maus eine fast komplette EGFP-Expression in
Tubuluszellen (B, D). Glomeruli und BlutgefdaRe waren von der Cre-Expression nicht betroffen, dort
wurde weiterhin das rot fluoreszierende Tomato-Protein exprimiert (A). Nur sehr vereinzelt sind

Zellen des Tubulussystems zu erkennen, bei denen es zu keiner Rekombination kam (A).

4.1.2.3 Effizienz der Knockout-Induktion bei Pax8Cre/KCNJ10"™/"**_Tieren durch
Doxycyclin-Gabe

Pax8Cre/KCNJ10"/™*_Tiere mussten vor deren Verwendung im Experiment einmalig mit

Doxycyclin induziert werden, damit das gefloxte KCNJ10-Gen in den entsprechenden Zellen

deletiert werden konnte. Bei diesem Mausmodell sollte zunadchst untersucht werden, ob bei der

induzierbaren Pa8Cre-Mauslinie ein effizienterer Knockout erzielt werden konnte als bei der

KspCre-Linie.

Dafiir wurde die KNCJ10-mRNA-Expression von schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"Y*-Msusen
mit induzierten Pax8Cre/KCNJ10™¥"**-Msusen verglichen. Nicht jedes Versuchstier wurde fir
jedes Experiment verwendet. Abhadngig von der Belastung und Dauer dieser Experimente wurden
Versuchsgruppen aus Kontroll- und Knockout-Tieren gebildet. Der Vergleich der KCNJ10-mRNA-
Expression wurde deshalb auch immer innerhalb einer Versuchsgruppe gezogen. Dieser Wert
wurde mit einer Realtime PCR ermittelt und anschlieRend lber die B-Actin-mRNA-Expression
(Haushaltsgen) normiert. Die durchschnittliche KCNJ10-mRNA-Expression der Kontroll-Mause
wurde auf 100% gesetzt und die KCNJ10-Restexpression der Knockout-Tiere aus der

Versuchsgruppe dazu in Relation gestellt. Einige der Pax8Cre/KCNJ10™"""

-Tiere zeigten trotz
Doxycyclin-Behandlung keine erniedrigte KCNJ10-mRNA-Expression in der Niere. Sie wurden als
"Non-Responder" bezeichnet und von der Auswertung ausgeschlossen. Die Grenze der mRNA-
Restexpression wurde dabei auf 30 % festgelegt. Induzierte Pax8Cre/KCNJ10"/"* Tiere, die bei
der Realtime Analyse eine weniger als diese 30 %-ige KCNJ10-mRNA-Expression aufwiesen,

wurden dementsprechend fiir die jeweilige Versuchsauswertung verwendet (Abbildung 18).

Insgesamt wurden 64 Kontroll-Tiere (schein-induzierte Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt) verwendet
(100,0 + 3,4 %). Die 34 Knockout-Tiere (induzierte Pax8Cre/KCNJ10™"™) hatten im Vergleich dazu
eine KCNJ10-mRNA-Restexpression von 16,0 £ 1,3 %. Die 13 Non-Responder-Mause zeigten zum

Grol3teil keine Reaktion auf die 3-wdchige Doxycyclin-Behandlung. lhre KCNJ10-Restexpression lag
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durchschnittlich bei 102,5+9,8 %. Die KCNJ10-Restexpression der Knockout-Tiere war im

Vergleich zu den Kontroll-Tieren signifikant erniedrigt (p-Wert: 3,3-10’37).

120 — Kontrolle

100 = Pax8Cre/KCNJ10wtwt
] schein-induziert
%0 Knockout
60 Pax8Cre/KCNJ10foxox
induziert
el Non-Responder
20 i Pax8Cre/KCNJ10flox/lox
- induziert

0

KCNJ10-mRNA-
Expression [%]

Abbildung 18  KCNJ10-mRNA-Expression von induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/">*

schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ 10"""* Tieren

Die mittlere Expressionsstirke von KCNJ10 wurde fir die Kontroll-Tiere (weifl, n=64) pro
Versuchsgruppe auf 100 % gesetzt. Knockout-Tiere (schwarz, n=34) zeigten eine signifikant niedrigere
Restexpression, wahrend die sog. Non-Responder-Mause (grau, n=13) eine vergleichbare KNCJ10-
MRNA-Expression wie Kontroll-Tiere aufwiesen.

-Tieren im Vergleich zu

4.1.3 Vergleich der beiden nierenspezifischen Cre-Mausmodelle

Nach den ersten histologischen und funktionellen Untersuchungen der KspCre- und induzierbaren
Pax8Cre-Mauslinie sollte entschieden werden, welches Mausmodell besser fur die
Phanotypisierung des KCNJ10-Nieren-Knockouts geeignet ist. In der Diskussion (5.1 Wahl der
KCNJ10-Knockout-Maus, Seite 74) wird genau darauf eingegangen, warum die Pax8Cre-Mauslinie
bevorzugt wurde. An dieser Stelle werden lediglich die Ergebnisse verglichen und kurz ausgefiihrt,

warum die Entscheidung auf die Pax8Cre-Mauslinie fiel.

Beflirchtungen, der nierenspezifische KCNJ10-Knockout kénnte dhnlich wie der konventionelle
Knockout zu einer frihen Letalitat flhren, haben sich nicht bestatigt, da die
KspCre/KCNJ10"/"* Tiere genau wie die KspCre/KCNJ10*"*"Tiere das Adultstadium erreichten.
Weder in der Gewichtsentwicklung noch in der Elektrolyt-Ausscheidung gab es Unterschiede
zwischen Knockout und Kontrolle. Beim Vergleich der Promotoren (Ksp und Pax8) mittels der
Tomato-EGFP-Maus waren deutliche Unterschiede in der Expression der von ihnen regulierten
Gen-Sequenz aufgefallen. Wahrend sich bei den Pax8Cre/Tomato-EGFP-M4&usen eine Cre-Aktivitat
in so gut wie allen Tubuluszellen der Niere erkennen lieR, war sie bei den KspCre/Tomato-EGFP-
Mausen mosaikartig entlang der Nephrone. Die KCNJ10-mRNA-Expression war sowohl bei den
KspCre/KCNJ10™/"Mzusen als auch bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"* Mzusen

signifikant niedriger als bei den jeweiligen Kontroll-Tieren.

Die Wahl fiel letztendlich auf das Pax8Cre-Mausmodell. Bereits die Reporter-Maus Tomato-EGFP

bestatigte, dass bei diesem Modell eine deutlich homogenere Cre-Aktivitat entlang des Tubulus
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gewadhrleistet war. Ebenso war die KNCJ10-mRNA-Expression bei den induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™™* Msusen niedriger. Eine Kompensation des renalen KCNJ10-Knockouts in

flox/flox

den anderen Tubuluszellen erschien damit in den induzierten Pax8Cre/KCNJ10 -Mausen

flox/flox

unwahrscheinlicher als in den KspCre/KCNJ10 -Mausen.

4.2 Wahl der Kontroll-Tiere

In 4.1 wurde die KspCre-Mauslinie und die induzierbare Pax8Cre-Mauslinie verglichen und
entschieden, dass fir die weitere Phanotypisierung des KCNJ10-Nieren-Knockouts die
induzierbare Pax8Cre-Mauslinie verwendet werden sollte. Alle weiteren Ergebnisse beziehen sich
dementsprechend auf diese Mauslinie. Die Knockout-Tiere sind folglich immer induzierte
Pax8Cre/KCNJ10f'°"/ﬂ°x—Méuse. Weiterhin musste aber eine geeignete Kontroll-Gruppe gewahlt
werden. Damit die Anzahl an Versuchstieren moglichst gering gehalten wurde, sollte nach einem
Vergleich der zwei moglichen Kontrollen lediglich eine gewahlt werden. Die eine Moglichkeit
waren die nicht-induzierten Pax8Cre/KCNJ10™™*-M3use (Kontrolle 1), die den gleichen Genotyp
hatten wie die Knockout-Tiere, aber nicht mit Doxycyclin behandelt wurden. Die Alternative

wt/wt

waren schein-induzierte Pax8Cre/KCNJ10"""-Ma&use (Kontrolle 2), die zwar nicht gefloxt waren,

hingegen ebenfalls drei Wochen lang mit der Antibiotikum-Losung behandelt wurden.

Obwohl in der Literatur kein Hinweis gefunden wurde, dass eine langere Doxycyclin-Einnahme bei
induzierbaren Mausmodellen zu einer veranderten Elektrolyt-Ausscheidung im Urin fiihrt, wurde

rox/rox_Mé use

der Spontanurin von beiden Kontrollen mit dem der induzierten Pax8Cre/KCNJ10
verglichen. Die Ausscheidungsdaten {iber den Urin von 23 Knockout-Tieren, 35 nicht-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"/"* M3zusen und 45 schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"Y"*-Mzusen wurden

gegenibergestellt.

Abbildung 19 zeigt, dass die Kreatinin-Ausscheidung nur bei den Knockout-Tieren deutlich
erniedrigt war, was auf ein dauerhaft erhéhtes Urinzeitvolumen dieser Tiere und damit einer
Polyurie hinwies. Da Kreatinin Diurese-unabhangig recht konstant in den Primarharn filtriert wird,
wurden die Urin-Elektrolyte auf das Kreatinin normalisiert. Durch diese Normalisierung lassen sich
Verdnderungen der ausgeschiedenen Stoffmenge eines Elektrolyten erkennen. Weiterhin lasst die
Abbildung erkennen, dass es zwischen den Kontrollen bei der Chlorid- und Phosphat-
Ausscheidung signifikante Unterschiede gab. Diese Abweichungen sind wahrscheinlich nicht auf
das gefloxte KCNJ10-Gen zuriickzufiihren, da sich die nicht-induzierten gefloxten Tiere beziglich
ihres Gewichts und der Urin-Elektrolyt-Ausscheidung vergleichbar entwickeln (Abbildung 15). Die

Unterschiede waren demnach am ehesten Effekte der Doxycyclin-Behandlung. In den zusatzlich
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gemessenen Urin-Elektrolyten (Natrium, Magnesium, Calcium, Kalium, Ammonium, vgl. Tabelle 8,
Seite 102) verhielten sich die nicht-induzierten Pax8Cre/KCNJ10™/"Mzuse im Gegensatz zu

induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/*-M3usen nicht signifikant anders.

6 — * 30 ;* 100 — *
- % -
_ 4 — 5 20 — s 60 —
= 3 £ i £
.§. = = 40 —
2 - £ 10 4 E
1 = 4 20 —
0 0 0 -~
Kreatinin Phosphat/Kreatinin Chlorid/Kreatinin
Kontrolle 1 Kontrolle 2 Knockout:
Pax8Cre/KCNJ1Qfloxfiox Pax8Cre/KCNJ 10wt Pax8Cre/KCNJ1Qfloxiflox
nicht-induziert schein-induziert induziert

Abbildung19  Renale Elektrolyt-Ausscheidung von nicht-induzierten Pax8Cre/KCNJ10""*-Mzusen
(Kontrolle 1, n=35), schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ1OWt/Wt-Méiusen (Kontrolle 2, n=45) und
induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"* - Mzusen (Knockout, n=23)

Die Kreatinin-Konzentration wurde zur Normalisierung von Urin-Elektrolyten verwendet, da die
Ausscheidung Uber den Harn zwischen den Versuchsgruppen nicht gleich war. Die Ausscheidung von
Phosphat/Kreatinin und Chlorid/Kreatinin war bei Kontrolle 2 signifikant niedriger als bei Kontrolle 1.

Die Unterschiede zwischen den mdglichen Kontrollen deuten darauf hin, dass das Antibiotikum
renale Effekte hat. Als Schlussfolgerung dieser Urinanalysen mussten deshalb die nicht-
induzierten Pax8Cre/KCNJ10™Y"™* M3suse als geeignete Kontrollen ausgeschlossen werden. Damit
mogliche weitere Doxycyclin-Einflisse nicht falschlicherweise als Phanotyp des renalen KCNJ10-
Knockouts gedeutet werden, wurde deswegen als Kontrolle fiir die Phdnotypisierung der
nierenspezifischen  KCNJ10-Knockout-Mause  schein-induzierte  Pax8Cre/KCNJ10"Y*-Msuse

verwendet.
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4.3 Phanotypisierung adulter Knockout-Mause

In 4.1 wurde das nierenspezifische KspCre- und das induzierbare, nierenspezifische Pax8Cre-
System verglichen, wobei sich Pax8 als der passendere Promotor erwiesen hat und deswegen die
induzierte Pax8Cre/KCNJ10"/"Maus fiir die Untersuchung des EAST-Syndroms in der Niere
verwendet wurde. In 4.2 wurden die geeigneten Kontroll-Tiere ermittelt. Da ein Einfluss von
Doxycyclin auf den Maus-Phanotyp nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden fiir die
Experimente Pax8Cre/KCNJ10"""-Mzuse verwendet, die ebenfalls einer dreiwdchigen Doxycyclin-

Behandlung unterzogen wurden (schein-induziert).

Nach der Wahl eines geeigneten nierenspezifischen Knockout-Systems mit der entsprechenden

Kontrolle konnte der Phanotyp des renalen KNCJ10-Knockouts untersucht werden.

4.3.1 Urinanalyse

4.3.1.1 Elektrolytmessungen im Spoturin adulter Mause

Bei den EAST-Patienten fiihren die Mutationen im KCNJ10-Kanal zu einer Stoérung der renalen
Elektrolyt-Ausscheidung (43). Dementsprechend wurde als erster, nicht-invasiver Schritt zur

Charakterisierung der induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10"/fox

-Maus eine Analyse der Elektrolyte des
Spontanurins  durchgefihrt.  Dafiir wurden  Proben von 45 schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10""*"-Mzusen vermessen und die Ergebnisse mit denen der 23 induzierten

Pax8Cre/KCNJ10™"*_Tiere verglichen.

Neben zahlreichen Elektrolyten wurde zusatzlich der Kreatinin-Gehalt im Urin bestimmt. Wie
schon beschrieben, eignet sich Kreatinin dazu, die Urin-Ausscheidung von Elektrolyten darauf zu
normalisieren. Bereits hier war ein klarer Unterschied zwischen den Kontroll- und den Knockout-
Tieren zu erkennen (Abbildung 20). Wahrend die Kreatinin-Ausscheidung bei den Kontrollen bei
4,1+0,2mM lag, war der Wert der Knockout-Tiere um mehr als die Halfte erniedrigt

(1,8+£0,1 mM).

Knockout-Tiere hatten im Gegensatz zu den Kontroll-Tieren eine niedrigere renale Natrium- und
Kaliumausscheidung. Die Ammonium-Ausscheidung tiber den Urin war erhoht. Ansonsten war die
Magnesium- und Calcium-Ausscheidung lber den Harn zwischen den beiden Versuchsgruppen

nicht veréandert (Werte im Anhang, Tabelle 8, Seite 102).
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Abbildung20  Renale Elektrolyt-Ausscheidung schein-induzierter Pax8Cre/KCNJ10"/*'-Tiere im
Vergleich zu induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"*_Tieren

Die Urin-Elektrolyte wurden auf die Kreatinin-Konzentration im Urin normalisiert. Die Kreatinin-
Konzentration war bei den Knockout-Mausen erniedrigt, genauso wie die Natrium/Kreatinin-
Ausscheidung. Die renale Magnesium/Kreatinin- und Calcium/Kreatinin-Ausscheidung war nicht
verandert, wohingegen die Ammonium/Kreatinin-Ausscheidung erh6ht war.

4.3.1.2 Osmolalitdt des Urins

Ein weiterer Messwert der Urinanalyse war die Bestimmung der Urin-Osmolalitdt. Die Urine von
jeweils 7 Mdausen pro Gruppe wurden Uber 6 Stunden im metabolischen Kafig gesammelt und

kryoskopisch vermessen.

Schein-induzierte Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt—Méuse wiesen eine mittlere Osmolalitdt von
1864 * 352 mosm/kg auf, wihrend die der Knockout-Tiere (induzierte Pax8Cre/KCNJ10™"*) mit
621 + 67 mosm/kg signifikant niedriger ausfiel (Abbildung 21, p-Wert: 0,01). Dieser Befund
deutete auf einen renalen Konzentrierungsdefekt bei den Knockout-Tieren hin, welcher sich

bereits bei der erniedrigten Kreatinin-Konzentration im Urin zeigte.
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Abbildung 21  Urin-Osmolalitdit von schein-induzierte Pax8Cre/KCN110Wt/Wt- und induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"/"_Tieren

Der Urin der Knockout-Tiere hatte eine deutlich geringere Osmolalitdt, was auf einen verdiinnten Urin
hinwies.

4.3.2 Durchschnittlicher Wasser- und Futterverbrauch

Da die extrem erniedrigte Urin-Kreatinin-Konzentration ungewoéhnlich erschien, wurden 7 Mause
pro Gruppe in Einzelkdfigen gehalten, um Uber einen langeren Zeitraum hinweg das Fress- und
Trinkverhalten der Tiere zu beobachten. Der Futterverbrauch der Tiere lag bei Kontroll- und
Knockout-Tieren etwa gleich (Abbildung 22). Die Trinkmenge der Mause unterscheid sich jedoch
deutlich (p-Wert: 0,0002). Wahrend Kontroll-Tiere im Schnitt 5,7 +0,2 ml/Tag tranken, lag der
Wert bei den Knockout-Tieren fast dreimal so hoch bei 14,1+ 1,3 ml Wasser pro Tag. Diese

Polydipsie passt zu der beobachteten Polyurie.

