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1 Einleitung

1.1 Der epitheliale Natriumkanal

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) ist ein lonenkanal aus der ENaC-Degenerin
Kanalfamilie [1], der in verschiedenen Epithelien auf der luminalen Seite
exprimiert wird und hochselektiv fir Natrium ist [2]. In der Niere findet sich der
ENaC in den Hauptzellen des distalen Tubulus und erméglicht als konstitutiv
aktiver Kanal, dass Natriumionen die apikale Zellmembran Uberwinden und so
aus dem Harn rickresorbiert werden [3, 4]. Aufgrund seiner Expression im
distalen Nephron bestimmt der ENaC die finale Natriumexkretion und beeinflusst
daher den Natriumgehalt der extrazellularen Flussigkeit entscheidend, was zur

Blutdruckregulation beitragt [5].

1.1.1 Vorkommen

Der epitheliale Natriumkanal spielt in verschiedenen Geweben eine relevante
Rolle. Er kommt unter anderem in der Haut [6], in der Lunge, in Speicheldriisen
und im Colon auf der apikalen Membran der Epithelzellen vor [7, 8]. Auf der
Zunge ist er fur die Wahrnehmung des Salzgeschmacks verantwortlich [9]. In der
Niere kommt der ENaC im spéatdistalen Tubulus und Sammelrohr vor [10], einem
Bereich, der sich im sogenannten Aldosteron empfindlichen distalen Nephron
(,aldosterone-sensitiv distal nephron“ (ASDN)) befindet [11].

1.1.2 Aufbau

Der ENaC ist ein transmembraner Kanal, der sich aus drei homologen
Untereinheiten a, B und y zusammensetzt [4, 12, 13], die von den drei Genen
SCNN1A, SCNN1B und SCNN1G kodiert werden. In einigen Geweben ist die a-
Untereinheit durch eine &-Untereinheit (SCNN1D) ersetzt [14]. In der Niere wird
der & -ENaC allerdings nicht angetroffen [15, 16].

Die Kombination aller drei Untereinheiten sorgt daftir, dass sich der ENaC als ein
heterotrimerer Kanal bildet [17, 18]. Jede Untereinheit besteht aus zwei
Transmembrandomdnen (TM1 und TM2) und bildet extrazellular eine grofie
Schleife. Sowohl der N- als auch C-Terminus liegen bei den Untereinheiten

innerhalb der Zellmembran [1, 19]. N-terminale Domé&nen sind an der Regulation



der intrazellularen Kanaloffnung beteiligt, wahrend C-terminal Abschnitte zur
Interaktion mit regulatorischen Proteinen vorhanden sind [20]. Die extrazellularen
Schleifen haben eine essenzielle Rolle fiir die Funktion des ENaC. Dabei ist noch
unklar, wie sie in den Natriumeinstrom oder die Selektivitat eingreifen [21]. Eine
maogliche Erklarung kénnte hierbei jedoch die Porengrof3e bieten, die nur Natrium
oder kleinere lonen passieren lasst [22]. Die transmembrane Pore des ENaC wird
durch eine pseudosymetrische Anlagerung von a-Helices gebildet [18, 23, 24].
Eine der beiden Transmembrandomé&nen jeder der drei Untereinheiten des ENaC
ist hieran beteiligt [25].

Jede dieser Untereinheiten ist fur die Funktion des ENaC essenziell. Es konnte
gezeigt werden, dass Mause, bei denen die fir die Aminoséduresequenzen der
einzelnen Untereinheiten codierenden Gene verandert waren, kurz nach Geburt
eine respiratorische Insuffizienz oder ein Nierenversagen entwickelten und
innerhalb von etwa 50 Stunden verstarben [26]. Ein Defekt der a-Untereinheit
geht dabei vor allem mit einer neonatalen respiratorischen Insuffizienz einher,
wahrend bei Veranderungen der B- und y-Untereinheiten vor allem die
Entwicklung einer letalen Hyperkaliamie im Vordergrund steht [26-29]. Auch
postnatal zeigte sich ein letaler Effekt in induzierbaren knock-out Modellen der
Untereinheiten [30, 31].

Abbildung 1-1 Der epitheliale Natriumkanal in der Zellmembran der Hauptzelle

Dargestellt ist der epitheliale Natriumkanal mit seinen drei Untereinheiten (a, B, y). Es ist zu
erkennen, dass es sich beim ENaC um einen Transmembrankanal handelt und jede Untereinheit
extrazellular eine Schleife bildet, welche die Transmembrandomé&nen M1 und M2 miteinander
verbinden. Aus [25].



1.2 Regulationsmechanismen des ENaC

Der ENaC wird als finale Stellschraube der Urin-Natriumausscheidung von
verschiedenen Regulationsmechanismen kontrolliert, die dafur sorgen, dass
zwischen 0% und 100% des Natriums aus dem Harn riickresorbiert werden kann
[32]. Ein wichtiger Regulator ist hierbei das Mineralokortikoidhormon Aldosteron
[33]. Dieses ist Teil des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) und wird
in der Nebennierenrinde gebildet [34]. Die Synthese von Aldosteron uber
Angiotensin Il wird vor allem durch Hypovolamie und Hyperkaliamie angeregt,

wahrend eine Hypernatridmie einen gegenteiligen Effekt hat [10].

Man kann mehrere Mechanismen voneinander unterscheiden, welche Einfluss
auf die Funktion und Aktivitait des ENaC haben. So kann bereits in die
Proteinbiosynthese eingegriffen werden, oder im weiteren Verlauf in die
Expression auf der Zelloberflache, in den Abbau der Kanale und in die
Offenwahrscheinlichkeit [32, 35, 36].
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Abbildung 1-2 Ubersicht verschiedener Signalwege der Regulation des ENaC

Dieses Schaubild verdeutlicht einen Teil der komplexen Mechanismen und Signalwege, die einen
regulatorischen Einfluss auf den ENaC in der Hauptzelle ausiiben. So werden verschiedene
Moglichkeiten gezeigt, die Uber die Biosynthese des Kanals, die Expression in der apikalen
Zellmembran, die Offenwahrscheinlichkeit und die proteolytische Aktivierung Einfluss nehmen
kénnen und die Aktivitat des Kanals dartiber regulieren. Auch veranschaulicht es, dass eine enge
Verknipfung zwischen dem ENaC und dem renal outer medullary potassium channel (ROMK)
besteht, der Einfluss auf die Reabsorption von Kalium nimmt. Insbesondere ist die Stellung von
Prostasin in ortlicher Nahe zum ENaC gezeigt.

MR (Mineralokortikoidrezeptor), IRS1/2 (insulin receptor substrate), mTORC2 (mammalian target
of rapamycin complex 2), PI3K (phosphoinositide-3 kinase), PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-
bisphosphate), PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), P (Phosphat), WNK (sensitive
with-no-lysine kinase 1 and 4), SGK1 (serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1) Rictor
(rapamycin insensitive companion of mTOR), Nedd (neural precursor dell expressed
developmentally down regulated protein), Deptor (domain-containing mTOR-interacting protein),
mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8) mSIN1 (mammalian stress-activated protein
kinase-interacting protein), PRR5L (proline rich protein 5 like), Kir (einwarts gleichrichtender
Kaliumkanal). Aus [37, 38].



1.2.1 Regulation durch Verdnderungen der Transkription und
Translation

Ein Eingriff in die Proteinbiosynthese ermoglicht es, die ENaC-Expression uber
einen langeren Zeitraum zu modulieren. Dies ist vor allem relevant, wenn die
Rahmenbedingungen sich langerfristig dndern, so dass eine Anpassung der
Expression und Aktivitat des ENaC uber eine langere Zeitspanne erforderlich ist.
Hierbei bestehen Unterschiede zwischen den verschiedenen ENaC-
exprimierenden Organen. So unterscheidet sich der Einfluss des regulierenden
Hormons Aldosteron in der Niere vom Effekt den Aldosteron beispielsweise auf
die Transkription des ENaC im Colon hat [39].

Aldosteron stimuliert in der Niere die Transkription des Gens der a-Untereinheit,
wahrend die Transkription der Gene der B- und y-Untereinheiten weniger bis gar
nicht beeinflusst wird [40]. Aufgrund der heterotrimeren Struktur des ENaC ist es
fur die Funktion und Anzahl der Kanale erforderlich, dass alle Untereinheiten in
gleichem Mal exprimiert werden. Dies wird dadurch erreicht, dass die a-
Untereinheit physiologischer Weise ohne die Einwirkung von Aldosteron seltener
transkribiert wird [39, 41, 42]. Nach Bindung von Aldosteron an den
Mineralokortikoidrezeptor interagiert dieser aktivierte Komplex direkt mit einem
hormonresponsiven Element in der 5'-Region des Gens, das fir die a-
Untereinheit kodiert und stimuliert dessen Transkription [43]. Daneben kann die
Serum-Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 (SGK1), die ebenfalls durch Aldosteron
aktiviert wird, durch Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Af9 zusatzlich
die Transkription der a-Untereinheit steigern [44]. Auch post-transkriptionell wirkt
Aldosteron stimulierend auf die Translation, dabei scheint es weniger Spezifitat

fur die a -Untereinheit zu geben [45].

Ein weiteres Hormon mit Einfluss auf die ENaC-Transkription und Translation ist
das antidiuretische Hormon (ADH), auch Vasopressin genannt [45, 46]. Dieses
hypothalamische Peptidhormon wird bei Hypovolamie ausgeschuittet und wirkt
primar GUber den gesteigerten Einbau von Aquaporinen in das Sammelrohr,

wodurch es zur vermehrten Reabsorption von Wasser kommt [10]. Vasopressin



sorgt, im Gegensatz zu Aldosteron experimentell vor allem fir einen deutlichen

Anstieg der Synthese der B- und y-Untereinheiten [47-49].

Ein Hormon, das die Transkription der a-Untereinheit und damit die Expression
des gesamten ENaC herunter reguliert, ist der Wachstumsfaktor Transforming
growth factor beta (TGF-B) [50]. Sein Einfluss wir vor allem mit pathologischen
Veranderungen in Zusammenhang gebracht, wie sie bei der diabetischen
Nephropathie vorkommen [51]. Es ist Gegenstand von Diskussionen, ob TGF-f3
auch Einfluss auf die Offenwahrscheinlichkeit des ENaC hat [52].

1.2.2 Regulation der Membranabundanz und Insertion

Eine weitere Mdglichkeit die Natriumresorption durch den ENaC zu beeinflussen,
ist die Regulation der Abundanz des ENaC in der Plasmamembran. Zum einen
kann der Einbau des ENaC in die apikale Zellmembran (Exozytose) gefordert
werden, wobei die genauen Mechanismen noch unbekannt sind. Es gibt
Hinweise darauf, dass Aldosteron auch in diesem Zusammenhang eine Rolle
spielt und dafir sorgt, dass der ENaC an die Zelloberflache gelangt und in die
Membran eingebaut wird [53-55]. Daneben bewirkt Vasopressin Uber V2-
Rezeptoren, Uber einen cAMP Signalweg, eine Steigerung der ENaC-

Membraninsertion [56].

Unter physiologischen Bedingungen hat der ENaC eine kurze Halbwertszeit von
unter einer Stunde in der apikalen Zellmembran [57-60], bevor er durch
Endozytose wieder in die Zelle aufgenommen wird und die Untereinheiten
entweder abgebaut oder recycelt werden. Der Stellenwert der Endozytose fir die
Membranabundanz von ENaC ist etabliert und besser erforscht. Dabei wird die
Endozytose durch Ubiquitinylierung der Untereinheiten durch die Ubiquitinligase
Nedd4-2 eingeleitet [61-63], die am C-terminalen Ende an die B- und y-
Untereinheiten bindet und die a- und die y-Untereinheiten an ihren N-terminalen

Lysin-Enden ubiquitinyliert [39, 61].
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Abbildung 1-3 Expression und Abbau des ENaC

Dieses Schaubild stellt vereinfacht die komplexen Schritte des Einbaus des ENaC in die
Zellmembran, die nachfolgende Ubiquitinylierung und den Abbau respektive das Recycling dar.
HECT-Domane (Zur E6-AP Carboxylterminus homologe Doméane (homologous to the E6-AP
carboxyl terminus)), cAMP (cyclisches Adenosin Monophosphat), PKA (Proteinkinase A), SGK
(Serum-Glukokortikoid-regulierte Kinase). Aus [39]

Aldosteron kann Uber die Aktivierung SGK1 den Abbau des ENaC reduzieren.
SGK1 phosphoryliert Nedd4-2, dadurch kénnen andere Proteine, zum Beispiel
Protein 14-3-3, an Nedd4-2 binden [64-66], so dass die Interaktion von Nedd4-2
mit dem ENaC gehemmt wird und die Ubiquitinylierung des ENaC reduziert wird.
Des Weiteren kann Vasopressin tber den cAMP-Signalweg zur Inaktivierung von
Nedd4-2 fuhren. Nedd4-2 wird hierbei jedoch nicht durch SGK1, sondern durch
die Proteinkinase A phosphoryliert [67, 68].

1.2.3 Regulation der Offenwahrscheinlichkeit des ENaC

Die Offenwahrscheinlichkeit des ENaC fluktuiert, und kann zwischen
geschlossenen und vollstandig offen, verschiedene graduelle Offnungszustande
annehmen. Hierbei kénnen zahlreiche Faktoren Einfluss nehmen. So kdénnen
sowohl die intra- als auch extrazellulare Natriumkonzentration [35, 69], wie auch
die Hormone Aldosteron tber eine Aktivierung der SGK1 [70] und ADH Uber eine
Aktivierung der Proteinkinase A [71] die Offenwahrscheinlichkeit beeinflussen.

Durch seine Lage auf der luminalen Zelloberflache ist der ENaC einer sich stetig

verandernden intratubuldren Flissigkeitsbewegung und damit einhergehend,



variablen Scherkraften ausgesetzt. Durch die laminaren Scherbewegungen
kommt es auch mechanisch zu einer Veranderung der Offenwahrscheinlichkeit
des ENaC [72, 73].

Eine Besonderheit der Regulation der Offenwahrscheinlichkeit des ENaC stellt
die Moglichkeit der proteolytischen Aktivierung sowohl intra- als auch
extrazellular dar [35, 74-77].

1.2.4 Proteolytische Aktivierung des ENaC

1.2.4.1 Intrazelluléar

In der Aminosaurekette der a-Untereinheit und in der Aminosaurekette der y-
Untereinheit kommen im Gegensatz zur 3-Untereinheit inhibitorische Sequenzen
vor, die die Aktivitdit des ENaC reduzieren und damit eine Regulation Uber
Proteasen ermdglichen [74, 78-81].

Furin ist eine Proproteinkonvertase, die den ENaC posttranslational modifiziert
und aktiviert [76]. Furin kommt unter anderem im trans-Golgi vor und hydrolysiert
die a-Untereinheit des ENaC enzymatisch an zwei Stellen, im proximalen Bereich
der spateren extrazellularen Doméne (an den Aminosauren Arg 205 und Arg
231). Dadurch wird der inhibitorische Teil der Aminosaurekette
herausgeschnitten und der ENaC teilweise aktiviert [76, 82]. Wird die a-
Untereinheit nur an einer Stelle durch Furin gespalten, zeigt sich, dass der ENaC
nur stark verringert aktiv ist. Wenn die Untereinheit gar nicht gespalten wird,
fluktuiert die Kanalaktivitat stark, da der nicht vollstandig entfernte 26
Aminosauren umfassende inhibitorische Anteil der Aminosaurekette die aktive
Form des ENaC destabilisiert [82].

Die y-Untereinheit wird zun&chst an der Aminosdure Arg 143 von Furin
gespalten, wodurch eine mittlere Aktivitat erreicht wird [76]. Zur vollstandigen
Kanalaktivierung ist zusatzlich eine weitere Spaltung an einer distal gelegenen

Stelle der Aminosaurekette notwendig, die erst extrazellular erfolgt [79].

Einfluss auf die Prozessierung der Untereinheiten hat auch die intrazellulare
Natriumkonzentration. So konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg uUber eine

Veranderung der N-Glykosylierung an den Untereinheiten dazu fuihren kann,



dass diese nicht mehr von Proteasen prozessiert und somit aktiviert werden. Dies

verhindert, dass mehr Natrium resorbiert wird, als die Zelle tolerieren kann [83].

1.2.4.2 Die extrazellulare proteolytische Aktivierung

Um die maximale  Aktivierung entsprechend der maximalen
Offenwahrscheinlichkeit zu erreichen, muss die y-Untereinheit des ENaC nach
der ersten intrazellularen Spaltung durch Furin extrazellular ein zweites Mal
enzymatisch hydrolysiert werden [84-86]. Der Grund hierflr ist, dass hier ein
inhibitorischer Anteil von mindestens 43 Aminosauren Lange vorliegt [75, 87, 88],
welcher eine relevante Bedeutung fir das Erreichen der maximalen
Offenwahrscheinlichkeit hat [89]. Diese kann den Wert von 1% oder 100%
erreichen [90, 91]. Hierfir kommen verschiedene Proteasen in Frage (vgl.
Abbildung 1-4). Durch die Hemmbarkeit mit Aprotinin konnte gezeigt werden,
dass es sich bei diesen Proteasen um Serinproteasen handelt. Serinproteasen
sind proteolytische Enzyme, welche die Aminosdure Serin im katalytischen
Zentrum enthalten, und sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch die
Regulation verschiedener Prozesse beeinflussen. Haufig werden diese

Proteasen dabei durch eine Kaskade aktiviert und reguliert.
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Abbildung 1-4 Mégliche Schnittstellen verschiedener Proteasen an der y-Untereinheit