Futterverbrauch Wasserverbrauch
6 - 16 — *
1 ] Kontrolle
4 _ 127 Pax8Cre/KCNJ 10w
o > 1 schein-induziert
£ E 8 Knockout
2 5 E g — Pax8Cre/KCNJ1Qflexflox
4 - induziert
0 0

Abbildung 22 Durchschnittlicher Wasser- und Futterverbrauch von Kontroll- und Knockout-Mausen im
Einzelkafig (jeweils n=7)

Wahrend sich der Futterverbrauch zwischen den beiden Versuchsgruppen nicht unterschied (Kontrolle:
5,2 + 0,2 g/Tag, Knockout: 5,4 + 0,2 g/Tag; p-Wert: 0,57), trank eine Knockout-Maus im Mittel fast
dreimal so viel Wasser wie eine Kontroll-Maus.
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4.3.3 Blut-Analyse

Als weiterer wichtiger Punkt bei der Phinotypisierung der induzierten Pax8Cre/KCNJ10™V %

Mause wurde eine Blutanalyse durchgefiihrt. Da eine verdnderte renale Ausscheidung von
Elektrolyten beobachtet wurde, lag es nahe, dass diese Parameter auch im Blut verdandert
vorlagen. Ebenso zeigen EAST-Patienten mit einer hypokaliamischen metabolischen Alkalose
einen entgleisten Sdure-Basen-Haushalt (43). Deshalb sollten die Blutgase der Knockout-Tiere

mittels Blutgasanalyse ermittelt werden.

Die  Blutabnahme wurde bei 41 schein-induzierten  Pax8Cre/KCNJ10“Y*-  und
11 induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"*Tieren  tber den  submandibuliren  Venenplexus
durchgefuhrt (Abbildung 23). Die Auswertung von arteriellen Blutproben lieferte vergleichbare

Ergebnisse und ist im Anhang dargestellt (Tabelle 9, Seite 103).

Die gemessenen Plasma-Elektrolyte (Na*, Mg*, Ca** und K*) zeigten Uberraschenderweise keine

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Bei der Messung des Hamatokrits stellte sich jedoch heraus, dass der Wert bei den induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™1*_Msusen deutlich erhéht war. Dieser Messwert bezeichnet den
prozentualen Anteil der festen Bestandteile im Blut (v.a. Erythrozyten) bezogen auf das
Gesamtvolumen und liefert wertvolle Hinweise Uber den Wasserhaushalt. Auch diese Befunde
lassen vermuten, dass die Knockout-Tiere eine Stérung der Harnkonzentrierung aufweisen. Da
unphysiologisch viel Wasser Uber den Urin verloren geht und damit das Extrazellularvolumen

sinkt, steigt vermutlich der Himatokrit-Wert der Knockout-Tiere an.

Bei den Blutgasen gab es wie erwartet Unterschiede zwischen den Mausgruppen. pH- und pO,-
Werte blieben bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10™¥ *M3zusen unverindert, aber die Werte fiir
pCO,- und das Bikarbonat waren jeweils deutlich erhoht. Beide Mausgruppen wiesen dariber
hinaus einen deutlich negativen Baseniberschuss (Base Excess) auf, was eventuell auf die
Methode der Blutabnahme zuriickzufiihren ist. Dennoch ist der Wert der Knockout-Tiere weniger
negativ als der der Kontroll-Mause. Der erhéhte Bikarbonat-Wert, der héhere Baseniberschuss
sowie der tendenziell erhohe pH-Wert deuten darauf hin, dass die Knockout-Tiere wie die
EAST-Patienten an einer metabolischen Alkalose litten. Der erhohte CO,-Wert konnte durch eine

Alkalose-induzierte Verminderung des Atemantriebs bedingt sein.
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Abbildung 23 Blutgasanalyse und Blutelektrolyte von induzierten Pax8Cre/KCNJ10™¥/">

und schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"'-Tieren (n=41)

Die Blutabnahme wurde (ber den submandibularen Venenplexus durchgefiihrt. Die Tiere
unterschieden sich nicht in den Blutelektrolyten. Bei den Blutgasen zeigten die Knockout-Mause jedoch
ein erhohtes pCO,, Bikarbonat und Hamatokrit, sowie einen positiveren Baseniiberschuss im Vergleich
zu den Kontroll-Tieren.

-Tieren (n=11)
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4.3.4 Blutdruck

Da die Niere entscheidend an der Regulation des Blutdrucks beteiligt ist, wurde mittels einer
nicht-invasiven Blutdruckmessung (Tail-Cuff-Methode) dieser Parameter ermittelt. Die Werte von
3 Messtagen wurden pro Maus gemittelt. In Abbildung 24 wurden die Messungen von jeweils
4 Mannchen pro Gruppe aufgenommen, da sich die weiblichen Tiere trotz langer

Eingewdhnungsphase nicht an die Messung gewdhnt haben.

Die Werte der schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10‘”t/‘”t—Tiere lagen bei durchschnittlich
92,7 + 2,6 mm Hg. Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"* Tiere zeigten im Vergleich dazu keinen

veranderten Blutdruck (94,31 *+ 3,2 mm Hg; p-Wert: 0,7).

100
96 Kontrolle
— 1 T Pax8Cre/KCNJ10wtwt
g 92 ~ schein-induziert
£ I Knockout
E 88 7 I Pax8Cre/KCNJ10"oxriox
84 induziert
80

Abbildung 24  Mittlerer arterieller Blutdruck

Die Werte wurden mittels der nicht-invasiven Tail Cuff-Methode bestimmt. Jeweils 4 Kontroll- und
Knockout-Madnnchen wurden {iber 3 Tagen vermessen. Die Versuchsgruppen wiesen keinen
Unterschied im Blutdruck auf.

4.3.5 Aldosteron-Messung

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) reguliert mafigeblich den Salz- und Wasserhaushalt des
Korpers. Einfllisse, wie eine niedrige Chlorid-Konzentration in der Tubulusflissigkeit der Macula
Densa, kénnen zur Freisetzung von Renin fiihren, welches den Regelkreis in Gang setzt. SchlieRlich
wird am Ende der Kaskade in der Nebenniere das Hormon Aldosteron freigesetzt, welches durch
eine vermehrte Oberflachenlokalisation von epithelialen Natrium-Kandlen (ENaC) und der
Na’/K’-ATPase im Sammelrohr die renale Resorption von Natrium (iber das Epithel erhéht. Da die
induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"™ M3use Hinweise fir eine veridnderte Salz-Ausscheidung gaben,

wurde daher das Blutplasma auf eine veranderte Aldosteron-Konzentration hin untersucht.

Wie in Abbildung 25 dargestellt, gab es keinen Unterschied in der Plasma-Konzentration des
Steroidhormons. Es ist jedoch zu bedenken, dass die Blutabnahme bei narkotisierten Mausen im
Letalversuch durchgefiihrt wurde. Da bekannt ist, dass sich bei Stress und nach Operationen der
Aldosteron-Spiegel erhoht, kdnnte das auch die starken Schwankungen und die hohen Werte der

Aldosteron-Konzentration im Plasma erklaren. Hatten die Tiere jedoch sehr stark erhéhte Plasma-
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Aldosteron-Werte gehabt, ware der Unterschied vermutlich auch bei dieser Messung erkennbar

gewesen.

600 -
’ Kontrolle
T Pax8Cre/KCNJ1 0wt
400
‘E, schein-induziert
= | Knockout
200 - Pax8Cre/KCN.J1(flox/flox
- induziert
0

Abbildung 25  Aldosteron-Werte im Blutplasma von 13 induzierten Pax8Cre/KCNJ10""*Tieren im
Vergleich zu 16 schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt-Tieren

Die Versuchsgruppen wiesen keinen Unterschied in ihrem Plasma-Aldosteron-Spiegel auf (Kontrolle:
535 + 51 pg/ml; Knockout 607 £ 55 pg/ml; p-Wert: 0,4).

4.3.6 Messung der glomeruldren Filtrationsrate

Als Ultrafiltrat des Plasmas entsteht im Glomerulus der Primdrharn. Die Rate dieser Filtration
(Volumen/Zeit), die glomeruldre Filtrationsrate (GFR), ist ein wichtiger Parameter, um die
Nierenfunktion abzuschatzen. Aus diesem Grund war es naheliegend, die GFR der

KCNJ10-Knockout-Mause zu messen (Abbildung 26).

Fir den Versuch wurde die GFR von 9 schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"Y*-M3usen und
5 induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/ " Tieren ermittelt. Der Wert der Kontroll-Mzuse lag im Mittel
bei 13,6 * 0,4 pl/min/g KG. Im Vergleich dazu hatten die Knockout-Mé&use eine signifikant
geringere Filtrationsrate (9,4 + 0,6 ul/min/g KG; p-Wert: 0,0005).

16 -
o 12 7 Kontrolle
X * Pax8Cre/KCNJ10ww
= 8 schein-induziert
: —
E . Knockout
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0

Abbildung 26  Glomeruldre Filtrationsrate von induzierten Pax8Cre/KCNJ10"°"/"°"-Tieren (n=5) im
Vergleich zu induzierten Pax8Cre/KCNJlOWt/Wt-Tieren (n=9)

Die glomeruldre Filtrationsrate wurde Uber die FITC-Sinistrin-Clearance berechnet. Sie war bei den
Knockout-Tieren um 30 % niedriger.
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4.3.7 Bestimmung der mRNA-Expression verschiedener renaler
Transporter, Enzyme, Kanadle, Carrier und Proteine

Die deutlich verringerte KCNJ10-Expression im distalen Nephron, auf die sowohl die
KCNJ10-mRNA-Restexpression als auch die immunhistochemische Farbung in den induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™/™* Tieren hinwiesen, fiihrte erwartungsgemaR zu einer gestérten Elektrolyt-
und Wasser-Resorption in der Niere. Sowohl der Sdure-Basen-Haushalt als auch die renale
Elektrolyt-Ausscheidung ist bei den Tieren im Vergleich zu den schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"/**Tieren verindert (Abbildung20 und Abbildung23). Es lag daher die
Vermutung nahe, dass sich bei den Knockout-Tieren im Rahmen von Adaptationsprozessen die
Expression von anderen renalen Transportern und Carriern ebenfalls danderte. Fiir eine Analyse
der mRNA-Expression Uber Realtime PCR wurden deshalb Transporter, Enzyme, Kanale, Carrier
und Proteine gewahlt, die entweder im distalen Nephron exprimiert werden oder an der Natrium-

Resorption in der Niere beteiligt sind.

Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalysen von jeweils 6 Kontroll- und Knockout-
Mausen. Fir eine relative Quantifizierung der jeweiligen Gene wurde die Expression der Kontroll-

Tiere auf 100 % gesetzt. Der interne Standard, auf den normalisiert wurde, war jeweils B-Actin.
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) 1 = T Kontrolle
g 80 — Pax8Cre/KCNJ10wtwt
g - schein-induziert
2 40 — Knockout
3 i Pax8Cre/KCNJ10fioxiflox
w 0 induziert

SGLT1 Renin AQP2
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2 ] .
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NHE3 KCNJ16 NKCC2 TRPVS5 Calbindin NCC TRPM6

Abbildung 27 mRNA-Expression verschiedener Gene in der Niere bei schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"/"**-Mausen und induzierten Pax8Cre/KCNJ10""*.M3zusen (jeweils n=6)
SGLT1: Sodium/Glucose-Cotranporter 1; AQP2: Aquaporin-2; NHE3: Na+/H+-Antiporter; KCNJ16:
einwirtsgleichrichtender Kalium-Kanal J16; NKCC2: Na'/K'/2Cl-Cotransporter; TRPV5 und TRPM6:
Transient Receptor Potential Kationenkanal V5 bzw. M6; NCC: Na*/Cl'-Symporter
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Zwischen den Versuchsgruppen gab es keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-Expression
von SGLT1, Renin und Aquaporin-2. Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"* Tiere zeigten jedoch
eine niedrigere mRNA-Expression bei NHE3, KCNJ16, NKCC2, TRPV5, Calbindin, NCC und TRPMS6.

4.4 Versuche im Stoffwechselkafig

Fiir diese Messungen wurden die Tiere nach einer Eingewdhnungsphase im metabolischen Kafig
zwei Tage lang unter Kontrollbedingungen gehalten (Kontrollphase, Phase 1), anschlieRend drei
Tage lang mit einer Diuretika-Mischung aus Amilorid und Hydrochlorothiazid (HCT) behandelt
(Diuretikaphase, Phase 2) und nach einer Auswasch- und Regenerationszeit wurde abschliefend
ein sechsstiindiger Durstversuch (Phase 3) durchgefiihrt. In der Auswertung wurden jeweils die

Ergebnisse der Kontroll- und Diuretika-Tage gemittelt.

Die Kombination der Diuretika bestand zu einen aus Amilorid, der den epithelialen Na*-Kanal
ENaC blockiert, Gber welchen die vorwiegende Natrium-Resorption in den distalen Abschnitten
des Nephrons stattfindet. Ein Inhibieren dieses Kanals fiihrt dazu, dass eine KCNJ10-vermittelte
Stérung der Salzresorption im distalen Tubulus nicht durch nachfolgende Nephron-Segmente
kompensiert werden kann. Das HCT verhindert die Natriumchlorid-Resorption speziell im distalen
Tubulus, indem es den Na*/Cl’-Symporter NCC hemmt. Paulais et al. hat KCNJ16-Knockout-Mé&use
untersucht und dabei beobachtet, dass HCT unter anderem zu einer Normalisierung der

ansonsten ibermaRigen Calcium-Ausscheidung bei diesen Tieren fihrte (89).

Da die induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"Miuse in vorangegangenen Experimenten eine starke
Polyurie und Polydipsie gezeigt hatten, sollte festgestellt werden ob sie bei einem Wasserentzug
wt/wt_

die Diurese &dhnlich gut reduzieren kénnten wie die schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10

Mause.

Da die Tiere wahrend der jeweils 6-stlindigen Messzeit keinen Zugang zu Futter und teilweise
auch Wasser (Durstversuch) hatten, war eine Gewichtsabnahme Uber diesen Zeitraum zu
erwarten. Jedoch zeigten die Tiere keinen Gewichtsverlust, der zu einem Versuchsabbruch gefiihrt
hatte (15 % des KG) und erreichten Uber die 18-stiindige Erholungsphase in der Nacht im
Einzelkadfig mit Futter und Wasser ad libitum eine fast komplette Regeneration bezliglich des

Korpergewichts (Werte nicht gezeigt).
4.4.1.1 Urinanalyse

Die Urinproben wurden in jeder Testphase Uiber ein Trichtersystem gesammelt, das Urinvolumen

bestimmt und die Elektrolytkonzentrationen mittels lonenchromatographie vermessen. Da die
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Harnblase der Mause vor und nach der jeweiligen Versuchsphase moglichst vollstandig geleert
wurde, konnte das Urinvolumen Uber die sechsstiindige Messung relativ genau ermittelt werden.
Dementsprechend wurden die Elektrolytausscheidungen nicht wie bei der Messung des Spoturins
Uber Kreatinin gemittelt (Abbildung 20, Seite 56), sondern es wurde die tatsachlich

ausgeschiedene Stoffmenge in 6 Stunden berechnet (Abbildung 28).
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Abbildung 28  Urinvolumen und renale Elektrolytausscheidung von induzierten Pax8Cre/KCNJlOWt/Wt-
und induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"*.Mzusen im metabolischen Kifig

Die Tiere wurden im Stoffwechselkafig jeweils 6 Stunden gehalten. Phase 1 beschreibt die mittlere
Urinausscheidung Ausscheidung zwei Kontrolltagen (13 Kontroll- und 15 Knockout-Tiere). In Phase 2
wurden die Tiere (pro Versuchsgruppe n=7) tber 3 Tage hinweg mit Amilorid und HCT behandelt
(ebenfalls Mittelwerte). Phase 3 zeigt die Ergebnisse des 6-stlindigen Durstversuchs (pro
Versuchsgruppe n=7).

Uber das durchschnittlich ausgeschiedene Urinvolumen konnte abgeschitzt werden, ob die
Behandlung mit den Diuretika und der Durstversuch erfolgreich waren. Bereits in Phase 1

schieden die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"™ M3zuse deutlich mehr Harn aus als die schein-
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induzierten Pax8Cre/KCNJ10""*-M3use. Die Ergebnisse stimmen mit der erhéhten Trinkmenge,
der geringen Urin-Osmolalitdat und Urin-Kreatinin-Konzentration der Knockout-Mause tberein und
bestdtigen ihre Polyurie und Polydipsie. In Phase 2 fihrten die diuretischen Wirkstoffe lber
verschiedene Wirkmechanismen zu einer erhéhten Wasserausscheidung tber den Harn. Dabei
steigerte sich das Harnvolumen auch bei beiden Mausgruppen deutlich, wobei es sich bei den
Kontroll-Mausen um etwa die Halfte erhohte und sich bei den Knockout-Mausen hingegen
verdoppelte. Im Durstversuch hatten die Tiere liber 6 Stunden keinen Zugang zu Wasser, was eine
Antidiurese zur Folge hatte. Die wassersparende MaRnahme erniedrigte das Urinvolumen der
Kontroll-Tiere auf ein Drittel, wahrend die Knockout-Tiere sogar mehr Urin ausschieden als in der
Kontrollphase. In beiden Experimenten verdnderte sich die Urinausscheidung also zumindest bei

den Kontroll-Tieren erwartungsgemall.