Die Grafik zeigt die verschiedenen Proteaseschnittstellen der humanen y-Untereinheit des ENaC.
Links im Bild ist die Furinschnittstelle an Position 138 der Aminosaurekette zu erkennen. Rechts
im Bild sind die Schnittstellen von verschiedenen Proteasen zu erkennen. Die kirzesten
Fragmente sind bei Trypsin zu finden, wahrend Prostasin die RKRK Sequenz beginnend an
Position 178 schneidet. Die Schnittstellen sind fett gedruckt und mit Pfeilen markiert. Die
Aminosauresequenz stammt aus der UniProt Database (UniProt Nummer P51170). Aus [88]



Fur einige in Frage kommende Proteasen konnte experimentell gezeigt werden,
dass sie die y-Untereinheit distal (in Richtung des C-Terminus) der
Furinschnittstelle proteolytisch schneiden. Diese sind unter anderem die
|6slichen Proteasen Kallikrein [92], Chymotrypsin [93], Trypsin [88, 94], Plasmin
[90, 93], neutrophilen Elastase (ELA-2) [95, 96], Cathepsin B und S [97, 98]. Aber
auch die membrangebundenen Proteasen ,Channel-Activating Protease 1°
(CAP1, Prostasin) [87, 99], ,CAP2“ (Transmembrane protease serine 4
(TMPRSS4)) [100, 101] und ,CAP3“ (Matriptase) [102, 103] sind hierbei zu
nennen. Wichtig ist es hier zwischen Proteasen zu unterscheiden, die wie
Prostasin und Gewebskallikrein physiologisch im Lumen des distalen Tubulus
vorkommen und Proteasen wie Plasmakallikrein oder Plasmin die nur bei
geschadigter Filtrationsbarriere und damit einhergehender Proteinurie, wie es
zum Beispiel beim nephrotischen Syndrom der Fall ist, in den Harn gelangen
[104]. Eine dritte Gruppe sind experimentell verwendete Proteasen, wie zum
Beispiel Trypsin oder Chymotrypsin, die in vivo keine Rolle bei der Aktivierung
des ENaC spielen, da sie nie im Urin erscheinen.

1.2.4.3 Regulation durch Kallikreine

Kallikreine sind Serinproteasen und konnen in die Gruppe der Gewebs- und
Plasmakallikreine eingeteilt werden [105]. Das Gewebskallikrein oder Urin-
Kallikrein (35 kDa) wird vor allem in Kolon und Niere gebildet. Es spielt bei
verschiedenen Prozessen wie der Regulation von Schmerzempfindung, der
Entziindungskaskade und der Gerinnungskaskade eine Rolle, indem es die
inaktiven Vorstufen der Gewebshormone in aktive Kinine umwandelt. Nach
Sekretion im renalen Verbindungstubulus bewirkt es durch Spaltung der
extrazellularen y-Untereinheit des ENaC eine erhdhte Natriumresorption im
distalen Tubulus und hat daher auch Einfluss auf die Blutdruckregulation [92,
106]. Eine laborchemische Verwendung hat Gewebskallikrein zudem als

Tumormarker [107].

Plasmakallikrein ist grof3er und schwerer (88 kDa) als Gewebskallikrein. Somit
ist es zu grof3, um physiologisch in den Urin gelangen. Es entsteht aus der
Vorstufe Plasma-Prakallikrein, das in der Leber gebildet wird. Nach der

Aktivierung zu Plasmakallikrein nimmt es, unter anderem Uber die Spaltung von
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Plasminogen zur Plasmin, Einfluss auf die Gerinnung. Physiologisch kommen
Plasmakallikrein und seine Vorstufe nicht im Urin vor. Es ist jedoch bei Patienten
mit nephrotischem Syndrom im Urin in aktiviertem Zustand nachweisbar [108],
wobei es bisher unklar ist, wie und durch welche Protease Plasma-Préakallikrein

im Tubuluslumen aktiviert werden kann [108].

1.2.4.4 Regulation durch Plasminogen und Plasmin

Die Serinprotease Plasminogen wird in der Leber gebildet und wird proteolytisch
durch den endothelialen gewebespezifischen Plasminogenaktivator (tissue-type
plasminogen activator, t-PA) zu Plasmin aktiviert. Plasmin ist vor allem fur seine

Rolle bei der Fibrinolyse des Blutes bekannt.

Ahnlich wie Plasmakallikrein sind Plasminogen und Plasmin zu groR und zu
schwer (Plasminogen 92 kDa und Plasmin 83 kDa), um physiologisch in den Urin
zu gelangen. Beide Proteine kénnen jedoch im Urin von nephrotischen Patienten
nachgewiesen werden [104]. Eine Mdglichkeit der Aktivierung von Plasminogen
zu Plasmin im Tubuluslumen besteht tber die membranstéandige Urokinase
(urokinase-type plasminogen activator, uPA) [32]. Auch bei Plasmin konnte in
vitro gezeigt werden, dass es die y-Untereinheit des ENaC schneidet und somit
theoretisch zu einer erhdhten Natriumrickresorption fuhrt [109, 110].

1.3 Prostasin

1.3.1 Vorkommen

Prostasin, auch channel activating protease 1 (CAP1l) oder PRSS8/Prss8
genannt, ist eine extrazellulare Serinprotease der Trypsinfamilie, die erstmals
1994 von Yu et al. in Prostatasekret entdeckt und beschrieben wurde [111, 112].
Es wurde gezeigt, dass Prostasin auch in anderen Geweben wie der Haut, den
Speicheldriisen, dem Pankreas, der Leber, der Lunge, dem Colon und auch in
der Niere vorkommt [111]. Eine Besonderheit von Prostasin ist, dass es eine
membranstandige Serinprotease ist, die Uber einen Glycosylphosphatidylinositol
(GPI)-Anker an die Zellmembran gebunden ist [113].

11



So wird Prostasin auch in der gesunden Niere im distalen Tubulussystem
exprimiert und gelangt nicht erst bei einer glomerularen Schadigung in das

Tubulussystem.

1.3.2 Aktivierung

In der Maus kodiert das Prss8-Gen ein aus 342 Aminosauren bestehendes
Protein, bei dem am N-terminus bereits posttranslational ein Signalpeptid
abgespalten wird [112]. Dieses Zymogen wird in der Folge an Position R44 erneut
hydrolysiert [114], wodurch es zu zwei Uber Disulfidbriicken verbundenen Ketten
kommt, einer leichten und einer schweren Kette. Wie diese Aktivierung in vivo
geschieht, ist aktuell nicht abschlielend geklart. Es gibt eine Reihe von
Hinweisen, dass die Aktivierung Uber eine proteolytische Kaskade ablauft, und
Prostasin von der Serinprotease Matriptase aktiviert wird. So ahneln die
epidermalen Defekte bei Matriptase knock-out Mausen stark den Defekten bei
Prostasin knock-out Mausen [115, 116], und es scheint kein aktiviertes Prostasin

in der Haut von Matriptase knock-out Mausen vorzukommen [117].

37 44 154 322
Signalpeptitd - AEAPCGVA PQARITG-——RPICLPA-—-R — Propeptid

4

AEAPCGVA PQARITG-——RPICLPA--—R

4

AEAPCGVA PQAR

[TG---=-RPICLPA-----R

Abbildung 1-5 Schematische Darstellung der Aktivierungskaskade von Prostasin

Anhand der humanen Aminosauresequenz ist die Aktivierungkaskade von Prostasin schematisch
dargestellt. Diese beginnt mit einer langen Sequenz, welche ein Signalpeptid sowie ein Propeptid
aufweist. Durch posttranslationale Modifikationen entsteht hieraus das Zymogen von Prostasin.
Durch Spaltung der Aminosaurekette an Position R44 wird das Zymogen aktiviert. Aus der
Bildung einer Disulfidbriicke zwischen C37 und C154 resultiert eine Verbindung beider Ketten.
Die leichte Kette ist blau dargestellt, die schwere Kette ist gekiirzt und schwarz. Die Disulfidbriicke
ist schematisch als Verbindung zwischen den gelb markierten Cysteinen gezeigt. Signalpeptid
und Propeptid sind in Rot dargestellt. Die Aminoséduresequenz stammt aus der UniProt Database
(UniProt Nummer Q16651)
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Dass diese Hypothese fir alle Gewebe gleichsam zutrifft, ist unwahrscheinlich,
denn beispielsweise wird in der Plazenta von Méausen ein gegenteiliger Ablauf
beschrieben. Dort wird Prostasin fur die Aktivierung von Matriptase bendtigt
[118]. Deshalb wird diskutiert, ob die in einigen Publikationen beschriebene
Autoaktivierung von Matriptase den experimentellen Rahmenbedingungen
geschuldet ist [119]. Dies fuhrt dazu, dass der genaue Mechanismus der
Aktivierung von Prostasin, welche Proteasen in einer angenommenen

Aktivierungskaskade oberhalb und unterhalb stehen, aktuell weiter unklar ist.