Zusatzlich zu den Elektrolyten im Urin wurde die Kreatinin-Ausscheidung gemessen. Da Kreatinin
als harnpflichtiges Stoffwechselprodukt mit relativ konstanter Rate ausgeschieden wird, gibt es
keine Unterschiede zwischen Kontroll- und Knockout-Tieren. Vergleicht man jedoch Phase 1 und 2
mit Phase 3, fallt der Abfall der Kreatinin-Ausscheidung bei beiden Mausgruppen auf (40 % bei
Kontroll, 50% bei Knockout-Tieren). Der Wasserentzug fihrt vermutlich zu einem
vorlibergehenden Abfall der GFR, was zu einer verminderten glomerularen Filtration von Kreatinin

und damit zu einer kurzzeitig geringeren renalen Ausscheidung fiihrt.

Bei der Analyse der Urin-Elektrolyte erkennt man in der Kontrollphase einen signifikanten
Magnesium-Verlust bei den Knockout-Mausen. Ansonsten wurden keine Unterschiede zwischen

den Kontroll- und Knockout-M&usen beobachtet.

Verglichen mit Phase 1 stieg in Phase 2, bei beiden Versuchsgruppen ahnlich, die Ausscheidung
von Natrium extrem an, wahrend Kalium in hohem MaRe resorbiert wurde. Diese Daten
bestatigen die Wirksamkeit der verwendeten Diuretika, da beide Pharmaka die Natrium-
Ausscheidung steigern und Amilorid als Kalium-sparendes Diuretikum die renale Kalium-Sekretion
vermindern. Im Vergleich zu den Kontroll-Tieren, schieden die Knockout-Mause im Einfluss der
Diuretika vermehrt Magnesium und Calcium aus.

Im Durstversuch kommt es, im Vergleich zu den schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt

-Tieren,
bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/ " .Mzusen neben der erhéhten Wasserausscheidung auch
zum vermehrten Verlust von allen dargestellten Elektrolyten, namlich Natrium, Magnesium,

Calcium und Kalium.
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4.4.2 Niedrig-Salz-Didten

Fiir die Diatversuche wurden die Tiere vor Versuchsbeginn und wahrend des Versuchs im Abstand
von einigen Tagen immer wieder gewogen. Als Abbruchkriterium fiir das Experiment wurde ein
Gewichtsverlust von mehr als 15% KG gesetzt. Weiterhin wurde den Tieren 7 Tage vor
Versuchsbeginn Blut abgenommen, ebenso am letzten Tag der Niedrig-Salz-Diat. Dariber hinaus
wurde bei den Tieren Spontanurin gesammelt, um die Elektrolytausscheidung wahrend der

14-tagigen Didten zu lGberwachen.

Tag 0 bei den jeweiligen Auswertungen bezieht sich auf einen Mittelwert aus 2 Spoturinen, die an
verschiedenen Tagen vor Didtbeginn genommen wurden. Da es sich bei den Messungen vor und
nach den Didten jeweils um die selben Tiere handelte, wurde fiir die Auswertung von Blut- und

Urinproben der gepaarte T-Test verwendet.
4.4.2.1 Niedrig-Natrium-Diat

In die Ergebnisse der Niedrig-Natrium-Didt gingen die Messwerte aus 11 Kontroll- und
5 Knockout-Mausen ein. Das Kérpergewicht vor und nach der Diat wurde miteinander verglichen.

W Tiere Giber die 2 Wochen

Im Durchschnitt nahmen die schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10
1,4 0,8 % KG ab, die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"™"*-Mzuse 4,6 + 1,1 % KG. Im Vergleich zu

den Kontroll-Tieren war diese Abnahme signifikant (p-Wert: 0,046).

Weiterhin wurden vor und nach der Didt Blutproben vermessen (Abbildung 29). Wie bei der
bereits gezeigten Blutgasanalyse (Abbildung 23, Seite 59) gab es zwischen den beiden
Versuchsgruppen vor der Didt keine Unterschiede in den Blut-Elektrolyten. Im Vergleich mit der

vorherigen Messung waren aber auch die Blutgase nicht verandert.

Uber den Zeitraum der Diit stieg der Plasma pH-Wert bei beiden Gruppen an, bei den
Knockout-Tieren jedoch signifikant. Ebenso der Bikarbonat-Wert erhohte sich. Im Laufe der
Niedrig-Natrium-Didt erniedrigte sich im Blut Natrium, Magnesium und Kalium bei beiden

flox/lox_Mzusen und

Versuchsgruppen. Ein Unterschied zwischen den induzierten Pax8Cre/KCNJ10
den schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt—Méusen gab es hier aber ebenfalls nicht. Der

Calcium-Wert im Blut wurde von der Diat nicht beeinflusst.
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Abbildung 29  Blutanalyse vor und nach der Niedrig-Natrium-Didt von schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"/"*-Tieren (n=11) und induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"*_Tieren (n=5)

Die Diat fuhrte zu einer Erhéhung von pH-Wert und Bikarbonat, ebenso zu einer niedrigeren Natrium-,
Magnesium- und Kalium-Konzentration im Blut. Zwischen den Versuchsgruppen gab es, auBer dem
signifikant héheren pH-Wert nach der Diat, keine Unterschiede.

Fiir die Auswertung der Urin-Elektrolyte wurden diese erneut Uber die Kreatinin-Konzentration
normalisiert (Abbildung 30). Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"* Tiere zeigten wiahrend der
Niedrig-Natrium-Diat wie auch in den vergangenen Versuchen konstant niedrige Kreatinin-Werte,

die aus der starken Polyurie der Tiere resultierten.
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Die Natrium-Ausscheidung tber den Urin reduzierte sich, wie erwartet, wahrend der Diatphase
bei beiden Gruppen stark. Ein Unterschied zwischen Kontroll- und Knockout-Mausen war jedoch
nicht zu beobachten. Die Kalium-Ausscheidung sank ebenfalls bei beiden Gruppen. Wahrend sie
sich jedoch bei den Knockout-Tieren direkt nach Beginn stark verringerte, sank sie bei den
Kontroll-Tieren erst zum Ende der Didt. Keine signifikanten Veranderungen konnten bei den
Ausscheidungen von Magnesium und Calcium festgestellt werden. Die Werte blieben lber den

Zeitverlauf der Diat relativ konstant.
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Abbildung 30  renale Elektrolyt-Ausscheidung vor (grau unterlegt) und wahrend der Niedrig-Natrium-
Diat von schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt-M5usen (n=11) und induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™"™* - Mzusen (n=5)
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4.4.2.2 Niedrig-Magnesium-Diat

Wahrend der

2-wochigen

Niedrig-Magnesium-Diat nahmen

Ergebnisse

die 10 schein-induzierten

Pax8Cre/KCNJ10""*-Mzuse und 5 induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/" Mzuse etwa gleich viel

Korpergewicht ab (Kontrolle: 6,2 + 0,8 %, Knockout: 6,5 + 1,7 %, p-Wert: 0,9).
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Als Effekt der Diat stieg bei beiden Versuchsgruppen das Bikarbonat im Blut, ebenso sanken das
Magnesium und Kalium. Das Calcium im Blut sank nur bei den Kontroll-Tieren.
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Das Bikarbonat im Blut stieg bei beiden Versuchsgruppen stark an (Abbildung 31). Nach der Diat
war der Unterschied zwischen den Versuchsgruppen signifikant. Der Plasma pH-Wert der
Knockout-Mause stieg ebenfalls deutlich an, war aber vermutlich aufgrund der Streuung zwischen

den Messungen nicht signifikant.

Neben dem Magnesiumim Blut sank bei beiden Versuchsgruppen das Kalium wahrend der Diat
ab, wobei die Abnahme bei beiden Gruppen vergleichbar war. Bei den Kontroll-Mausen sank der
Calcium-Spiegel im Blut signifikant ab, wohingegen sich das Natrium Uber die Dauer der Diat nicht

veranderte.

Bei der Analyse des Urins konnte beobachtet werden, dass bei beiden Versuchsgruppen Kreatinin
direkt nach Beginn der Diat absank (Abbildung 32). Wie aufgrund der Didt zu erwarten war, fiel
die Magnesium-Ausscheidung bei beiden Mausgruppen drastisch ab. Die urspriinglichen Werte
von 8,73 + 0,37 mM/mM Kreatinin sanken auf 0,08 + 0,01 mM/mM Kreatinin an Diattag 4. Auch
die Knockout-Mause verringern die Magnesium-Ausscheidung (von 8,88 + 0,83 auf 0,21 +
0,04 mM/mM Kreatinin), doch wahrend der Wert zu Kontrollbedingungen fast gleich war, lag die

Magnesium-Ausscheidung der Knockout-Tiere an Didttag 4 bei mehr als der doppelten Menge.

Ebenso wie die Magnesium-Ausscheidung sank auch die Calcium-Ausscheidung bei beiden
Versuchsgruppen drastisch. Die Kalium-Ausscheidung stieg wahrend der 2-wodchigen Didt bei
Kontrolle und Knockout an, sank aber zu Diittag 14 bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10"¥/fox.
Mausen wieder. Die Natrium-Ausscheidung schwankte bei beiden Versuchsgruppen wahrend der

Diat stark.
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Abbildung 32 renale Elektrolyt-Ausscheidung vor (grau unterlegt) und wahrend der Niedrig-

Magnesium-Didt von schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10
Pax8Cre/KCNJ10™"*_M3zusen (n=5)

wt/wt

-Médusen (n=10) und induzierten
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4.4.2.3 Niedrig-Kalium-Diat

Bei den  13schein-induzierten  Pax8Cre/KCNJ10"V*“-Miusen  und 5 induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™1*_M3zusen, die fir die Niedrig-Kalium-Diit verwendet wurden, wurde ebenso
vorgegangen wie bei den anderen Niedrig-Salz-Diaten. Nach der Umstellung auf das Diatfutter
wurden die Tiere an Didttag 4 erneut vermessen. Obwohl die Tiere nicht augenscheinlich krank
waren, erkannte man einen deutlichen Gewichtsverlust. Wahrend die Kontroll-Tiere im Schnitt
6,9 + 1,4 % KG abnahmen, verloren die Knockout-Tiere 20,3 + 0,7 % KG, also fast dreimal so viel
(p-Wert: 0,0001). Da ein Gewichtsverlust von mehr als 15 % KG als Abbruchkriterium festgesetzt
wurde, wurde der Versuch vorzeitig abgebrochen. Von einer weiteren Blutabnahme nach Ende
des Versuchs wie bei den anderen Didten wurde aufgrund der schlechten Verfassung der

Knockout-Mause abgesehen.

Vor Abbruch des Versuchs wurde bei den Tieren einmal Spoturin gesammelt. Diese Proben
wurden vermessen und konnten zumindest mit dem Kontrolltag (Tag 0) verglichen werden

(Abbildung 33).

Vor allem war erkennbar, dass die Fahigkeit, Kalium zu resorbieren, unter der Niedrig-Kalium-Diat
bei den Knockout-Tieren eingeschrankt war. Obwohl sie zu Kontrollbedingungen &dhnlich viel
Kalium ausschieden wie die Kontroll-Tiere (Kontrolle: 77,9 + 4,5 mM/mM Kreatinin, Knockout:
68,0 £ 9,8 mM/mM Kreatinin), lag die Kalium-Konzentration an Didttag 4 mit 10,0 + 10,3 mM/mM

Kreatinin signifikant héher als die der Kontrollen (3,6 + 0,2 mM/mM Kreatinin).

Weiterhin verhielt sich das Ausscheidungsprofil der Knockout-Tiere beziiglich der Urin-Elektrolyte
entgegengesetzt zu dem der Kontroll-Mause. Wahrend sich bei den schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10""*-Msusen die Natrium-Ausscheidung erhohte und die Magnesium- und

flox/flox

Calcium-Ausscheidung sank, verdnderten sich die der induzierten Pax8Cre/KCNJ10 -Tiere in

umgekehrter Weise.
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Abbildung 33 renale Elektrolyt-Ausscheidung vor (grau unterlegt) und wahrend der Niedrig-Kalium-
Dist von induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/*-Mzusen (n=13) und induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/ %
Mausen (n=5)

Die Diat musste bereits nach 4 Tagen abgebrochen werden, da die Knockout-Mause mehr als 20 % ihres
Korpergewichts verloren hatten.
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5 Diskussion

Nachdem die konventionelle KCNJ10-Knockout-Maus aufgrund der friihen Letalitat als Modell zur
Untersuchung der Nierenpathologie beim EAST-Syndrom ungeeignet war (58), war das Ziel dieser
Arbeit, zuerst ein geeignetes nierenspezifisches und gegebenenfalls induzierbares Mausmodell zu

finden. AnschlieRend sollte der Phanotyp dieses Mausmodells eingehend untersucht werden.

5.1 Wahl der KCNJ10-Knockout-Maus

Bei der Entscheidung flr eine Cre-Maus fir das Cre/loxP-System standen zwei verschiedene
Mausmodelle zur Verfligung. Die Unterschiede bestanden zum einen darin, dass die Promotoren,
hinter die das Cre-Rekombinase Gen geschaltet wurde, unterschiedlich waren (Ksp-Cadherin bzw.
Pax8). Zum zweiten ware das eine System (Ksp-Cadherin) ab dem Zeitpunkt aktiv, ab dem der
Promotor unter natiirlichen Bedingungen aktiv sein wiirde, wahrend beim anderen System (Pax8)
in Kombination mit dem Tet-On-System erst die Gabe eines Tetracyclin-Derivats zur Deletion des

KCNJ10-Gens fuhren sollte.

5.1.1 Das KspCre-Mausmodell

Zuerst wurde das nicht-induzierbare System (KspCre) untersucht. Dieses Mausmodell war
einfacher zu handhaben, weil es keine Behandlung der Tiere mit Tetracyclin voraussetzt.
Aullerdem wiirde ein Knockout, der bereits friih in der Entwicklung einsetzt, besser zum
Krankheitsbild der EAST-Patienten passen, da das autosomal rezessiv vererbte Syndrom bereits im

Kleinkindalter zu ersten Symptomen fiihrt.

Das nierenspezifische Cre/loxP-System unter dem Ksp-Cadherin-Promotor wurde von Igarashi
et al. generiert. Sie beschrieben die Expression von Reporter-Genen unter dem Ksp-Cadherin-
Promotor als vergleichbar mit der Expression von Ksp-Cadherin (69). Dementsprechend
schilderten sie dessen Lokalisation in allen Epithelzellen des Nephrons, auBer in einigen Zellen von
Verbindungsstiick und Sammelrohr. Weiterhin beschrieben sie, dass keine Expression in
Glomeruli, BlutgefaRen und interstitiellen Zellen der Niere zu sehen war. In einer vorherigen
Publikation untersuchten sie einen anderen 5'-flankierenden Abschnitt des Ksp-Cadherin-Gens als
Promoter (90). Obwohl sich bei diesem die Sequenz nur um einige Basen vom bisherigen
Promoter unterschied, flihrte er zu einer ausschliel§lichen Expression im Sammelrohr. Der genaue
Abschnitt und die GroRe der 5'-flankierenden Sequenz des Ksp-Cadherin-Gens, die als Promotor-

Sequenz verwendet wurde, hatte also einen groRen Einfluss auf den Expressionsort in der Niere.
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Auch bei der KspCre-Maus, die sie 2002 generierten, erkannten sie ein unvollstiandiges
Expressionsschema (70). So beschrieben sie eine Effizienz von tiber 80 % im Sammelrohr und von
weniger als 5% im proximalen Tubulus. Uber den distalen Tubulus und das Verbindungsstiick
trafen sie keine Aussagen, wobei man auf mehreren Farbungen keine einheitliche, sondern eine

mosaikartige Expression des nachgeschalteten Reporter-Gens erkennt.

Die fir diese Arbeit angefertigten Nierenfarbungen mit der KspCre-Maus zeigten ein dhnliches
Expressionsmuster. Bei den Immunfluoreszenz-Aufnahmen der KspCre/Tomato-EGFP-Maus
erkennt man, dass die Cre-Rekombinase nicht in der kompletten Niere aktiv war (Abbildung 13,
Seite 46). Ferner sieht man bei den Bildern der KspCre/KCNJ10"/"Maus noch eine deutliche

KCNJ10-Expression (Abbildung 12, Seite 45).

Die Nierenfunktionsstérung, welche bei den EAST-Patienten und den konventionellen KCNJ10-
Knockout-Mdausen zu starken Verdnderungen in der renalen Elektrolytausscheidung fiihrt, war bei
den KspCre/KCNJ10™™* Mzusen nicht zu erkennen. Sie zeigten weder in ihrer
Gewichtsentwicklung bis zum 35. Lebenstag noch bei der renalen Elektrolytausscheidung relevant
veranderte Werte. Allein die mRNA-Expression von KCNJ10 war bei den KspCre/KCNJlOﬂC’X/ﬂ“—
Maiusen im Vergleich zu den KspCre/KCNJ10"/*“Tieren stark verringert (23 % KCNJ10-mRNA-
Expression, Abbildung 14, Seite 47). Dies schien jedoch keine tiefgreifenden Auswirkungen auf die
Nierenfunktion zu haben. Die Tiere zeigten in keiner Weise eine Ahnlichkeit mit den renalen
Symptomen der EAST-Patienten oder der konventionellen Knockout-Mause, was darauf schlieSen
lisst, dass bei den KspCre/KCNJ10™"™* M3zusen die Restexpression von KCNJ10 noch immer

ausreichend war, um die erwartete Salzverlust-Tubulopathie zu kompensieren.