1.3.3 Funktionen

Eine wichtige Rolle spielt Prostasin, neben seiner Funktion in der epidermalen
und plazentaren Entwicklung [116, 120, 121], vor allem im Bereich der
Aktivierung des ENaC [99, 122], wobei neben der Niere vor allem die Lunge
Gegenstand der Forschung ist [123, 124].

Eine Deletion von Prostasin ist im Mausmodell nicht mdglich, da diese Prostasin
knock-out Mause bereits an einer Plazentainsuffizienz [120] oder kurz nach
Geburt durch Dehydrierung versterben, da ihre Epidermis nicht vollstandig
funktionstichtig entwickelt ist [116]. Es ist jedoch mdglich, Prostasin gezielt zu
mutieren und dennoch lebensfahige knock-in Mause zu erhalten. Beschrieben
wurde eine Prostasin-Mutante (Prss8-S238A), die keine proteolytische Funktion
hat [125] und eine mit fehlender Aktivierbarkeit (Prostasin nur Zymogen, Prss8-
R44Q) [126].

1.3.4 Prostasin und ENaC

Bereits 1997 wurde beschrieben, dass CAP1 in Xenopus laevis Oozyten in vitro
einen Einfluss auf die durch den ENaC vermittelten lonen-Strome zu haben
scheint [99, 122]. Ebenfalls konnte ein Einfluss auf die proteolytische ENaC-
Aktivierung in Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) Zellen gezeigt werden [87].
Weitere Untersuchungen zeigten, dass bei Verwendung von Prostasin sSiRNA
eine deutliche Reduktion der ENaC Strome zu verzeichnen war [127]. Auch im
menschlichen Urin konnte bei verringerter Natriumausscheidung eine erhdhte

Ausscheidung von Prostasin gezeigt werden [128], ebenso wie es auch bei der
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diabetischen Nephropathie [129] und beim primaren Hyperaldosteronismus der
Fall war [130].

Dass Prostasin in vitro den ENaC proteolytisch spalten kann, konnte bereits
gezeigt werden [131], auch konnte mit der Aminosauresequenz RKRK der y-
Untereinheit eine prostasinspezifische Schnittstelle detektiert werden [87]. Wobei
hier einzuschranken ist, dass unter anderem auch pKlk und Plasmin an dieser
Schnittstelle spalten kbnnen [93, 108, 132].

Svenningsen et al. stellten 2009 basierend auf ihren in vitro Untersuchungen die
Hypothese auf, dass Prostasin bei geringer Plasminkonzentration die ENaC
Aktivitat beeinflusst [127]. Es konnte im Urin nephrotischer Patienten
immunhistochemisch nachgewiesen werden, dass hier y-Untereinheiten des
ENaC vorkommen, die an der fir Prostasin spezifischen Stelle geschnitten
wurden [133].

1.4 Das nephrotische Syndrom

Das nephrotische Syndrom bezeichnet einen Komplex aus einer Proteinurie, die
groRer als 3,5 g/24h ist, ausgepragten Odemen und einer Hypoalbuminamie von
unter 3 g/dl [134-137]. Darliber hinaus kann haufig eine Hyperlipoproteinamie
beobachtet werden [138, 139], da es zu einer reduzierten Plasma-Clearance von
Lipoproteinen kommt [138]. Eine weitere Annahme ist, dass hierfur auch eine
Erhdhung der Expression der Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9
(PCSK9) in der Niere fir die reduzierte Lipid-Clearance mitverantwortlich sein
konnte [139, 140]. Daneben kann es durch die tUbermé&Rige Filtration von
Gerinnungsfaktoren aufgrund des Verlustes von Antithrombin zu einer
Hyperkoagulabilitit kommen, die das Risiko fur die Entstehung von
thromboembolischen Ereignissen erhoht. Daneben kommt es durch den Verlust

von y-Globulinen zu einem Anstieg des Infektionsrisikos [137].

1.4.1 Ursachen
Die haufigste Ursache fur die Ausbildung eines nephrotischen Syndroms sind
priméar glomerulare Erkrankungen. Die Minimal-Change Glomerulopathie, die vor

allem im Kindesalter auftritt oder die membrandse Glomerulonephritis, welche die
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haufigste Ursache fur ein nephrotisches Syndrom im Erwachsenenalter darstellt.
Daneben die Fokal Segmentale Glomerulosklerose (FSGS) und die
Membranoproliferative Glomerulonephritis [137, 141]. Dartber hinaus kommen
auch sekundare und seltenere Ursachen wie eine Nierenbeteiligung bei
Kollagenosen, Nierenvenenstauungen oder eine akute interstitielle Nephritis in
Frage [137].

Gemein ist allen Ursachen, dass sie zu einer Schadigung der glomeruléaren
Filtrationsbarriere fuhren, wodurch es zu einer aberranten Filtration von
hochmolekularen Proteinen (> 60 kDa) kommt, fur die der glomerulare Filter
aufgrund seines ultrastrukturellen Aufbaus physiologischerweise unpassierbar ist
[141, 142].

Aktuell stehen zur Behandlung des nephrotischen Syndroms neben der
Behandlung der auslésenden Erkrankungen, beispielsweise mit Steroiden,
Rituximab oder Cyclophosphamid, vor allem supportive Therapien, wie etwa der
Einsatz von Schleifendiuretika zur Odemausschwemmung oder Angiotensin-
Converting-Enzyme- (ACE) Hemmer fur die Reduktion der Proteinurie zur
Verfigung [142].

1.4.2 Odementstehung

Ein charakteristisches und klinisch filhrendes Symptom ist die Odembildung.
Odeme definiert als tastbare Schwellungen resultierend aus einer interstitiellen
Flissigkeitsansammlung treten beim Nephrotischen Syndrom, generalisiert auf,
die sogenannte Anasarka. Die Odemmenge kann hierbei bis zu 30% des
Korpergewichts ausmachen [143]. Die Odembildung beruht auf einer renalen
Natriumretention in Kombination mit einer Veranderung des intravasalen
onkotischen Drucks durch den Verlust an Albumin. Pro Kilogramm
Gewichtszunahme ist somit von einer isotonen Retention von 9 g NaCl
auszugehen. Insbesondere die bereits dargelegte proteolytische Aktivierbarkeit
des ENaC ist fur das Krankheitsbild des nephrotischen Syndroms relevant, da es
durch die Schadigung der glomeruléaren Filtrationsbarriere zu einer Proteinurie
und damit einhergehend zu einer erhdhten Exposition des ENaC gegentber

Proteasen aus dem Plasma kommt [77].
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Zur Entstehung der Odeme beim nephrotischen Syndrom werden zwei

Haupttheorien diskutiert.

1.4.2.1 Underfill Theorie

Die Underfill-Theorie, formuliert von Epstein 1917 [144], geht davon aus, dass
der im Rahmen der Hypoalbumindmie sinkende onkotische Druck zu einer
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) fuhrt, da durch
den Ubertritt von Flussigkeit ins Interstitium ein intravasaler Volumenmangel
entsteht [145, 146]. Der Anstieg von Aldosteron fiihrt in der Folge zu einer
erhohten Expression und Aktivierung des ENaC. Hierdurch kommt es zu einer
Reduktion der Natriurese und damit bedingt zu einer Wasserretention. In
Kombination mit dem verringerten onkotischen Druck sorgt dies fir die Bildung

von interstitiellen Odemen [147].

1.4.2.2 Overfill Theorie

Die Overfill Theorie geht davon aus, dass die erkrankte Niere primar fur die
Natriumretention verantwortlich ist. Svenningsen schlug 2009 vor, dass in den
Urin aberrant filtriertes Plasmin eine proteolytische ENaC-Aktivierung bewirken
konnte [109]. Uber die extrazellulare zweite proteolytische Spaltung der y-
Untereinheit des ENaC wird die Offenwahrscheinlichkeit wie bereits beschrieben
erhoht. Durch den aktiven ENaC kommt es zunachst zu einer Steigerung der
Natriumretention, die sekundar eine Wasserretention aus dem Tubulus zuriick
ins Blut bedingt [77, 148]. Dies fuhrt in Kombination mit dem reduzierten
onkotischen Druck zur Odembildung. Obwohl sich die entscheidende Rolle von
Plasmin oder einer anderen Protease bislang nicht beweisen lie3 [149, 150],
kann dennoch davon ausgegangen werden, dass es zu einer ENaC-Aktivierung

im Rahmen der Proteasurie kommt [77].

Beide Theorien schlieRen sich gegenseitig nicht aus. So kdnnen sich die Effekte
der RAAS Aktivierung und der Proteasurie gegenseitig unterstiitzen und enden
in der gemeinsamen Endstrecke der ENaC-Aktivierung, der Natriumresorption
und der Odementstehung [77, 151].
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Abbildung 1-6 Integrativer Ansatz zur Erklarung der Odementstehung

Das Schema veranschaulicht die beiden diskutierten Theorien zur Odementstehung im
nephrotischen Syndrom und die Mdglichkeit, dass sie sich gegenseitig unterstitzen. Aus [77].