Eine Erklarung fir die ungenugende Deletionsleistung dieses Cre/loxP-Systems ware, dass es
Unterschiede in der Cre-Aktivitdt oder in der Zuganglichkeit des Enzyms zum Chromatin gab.
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass der verwendete Ksp-Promotor im distalen Nephron
unvollstdandig und nur mosaikartig in vereinzelten Zellen aktiv war, dass aber gerade dort der
Funktionsverlust von KCNJ10 fir die Entstehung der Symptome entscheidend ist.
Dementsprechend ware die Expression des KCNJ10-Kanals in diesen vereinzelt positiven Zellen zur
Kompensation des Systems ausreichend gewesen. Die Ergebnisse zeigten auf, dass das

KspCre-System in der Maus als Modell fiir die menschliche EAST-Erkrankung nicht geeignet ist.
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5.1.2 Das induzierbare Pax8-Mausmodell

Als alternatives Mausmodell zur KspCre-Maus wurde das induzierbare Pax8-System getestet. Hier
ist dem Pax8-Promotor eine rtTA-Sequenz nachgeschaltet, die fiir das entsprechende rtTA-Protein
kodiert. Im nicht-induzierten System kann dieses nicht an ein TRE-Element binden. In
Anwesenheit eines Tetracyclin-Derivats bindet jedoch das Antibiotikum das rtTA-Protein, was zu
dessen Konformationsanderung fihrt und es das TRE-Element binden kann. Erst dadurch kann die
Cre-Rekombinase exprimiert und KCNJ10 Uber die loxP-Stellen deletiert werden (ausfihrlich
beschrieben auf Seite 15, 1.6.2 Das Tet-On-System). Solche induzierbaren Systeme sind vor allem
dann sinnvoll, wenn das Ausschalten eines Gens zu embryonal-letalen Phanotypen fiihrt oder die
Jungtiere sterben, bevor die Organe und Gewebe voll entwickelt sind. Bei der konventionellen
KCNJ10-Knockout-Maus gingen Kofuji et al. davon aus, dass die Tiere aufgrund des gravierenden
Hirn-Phanotyps innerhalb der ersten Woche sterben (83). Es ware jedoch ebenso vorstellbar, dass
der renale Phdnotyp ein normales Heranwachsen der Tiere unméglich macht. Als alternativer
Promotor zu Ksp-Cadherin erschien daher ein weiterer Versuchsansatz mit dem induzierbaren
Pax8-System sinnvoll.

5.1.2.1 Einfluss der Transgene auf die Entwicklung von nicht-induzierten

Pax8Cre-Mausen

Zuerst sollte festgestellt werden, ob nicht-induzierte Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt— und
Pax8Cre/KCNJ10™/"*_M3zuse vergleichbar heranwachsen (Abbildung 15, Seite 48). Die Gruppen
zeigten untereinander wahrend der Entwicklung keine Unterschiede im Gewicht und der renalen
Elektrolyt-Ausscheidung, was darauf schlieRen lasst, dass die ins Genom eingefligten Transgene

keine negativen Einfllisse auf das Gedeihen der Tiere hatten.

5.1.2.2 Histologische Untersuchung des Pax8Cre-Mausmodells

Ebenso wie die KspCre-Maduse wurden die induzierbaren Pax8Cre-Tiere mit der
Reporter-Mauslinie Tomato-EGFP gekreuzt. Bereits auf den Fluoreszenzaufnahmen ist gut
erkennbar, dass das System sehr genau reguliert ist (Abbildung 17, Seite 50). Ohne
Doxycyclin-Gabe ist nur Tomato-Fluoreszenz detektierbar. Das ldsst darauf schlieRen, dass die
Cre-Rekombinase unter diesen Umstanden in der Niere nicht aktiv ist. Nach Induktion mit
Doxycyclin ist die EGFP-Fluoreszenz in so gut wie allen Zellen des Tubulussystems gut erkennbar.
Das entspricht der in der Literatur beschriebenen Pax8-Aktivitdt in der Niere (84). Glomeruli,
BlutgefdBe und interstitielle Zellen waren von der Cre-Expression ausgenommen und
fluoreszierten rot. Gelegentlich waren auch einzelne Tubuluszellen im Nephron nicht induziert

worden.
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Wahrscheinlich war bei diesen Zellen das Pax8-System durch somatische Mutation verandert oder
die Chromatinstruktur nicht flir eine Deletion durch das Enzym zugénglich (91). Der letztere
Effekt, welcher Positionseffekt-Variegation (PEV) genannt wird, wird auch von lIgarashi et al.
diskutiert (90). Er kdnnte erklaren, dass nach der Integration von einem oder mehr nacheinander
geschalteter Transgene in der Ndhe von Heterochromatin die Stilllegung eben dieses Transgens
kontrolliert wurde. Da diese epigenetische Regulation lber z.B. Methylierung oder Packung des
Chromatins in verschiedenen Zelltypen variiert, konnte es einen Teil der Unterschiede in der
Cre-Rekombinase-Aktivitat erkldren.

flox/flox

Ubersichtsaufnahmen von Nierenschnitten einer induzierten Pax8Cre/KCNJ10 -Maus zeigen

"W Maus eine

im Vergleich zu einem Nierenschnitt einer schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10
deutlich geringere KCNJ10-Protein-Expression (Abbildung 16, Seite 49). Wa&hrend bei der
Kontroll-Maus im Nierenkortex deutlich eine Coexpression von KCNJ10 mit Calbindin und auch
teilweise mit AQP2 zu erkennen ist, ldsst die Immunfluoreszenz der induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™/ " Mausniere darauf schlieRen, dass die Effizienz der Cre-regulierten
Rekombination in so gut wie allen Tubuluszellen des DCT und CNT sehr grof$ war und demnach

eine Expression von KCNJ10 dort nicht mehr moglich war.

5.1.2.3 KCNJ10-mRNA-Expression von induzierten Pax8Cre/KCNJ10"* Mzusen

Samtliche Pax8Cre-Mause, die in Versuche eingingen, wurden vorab auf alle Transgene
genotypisiert, und nach Versuchsende wurde aus einer nicht-perfundierten Niere die
Restexpression von KCNJ10 mittels Realtime PCR ermittelt. Die durchschnittliche Expression von
induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"*_Tieren lag mit 16 % niedriger als die der KspCre/KCNJ10" %
Tiere (23 %) (Abbildung 14, Seite 47 und Abbildung 18, Seite 52). Dennoch gab es auch einige
induzierte Pax8Cre/KCNJ10™"*_M3use, die nicht auf die Doxycyclin-Behandlung reagiert haben
(sog. "Non-Responder"). Es ist unwahrscheinlich, dass diese Tiere nicht ausreichend Doxycyclin
bekamen, da in der Phase der Knockout-Induktion ausschlieBlich das Doxycyclin-Wasser gegeben
wurde und die Non-Responder zusammen mit Respondern in einem Kéfig salen. In der
3-wochigen Induktionsphase hatte vermutlich auch ein nur einfach vorkommendes Transgen

ausreichend aktiviert werden missen, um die Deletion zu erreichen.

5.1.2.4 Analyse des Spontanurins

flox/flox_ oder

Beim Vergleich des Spoturins von Kontroll-Tieren (nicht-induzierte Pax8Cre/KCNJ10
schein-induzierte Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt-Méuse) sind deutliche Unterschiede zu den Knockout-
Miusen (induzierte Pax8Cre/KCNJ10"/"Mizuse) zu erkennen (Abbildung 19, Seite 54 und
Abbildung 20, Seite 56). Im Gegensatz zur KspCre-Linie ist hier also offenkundig ein renaler

Phanotyp vorhanden.
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5.1.2.5 Entscheidung fiir das induzierbare Pax8Cre-Mausmodell fiir die Analyse des
renalen Phanotyps des EAST-Syndroms

Die Immunfluoreszenzfarbungen von Reporter- und Knockout-Mdusen wiesen zusammen mit der
niedrigen KCNJ10-Restexpression und der sich deutlich unterscheidenden renalen
Elektrolyt-Ausscheidung demzufolge darauf hin, dass die Pax8Cre-Mauslinie das geeignetere
Modell zur Untersuchung des EAST-Syndroms ist. Generell ware eine Restexpression von KCNJ10
in der Niere kein Ausschlusskriterium, da auch EAST-Patienten aufgrund der verschiedenen
Mutationen im KCNJ10-Gen nicht unbedingt einen vélligen Funktionsverlust des Kalium-Kanals
haben (38). Zusammenfassend ist also zu sagen, dass der nierenspezifische Knockout bei den
induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10"/"_M3zusen erfolgreich war und im Vergleich zu den
KspCre/KCNJ10™/ " M3zusen die deutlich bessere Wahl fiir weitergehende Untersuchungen des

renalen EAST-Syndroms.

5.1.3 Wahl der Kontroll-Gruppe fiir die induzierbaren
Pax8Cre/KCNJ10"¥"*_Tiere

Drei verschiedene Mausmodelle waren als Kontrollen fiir die induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10f'°X/”°X-

Mause denkbar: nicht-induzierte Pax8Cre/KCNJlOWt/Wt-, schein-induzierte (schein-induziert
bedeutet: mit Doxycyclin behandelt, aber ohne Effekt auf das KCNJ10-Gen) Pax8Cre/KCNJ10"¥*:-
oder nicht-induzierte Pax8Cre/KCNJ10"/"* Tiere. Um die Tierzahlen fir weitere Experimente
moglichst klein zu halten, sollte jedoch nur eine Kontrollgruppe fiir weitere Versuche gewahlt

werden.

Da die Anwesenheit des Transgens keinen Einfluss auf die Tiere hatte, waren nicht-induzierte
Pax8Cre/KCNJ10""*-Miuse als Kontrollen Uberfliissig (Abbildung 15, Seite 48). Dann stellte sich
die Frage, ob die Behandlung mit Doxycyclin dauerhafte Folgen fiir die Tiere hatte. Deswegen
wurden die Urin-Elektrolyte von induzierten Pax8Cre/KCNJ10™/"*  (Knockout) mit
nicht-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/fox. (Kontrolle 1) und schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10*"*-Mzusen (Kontrolle 2) verglichen (Abbildung 19, Seite 54). Obwohl nach der
3-wochigen Doxycyclin-Phase eine mindestens 2-woéchige Auswasch-Phase folgte, schieden die
induzierten Mause deutlich mehr Chlorid und Phosphat aus als die nicht-induzierten Tiere, was
darauf schlieRen lasst, dass es sich um einen reinen Doxycyclin-Effekt handelt. Beziglich
Tetracyclin- bzw. Doxycyclin-induzierter Maus-Modelle wurden in der Literatur keine Hinweise auf
derartige Veranderungen gefunden. Bereits 1958 wurde beobachtet, dass nach Tetracyclin-Gabe
alle Gewebe, in die das Antibiotikum eindringen kann, unter UV-Licht fluoreszieren (92). Eine

anhaltende Fluoreszenz in den Knochen und Zahnen lieB Milch et al. darauf schlieBen, dass sich
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Tetracyclin die Knochen einlagert. Spater wurde festgestellt, dass Tetracyclin Giber Calcium an den
Phosphatsauerstoff des Apatit im Knochen bindet (93). Die fortdauernde Einlagerung von
Doxycyclin in die Zdhne wurde auch bei den induzierten Pax8Cre-Mdusen entdeckt, bei denen das
Antibiotikum zu gelb-braunen Verfarbungen, den sogenannten "Tetracyclin-Zahnen" fiihrte. Eine
Begriindung fiir die verdanderte renale Elektrolyt-Ausscheidung nach der Doxycyclin-Behandlung
der Mause gab es allerdings nicht. Es ware jedoch moglich, dass im Zug der Osteolyse oder des

Knochenumbaus Doxycyclin frei wird und den Phosphat-Stoffwechsel stort.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieRfen, dass das Vorhandensein des Pax8Cre-Konstrukts keinen
Einfluss auf die Tiere hat, was die nicht-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt—Méuse als Kontrolle
Uberflissig macht. Die Induktion durch Doxycyclin dagegen hatte sehr wohl einen Einfluss auf die

flox/flox_-l-ier_e

renale Elektrolyt-Ausscheidung. Daher wurden die nicht-induzierten Pax8Cre/KCNJ10
als mogliche Kontrollgruppe verworfen und stattdessen die schein-induzierten

Pax8Cre/KCNJ10"“*-M3use verwendet.
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5.2 Phanotypisierung der adulten KCNJ10-Knockout-Maus

Fiir die Phanotypisierung des renalen KCNJ10-Knockouts in adulten Mausen wurde, wie gerade
diskutiert, das induzierbare Cre/loxP-System unter dem Pax8-Promoter verwendet.
EAST-Patienten leiden durch den Funktionsverlust des KCNJ10-Kalium-Kanals im DCT, CNT und
frithen CCD an einem renalen Salzverlust, einer Aktivierung des RAS, einer hypokalidmischen
metabolischen Alkalose, einer Hypomagnesidmie und einer Hypocalciurie (43). Nachfolgend
werden die Verdanderungen des Elektrolyt- und Wasserhaushalts der induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™/1* Mzuse im Vergleich zu den schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"V*t

Mausen erdrtert und mit den Symptomen der EAST-Patienten verglichen.

5.2.1 Vergleich der Urinanalysen

Fiir die Betrachtung der renalen Elektrolyt-Ausscheidung wurden in dieser Arbeit zwei
verschiedene Auswertungsmethoden verwendet. Zum einen wurden Proben von Spontanurin
untersucht und die gemessenen Konzentrationen der Urin-Elektrolyte auf die Kreatinin-
Konzentration normalisiert (Abbildung 20, Seite 56). Zum anderen wurden die Tiere 6 Stunden im
metabolischen Kafig gehalten und die absolute Stoffmenge in diesem Zeitraum ermittelt

(Kontrollphase, Abbildung 28, Seite 64).

Eine Normalisierung der Elektrolyte auf die Kreatinin-Konzentration ist im Spontanurin notwendig,
da die alleinige Betrachtung von Elektrolyt-Konzentrationen den Urinfluss bzw. die Menge an
ausgeschiedenem Wasser nicht bericksichtigt. Deshalb wurden die Proben auf das relativ
konstant produzierte und ausgeschiedene Kreatinin, ein harnpflichtiges Stoffwechselendprodukt
des Muskelmetabolismus, normalisiert. Kreatinin wird fast ausschlieBlich renal eliminiert,
ungehindert in den Primarharn filtriert und im Tubulus kaum resorbiert, allerdings bei Mausen
auch tubular sezerniert. Seine Ausscheidung ist aber recht unabhangig vom distal tubuldren
Wasser- und Salztransport, und die Kreatinin-Konzentration ist daher ein Surrogatmarker fir die
Harnkonzentrierung. Diese Methode zur Vergleichbarkeit der renalen Elektrolyt-Ausscheidung
zwischen verschiedenen Versuchstieren ist gangig und wird vor allem deshalb gerne verwendet,

weil Kreatinin endogen produziert wird.

Durch die Haltung der Versuchstiere im Stoffwechselkafig konnte die (iber den Harn
ausgeschiedene absolute Stoffmenge an Elektrolyten ermittelt werden. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass durch die Kenntnis der Harnflussrate keine Normalisierung durchgefihrt

werden muss und Werte nicht durch Verdnderungen der Kreatinin-Ausscheidung beeinflusst
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werden konnen. Allerdings stellt der Stoffwechselkafig eine gravierende Stresssituation fiir das

Tier dar und dies kann sich malRgeblich auf die Ausscheidungsdaten auswirken.

Beim Vergleich der beiden Auswertungen fallt auf, dass die Ergebnisse nicht vollstandig
Ubereinstimmen. Wahrend die Resultate der normalisierten Spontanurine bei den induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™" . Mzusen auf eine renale Retention von Natrium und Kalium und einem
Verlust von Ammonium hindeuten (Abbildung 19, Seite 54 und Abbildung 20, Seite 56), weisen die
Ergebnisse der Urinanalysen aus dem Stoffwechselkafig auf einen signifikanten Verlust von
Magnesium und eine leichte Erhéhung der renalen Calcium- und Kalium-Ausscheidung
(Abbildung 28, Seite 64) hin. Auch bei den Analysen der Niedrig-Salz-Didten wurden Spontanurine
ausgewertet. Wahrend bei dem Kontrollwert zwischen den Versuchsgruppen vor der Niedrig-
Natrium- und Niedrig-Magnesium-Diat keine Unterschiede in den Urin-Elektrolyten zu erkennen
waren (Abbildung 30, Seite 68 und Abbildung 32, Seite 71), zeigten die Knockout-Tiere, die vor der
Niedrig-Kalium-Diadt untersucht wurden, eine verringerte Magnesium- und Calcium-Ausscheidung

(Abbildung 33, Seite 73).

Bei der Diskussion dieser unterschiedlichen Ergebnisse sollte bedacht werden, dass bei den
einzelnen Experimenten verschiedene Mause in unterschiedlichem Alter mit einem
unterschiedlich groBen Abstand zur Knockout-Induktion bzw. Doxycyclin-Behandlung verwendet
wurden. Daher hatte die Knockout-Tiere unterschiedlich viel Zeit, den KCNJ10-Funktionsverlust zu
kompensieren und waren vielleicht noch nicht oder nur zum Teil im Gleichgewicht zwischen
Elektrolytaufnahme bzw. -ausscheidung. Dies ist sicher einer der Griinde, warum die Daten
zwischen diesen voneinander unabhangigen Experimenten nicht miteinander verglichen werden

durfen.