1.4.2.3 Proteasurie

Im nephrotischen Urin kommen, aufgrund der geschadigten Filtrationsbarriere
verschiedenste Proteasen vor, wobei Serinproteasen quantitativ den hochsten
Anteil haben [104]. Wie in 1.2.4.2 beschrieben ist aus in vitro Studien bekannt,
dass verschiedene Serinproteasen die y-Untereinheit des ENaC extrazellular
spalten kénnen und hierdurch die Offenwahrscheinlichkeit erhéhen.

Dass es sich bei der relevanten Protease um eine Serinprotease handelt wird
durch Befunde aus Experimenten mit dem Serinproteaseinhibitors Aprotinin
unterstutzt [152]. Bei in vivo Studien konnte unter der Verwendung von Aprotinin
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die Aktivitat von Serinproteasen im Urin supprimiert und eine Odembildung, im
experimentellen nephrotischen Syndrom reduziert bzw. verhindert werden [151].
Auch Befunde aus Western Blot Untersuchungen von Proteinen aus Nieren
nephrotischer Mause legen nahe, dass die zweite Spaltung der y-Untereinheit
verantwortlich fir die Natriumresorption und Odementstehung ist. So konnte
gezeigt werden, dass die Bande der vollstindig geschnittenen ENaC vy-
Untereinheit in nephrotischen M&ausenieren signifikant h&ufiger vorliegt als in
gesunden Kontrolltieren [153]. Unter Verwendung von Aprotinin kommt es
dagegen nicht zu einem relevanten Anstieg der Intensitat dieser Bande im
Western Blot, wahrend Canrenoat als Mineralokortikoidrezeptorblocker keinen
Einfluss auf das Vorkommen der vollstandig geschnittenen Bande im Western
Blot von Proben nephrotischer Mause hat [153]. Die aktuellen Befunde der
Western Blot Untersuchungen legen darlber hinaus nahe, dass auch die a-
Untereinheit im Falle eines nephrotischen Syndrom nochmals gespalten wird
[153].
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Abbildung 1-7 Modell der proteolytischen Aktivierung des ENaC beim NS

Schematische Darstellung der ENaC-Aktivierung im nephrotischen Syndrom. Oben links ist die
geschéadigte Filtrationsbarriere dargestellt. In der Folge kommt es zur aberranten Filtration von
Serinproteasen (sowohl als Zymogen, als auch als aktive Proteasen) welche die a-Untereinheit,
und in relevanterem Umfang die y-Untereinheit des ENaC spalten, hierdurch die inhibitorischen
Anteile der Aminosaurekette entfernen und damit die Offenwahrscheinlichkeit erhéhen. Aus [153].

Es ist Gegenstand intensiver Forschung, die daran beteiligten essenziellen
Serinproteasen zu identifizieren, durch welche die Aktivierung des ENaC
verursacht wird. Hierzu konnten in den letzten Jahren verschiedene

Kandidatenproteasen gefunden werden [77, 104]

Fur einige Proteasen konnte eine Relevanz in vivo bereits ausgeschlossen
werden. So konnte fur Plasmakallikrein anhand eines knock-out Mausmodells
bereits gezeigt werden, dass es nicht essenziell fir die Volumenretention im

nephrotischen Syndrom ist. Zudem zeigte sich bei der ENaC-Aktivierung kein
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signifikanter Unterschied zu Wildtyp-Kontrollmausen [108]. Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass Plasminogen im experimentellen knock-out Mausmodell
nicht vor der Odementstehung im nephrotischen Syndrom schiitzt. Auch hier ist
ebenso wie in einem Mausmodell mit einem urokinase-type plasminogen
activator knock-out die ENaC-Aktivierung im nephrotischen Syndrom im
Vergleich zu Wildtyp Kontrollmausen nicht reduziert [149, 150]. Auch die
maogliche Beteiligung der Faktor VII aktivierenden Protease (Habp2) konnte nicht
bestatigt werden [132].

Im Rahmen, der in vitro Untersuchungen war in der Vergangenheit eine mégliche
Rolle von Prostasin bei der ENaC Aktivierung diskutiert worden, so dass diese
Serinprotease als moglicher Kandidat weiterhin im Raum stand [127]. Aufgrund
des letalen Phanotyps einer Prostasin knock-out Maus [116, 120, 125], gab es

jedoch keine in vivo Ergebnisse.
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Studie untersuchte zwei Fragestellungen in Bezug auf die Rolle von
Prostasin.

Zunachst sollten die bislang bekannten Ergebnisse von in vitro Studien tber
Prostasin und die physiologische Rolle dieser Protease in der Niere im Hinblick
auf den Natrium - und Wasserhaushalt in einem tierexperimentellen Modell in
vivo Uberpriuft werden. Dabei sollte die Auswirkung von Punktmutationen von
Prostasin im aktiven Zentrum oder der Aktivierungsstelle im Mausmodell
untersucht werden. Zu den verwendeten Tiermodellen mit mutiertem Prostasin
knock-in gab es aktuell nur Studien zur Auswirkung des knock-in auf die
epidermale Entwicklung. In dieser Arbeit wurden die physiologischen
Auswirkungen der fehlenden Aktivierbarkeit und der fehlenden enzymatischen
Funktion auf die Niere Uberprift, um hierdurch einen eventuell vorhandenen

Phanotyp nachzuweisen.

Als zweite Fragestellung galt es zu Uberprufen, ob Prostasin unter der
pathophysiologischen Bedingung des experimentellen nephrotischen Syndroms
der Maus bei der Aktivierung des epithelialen Natriumkanals eine Rolle spielt und
hierdurch fir die Natriumretention und Odembildung mitverantwortlich ist. Sollte
dies zutreffen, konnte hierdurch ein neuer therapeutischer Ansatz fur die
Behandlung von Patienten mit einem nephrotischen Syndrom abgeleitet werden.
Dies wirde das bislang schmale Therapiespektrum in der antiddematdsen
Behandlung beim nephrotischen Syndrom erweitern oder zielgerichtete

Therapien ermdglichen.

21



2 Material und Methoden
2.1 Material

Tabelle 2-1 Verbrauchsmaterial
Material

Acetylengas

Hersteller
Westfalen AG

Ampuwa, 100 ml

Fresenius Kabi Deutschland GmbH

Aprotinin (1600 pg/ml)

Loxo

Aqua dest.

UKT Tubingen

BD Micro-Fine™ Insulinspritzen U40
0,5 ml 0,3x8mm

Seidel Medipool GmbH

Blutgas-Kapillaren Na-hep 180 ul Hirschmann
BRANDplates® Strip Plate 12xF8
puregrade Brand

Cellstar® Tubes 15 ml

greiner bio-one

Cellstar® Tubes 50 ml

greiner bio-one

Chloroform reinst, 200 ml Merck KGaA
Combur9 Test Cobos
cOmplete™, Mini, Proteasehemmer-

Cocktail EDTA-frei Roche
Criterion Leer Kassetten BioRad

CryoTube Vials 1,8ml

ThermoFischerScientific

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(PBS), 500 ml Sigma-Aldrich®
Eppendorf Combitips® plus 12,5 ml Eppendorf
epT.l.P.S.® Standard 20-300pl Eppendorf

Ethanol 70 %

Universitatsapotheke UKT

Falcon® 10 ml Serological Pipet

Corning Incorporated

Falcon® 25 ml Serological Pipet

Corning Incorporated

Falcon® 5 ml Serological Pipet

Corning Incorporated

Flassigstickstoff

Westfalen AG

Hamatokrit-Kapillaren Na-hep 75 pl

Hirschmann

Kapillar-Adapter

Werfen

22




Lithium Stammldésung 500 mmol/|

biorapid GmbH

minicaps® Einmal-Kapillarpipetten Na-

hep 10 pl Hirschmann
Nitrile puderfreie

Untersuchungshandschuhe Classic,

Gr. L Abenda

Nitrozellulosemembranen 0,2um

Amersham GE HealthCare

Pipettenspitzen (1000 pl) Sarstedt
Pipettenspitzen (200 ul) Sarstedt
Pipettenspitzen Standard (10 pl) Sarstedt

PNGaseF NEB, Ipswich, USA
Probengefald 1,3ml LH Sarstedt

Protease Inhibitor Cocktail Roche
ReaktionsgefaRe0,5 ml Sarstedt

ReaktionsgefaRel,5 ml

greiner bio-one

Reaktionsgefale 2,0 ml

greiner bio-one

Reiniger D

biorapid GmbH

Revert Total Protein Stain

Licor, Lincoln, USA

Salpetersdure (HNO3) 1N

PanReac AppliChem

Sauerstoffgas

Linde AG

SDS-Polyacrylamid Gel

Eigene Herstellung

sensiva® skin care wash lotion

Schilke

Serum-Standard

biorapid GmbH

Softasept® N

Braun

Sterillium® classic pure 500 ml

BODE Chemie GmbH

Sucrose Lyse Puffer (250 mmol/l
Sucrose, 10 mmol/l Triethanolamin, 1,6
mmol/l Ethanolamin, 0,5 mmol/| EDTA)

Eigene Herstellung, Chemikalien von
Sigma-Aldrich®

System-Leerwertlésung

biorapid GmbH

Urin-Standard (Na+ 143,5 mmol/l, K+
100 mmol/l, Ca2+ 5,00 mmol/l ).

biorapid GmbH
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UV-Kivetten 70 pl mikro,
Zentrumshohe 8,5 mm, Schichtdicke 1
cm

Brand

Tabelle 2-2 In der Tierhaltung verwendete Materialien
Material Hersteller ‘

C1000 — Kontrolldiat (Natriumgehalt:
2488 mg/kg = 108,22 umol/g)

Altromin International

C1036 — Na+- und CI- -arme Diat
(Natriumgehalt: 130 mg/kg = 5,64

pmol/g)

Altromin International

Hauschen (rot)

Holzrohre

Kafige Typ Il und Kafige Typ Il Lang

EHRET GmbH Life Science Solutions

Leitungswasser

Stadtwerke Tubingen

Metabolische Kafige 3600 M 009

TECNIPLAST

OSAFE Einstreu

JRS (J. Rettenmeier & Sohne)

Paraffin-Ol

Merck KGaA

ssniff V1534-703, Standarddiat
(Natriumgehalt: 0,24% = 104 ymol/g)

ssniff Spezialdiaten GmbH

Zellstoff

Tabelle 2-3 Gerate

Gerat
ALT 100-4M Analysenwaage

Hersteller

Kern

Biomate 3S Spectrophotometer

Thermo Scientific

Centrifuge+Vortex Neolab
Criterion™ BioRad
Drager Vapor® 2000 - Isoflurane Drager
Dual-Timer C5080 TFA
EFUX 5057 Flammenphotometer Eppendorf
ELx800 Absorptionsreader flr

Mikrotiterplatten BioTek
Eppendorf Multipette Eppendorf
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Eppendorf Research® (0,1 pl — 2,5 pl)

Pipette Eppendorf
Eppendorf Research® (2 pul — 20 pl)

Pipette Eppendorf
Eppendorf Research® (20 pl — 200 pl)

Pipette Eppendorf
Eppendorf Research® plus (0,5 pl — 10

ul) Pipette Eppendorf
Eppendorf Research® plus (10 pl -

100 pl) Pipette Eppendorf
Eppendorf Research® plus (100 pl —

1000 pl) Pipette Eppendorf

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

GEM® Premier 3000

Instrumentation Laboratory

GeneQuant pro Spectrophotometer

Pharmacia

Homogenisator Dounce

Hybridisation Oven/Shaker

Amersham Biosciences

Kihlschrank 2-8°C

Megafuge 2.0R

Unity Lab Service

MR 3001 Heizplatte

Heidolph

Odyssey Fluoreszenzscanner

LI-COR Biosciences - GmbH

PCB 350-3 Analysewage

Kern

pH211 Microprocessor pH Meter

Harma Instruments

Plattenschittler

Powerpette Plus

VWR

Secuflow-Niedrigraum-Abzug

mc6® Das Laborsystem

VX100 Vortexmischer, ABIMED

Labnet
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Tabelle 2-4 Programme
Programm Hersteller ‘

EMPIRIA Studio 2.0 LI-COR Biosciences - GmbH
Gen5 BioTek

GraphPad Prism 9 GraphPad Software Inc.
Image Studio Lite Version 5.2 LI-COR Biosciences - GmbH
Microsoft Office Excel 2010 / 365 Microsoft

Microsoft Office Word 2010 / 365 Microsoft

Tabelle 2-5 Medikamente und Substanzen aus dem Tierversuch

Medikament/Substanz Hersteller

Dimethylsulfoxid (C2H60S) 99%-ige

Ldsung Sigma Aldrich
DOXO-cell® 10 mg Injektionslésung cellpharm GmbH
Furosemid Lasix 250mg Ampullen Sanofi
Hydrochlorothiazid Sigma Aldrich
Isofluran CP® 1ml/ml cp-pharma

Kalinorbrausetabletten (1,56g Kalium) | Desma GmbH

Natronlauge (NaOH) 1N Merck
Salzsaure (HCI) 1IN Merck
Triamteren Sigma Life Science

Doxorubicin 2mg/ml Injektionslésung STADApharm

Tabelle 2-6 Kits und Reagenzien
Kit/Reagenz Hersteller |

Bio-Rad Protein Assay (5000006) Bio-Rad Laboratories GmbH
Cystatin C ELISA (MSCTCO0) R&D Systems Inc.
IBL Aldosterone ELISA (RE52301) IBL International GmbH /TECAN

LT-SYS® Creatinin, mod. nach Jaffe,
kinetisch, ohne Enteiweil3ung (LT-CR Labor + Technik EBERHARD

0121) LEHMANN GmbH

LT-SYS® Harnstoff, UV, kinetisch (LT- | Labor + Technik EBERHARD
UR 0010) LEHMANN GmbH

Prostasin ELISA (ab213884) Abcam plc.
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Tabelle 2-7 Antikdrper und Western Blot
Antikorper Hersteller ‘

Rabbit anti mouse a-ENaC - AK Pineda, Berlin, Deutschland
Rabbit anti mouse B-ENaC - AK Pineda, Berlin, Deutschland
Rabbit anti mouse y-ENaC - AK (SPC-

405) Stressmarq, Viktoria, Canada
Rabbit anti mouse Prostasin - AK

(15527-1-AP) Proteintech Group, Inc
Donkey anti rabbit IRDye 800CW AK LI-COR Biosciences - GmbH
Revert 700 Total Protein Stain LI-COR Biosciences — GmbH

Chameleon Duo Pre-stained Protein
Ladder LI-COR Biosciences — GmbH
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2.2 Methoden
2.2.1 Das Mausmodell

Die Experimente wurden vom Regierungsprasidium Tubingen unter der
Antragsnummer M6/17 genehmigt, eine Ausnahmegenehmigung zur

Durchfiihrung der Experimente lag fir meine Person vor.

Die Studien wurden an Prss8-wt, Prss8-R44Q knock-in und Prss8-S238A knock-
in Mausen aus eigener Zucht durchgefuhrt. Die Mause wurden in einem
zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus bei 22-24°C Raumtemperatur und einer
Luftfeuchtigkeit zwischen 45-55 % gehalten, wobei sie einige Tage vor
Versuchsbeginn zur Akklimatisierung in das Labor tberfiihrt wurden. Vor Beginn
der Versuche stand den Mausen Futter (SNIFF) und Trinken (Leitungswasser)

ad libitum zur Verfigung.

Bei genetisch verdnderten Mausen kann zwischen knock-out und knock-in
unterschieden werden. Beim knock-out handelt es sich um eine Methode bei der
ein Gen gezielt inaktiviert wird, wobei man vom knock-out des Gens spricht [154].
Beim knock-in handelt es sich dagegen um eine Veranderung des Gens, ohne,
dass es dadurch zu einem teilweisen oder vollstandigen Fehlen kommt. Ein
Beispiel dafir sind die hier verwendeten Prostasin knock-in Mause, die beide ein
strukturell verandertes Prostasin exprimieren, welches infolgedessen eine
veranderte Funktionalitat aufweist [125, 126].

2.2.1.1 Die Prss8-wt Maus

In den Experimenten wurden Mause des Stammes 129S1/SvimJ genutzt. Diese
Mauselinie ist fur das durch Doxorubicin induzierte experimentelle nephrotische
Syndrom empfanglich [155, 156].

Die bei der Ruckkreuzung der Prss8 knock-in Linien auf diesen Stamm
resultierenden Prss8-wt Wurfgeschwister konnten in den Experimenten als

Kontrollgruppe genutzt werden.

2.2.1.2 Die Prss8-R44Q Maus
Die Prss8-R44Q Maus (FVB;C57;NIHBL-Prss8 tm2.1Bug (Prss8-R44Q)) wyrde in der

Arbeitsgruppe von Thomas H. Bugge (Proteases and Tissue Remodeling
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Section, Oral and Pharyngeal Cancer Branch, NIH NIDCR, Bethesda, MD, USA)
entwickelt und zur Verfigung gestellt. Es handelt sich um eine Linie, in der das
Prss8-Gen so verandert wurde, dass in der Aminosaurekette Arginin (R) durch
Glutamin (Q) ersetzt ist. Dadurch kann die Aminosaurekette nicht mehr an Stelle
44 gespalten, und somit Prostasin nicht mehr aktiviert werden. Es gibt zu diesem
knock-in Arbeiten, welche die epidermale Entwicklung untersuchen [126]. Jedoch
gab es bislang keine Untersuchungen zu den hieraus resultierenden

Konsequenzen fur die Nierenfunktion.