Weiterhin ist nicht klar, inwieweit Kreatinin als Parameter fiir die Normierung verlasslich ist.
Obwohl er lange Zeit als geeignet propagiert wurde, weisen viele neuere Untersuchungen darauf
hin, dass er in vielen Fallen nur bedingt zur Normalisierung verwendet werden kann. Zum einen
wird Kreatinin nicht in allen Individuen in vergleichbaren Mengen erzeugt. Die Produktion ist
abhangig von Alter, Gewicht, Geschlecht und Rasse (94-96). Unterschiede werden nicht nur
zwischen Individuen sichtbar sondern auch bei der Betrachtung eines Individuums von Tag zu Tag
oder von Stunde zu Stunde (97, 98). Die Schwankungen in der Kreatinin-Produktion von gesunden
Versuchspersonen variierten im Bereich von 10 - 14 % Ulber einen Zeitraum von 24 Stunden (99).
Weiterhin sollte bedacht werden, dass Kreatinin nicht nur in der Niere filtriert sondern auch aktiv
in das Tubulus-Lumen sezerniert wird. Shemesh et al. schatzten, dass die Sekretionsrate von
Kreatinin in einem gesunden Menschen etwa bei 10 - 20 % der taglich ausgeschiedenen Kreatinin-

Menge liegt (100). Bei Mausen und Ratten ist dieser Anteil hoher. Wahrend bei Ratten etwa 57 %
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des Kreatinins in den Tubulus sezerniert wird, schwankt der Wert bei Mausen zwischen

30 und 60 % (94, 101).

Ein wichtiger Faktor bei der Kreatinin-Sekretion ist auch die GFR. Shemesh et al. verglichen
Patienten mit verschiedenen glomerularen Erkrankungen und stellten fest, dass es bei einer
Erniedrigung der GFR zu einer Hypersekretion von Kreatinin kam (100). Weiterhin wurde
festgestellt, dass es bei einer stetigen Veranderung der GFR ebenfalls zu dynamischen
Anderungen der renalen Kreatinin-Ausscheidung kommt (102). Wird in solchen Situationen
Kreatinin zur Normalisierung verwendet, fiihrt es zu einer Unter- oder Uberschitzung der
Elektrolyt-Ausscheidung.

Bei dem Vergleich der renalen Elektrolyt-Ausscheidung von induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/1ox

Mausen mit schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt-Méusen mussen diese Befunde bedacht
werden. Die Knockout-Tiere litten an einer Polyurie und Polydipsie, die sich durch eine erniedrigte
Kreatinin-Konzentration im Urin bestatigte. Bei den Knockout-Tieren wurde zudem eine
niedrigere glomeruldre Filtrationsleistung festgestellt (Abbildung 26, Seite 61). In diesem Fall ist
die Menge an sezerniertem Kreatinin variabel und damit ist auch dessen Verwendung zur

Normalisierung der Elektrolyte fraglich.

Die normierten Werte des Spontanurins sprechen dafiir, dass die Knockout-Tiere Natrium
retinieren. Dieser Befund ist allerdings fragwiirdig, da die Tiere keine Hypernatriamie und keinen
arteriellen Hypertonus aufwiesen. Wahrscheinlicher ist, dass Knockout-Mdause aufgrund der
geringeren GFR mehr Kreatinin in das Tubulus-Lumen sezernierten und deshalb bei der
Normierung mit falsch hohen Kreatinin-Werten eine zu niedrige Elektrolyt-Ausscheidung
berechnet wurde. Es ist auRerdem denkbar, dass die Kreatinin-Messung bei den verdiinnten
Urinen der Knockout-Mause aus messtechnischen Griinden einen zu hohen Wert ergab. Fir die
Phanotypisierung der KCNJ10-Knockout-Maus wurden deshalb vor allem die Befunde aus den
Urinanalysen des Stoffwechselkafigs verwendet, da hier absolute Werte (Stoffmenge/Zeit)

berechnet werden konnten.

Aus der Auswertung der Urinproben kann man also folgern, dass die Tiere zum einen an einer
Polyurie litten, da die Kreatinin-Konzentration im Spontanurin durchgehend erniedrigt war. Die
Kreatinin-Stoffmenge, die im metabolischen Kafig tiber einen definierten Zeitraum ausgeschieden
wurde, lag bei beiden Versuchsgruppen gleich, was bestatigt, dass Kreatinin bei beiden Gruppen
konstant gebildet und ausgeschieden wurde. Dabei wird aber nicht beriicksichtigt, ob Kreatinin
filtriert oder sezerniert wurde. Weiterhin wurde bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10"Vfox

Mausen ein Hypermagnesiurie, und in der Tendenz eine erhohte renale Ausscheidung von

Calcium und Kalium diagnostiziert.
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5.2.2 Der Natrium-Haushalt bei der adulten nierenspezifischen
KCNJ10-Knockout-Maus

EAST-Patienten leiden an einen Salzverlust-Tubulopathie (43). Wie bereits in der Einleitung
erklart, kommt es bei den Patienten durch die eingeschrankte Funktion des KCNJ10 zu einem
renalen Natriumchlorid-Verlust zur Aktivierung des RAS, um einem weiteren Salzverlust entgegen
zu wirken. Durch Aldosteron wird zum einen die Natrium-Resorption im PT {iber den Natrium-
Protonen-Exchanger (NHE3) und im CCD Uber den epithelialen Natrium-Kanal (ENaC) und die
Na‘/K*-ATPase erhéht (103-107). Die erhéhte Natrium-Aufnahme iber den NHE3 fiihrt zum
Verlust von Protonen, welcher sich bei den Patienten in einer metabolischen Alkalose dufert.
Durch die verstarkte Natrium-Resorption Gber den ENaC im CCD kommt es zusatzlich zu einem

Kalium-Verlust Gber BK- und ROMK-Kanale.

Bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10™"* Msusen kam es, im Vergleich zu den schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt—Méusen, zu keinem offensichtlichen Natrium-Verlust Uber die Niere
(Abbildung 28, Seite 64). Falls zur Gegenregulation der verminderten Natrium-Resorption im DCT
das RAS aktiviert wurde, wirden die leicht erhohte renale Kalium-Ausscheidung und
metabolischen Alkalose mit dieser These konform gehen. Die durchgefiihrten Experimente
konnen diese Theorie jedoch nicht unterstitzen. Messungen der Aldosteron-Konzentration haben
kein Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen ergeben (Abbildung 25, Seite 61). Man sollte
jedoch bedenken, dass Blutabnahmen bei Mausen immer mit Stress verbunden sind und daher
die Messwerte oft stark schwanken. Geringe Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen sind so
schwer auszumachen. Ebenso war die renale mRNA-Expression von Renin nicht erhoht
(Abbildung 27, Seite 62). Auch diese Ergebnisse geben Hinweise auf ein nicht stimuliertes RAS.
Ebenso gilt ein verminderter Blutdruck als stimulierender Einfluss auf die Aktivierung des RAS.
Beim Vergleich der Versuchsgruppen wurden jedoch keine Unterschiede im Blutdruck entdeckt
(Abbildung 24, Seite 60). Ein aktiviertes RAS fihrt auch zu einer vermehrten Freisetzung von
antidiuretischem Hormon (ADH), das wiederum fir eine verstarkte Wasserresorption Uber das
Aquaporin 2 (AQP2) im CCD sorgt. Die Knockout-Mause litten jedoch im Gegenteil an einer
Polyurie und Dehydratation. Ebenso zeigten sie keine Unterschiede in der AQP2-mRNA-Expression

(Abbildung 27, Seite 62).

Es scheint also, als ob das RAS bei der KCNJ10-Knockout-Maus im Gegensatz zu den
EAST-Patienten nicht dauerhaft aktiviert ist. Ebenso kdnnte das RAS durch weitere, in diesem
Phanotyp starker wirkende Regulationsmechanismen inhibiert oder Uberlagert werden. Diese

Theorie wird spater genauer diskutiert.
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Die induzierte Pax8Cre/KCNJ10""°*_Maus unter einer Niedrig-Natrium-Diiit

Da die EAST-Patienten an einem renalen Salzverlust leiden, im Gegensatz dazu die induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™/ " M3zuse aber einen ausgeglichenen Natriumchlorid-Haushalt aufwiesen,
sollte der Mechanismus, der dieses Gleichgewicht halt, Gber eine zweiwdchige Niedrig-Natrium-

Diat getestet werden.

In vielen Publikationen wurden die Anpassungen der Niere an eine Niedrig-Natrium-Didt genau
erforscht. Neben verdnderten Resorptionsvorgdangen im Tubulus kann auch Uber eine hormonelle
Regulation ein Natrium-Verlust verhindert werden. Bei einer geringen Natrium-Zufuhr tber die
Nahrung wird als eine erste regulatorische MaRnahme die renale Natrium-Ausscheidung
verringert, um einen Natrium-Verlust Gber den Harn zu verhindern (108). Durch eine geringe
Natriumchlorid-Konzentration in der Macula Densa wird das RAS aktiviert und fiihrt zu einem
erhohten  Aldosteron-Spiegel im Serum (108). Aldosteron wiederum steigert die
Resorptionsmechanismen im PT, DCT und vor allem CCD (108, 109). Wie bereits geschildert, sind
Natrium-Resorption und Kalium- bzw. Protonen-Sekretion im Nephron zumindest partiell
gekoppelt, was durch einen renalen Verlust von Kalium und Protonen letztendlich zu einer
hypokalidmischen metabolischen Alkalose fiihrt (110, 111). Ebenso wie bei einem aktivierten RAS
erhoht sich bei auch bei direkter Aldosteron-Gabe die Exkretion von Magnesium und Kalium in
gleicher Weise (112). Die genaue Steuerung dieser Magnesium-Ausscheidung durch Aldosteron ist

jedoch unklar.

In beiden Versuchsgruppen wurde die schnelle und drastische Erniedrigung der renalen Natrium-
Ausscheidung beobachtet (Abbildung 30, Seite 68). Ein gewisser Natrium-Verlust konnte dadurch
jedoch nicht verhindert werden, worauf die bei der Blutuntersuchung nach der Diadt bei beiden
Versuchsgruppen festgestellte vergleichbar starke Hyponatridgmie hinwies (Abbildung 29,
Seite 67). Weiterhin litten beide Versuchsgruppen an einer Alkalose und einer Hypokalidmie.

flox/flox

Interessanterweise reduzierten die induzierten Pax8Cre/KCNJ10 -Maduse die renale Kalium-

Ausscheidung bereits zu Beginn der Diat, wahrend die schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt-
Mause die Exkretion erst zum Ende der 14-Tage Phase erniedrigten. Die Knockout-Mause hatten

zudem eine starkere Alkalose als die Kontroll-Tiere.

AbschlieBend sollen die Ergebnisse der Niedrig-Natrium-Diat noch einmal zusammengefasst
werden. Obwohl es zwischen den Knockout- und den Kontroll-Mdusen bei der Standard-Diat
keine Unterschiede beziglich des Natrium-Haushaltes gab und auch bei der renalen
regulatorischen Anpassung an die Niedrig-Natrium-Didt eine vergleichbar starke Natrium-
Resorption erreicht wurde, kompensierten die Versuchsgruppen in der Diat-Phase auf

unterschiedliche Art und Weise einen moglichen Natrium-Verlust. Die Kontroll-Tiere versuchten
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einen renalen Natrium-Verlust lber eine Aktivierung des RAS zu vermeiden. Die Knockout-Tiere,
die schon einen Salz-Verlust durch die mangelnde DCT-Resorptionsfahigkeit kompensieren
mussten, wiesen dagegen eine verminderte Fahigkeit auf, die reduzierte didtetische Natrium-

Aufnahme zu kompensieren.

5.2.3 Der Calcium-Haushalt bei der adulten nierenspezifischen
KCNJ10-Knockout-Maus

Behandlungen mit Medikamenten oder Mutationen, die zu einer eingeschrankten NCC-Aktivitat
flihren, resultieren normalerweise in einer Hypocalciurie. Sowohl Gitelman- als auch
EAST-Patienten leiden an diesen Symptomen, ebenso NCC”-Méuse und chronisch mit Thiaziden
behandelte Tiere (43, 113, 114). Die eingeschrankte DCT-Resorptionsleistung fihrt zur
verminderten Calcium-Resorption in diesem Tubulus-Abschnitt. Allerdings kommt es zu einer
Hyperresorption in einem oder mehreren anderen Nephron-Segmenten und es wird so am Ende
mehr Calcium zuriickgehalten (Hypocalciurie). Dennoch konnten bei den induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™/"*_M3zusen keine Unterschiede im Calcium-Haushalt festgestellt werden

(Abbildung 28, Seite 64).

Bisher wurde noch nicht eindeutig geklért, wie die Patienten und auch die NCC”-Miuse diesen
renalen Calcium-Verlust kompensieren und sogar umkehren kénnen (115). Es wird vermutet, dass
sich Uber eine hormongesteuerte Regulation die Calcium-Resorption im PT erhoht. Dabei wiirde
nach einer initialen Natriurese durch die eingeschrankte Resorptionsleistung im DCT eine primare,
Aldosteron-induzierte Natrium-Resorption und eine sekunddre, passive, gesteigerte Calcium-
Resorption folgen (116). Leider ist an dieser Stelle nicht bekannt, warum die induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™/™*_M3zuse keine Hypocalciurie aufwiesen. Moglicherweise benétigt die

Ausbildung der Hypocalciurie mehr Zeit.

5.2.4 Der Magnesium-Haushalt bei der adulten nierenspezifischen
KCNJ10-Knockout-Maus

Der Magnesium-Haushalt wird vor allem Uber intestinale und renale Resorption reguliert (117).
Wenn die Magnesium-Konzentration im Blut aufgrund der didtischen Aufnahme schwankt, spielen
aber weder das zellulare noch das im Knochen gespeicherte Magnesium eine bedeutende Rolle
bei der Kompensation. In der Niere wird im PT und der TAL der groRte Anteil des filtrierten
Magnesiums (70 -90 %) resorbiert. Die restlichen 5-10% werden im DCT transzelluldar

zuriickgewonnen (10, 118). Die genau Regulation, die beteiligten Hormone und viele der
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Transport-Proteine, die an der Resorption beteiligt sind, sind noch nicht bekannt und Gegenstand
der Forschung. Da der DCT der letzte Tubulus-Abschnitt des Nephrons ist, in dem eine
nennenswerte Magnesium-Resorption stattfindet, und sie vor allem hier durch transzelluldre

Resorption erfolgt, kann ein Defekt in der DCT-Resorption nur schwer ausgeglichen werden.

Ebenso wie bei EAST-Patienten litten auch die induzierten Pax8Cre/KCNJ10™/"*-Msuse an einem
Verlust von Magnesium (iber den Urin (Abbildung 28, Seite 64). Beim Patienten wird die
Hypomagnesidmie erst im spateren Verlauf der Erkrankung festgestellt, wenn der Elektrolyt-
Haushalt bereits tiefgreifend gestort ist und seit langerem eine Hypermagnesiurie vorlag. Da die
Knockout-Tiere bereits an einem renalen Magnesium-Verlust litten, liegt die Vermutung nahe,

dass in der Folgezeit der Erkrankung auch eine Hypomagnesiamie auftreten wirde.

Die induzierte Pax8Cre/KCNJ10"/"°*_Maus unter einer Niedrig-Magnesium-Diiit

Durch eine zweiwdchige Niedrig-Magnesium-Diat wurde getestet, inwieweit die induzierten
Pax8Cre/KCNJ10f'°"/ﬂ°x—Méuse mit einer deutlich geringeren Magnesium-Aufnahme Uber die

Nahrung zurecht kommen wirden.

Es ist bekannt, dass die renale Resorption von Magnesium bei einem Magnesium-Mangel sehr
schnell angepasst wird (119). Shafik et al. fanden bei Experimenten an Ratten heraus, dass nach
etwa 5 Stunden Restriktion die Magnesium-Ausscheidung Uber den Urin signifikant verringert
wurde, wahrend die Konzentration im Plasma erst nach 20 Stunden nicht mehr konstant gehalten
werden konnte und ebenfalls absank (118). Es wird vermutet, dass eine erhéhte Magnesium-
Resorption im DCT eine wichtige Rolle bei der Kompensation des Magnesium-Mangels spielt, da
bei einer Niedrig-Magnesium-Diat der apikal im DCT lokalisierte TRPM6 starker exprimiert wird
(120). In vielen Publikationen wurde ebenso eine Calcium-Konservierung durch ein Absinken der
renalen Calcium-Ausscheidung beschrieben, jedoch keine Verdanderung der Calcium-
Konzentration im Serum (118, 120). Der Grund fir die vergleichbar reduzierte renale Magnesium-
und Calcium-Ausscheidung liegt an der parazelluldaren Resorption beider Kationen in der Henle-
Schleife, was dort zu einer Kopplung im Transport fihrt. Dadurch kommt es zum kompetitiven
Transport und bei einer erhéhten Magnesium-Resorption wird demnach auch vermehrt Calcium
resorbiert wird (121-123). In Ratten senkte sich kurz nach Beginn einer Niedrig-Magnesium-Diat
die renale Kalium-Ausscheidung und begleitend auch die Plasma-Konzentration von Kalium (118).
Eine Verbindung von renalem Magnesium- und Kalium-Haushalt wurde bereits 6fter beobachtet,

wobei der Mechanismus oder die Regulation unbekannt blieben (124, 125).
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flox/flox_\15usen als auch

Wie zu erwarten war, sanken sowohl bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10
den schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"*-M3usen die Magnesium-Konzentrationen in Blut und
Urin drastisch nach Beginn der Diat (Abbildung 31, Seite 69 und Abbildung 32, Seite 71). Ebenso
sank bei beiden Versuchsgruppen auch die renale Calcium-Ausscheidung aufgrund der erhohten,
gekoppelten Resorption von Magnesium und Calcium in der Henle-Schleife. Bei der Betrachtung
des Serums fallt jedoch auf, dass nur die Kontroll-Mause durch die Didt an einer Hypocalciamie

litten. Das Serum-Calcium der induzierten Pax8Cre/KCNJ10"¥flox

-Mause sank hingegen nicht. Bei
beiden Versuchsgruppen verdanderte sich die renale Kalium-Ausscheidung wenig, die Tiere wiesen
am Ende der Diat jedoch ein hypokalidmische metabolische Alkalose auf. Die Diat fiihrte weiterhin
bei beiden Versuchsgruppen zu einer Reduktion der Kreatinin-Konzentration im Urin, was auf eine
verstarkte Diurese hindeutet. Derartige Befunde wurden auch schon vorher beschrieben (126).
Wittner et al. vermuteten aufgrund der erhdhten Urinmenge, dass entweder die niedrige
Magnesium-Konzentration im Primarfiltrat einen Einfluss auf die Natriumchlorid-Resorption in der

TAL hat oder der Effekt der Hypomagnesiamie die Wasser-Resorption im distalen Nephron

beeinflusst.