Um diesen knock-in auch fur Experimente mit dem durch Doxorubicin induzierten
experimentellen nephrotischen Syndrom zu verwenden, wurde der knock-in bis
mindestens zur Generation F5 auf den 129S1/SvimJ Mausestamm

zuruckgekreuzt.

Phéanotypisch lasst sich die Prss8-R44Q Maus mit bloRem Auge von den Prss8-
wt Mausen unterscheiden (vgl. Abbildung 2-1), da sie neben kirzerem und nur
vereinzelt wachsendem Fell auch weniger, kiirzere und gekréuselte, teils auch

komplett fehlende Vibrissen hat.

2.2.1.3 Die Prss8-S238A Maus

Auch die Prss8-S238A Maus (FVB;C57;NIHBL-Prss8 tm1.1Bug (Prss8-S238A)) wyrde
ebenfalls durch die Arbeitsgruppe von Thomas H. Bugge entwickelt und zur
Verfligung gestellt. Bei dieser Mauselinie wurde das Prss8-Gen so manipuliert,
dass anstatt des Serins (S) mit seiner Hydroxy-Gruppe im Aminosaurerest
Arginin (A) ins katalytische Zentrum der Protease eingebaut ist. Dies fiuhrt zu
einem Funktionsverlust des katalytischen Zentrums. Die Aktivierung und damit
einhergehende strukturelle Verdnderungen sind im Gegensatz zum Prostasin bei
Prss8-R44Q noch mdglich. Wie auch bei der Prss8-R44Q Maus gibt es auch zur
Prss8-S238A Maus Voruntersuchungen zum Effekt der Genveranderung auf die
epidermale Entwicklung, nicht jedoch auf die Funktion der Nieren in dieser
Mauselinie [125].

Da auch die Prss8-S238A Maus in einem, nicht fur das Doxorubicin Modell
sensiblen Mausestamm generiert wurde, ist auch sie bis mindestens F5 auf den

129S1/SvimJ-Mausestamm zurtickgekreuzt worden.
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Der Phéanotyp lasst auch bei der Prss8-S238A Maus eine Unterscheidung vom
Wildtyp und der heterozygoten Maus makroskopisch zu, da sie ahnlich wie die
Prss8-R44Q Maus weniger Fell und kirzere krause Vibrissen hat. Im Vergleich
aller drei Genotypen liegt die Prss8-S238A Maus vom Erscheinungsbild
zwischen der Prss8-R44Q und der Prss8-wt Maus, da die Veranderungen des
Fells bei dieser Maus weniger stark ausgepragt sind als bei den Prss8-R44Q

Mausen.

Prss8R44Q-ki Prss8-wt Prss8 S238A-ki

Abbildung 2-1 Phanotypische Unterschiede der Behaarung bei den verwendeten
Mauselinien

Deutlich zu erkennen sind die unterschiedlichen Auspragungen des Fells und der Schnurrhaare
der verschiedenen Genotypen

2.2.2 Studiendesign

Die Studie gliederte sich in zwei Teile. Zum einen wurde die Auswirkung der
Prss8-Mutationen beider Mausestamme (Prss8-S238A und Prss8-R44Q) mit der
des Prss8-wt unter physiologischen Bedingungen verglichen, zum anderen der
Einfluss des knock-in beim durch Doxorubicin induzierten experimentellen
nephrotischen Syndrom untersucht. In beiden Versuchen wurden die Mause
wahrend der Experimente taglich anhand eines Score Sheets (vgl. Abbildung
2-2) kontrolliert. Beim Erreichen von 4 Punkten von maximal 8 Punkten wurde
die Maus zweimal taglich begutachtet und beim Erreichen von 6 Punkten musste

die Maus aus dem Versuch genommen und euthanasiert werden.
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Parameter Veranderung Punkte

keine Veranderung 0
Gewichtsverlust 5 — 10 % verglichen zum 1
« Ausgangsgewichts innerhalb des Versuchszeitraums
Anderungen : -
. . Gewichtsverlust 11 — 20 % verglichen zum
Korpergewicht 2

Ausgangsgewichts innerhalb des Versuchszeitraums

Gewichtsverlust >20 % verglichen zum .
Ausgangsgewichts innerhalb des Versuchszeitraums

normal

verlangsamt

Lokomotion apathisch

* [N |O

moribund
normal, glanzend

Fellqualitat struppig

eingekotet / Diarrhd

normal

R |OL DN |k|O

Atmungstyp flach

*

bauchschlagig

normal

* =0

Koérperhaltung leicht gekrimmt

stark gekrimmt
* sofortige Beendigung des Versuchs und Euthanasie
Abbildung 2-2 Score Sheet

Anhand des abgebildeten Score Sheets wurde der Gesundheitszustand der Mause wahrend der
Versuche tberwacht.

2.2.2.1 Probengenerierung

Der taglich entweder als Spontan- oder Sammelurin gesammelte Mauseurin
wurde bei -20°C gelagert. Die Messungen erfolgten im Anschluss, nach
Protokollvorgabe in der jeweiligen Verdinnung. Der in einigen Versuchen
gesammelte Kot wurde bei -20°C gelagert und vor Verwendung getrocknet. Vor
der Bestimmung der Elektrolyte wurde er in 5 ml 1 N Salpetersaure tiber mehrere
Tage aufgelost. Das unter Isofluran-Narkose retrobulbéar gewonnene Blut wurde
durch Lithium-Heparin an der Koagulation gehindert und zentrifugiert, um das
Plasma abzutrennen. Dieses Plasma wurde bei -20°C fur die verschiedenen
Messungen aufbewahrt. Alternativ wurde aus dem frisch abgenommenen Blut
direkt eine vendse Blutgasanalyse durchgefihrt. Nieren, die nach Versuchsende
entnommen wurden, wurden in flussigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieBend bei -80°C gelagert. Nieren fir die histologische Aufarbeitung
wurden mit Formalin perfundiert, fixiert und dann in Formalin bis zur weiteren

Verwendung konserviert.
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2.2.2.2 Untersuchungen im Metabolischen Kéfig

Die Untersuchung der physiologischen Nierenfunktion der beiden Prss8 knock-in
Linien erfolgte unter Verwendung metabolischer Kafige [157]. Hierbei handelt es
sich um Einzelkafige aus Hartplastik, in denen die Mause einzeln Uber einen
begrenzten Zeitraum beobachtet wurden. Um den Stress der Mause zu
reduzieren, wurde jedem Tier ein rotes Hauschen im Kéafig zur Verfligung gestellt.
Nach Ende der Behandlung wurden die Mause zur Regeneration wieder in ihre
ursprunglichen Kafige gesetzt.

Gewichtserfassung
24h Sammelurin
Blutentnahme
Behandlungsstart

Abbildung 2-3 Metabolischer Kafig und Schema des Ablaufs der Versuche

Beispiel eines Metabolischen Kéafigs der Firma TECNIPLAST, in welchem die Méause fur die
Dauer des Versuchs in Einzelhaltung gehalten wurden (rechts) und der schematische Ablaufplan
der Experimente in diesen Kéafigen

In den Versuchen wurde taglich der Futterverbrauch, die Trinkmenge, das
ausgeschiedene Urinvolumen, die Kotmenge und das Korpergewicht der Maus
bestimmt, der Urin gesammelt und am Ende der Behandlung unter Isofluran-

Narkose retrobulbar Blut zur weiteren Analyse gewonnen.

Wahrend der Kontrolltage wurden den M&ausen spezielle Futterpellets (Altromin
C1000® 110 umol/g Natrium und 178 pmol/g Kalium) verfittert. Zu trinken
bekamen die Mause Leitungswasser (Na 1 mM), beziehungsweise vor den
Behandlungen mit Hydrochlorothiazid (HCT) (pH 4,5) und Triamteren (pH 3,0-
3,25) zur Gewbhnung angesauertes Leitungswasser.

Bei der Behandlung lieRen sich zwei Anséatze unterscheiden: Zum einen
diatetische Behandlungen, welche die renale Natriumkonservierung prtfen [158,
159], zum anderen die Behandlungen mit Diuretika, die einzelne lonenkanale in

der Niere direkt blockieren [160]. Sowohl die Diaten als auch die Diuretika wurden
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wahrend des Experiments konstant Uber die Nahrung bzw. das Trinken
verabreicht, so dass auf eine wiederholte Bolusgabe der einzelnen Substanzen

verzichtet werden konnte.

Wahrend der diatetischen Behandlung in Form einer Niedrigsalzdiat (Low
Sodium / Normal Potassium ((LS/NP)) wurde das Kontrollfutter durch
natriumchloridarmes Futter (Altromin C1036® 10 pumol/g Natrium/ 178 pmol/g
Kalium) ersetzt, bei der natriumarmen und kaliumreichen Diat (Low Sodium/ High
Potassium (LS/HP)) wurde zusatzlich das Leitungswasser durch mit
Kalinorbrausetabletten® (1565,66 mg Kalium-lonen pro Tablette) versetztem

Wasser mit dann 3,9 g/l Kalium ersetzt.