Als wichtigstes Ergebnis der Niedrig-Magnesium-Diat konnte demnach ermittelt werden, dass
beide Versuchsgruppen mit der reduzierten Magnesium-Aufnahme Uber die Nahrung dhnlich gut
umgingen. Beide reduzierten die renale Magnesium-Ausscheidung, wiesen aber dennoch am Ende

der Diat eine Hypomagnesiamie und eine hypokalidmische metabolische Alkalose auf.

5.2.5 Storungen im Saure-Basen-Haushalt fiihrten zu einer metabolischen
Alkalose bei der KCNJ10-Knockout-Maus

EAST-Patienten leiden an einer hypokalidmischen metabolischen Alkalose. Wie bereits
geschildert, ist die Natrium-Resorption im Sammelrohr an eine Sekretion von Wasserstoff und
Kalium gekoppelt. Wird eine gesteigerte Natrium-Aufnahme in diesen Tubulus-Segmenten nétig,
wird demnach auch vermehrt Wasserstoff und Kalium sezerniert und Uber den Harn
ausgeschieden, was schlussendlich zu einer metabolischen Alkalose mit Hypokalidamie in den

EAST-Patienten fuhrt.

flox/ﬂox_Mé use

Bei der Betrachtung der Plasmawerte fiel auf, dass die induzierten Pax8Cre/KCNJ10
ebenso wie die EAST-Patienten an einer metabolischen Alkalose litten (Abbildung 23, Seite 59).
Ein basischer pH-Wert lag nur tendenziell vor, da die Tiere sich vermutlich in einem
kompensierten Stadium befanden. Dennoch konnte aus den anderen Ergebnissen der

Blutgasanalyse auf eine metabolische Alkalose geschlossen werden.
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Ein Indiz dafur war zum einen das erhdhte Bikarbonat im Blut. Eine metabolische Alkalose wird
durch einen Mangel an Saduren im Blut verursacht, wobei die hier vorliegende
Subtraktionsalkalose durch einen Verlust von Sauredquivalenten und Protonen entstand. Durch
die erhohte Natrium-Resorption im CCD Uber den ENaC kam es als Ausgleich zu einer erhéhten
Protonen-Sekretion tiber den Urin. Ein weiterer Hinweis auf die metabolische Alkalose lieferte der
positive Baseniiberschuss im Blut (127). Eine Basenabweichung von mehr als + 2 mmol/| deutet
auf eine metabolische Alkalose hin. Dieser Wert wird aus dem pH und pCO:, der Konzentration
des Hamoglobins und der Sauerstoffsattigung des Himoglobins berechnet, wodurch auch auf die
Untersuchung einer arteriellen Blutprobe verzichtet werden kann. Bei einem ausgeglichenen
metabolischen Sdure-Basen-Verhaltnis im Korper liegt dieser Wert bei 0 mmol/I. Respiratorische
Stérungen des Saure-Basen-Haushalts haben hingegen keinen Einfluss auf den Basentliberschuss.
Beide Versuchsgruppen zeigten einen stark negativen Baseniberschuss. Der Grund dafir lag
wahrscheinlich an der Art der Blutabnahme Uber den submandibuldren Venenplexus. Dennoch
hatten die Knockout-Mause im Vergleich zu den Kontroll-Tieren deutlich mehr Pufferbasen

(A + 4,0 mmol/l) im Sinne einer metabolischen Alkalose.

5.2.6 Der Kalium-Haushalt bei der adulten nierenspezifischen
KCNJ10-Knockout-Maus

Durch die erhohte Kalium-Sekretion Uiber BK- und ROMK-Kandle im Sammelrohr leiden
EAST-Patienten an einer Hypokaliamie, die, wie gerade beschrieben, zusatzlich von einer

flox/flox_Mausen wurde

metabolischen Alkalose begleitet wird. Bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10
nur in der Tendenz eine erhohte Kalium-Ausscheidung lber den Urin, jedoch keine verringerte
Kalium-Konzentration im Blut festgestellt. Vermutlich verfiigten die Tiere entweder lber einen
Kompensations-Mechanismus, der einen signifikanten Kalium-Verlust verhindert, oder die

Hypokalidamie ware erst im spateren Verlauf der Erkrankung auftreten.

Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/ . Mzuse unter einer Niedrig-Kalium-Diit

Um bessere Einsicht in die Regulation des Kalium-Haushalts bei induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/1ox.

Mause zu bekommen, wurden die Versuchstiere auf eine Niedrig-Kalium-Diat gesetzt. Allerdings
musste der Versuch aber bereits nach 4 Tagen abgebrochen werden, da die induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™/*_M3zuse mehr als 20 % ihres Kérpergewichts abgenommen hatten und diese

Gewichtsreduktion als lebensbedrohlich eingestuft wurde. Demnach konnte nach Abbruch der
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Diat auch keine Blutabnahme durchgefiihrt werden. Fiir die Auswertung des Versuchs konnten

schlussendlich also nur die Urinanalysen verwendet werden.

Eine reduzierte Kalium-Aufnahme Uber die Nahrung fiihrt im Allgemeinen zu einer erhdhten
renalen Kalium-Resorption (128-130). Dafiir wird im Sammelrohr die Transkription der apikalen
H*/K*-ATPase gesteigert (131, 132). Da dort aber die renale Natrium-Resorption mit der Kalium-
Sekretion gekoppelt ist, wird, um einen Kalium-Verlust zu verhindern, ebenso der ENaC inhibiert,
was zu einer erhohten Natrium-Exkretion fihrt (133). Es wurde gezeigt, dass eine geringe Kalium-
Aufnahme das RAS aktiviert und so ROMK- und BK-Kanéale im CCD gehemmt werden kdnnen (134,
135). Das aktivierte RAS fiihrt zu einer vermehrten ADH-Freisetzung, was das Trinkverhalten im
Hypothalamus reguliert. Es ist bekannt, dass eine Niedrig-Kalium-Didt zu einer erhohten

Wasseraufnahme und Diurese flihrt, ebenso zu einer verringerten Urin-Osmolalitat (136).

Die schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10Wt/Wt—Méuse reduzierten bei der Niedrig-Kalium-Didt die
renale Kalium-Ausscheidung und erhéhten die Natrium-Ausscheidung (Abbildung 33, Seite 73).
AuRerdem verdnderten sie ebenfalls ihr Trinkverhalten indem sie mehr Wasser aufnahmen.

Darauf deutete die erniedrigte Kreatinin-Konzentration im Urin hin.

Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"_M3use hingegen hatten bereits bei der Standard-Diit eine
leicht erhohte Kalium-Exkretion, vermutlich aufgrund einer kompensatorisch erhéhten Natrium-
Resorption im Sammelrohr. Die Tiere befanden sich also in der schwierigen Lage neben einer
Hypernatriurie zusatzlich die durch die Nahrung reduzierte Kalium-Aufnahme ausgleichen zu
missen. Wahrend der Diadtphase reduzierten sie zwar die renale Kalium-Ausscheidung, aber nicht
im selben MaRe wie die Kontroll-Tiere. Man kann also davon ausgehen, dass der
Kompensationsmechanismus, der bei der Standard-Diat einen Salzverlust gut verhindern kann, bei
einer geringen Kalium-Aufnahme nicht mehr ausreicht. Die Tatsache, dass die Tiere bereits nach

4 Tagen lebensbedrohlich viel Gewicht verloren hatten, unterstiitzt diese These.

5.2.7 Verringerung der glomerularen Filtrationsrate bei der
nierenspezifischen KCNJ10-Knockout-Maus

Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) bezeichnet das Gesamtvolumen des Priméarharns, das von
allen Glomeruli beider Nieren zusammen in einer definierten Zeiteinheit gefiltert wird. Sie ist eine
allgemein akzeptierte GroRe, um die Nierenfunktion abzuschatzen, sowohl in der klinischen
Medizin als auch in Tiermodellen. In den letzten Jahren hat sich das Fructose-Polysaccharid Inulin
fiir die Bestimmung der Clearance als Goldstandard etabliert (137, 138). Ein weiterer Vorteil fur

die Verwendung von Inulin ist die anhaltend konstante, freie glomerulare Filtration auch bei einer
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eingeschrankter Nierenfunktion (100). Fir die GFR-Messung wurde deshalb das Inulin-dhnliche

Sinistrin verwendet (137, 138).

Die Regulation der GFR erfolgt unter anderem uber das tubuloglomeruladre Feedback (TGF) (139).
Seit einigen Jahren wird als Gegenspieler des TGF das CTGF (connecting tubule glomerular
feedback) vor allem von einer Arbeitsgruppe diskutiert (140). Uber den TGF wird bei jedem
einzelnen Nephron die GFR an die Salz-Konzentration im Tubulus angepasst. Bei einer hohen GFR
Uberschreitet die Menge des Natriumchlorids im Primarharn die Resorptionsfahigkeit des
proximalen Tubulus. Diese distal erhéhte Salz-Konzentration wird von NKCC2-Symportern an der
Macula Densa registriert und das TGF vermittelt eine Kontraktion der glatten Muskulatur im Vas
afferens und erniedrigt die GFR. Dadurch nimmt der Harnfluss in der Henle-Schleife ab, es bleibt
mehr Zeit fiur die Riickresorption von Elektrolyten und die lonenkonzentration in distalen Tubulus-
Abschnitten nimmt wieder ab. Bei hypoosmolarem Harn stellt sich der gegenteilige Effekt ein.
Regulatorische Faktoren des TGF sind z.B. Stickstoffmonoxid, Cyclooxygenase-2-Produkte (COX-2),
Adenosin, Prostaglandin E, (PGE,) und Angiotensin Il (141-144).

Interessanterweise kdnnen aber sowohl Mause als auch Menschen mit einer eingeschrankten
Resorptionsleistung in distalen Nephron-Abschnitten einen Salzverlust relativ gut kompensieren.
Die Regulation dieser spaten Segmente soll der oben erwdhnte CTGF ibernehmen. Es ist bekannt,
dass die CNT mancher Nephrone Kontakt zum GefdRpol aufnehmen und mit den afferenten
Arteriolen Uber eine variierende Lange in Verbindung stehen (145-147). 2007 stellten Ren et al.
fest, dass es bei einer Erhéhung der tubuldren Natriumchlorid-Konzentration im CNT zu einer
Dilatation der afferenten Arteriole kam (140). Die Regulation des CTGF wird dabei durch eine
vermehrte Natrium-Resorption Gber ENaC im CNT stimuliert. Das CTGF ist demnach ein
Mechanismus, (iber den eine erhohte Natrium-Resorption im Verbindungsstiick eine
vasodilatatierende Wirkung auf das Vas afferens haben soll.

"W \susen hatten die induzierten

Im Vergleich zu den schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10
Pax8Cre/KCNJ10™/"*_M3zuse nur noch eine 70 %-ige glomerulire Filtrationsrate (Abbildung 26,
Seite 61). Moglicherweise tragt eine eingeschrankte Natrium-Resorption im Verbindungsstiick

Uber den CTGF-Mechanismus zu der erniedrigten Filtrationsrate bei.

2004 beobachteten Loffing et al. auch in NCC’*-Mausen eine erniedrigte GFR (auch etwa 70 % der
Kontroll-Tiere) bei normalem arteriellen Blutdruck (115). Ebenso sinkt die GFR als Antwort auf die
Gabe von Chlorothiazid (148, 149). Das Fehlen von NCC bzw. der Behandlung mit einem
NCC-hemmenden Diuretikum haben demnach die gleiche Wirkung auf die GFR wie der

KCNJ10-Knockout in der Maus. TRPV5”-Mzuse im Gegensatz dazu haben keine erniedrige GFR, da
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es durch den Knockout vom Calcium-Kanal TRPVS5 im DCT nicht zu einer verringerten Natrium-
Resorption kommt (150).

fox/flo M3usen haben die EAST-Patienten keine

Im Vergleich zu den induzierten Pax8Cre/KCNJ10
erniedrigte GFR. Ebenso zeigen Gitelman-Patienten keine Einschrankung der Filtrationsrate. Es
ware daher moglich, dass die Patienten lGber einen anderen Mechanismus verfligen, den Salz- und
Wasserverlust zu kompensieren als die Mause. Moglicherweise trdagt die Erhohung der

Salzaufnahme Uber die Nahrung dazu bei.

5.2.8 Der Wasser-Haushalt bei der adulten nierenspezifischen
KCNJ10-Knockout-Maus

flox/flox_Tieren war eine

Ein weiteres, ausgepragtes Merkmal bei den induzierten Pax8Cre/KCNJ10
starke Polyurie und eine Dehydratation. Auffallend bei den Knockout-M&dusen war neben der
hohen Urinmenge im Stoffwechselkafig (Abbildung 28, Seite 64) auch die fast dreifach erhohte
Trinkmenge (Abbildung 22, Seite 57) der Knockout-Tiere im Vergleich zu den schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"*“Tieren. Neben einer Polyurie lag also auch eine Polydipsie vor. Passend zu
diesen Daten wurde bei den Tieren ebenfalls eine erniedrigte Urin-Kreatinin-Konzentration
(Abbildung 20, Seite 56) und Urin-Osmolalitdt (Abbildung 21, Seite 57) gemessen. Der Harn war

also stark verdilinnt. Dass neben der Polyurie auch eine Dehydratation vorlag, lieR sich aufgrund

des im Blut gemessenen, niedrigen Hamatokrits (Abbildung 23, Seite 59) schlielen.

Die Wasser-Homdoostase wird durch ein komplex kontrolliertes System aus Wasseraufnahme,
renaler Perfusion, glomeruldrer Filtration und tubuldrer Resorption von Soluten und Wasser im
Gleichgewicht gehalten. Das wichtige Hormon in diesem Zusammenhang ist das antidiuretische
Hormon (ADH) (151). Neben der passiven, parazellularen Resorption wird Wasser (iber
Aqguaporine auch transzellular transportiert und tber deren Regulation der Wassergehalt des
Urins eingestellt. AQP1 wird in groBen Mengen im proximalen Tubulus und der diinnen
absteigenden Henle Schleife exprimiert (152, 153), im distalen Nephron hingegen wird Wasser
mittels luminaler AQP2- und basolateraler AQP3- und AQP4-Kanale resorbiert (154-156). Da es
keine Hinweise gibt, dass AQP3 und AQP4 Uber ADH beeinflusst werden, geht man davon aus,
dass nur Uber die Regulation von AQP2 die Wasserpermeabilitat des Sammelrohrs bestimmt wird

(155, 157).

Wenn man die gerade beschriebene Regulation der renalen Wasserresorption beachtet, wiirde
man eine verminderte luminale AQP2-Aktivitdit in den Sammelrohren der induzierten

Pax8Cre/KCNJ10™/"*_M3zuse erwarten. Die mRNA-Expression von AQP2 ist bei den Knockout-
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Miusen im Vergleich zu induzierten Pax8Cre/KCNJ10"Y*“-Msusen jedoch nicht verindert
(Abbildung 27, Seite 62). Wie bereits erwdhnt, stimmen aber mRNA-Expression und Aktivitat bzw.
Lokalisation des Proteins in der luminalen Membran nicht zwangslaufig iberein. AQP2 wird nach
der Synthese als Tetramer in Membranvesikeln gespeichert, welche bei einem entsprechenden
Stimulus mit der luminalen Membran fusionieren und damit die Wasser-Permeabilitdt erhéhen
(158). Gerade deshalb wiére es bei den Knockout-Tieren moglich, dass die Translation von AQP2
beeinflusst wurde oder dass die Proteine weiterhin in Membranvesikeln vorliegen und diese nicht
mit der apikalen Membran fusionieren kénnen. Weiterhin ware vorstellbar, dass die fiir die
Aktivierung  noétigen  post-translationalen  Modifikationen, wie  z.B.  verschiedene

Phosphorylierungen, vermindert vorgenommen wurden (159).

Es gibt jedoch auch die Moglichkeit, dass die Wasserresorption unabhangig von systemischen
Hormonen reguliert wird. Ein Faktor dafilir ware das Prostaglandin E, (PGE,) (160). Es stimuliert
unter anderem die EP2- und EP4-Rezeptoren (Prostaglandin E-Rezeptoren) in der basolateralen
Membran der Hauptzellen des CCD und sorgt so fiir ein verstiarktes Membran-Targeting von
AQP2, ebenso wie fiir die Phosphorylierung, die fiir die AQP2-Aktivierung nétig ist (161). Dennoch
ist die Rolle von PGE, im Organismus komplex und noch nicht ausreichend verstanden. Eine
Regulation der Wasser-Resorption Uiber den PGE,-Signalweg ware aber auch bei einem kaum

aktivierten RAS moglich.

Da die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"™"*Msuse an einer Polyurie litten, es aber unklar war,
inwieweit ein Konzentrierungsdefekt vorlag, sollten in zwei verschiedenen Experimenten der (iber

ADH regulierte Wasserhaushalt der Knockout-Tiere unter Belastung untersucht werden.

Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"°/"*.Maus wiihrend einer Diuretika-Behandlung

rox/ﬂox_Méuse 7u

Eine Moglichkeit um die Diurese/Salurese der induzierten Pax8Cre/KCNJ10
untersuchen, war die Gabe von Diuretika. Es wurde eine Kombination aus Amilorid und
Hydrochlorothiazid (HCT) gewahlt. HCT hemmt den NCC im DCT reversibel, indem es dort um die
Chlorid-Bindestelle konkurriert (162, 163). Durch diese Inhibierung des NCC wird vermehrt
Natriumchlorid und Wasser ausgeschieden. Bei der alleinigen Gabe von HCT kann der Kérper, um
eine Hyponatridamie zu verhindern, als Gegenregulation die Natrium-Resorption im Sammelrohr
erhéhen (164). Da in diesem Tubulus-Abschnitt die Natrium-Resorption aber an die Kalium-
Sekretion gekoppelt ist, flihrt eine langere Behandlung mit HCT zur Hypokalidmie (165). Um eine
Kompensation der HCT-vermittelten Natrium-Ausscheidung durch das Sammelrohr zu verhindern,

wurde deshalb zusatzlich das Kalium-sparende Diuretikum Amilorid injiziert. Amilorid verhindert

die Natrium-Resorption tber den ENaC im CNT und CCD und I6st damit ebenfalls eine Natriurese
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und Diurese aus, verhindert aber gleichzeitig eine Hyperkaliurie (166). In Kombination mit HCT
verabreicht, verstarkt Amilorid so dessen natriuretische und diuretische Wirkung und verhindert

einen renalen Kalium-Verlust (167).

Die Gabe der Diuretika flihrte bei beiden Versuchsgruppen jeweils zu einer Verdoppelung der
Urinmenge (Abbildung 28, Seite 64). Die Diuretika hatten also die erwartete Wirkung, wobei die
Polyurie der Knockout-Tiere weiter verstarkt wurde. Ebenso fiihrten die Diuretika-Injektionen bei
beiden Versuchsgruppen zu einer vergleichbar starken Natriurese. Bei den schein-induzierten
Pax8Cre/KCNJ10""*-Msusen sanken wihrend der dreitigigen Diuretika-Behandlung die Urin-
Elektrolyt-Ausscheidungen von Magnesium, Calcium und Kalium. Neben dem Kalium-sparenden
Effekt von Amilorid wurde in der Literatur bei dem Diuretikum auch eine Magnesium-sparende
Wirkung beschrieben (168). Weiterhin wurde bei der Behandlung mit Thiaziden ein Calcium-
sparender Effekt nachgewiesen (116). Im Gegensatz zur verringerten Ausscheidung dieser
Elektrolyte bei den Kontroll-Mausen verdanderte sich bei den Knockout-Mausen die renale
Exkretion von Calcium und Magnesium nicht im Vergleich zur Kontrollphase. Die Kalium-
Ausscheidung sank jedoch auf einen vergleichbaren Wert wie bei den Kontroll-Tieren. Daraus ldsst
sich schlieRen, dass neben der natriuretischen Wirkung von HCT/Amilorid auch der Kalium-
sparende Effekt von Amilorid bei beiden Versuchsgruppen gleich effektiv war. Die Knockout-Tiere
litten in der Diuretikaphase weiterhin an einer Hypermagnesiurie. Es ist jedoch unklar, warum die
Knockout-Tiere durch die Diuretika-Behandlung im Gegensatz zur Elektrolyt-Ausscheidung der

Kontroll-Tiere ein Hypercalciurie entwickelten.

Um die Ergebnisse noch einmal kurz zusammenzufassen, kann man sagen, dass wahrend der
dreitdgigen, kombinierten Gabe von HCT und Amilorid beide Versuchsgruppen mit einer
vergleichbaren Natriurese reagierten, wahrend die Diurese zu einem stark erhdhten
Wasserverlust in den Knockout-Tieren flihrte. Ebenso schieden die Knockout-Tiere renal mehr
Elektrolyte (Magnesium, Calcium und Kalium) aus als die Kontroll-Tiere. Vermutlich litten die Tiere
also an einem renalen Resorptionsdefizit, dessen Kompensationsmechanismen bereits in der
Kontrollphase so stark beansprucht waren, dass es in der Diuretika-Gabe unmdéglich war, einen

Salzverlust zu verhindern.

Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"*.Mzuse wihrend des Kurzzeit-Durstversuchs

Um die Fihigkeit der induzierten Pax8Cre/KCNJ10""-Mzuse zu testen, den Urin bei einer
fehlenden Wasseraufnahme zu konzentrieren, wurde ein Kurzzeit-Durstversuch (iber 6 Stunden

durchgefihrt.
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Im Allgemeinen erniedrigt sich bei einem Durstversuch das Urinvolumen, ebenso erhéht sich die
Urin-Osmolalitat, die Plasma-ADH-Konzentration und die AQP2-Protein-Expression in der Niere
(169). Genauso sinkt bei einem Wasserentzug die Kreatinin-Clearance, was einer Verminderung

der GFR entspricht (170).

Wie erwartet sank bei den schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"""

-Mausen das ausgeschiedene
Urinvolumen, wodurch ein Wasserverlust verhindert wurde (Abbildung 28, Seite 64). Ebenso
reduzierten die Kontroll-M&use initial die GFR, um einen Wasser- und Salzverlust zu verhindern.
Dementsprechend wurde wahrend des Wasserentzugs auch renal weniger Natrium, Magnesium,
Calcium und Kalium ausgeschieden.

"Wt M3usen schieden die induzierten

Im Gegensatz zu den schein-induzierten Pax8Cre/KCNJ10
Pax8Cre/KCNJ10™/*_M3zuse sogar mehr Harn aus als in der Kontrollphase. Es wire méglich, dass
die Tiere entweder die Wasser-Ausscheidung nicht anpassen konnten, oder, dass sie die
Anpassung nicht innerhalb von 6 Stunden durchfiihren konnten. Aus der verringerten Kreatinin-
Ausscheidung konnte man schlieRen, dass die Knockout-Tiere dhnlich wie die Kontroll-Tiere initial
die GFR gesenkt hatten. Eine Erniedrigung der renalen Salz-Exkretion war bei den Tieren jedoch

fodfiX_Mause schieden im

nur eingeschrankt zu beobachten. Die induzierten Pax8Cre/KCNJ10
Vergleich zu den Kontroll-Tieren deutlich mehr Natrium aus, relativ zu ihrer renalen Exkretion in
der Kontrollphase blieb die Menge aber konstant. Die Stoffmengen der anderen gemessenen
Elektrolyte (Magnesiums, Calcium und Kalium) war im Gegensatz zu der Kontrollphase geringer,

aber gemessen an den Kontroll-Tieren wahrend des Durstversuchs signifikant héher.

Die Ergebnisse aus dem Stoffwechselkafig lassen die Schlussfolgerung zu, dass die induzierten
Pax8Cre/KCNJ10"™/"_M3zuse schlechter auf Situationen reagieren konnen, die mit
Veranderungen im Wasserhaushalt einhergehen. Die Anpassungen sind langsamer und wirden
auf Dauer zu einer Dehydratation und einem lebensbedrohlichen Salzverlust fiihren. Es ist jedoch
weiterhin unklar, wodurch die Polyurie ausgelost wird, welcher Regulationsweg dazu fiihrt und

wie genau sie flr einen Ausgleich der renalen Elektrolyt-Ausscheidung verantwortlich ist.

5.2.9 Vergleich des Phinotyps der induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/**_Maus
mit der menschlichen EAST-Erkrankung

Ziel der Arbeit war es, ein geeignetes Mausmodell zu finden, mit dem die renalen Symptome des
EAST-Syndroms untersucht werden konnten. Dabei ist zu beachten, dass es sich bei dem EAST-
Syndrom um eine vererbbare Krankheit handelt, bei der die Patienten bereits in jungen Jahren

durch die Stérung der KCNJ10-Funktion die ersten Beschweren haben und sich die Symptome mit
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der Zeit verschlimmern (54). Bei induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10™"*-Mzuse wird jedoch erst in
der adulten Lebensphase mit Doxycyclin ein nierenspezifischer Knockout hervorgerufen und es
dauert vielleicht eine Weile, bis die Salzaufnahme und die -ausscheidung im Gleichgewicht stehen.
Weiterhin sollte man bedenken, dass die Patienten an einer Storung der KCNJ10-Kalium-
Kanalfunktion leiden, die den kompletten Korper betreffen. Dass es hier Unterschiede zwischen
den EAST-Erkrankten und den konventionellen KCNJ10-Knockout-Mausen gibt, wird bereits an der
friihen Letalitat der Tiere aufgrund des schweren Hirnphdnotyps deutlich erkennbar (58). Ebenso

flox/flox_\3use eine

wie einige der EAST-Patienten haben aber auch die induzierten Pax8Cre/KCNJ10
KCNJ10-Restfunktion. Wahrend bei den Patienten allerdings die biophysikalischen Eigenschaften
des Kanals verdndert waren, gab es bei den Mausen Zellen im DCT und CNT, die entweder keine
oder eine vollig unbeeinflusste KCNJ10-Expression aufwiesen. Trotz dieser Unterschiede hat sich
das nierenspezifische KCNJ10-Knockout-Mausmodell als geeignetes System fiir die Untersuchung

des renalen EAST-Syndroms erwiesen, da die Symptome sehr dhnlich waren.

Sowohl Mensch als auch Maus leiden an einer hypokaliamischen metabolischen Alkalose und
einem renalen Magnesium-Verlust. Eine Hypocalciurie wurde bei den induzierten
Pax8Cre/KCNJ10f'°"/ﬂ°x—Méusen jedoch (noch) nicht beobachtet. Ein wichtiger Unterschied
zwischen den Knockout-Mausen und den EAST-Patienten ist, dass bei den Patienten die
Hypernatriurie durch ein aktives RAS verhindert werden soll. Die Knockout-Mduse scheinen
jedoch durch die niedrige GFR und eventuell in Kombination mit der geringen Harnkonzentrierung
ein einigermaBen kompensiertes Stadium des Elektrolyt-Haushalts zu erreichen. Hinweise darauf
geben die langsame, geringe Anpassung der Wasserausscheidung nach Diuretika-Gabe oder bei
Wasser-Restriktion. Im Gegensatz zum Elektrolyt-Haushalt scheint der S&dure-Basen-Haushalt
weniger gut reguliert zu sein, da die Knockout-Mause bei der Kalium-Restriktion Gber die

Nahrungsaufnahme innerhalb kurzer Zeit einen lebensbedrohlichen Gewichtsverlust erleiden.

Trotz dieser Unterschiede kénnen Rickschlisse auf die Patienten gezogen werden. Es wiére z.B.
wichtig, bei diesen Patienten auf eine ausreichende tagliche Kalium- und Magnesium-Zufuhr zu
achten. Dennoch ist es notig, zusatzliche Untersuchungen durchzufiihren, um dariber hinaus
Aussagen bezlglich der KNCJ10-Funktionsstorung treffen zu kénnen. Weitere Forschung auf
diesem Gebiet konnte helfen, neue Therapiemethoden und Medikamente fiir die betroffenen

EAST-Patienten zu entwickeln.
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6 Zusammenfassung

2009 wurde eine neue Erkrankung, das EAST-Syndrom, entdeckt. Patienten mit dem autosomal
rezessiv vererbten Krankheit leiden an den Symptomen Epilepsie, Ataxie, sensorineurale Taubheit
und an einer renalen Tubulopathie. Durch die parallele Entdeckung wurde die Erkrankung
alternativ SeSAME (Seizures, Sensorineural Deafness, Ataxia, Mental Retardation, Electrolyte
Imbalance) genannt. Ursache fiir die Krankheit sind Mutationen im Kalium-Kanal KCNJ10, die zum
Verlust oder zur Beeintrachtigung der Kanalfunktion fihren. Da KCNJ10 in verschiedenen
Geweben (Gehirn, Innenohr, Niere) exprimiert wird, kommt es zu den gerade genannten, diversen
Symptomen. Der Funktionsverlust des KCNJ10 im distalen Nephron und Verbindungsstiick der
Niere fuhrt zu einer renalen Tubulopathie, da seine Expression das Kalium-Recycling lber die
basolaterale Membran erméglicht und so zusammen mit der Na®/K-ATPase ein wichtiger
Bestandteil des Pump-Leak Couplings ist. Aufgrund dieser Tubulopathie leiden die Patienten an
einer Hypocalciurie, Hypermagnesiurie, Hypernatriurie, und einer hypokalidmischen

metabolischen Alkalose.

Um den renalen Phanotyp des EAST-Syndroms besser zu verstehen wurden deshalb zeitgleich zur
Entdeckung der Erkrankung konventionelle KCNJ10-Knockout-Méause untersucht. Renale
Untersuchungen an diesen Mausen waren bisher jedoch nur eingeschrankt méglich, da die Tiere
bereits kurz nach der Geburt sterben und so nur bedingt Funktionsanalysen durchgefiihrt werden
konnten. Da der frilhe Tod der Tiere im schweren Gehirnphadnotyp begriindet ist, war es Ziel
dieser Arbeit, ein murines, nierenspezifisches KCNJ10-Knockout-System zu finden und den renalen

Phanotyp dieser Mduse zu untersuchen.

Es wurden zwei verschiedene nierenspezifische Mausmodelle getestet, zum einen das
KspCre-Mausmodell, zum anderen das induzierbare Pax8Cre-Mausmodell. Beide Mauslinien
wurden nicht nur jeweils mit gefloxten KCNJ10-Md&usen verpaart, sondern auch separat mit der
Tomtato-EGFP-Reporter-Mauslinie. Nach der Betrachtung mikroskopischer Aufnahmen und der
ersten Basis-Charakterisierung der Nachkommen mit dem KspCre-Transgen (KspCre/KNCJ10"/ox.
und KspCre/Tomato-EGFP-M&use) wurde festgestellt, dass vermutlich aufgrund der
ungenligenden Aktivitat des Ksp-Cadherin-Promoters die KspCre-Mauslinie fiir die Untersuchung
des KNCJ10-Knockouts in der Niere ungeeignet ist. Die induzierten Pax8Cre/Tomato-EGFP-Mause
zeigten eine deutlich homogenere Cre-Aktivitat in den Tubuluszellen der Niere. Ebenso war die
Induktion des Knockouts in Pax8Cre/KNCJ10"/"_Mzusen mit Doxycyclin erfolgreich und
resultierte in einer nur sehr geringen KCNJ10-mRNA-Restexpression. Daher fiel die Wahl des

nierenspezifischen Mausmodells auf die Pax8Cre-Mauslinie.
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AnschlieBend wurde der Funktionsverlust des KCNJ10-Kanals in der Niere der induzierten
Pax8Cre/KCNJ10™"*_Maus untersucht. Analysen von Urin- und Blutproben zeigten, dass die
Knockout-Mause ebenso wie die EAST-Patienten an einer metabolischen Alkalose litten.
Weiterhin hatten sie ebenfalls eine Hypermagnesiurie und eine Tendenz zum renalen Kalium-
Verlust. Im Gegensatz zu den Patienten wurde bei den Mausen eine eingeschrankte glomerulare
Filtrationsrate festgestellt, ebenso wie eine Einschriankung in der Urin-Konzentrierung. Trotz

erhohter Trinkmenge waren die Tiere dehydriert.

Die Gabe von Diuretika (HCT und Amilorid) und ein Kurzzeit-Durstversuch haben ergeben, dass
sich die Knockout-Tiere sich nur bedingt und sehr langsam an diese Veranderungen anpassen
konnen. Unter diesen Bedingungen kam es zu keiner vergleichbaren renale Resorption von

Wasser wie bei den Kontroll-Tieren.

Weitere Versuche mit Niedrig-Salz-Didaten (Niedrig-Natrium, Niedrig-Magnesium und Niedrig-
Kalium) zeigten ebenso, dass die KCNJ10-Knockout-Tiere mit einer geringen Aufnahme von
Natrium und Magnesium umgehen kdnnen, bei einer geringeren Zufuhr von Kalium Uber die
Nahrung jedoch einen lebensbedrohlichen Gewichtsverlust erleiden. In dieser Situation konnten

sie das Natrium aus dem Urin riickresorbieren, jedoch nicht ausreichend das Kalium.

Inwieweit die verringerte GFR der Knockout-Mduse und die eingeschrankte Fahigkeit Urin zu
konzentrieren im Zusammenhang mit Kompensationsmechanismen stehen, die einen renalen
Salzverlust verhindern sollen, ist unklar. Ebenfalls ware moglich, dass diese Beobachtungen nur

sekundare Effekte einer Kompensation der Salzverlust-Tubulopathie sind.

Alles in allem erlaubt das Pax8Cre/KCNJ10"/"_Mausmodell, die Pathophysiologie des
EAST-Syndroms zu erforschen, da der Funktionsverlust des Kalium-Kanals KCNJ10 in Mensch und
Maus zu einem ahnlichen Phédnotyp fiihrt. Dennoch sind weitere Experimente noétig, um die

Kompensationsvorgange in den Organismen besser zu verstehen.
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7 Anhang

7.1 Herstellerinformationen

7.1.1 Futter-Zusammensetzung

7.1.1.1 Standard-Diat

Wahrend der Aufzucht und Haltung der Versuchstiere wurden die Tiere in einer Standard-

Mausdiat von ssniff® gehalten. Das Futter bestand aus einer Mischung der zwei unten

beschriebenen Pellets in einem Mischverhaltnis von 1:2 (V1324-0 und 1535-0).

Futter ssniff R-Z ssniff R/M-H
Produktnummer V1324-0 V1535-0
Mineralien [%]
Calcium 1,00 1,00
Phosphat 0,70 0,70
Natrium 0,25 0,24
Magnesium 0,21 0,22
Kalium 1,03 0,91
Tabelle 3 Zusammensetzung des Alleinfuttermittles der Mause

7.1.1.2 Experimentalfutter

Die in 3.10.7 Niedrig-Salz-Diaten (Seite 36) verwendeten Experimentalfutter werden in Tabelle 4
beziiglich ihrer Zusammensetzungen beschrieben. Wahrend der Didt wurde das jeweilige Futter in

10 mm-Pellets verabreicht.

Futter Niedrig-Magnesium Niedrig-Natrium Niedrig-Kalium
Produktnummer E15440-24 E15430-24 E15450-24
Mineralien [%]
Calcium 0,9 0,9 0,9
Phosphat 0,63 0,63 0,63
Natrium 0,19 <0,03 0,19
Chlorid 0,18 0,18 0,18
Magnesium <0,02 0,21 0,21
Kalium 0,97 0,97 < 0,05
Tabelle 4 Zusammensetzung des verschiedenen Experimentalfutter
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7.2 zusatzliche Messdaten

7.2.1 weitere Daten zu den KspCre/KCNJ10"/"*_Mzusen

7.2.1.1 Gewichtsentwicklung der KspCre/KCNJ10™"/ 1 Mzuse

Unter 4111

Gewichtsmessungen

und

Urin-Elektrolytanalysen

Anhang

heranwachsender

KspCre/KCNJ10™/"_Mzuse (Seite 43) wurde in Abbildung11 der Gewichtsverlauf der

KspCre/KCNJ10"*"., KspCre/KCNJ10"™*- und KspCre/KCNJ10"/"*M3suse dargestellt. Tabelle 5

zeigt die Mittelwerte der einzelnen Versuchsgruppen zusammen mit der Anzahl (n) an

vermessenen Urinproben und dem Standardfehler (SEM). Zwischen den Gruppen waren keine

anhaltenden Gewichtsunterschiede zu erkennen.

Genotyp KspCre/KCNJ10“/** KspCre/KCNJ10"/** KspCre/KCNJ10"/
Alter Mittelwert n SEM | Mittelwert n SEM | Mittelwert n SEM
ppl-pp3 1,89 22 0,09 1,81 29 0,07 2,06° 13 0,08
pp4-pp6 3,20 38 0,10 2,64* 42 0,12 3,12° 20 0,10
pp7-pp9 3,95 65 0,09 3,72 70 0,09 4,44%° 25 0,13
pp10-ppl2 5,61 52 0,14 5,23 60 0,15 5,77° 34 0,19
pp13-ppl7 6,12 88 0,11 6,04 111 0,12 6,22 34 0,21
pp18-pp22 7,59 91 0,12 7,33 113 0,14 7,81 37 0,30
pp23-pp27 10,35 79 0,22 10,27 77 0,27 10,97 55 0,30
pp28-pp32 12,85 57 0,34 12,84 62 0,34 13,89° 36 0,40
pp33-pp35 15,96 49 0,33 15,34 76 0,29 15,80 31 0,36
Tabelle 5 Gewichtsentwicklung (Gewicht in Gramm) der KspCre/KCNJlOWt/Wt-,
KspCre/KCNJ10"/**- und KspCre/KCNJ10"/"*.M3zuse wihrend der ersten 35 Lebenstage
*: signifikanter Unterschied zu KspCre/KCNJlOWt/Wt; °. signifikanter Unterschied zwischen

KspCre/KCNJ10

flox/flox

und KspCre/KCNJ10™™* (p-Wert: < 0,05)

Zur besseren Ubersicht wurden die Gewichtsmessungen von mehreren Tagen gemittelt (ppl-pp3,
pp4-pp6, pp7-pp9, pp10-ppl2, ppl3-ppl7, ppl8-22, pp23-27, pp28-pp32, pp33-35).
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7.2.1.2 Urin-Elektrolyt-Ausscheidung der KspCre/KCNJ10ﬂ°"/f'°"-M§use wahrend der
ersten 35 Lebenstage

In 4.1.1.1 Gewichtsmessungen und Urin-Elektrolytanalysen heranwachsender
KspCre/KCNJ10™/" M3use (Seite 43) wurde in Tabelle 2 bereits die mittlere, renale
Ausscheidung  von  Kreatinin,  Natrium/Kreatinin und  Chlorid/Kreatinin mit den
KspCre/KCNJ10™™: und den KspCre/KCNJ10"/*-Msusen verglichen. In der nachfolgenden
Tabelle 6 werden die Ergebnisse der ionenchromatographischen Analyse dargestellt. Neben
Natrium und Chlorid wurden namlich auch Magnesium, Calcium, Kalium, Ammonium und

Phosphat gemessen.

Kreatinin Mg**/Kreatinin Ca*/Kreatinin
KspCre/KCNJ10 | wt/wt flox/wt flox/flox | wt/wt flox/wt  flox/flox wt/wt flox/wt  flox/flox
pp 1-3 0,64 0,48 0,71 15,78 17,36 13,14 5,05 3,54 3,17
SEM 0,07 0,07 0,09 1,35 2,05 1,36 0,73 0,60 1,07
pp 4-6 0,47 0,70 0,52 19,18 13,01 13,95 5,80 0,72* 0,63*
SEM 0,04 0,04 0,05 1,20 4,10 2,72 0,89 0,15 0,24
pp 7-9 1,00 0,99 0,81 13,65 14,94 12,92 1,69 0,88 0,91
SEM 0,10 0,14 0,07 1,24 1,20 0,98 0,43 0,13 0,18
pp 10-12 1,01 0,93 0,66 13,33 15,79 15,35 0,83 0,66 1,09
SEM 0,04 0,09 0,10 0,61 1,14 1,24 0,15 0,10 0,22
pp 13-17 1,79 2,08 1,50 10,47 10,45 9,27 0,45 0,46 0,50
SEM 0,30 0,37 0,36 0,68 1,11 0,78 0,05 0,07 0,08
pp 18-22 2,88 2,74 1,82 13,45 11,11 10,06 0,89 0,96 0,56
SEM 0,26 0,44 0,38 2,67 1,74 1,78 0,22 0,36 0,23
pp 23-27 3,52 3,64 2,61 12,88 16,49 17,21 1,19 1,44 1,97*
SEM 0,28 0,33 0,70 0,92 2,15 2,34 0,21 0,51 0,16
pp 28-32 2,85 2,61 2,25 12,82 14,29 13,38 0,95 1,11 0,91
SEM 0,25 0,44 0,46 0,87 2,16 2,24 0,07 0,20 0,21
pp 33-35 2,27 2,45 1,98 9,30 8,37 9,13 0,80 0,59 0,66
SEM 0,29 0,52 0,39 1,10 1,46 2,19 0,10 0,10 0,15
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K*/Kreatinin NH,"/Kreatinin PO, /Kreatinin
KspCre/KCNJ10 | wt/wt flox/wt flox/flox | wt/wt flox/wt flox/flox | wt/wt flox/wt flox/flox
pp 1-3 108,09 143,08 100,09 35,60 46,68 36,74 13,70 20,65 16,21
SEM 15,60 24,40 14,78 3,67 6,26 5,81 4,95 8,68 5,58
pp 4-6 134,34 119,25 127,05 70,07 48,86 62,59 43,94 63,61* 56,54
SEM 6,28 19,24 7,30 9,33 22,65 18,12 5,15 1,14 11,18
pp 7-9 89,70 87,04 98,80 52,67 48,36 46,49 45,44 62,49 54,44
SEM 10,16 7,70 7,29 7,38 8,10 7,43 5,46 10,42 6,34
pp 10-12 89,22 105,54 135,90* 41,67 44,99 54,81 57,24 65,72 62,59
SEM 6,08 12,31 11,93 5,86 5,22 4,78 4,82 4,80 8,15
pp 13-17 84,82 73,89 100,77 40,05 36,88 36,02 53,32 45,62 44,84
SEM 5,38 7,95 12,45 5,31 7,10 5,58 4,71 6,10 6,44
pp 18-22 145,53 129,22 104,00 24,39 23,96 38,71 25,13 31,30 31,92
SEM 28,98 16,89 15,03 4,56 5,71 8,99 3,66 4,51 10,52
pp 23-27 111,99 111,94 125,12 12,27 13,65 20,77 19,66 20,72 15,69
SEM 6,45 9,67 12,20 1,14 3,01 6,48 2,51 4,38 3,76
pp 28-32 130,53 142,21 121,85 15,18 21,56 30,63 16,67 24,15 16,39
SEM 11,54 9,74 6,08 3,57 4,67 6,05 4,42 2,78 3,75
pp 33-35 129,36 114,74 111,77 18,00 22,76 28,88 21,65 25,21 20,69
SEM 13,74 10,65 19,52 2,92 6,88 5,03 4,48 6,16 4,25
Tabelle 6 Elektrolytausscheidung  der  KspCre/KCNJ10"""'-,  KspCre/KCNJ10"/*-  und
KspCre/KCNJ10"/"**.Mzuse Tiere wihrend der ersten 35 Tage Lebenstage

Die angegebenen Werte sind jeweils Mittelwerte der vermessenen Proben in [mM] bei Kreatinin oder
[mMM/mM Kreatinin] mit den entsprechenden Standardfehler SEM.

Die Anzahl an verwendeten Proben pro Altersabschnitt, die fiir diese Werte verwendet werden, finden
sich in Tabelle 7.

*: signifikanter Unterschied zu KspCre/KCNJlOWt/Wt; °: signifikanter Unterschied zwischen
KspCre/KCNJ10™/" und KspCre/KCNJ10™** (p-Wert: < 0,05)
Alter [pp]
KspCre/KCNJ10| 1-3 4-6 7-9 10-12 13-17 18-22 23-27 28-32 33-35

wt/wt 11 14 22 18 21 22 16 9 14

flox/wt 4 2 10 7 12 12 9 7 9

flox/flox 8 4 15 8 13 10 5 6 5

Tabelle 7 Anzahl der Urinproben, die fiir 0 vermessen wurden
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7.2.2 weitere Daten zu den induzierbaren Pax8Cre/KCNJ10

7.2.2.1 Urinanalyse von induzierten Pax8Cre/KCNJ10"°/fox

2 verschiedenen Kontrollen

flox/flox

Anhang

-Mausen

-Mausen im Vergleich zu

In 4.2 Wahl der Kontroll-Tiere (Seite 53) wurden nur die renale Ausscheidungsdaten von Kreatinin,

Chlorid/Kreatinin und Phosphat/Kreatinin dargestellt (Abbildung 19). Tabelle 8 bestatigt, dass es

nur bei diesen Elektrolyten einen Unterschied zwischen Kontrolle 1 und Kontrolle 2 gibt. Diese

Unterschiede lassen sich auf die Doxycyclin-Behandlung zurickfihren.

Kontrolle 1 Kontrolle 2 Knockout
Mittel SEM Mittel SEM Mittel SEM
Kreatinin 4,54 0,17 4,51 0,13 1,82% 0,16
[mM]
Natrium ]
[mM/mM Kreatinin] 23,74 2,39 28,24 1,72 17,55 2,50
Chlorid 69,89 5,35 56,42* 3,17 36,34*° 3,17
[mMM/mM Kreatinin] ’ ’ ) , , ,
Magnesium
[mM/mM Kreatinin] 8,75 0,42 7,98 0,29 8,41 0,65
Calcium
[mMM/mM Kreatinin] 0,73 0,04 0,71 0,02 0,72 0,07
Kalium .
[mM/mM Kreatinin] | 03> 493 81,70 3,16 | 66,01 338
Ammonium g
[mM/mM Kreatinin] | > 081 12,79 1,01 | 2346 1,52
[mMM/mM Kreatinin] ’ ’ , ) , ,
Tabelle 8 renale Elektrolyt-Ausscheidung von nicht-induzierten Pax8Cre/KCNJ10"/"*-M3susen
(Kontrolle 1),  induzierten  Pax8Cre/KCNJ10"/"-Mzusen  (Kontrolle2) und induzierten

flox/flox

Pax8Cre/KCNJ10 -Mausen (Knockout)

Die Kreatinin-Konzentration wurde zur Normalisierung von Urin-Elektrolyten verwendet, da die

Ausscheidung tGber den Harn zwischen den Versuchsgruppen nicht gleich war.

o

*. signifikanter Unterschied zu Kontrolle 1;
(p-Wert: <0,05)

. signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle 2
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7.2.2.2 Blutanalyse von induzierten Pax8Cre/KCNJ10ﬂ°"/ﬂ°"-M§usen: Werte der bukalen
Blutabnahme und des Aortenbluts

Der Vergleich zwischen den Werten von Blut, das (iber den submandibuldaren Venenplexus

abgenommen wurde, oder Aortenblut, das (iber Bauchaorta gewonnen wurde, zeigt, dass die Art

der Blutabnahme keinen gravierenden Einfluss auf die Ergebnisse hat. Da fir die Niedrig-Salz-

Didten aus experimentellen Griinden ebenfalls Blut tGber den submandibuldaren Venenplexus

abgenommen werden musste, wurde im den Ergebnissen auch die Werte dieser Abnahme-

Methode diskutiert.

submandibuldrer Venenplexus Aortenblut

Kontrolle Knockout Kontrolle Knockout

Mittel SEM n Mittel SEM n Mittel SEM n Mittel SEM n

pH 7,26 0,01 41| 7,28 0,01 10, 7,33 0,01 12 7,37 0,02 12

pCO2 39,17 0,91 41| 4538* 247 10| 30,57 1,19 12| 3332 1,68 12

p02 42,43 0,53 41| 41,02 1,35 10| 90,00 4,08 12| 91,25 3,88 12

Hkt 41,06 0,30 36| 43,73* 0,45 11| 39,25 0,60 12| 41,17* 0,37 12

Na+ 153,27 0,52 41| 154,60 1,25 11| 14950 0,45 12| 149,04 0,40 12

K+ 6,80 0,12 41| 6,37 0,28 11, 3,90 0,17 12, 3,50 0,28 12

Ca++ 1,16 0,01 41| 1,15 0,01 11, 1,05 0,02 12, 1,04 0,02 12

Mg++ 0,48 0,01 41| 049 0,02 11, 0,44 0,01 12| 0,44 0,02 12

BE -8,52 1,05 41| -5,68* 091 11| -8,09 0,40 12| -4,13* 0,65 12

HCO3- 17,79 0,42 41| 21,21* 1,03 11| 16,12 0,32 12| 19,48* 0,41 12

wt/wt

Tabelle 9 Blutwerte von induzierten Pax8Cre/KCNJ10
Pax8Cre/KCNJ10"/"* Mzusen

-Mausen im Vergleich zu induzierten

Das Blut wurde entweder Uber den submandibuldren Venenplexus am wachen Tier oder beim
narkotisierten Tier lGber die Bauchaorta Blut abgenommen

* signifikanter Unterschied zwischen Genotypen
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COX-2
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EGF
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ENaC
EP-2, EP-4
gefloxt
GFR
hCMV
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Baseniiberschuss (Base Excess)
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Kalium-Kanal (Big Potassium oder auch Maxi-K)

kortikales Sammelrohr (cortical collecting duct)

Ovarzellen des chinesischen Hamsters (chinese hamster ovary cells)
Verbindungsstick (connecting tubule)

Cyclooxygenase-2
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connecting tubule glomerular feedback

distaler Tubulus (distal convoluted tubule)

Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor

Enhancend Green Fluorescent Protein

Ethylenglycol bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsaure
epithelialer Na*-Kanal (epithelial Na*-channel)

Prostaglandin E-Rezeptor 2 bzw. 4

floxed, flanked by loxP

glomeruldre Filtrationsrate

menschlicher Cytomegalovirus (human cytomegalovirus)
Hydrochlorothiazid

Human Embryonic Kidney 293 Zellen

humane Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (Henrietta Lacks)
Internationale Einheit

juxtaglomerularer Apparat

einwartsgleichrichtender Kalium-Kanal J10
einwartsgleichrichtender Kalium-Kanal J16

Korpergewicht

kidney-specific

locus of crossing over (x), P1 (P1: Coliphage P1)

medulldres Sammelrohr (medullary collecting duct)

Mittelwert
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NHE3
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SGLT1
TAE
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TASK2
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tetR
tetO
TGF
™
TRE
TRPM6

TRPV5

tTA
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Anzahl (Probenzahl, Tiere im Versuch)
Na*/ClI'-Symporter

Na*/Ca**-Exchanger 1

Na‘/H'-Antiporter

Na‘/K*/2CI-Cotransporter

nuclear localization signal

Paired-Box 8

Phosphate buffered saline

porenbildende Domane

Prostaglandin E,

Plamsamembran-Ca**-ATPase 1b

postpartum, nach der Geburt

Signifikanzwert

Positionseffekt-Variegation

proximaler Tubulus

Renin-Angiotensin-System

Kalium-Kanal (renal outer medullary potassium channel)
reverse Tetracycline-controlled transactivator
Standard Error of the Mean, Standardfehler
Sodium/Glucose Cotranporter 1
Tris-Acetat-EDTA

dicke aufsteigende Henle-Schleife (thick ascending limp of Henle's loop)
Kalium-Kanal (two-pore-domain potassium channel 2)
Tetracyclin, chemische Verbindung

Tetracyclin beim Tet Operon oder Tet Repressor
Tetracyclin Repressor

Tetracyclin Operator

tubuloglomerulares Feedback
Transmembrandomane

Tetracycline-Response Element

Transient Receptor Potential Kationenkanal M6
(transient receptor potential melastatin 6)
Transient Receptor Potential Kationenkanal V5
(transient receptor potential vanilloid 5)

Tetracyclin-controlled transactivator
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