Die diuretischen Behandlungen wurden durch einen Zusatz des jeweiligen
Diuretikums im Trinkwasser (bei HCT und Triamteren pH adaptiert zur
Verbesserung der Ldslichkeit) erreicht. Als Diuretika wurden HCT (400 mg/l),
Furosemid (125 mg/l) und Triamteren (200 mg/l) verwendet. Fir die
Entscheidung, welche Dosis verwendet werden sollte, wurde auf eine Vorarbeit

zurlckgegriffen, in der die Versuchstiere diese Dosen gut tolerierten [160].

Furosemid ist ein sogenanntes Schleifendiuretikum, das im aufsteigenden Teil
der Henle-Schleife Uber eine Hemmung des Natrium-Kalium-Chlorid-

Cotransporter 2 (NKCC2) zu einer starken Diurese flhrt.

HCT ist ein Diuretikum der Thiazid-Gruppe, das reversibel den Natrium-Chlorid-
Cotransporter (NCC) im frihdistalen Tubulus der Niere hemmt, wodurch es zu

einer vermehrten Wasser- und NaCl-Ausscheidung kommt.

Das kaliumsparende Diuretikum Triamteren wirkt durch die Blockade des ENaC
und verhindert somit die Natriumretention im spatdistalen Tubulus. Eine
relevante Nebenwirkung von Triamteren ist die Hyperkaliamie. Triamteren ist ein
gelbes, kristallines Pulver, das bei einem normalen pH-Wert von Leitungswasser

fast unléslich ist, sich im angesauerten Wasser (pH 3) jedoch l6sen lasst.

Neben dem Korpergewicht und der Futter-, Trink- und Urinmenge der Mause,
wurden aus dem Urin die Natrium-, Kalium- und Kalziumkonzentration und die

Kreatininmenge zur Uberpriifung der Urinkonzentration bestimmt. Unter der
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Triamterenbehandlung wurde zuséatzlich die Prostasinkonzentration im Urin vor
und nach Behandlung bestimmt. Weiterhin wurde bei der LS/NP-Diat die im Kot

enthaltene Natriummenge bestimmt.

Aus dem Blut, das einige Tage vor Behandlung und bei Behandlungsende
abgenommen wurde, konnten im Plasma die Harnstoff-, die Aldosteron- und die
Cystatin C-Konzentration bestimmt werden. Zusétzlich wurde eine vendse

Blutgasanalyse durchgefiihrt.

Triamteren-Bolus-Versuch

Um die Wirkung von Triamteren als Bolus zu untersuchen, wurde gesunden
Mausen aller drei Genotypen 5 ul/g Ampuwa® oder eine Triamterenldsung einer
Dosis von 10 pg/g KG i.p. injiziert. Zunachst erfolgte die Injektion von Ampuwa®
um einen Ausgangs- bzw. Kontrollwert zu erhalten. Nach ausreichender

Regeneration wurde am Folgetag Triamteren verabreicht.

Nachdem die Blase durch eine Blasenmassage entleert und der Urin verworfen
wurde, erfolgte die i.p. Gabe des Bolus von Vehikel oder Triamteren. Im
Anschluss wurden die Mause lber sechs Stunden in Einzelkafigen gehalten und
beobachtet. Der in dieser Zeit ausgeschiedene Urin wurde gesammelt. Nach
sechs Stunden erfolgte eine erneute Gewichtsbestimmung der Mause, nachdem
der noch in der Blase vorhandene Urin durch eine erneute Blasenmassage
gewonnen wurde. Zusammen mit dem, schon wahrend der sechs Stunden
ausgeschiedenen Urin, entstand ein 6 h-Sammelurin, aus dem die

Elektrolytkonzentrationen bestimmt werden konnte.
Die Injektionslosung wurde nach folgendem Procedere hergestelit:

1. Stammlésung: 40 mg Triamteren in 1000 pl DMSO lésen
2. Injektionslosung (pH 5/ 2 pg/pl Triamteren): 40 pl HCI (um die Léslichkeit
von Triamteren zu verbessern), 4,71 ml Ampuwa® und 250 ul

Stammldsung
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2.2.2.3 Das experimentelle nephrotische Syndrom

Die Untersuchungen zum experimentellen nephrotischen Syndrom erfolgten in
Normalkafigen. Futter (Ssniff 9988) und Trinkwasser (Leitungswasser) stand den
Mausen ad libitum zur Verfigung. Zwei Tage vor Induktion wurde begonnen, die
tagliche Futter- und Trinkmenge sowie das Korpergewicht zu bestimmen. Ab
diesem Zeitpunkt wurde zudem taglich durch Blasenmassage Spontanurin

gewonnen.

Zur Induktion des experimentellen nephrotischen Syndroms wurde die einmalige
Injektion einer Doxorubicindosis von 14,6 ug/g KG Mannchen bzw. 13,8 ug/g KG
Weibchen in den retrobulb&ren Venenplexus unter einer tiefen Isoflurannarkose
gewahlt. Wahrend derselben Narkose konnte Kontrollblut gewonnen werden [64,
161, 162]. Nach Injektion wurden die Mause fir zehn Tage beobachtet und
taglich das Kérpergewicht, die Futter- und Trinkmenge notiert so wie Proteinurie,
Elektrolytexkretion und Kreatininmenge im taglichen Spontanurin bestimmt. An
Tag 10 erfolgte die Opferung durch zervikale Dislokation und Ausbluten.

Gewichtserfassung

Urin gewinnung
Blutentnahme -
Doxorubicin Injektion -
Opferung

Kontrolltage | 0 [ 1 | 2 (3 |4 |56 |7 |8 910|

Abbildung 2-4 Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.

Um zu testen, inwieweit sich die Aktivierung des ENaC in nephrotischen Mausen
supprimieren lasst, wurde in einem Teilversuch analog zur Bolusinjektion in den
gesunden Mausen auch bei nephrotischen Mausen eine Woche vor Induktion
und bei bestehendem nephrotischen Syndrom Vehikel und Triamteren im
Abstand von einem Tag gespritzt, der Urin fir 6 Stunden gesammelt und die

Natriurese verglichen.
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2.2.3 Auswertung von Blut und Urinproben

2.2.3.1 Blutgasanalyse

Aus einem Teil des Kontrollbluts und des am Serienende gewonnenen Blutes
wurde einer Blutgasanalyse (BGA) durchgefiihrt, hierfir wurde eine Natrium-
Heparin-Kapillare mit 135 pl Blut benétigt. Der Analyseautomaten IL GEM®
Premier 3000 (Instrumentation Laboratory GmbH) ermittelte hieraus

vollautomatisch:

° pH,
e pCO2 [mmHg] und pO2 [mmH(g]
e Na* [mmol/l], K* [mmol/l] und Ca?* [mmol/l],

e Hamatokrit [%]
und berechnete:

e Ca? (pH 7,4) [mmol/l]
e HCOs [mmol/l], Standard-HCO3s [mmol/l] und Base Excess [mmol/l]
e SO2c (kalkulierte Sauerstoffsattigung) [%]

e cHbc (kalkulierte Hamoglobinkonzentration) [g/dl].

2.2.3.2 Elektrolytbestimmung im Urin

Die Elektrolytbestimmung im Urin erfolgte flammenphotometrisch mithilfe des
Flammenphotometers EFUX 5057 (Eppendorf AG). Hierbei werden die Alkali-
(Na* und K*) sowie Erdalkalimetalle (Ca?*) in einer Acetylenflamme verbrannt.
Dabei wird Licht einer spezifischen Wellenlange emittiert, dessen Intensitét,
beziehungsweise die Farbdnderung bezogen auf die Flammenfarbe der
Lithiumstandard-L6sung (500 mmol/l), mittels Farbfilter von einer Optik selektiv
gemessen wird [163, 164]. Die Probe (20 pl) wurde mit 1 ml Lithiumstandard-
L6sung vermischt, durch Pressluft vernebelt und dem Acetylenbrenner zugefuhrt.
Die Referenzbereiche des EFUX 5057 liegen bei Na* 10,0 - 300,0 mmol/l, K* 5,0
- 200,0 mmol/l, Ca?* 0,5 - 20,0 mmol/l. Sollte nicht genligend Probe vorhanden
sein oder die gemessenen Werte aul3erhalb der Referenzbereiche liegen, so
wurde die zu messende Probe in geringerer Menge manuell in einem Milliliter der

Lithium-ml Lésung vermischt und diese Mischung manuell zur Messung in das

36



Flammenphotometer pipettiert. Der gemessene Wert musste anschlieend mit
dem jeweiligen Verdunnungsfaktor multipliziert werden. Als geeignet hatten sich

hierbei 4 pl oder 5 pl Probe erwiesen.

Zur Qualitatssicherung bestimmte das Gerat vor jeder Messreihe mehrere
Leerwerte und Urin-Standardwerte (Na* 143,5mmol/l, K* 100mmol/l, Ca?* 5,00

mmol/l).

Um eine Vergleichbarkeit, zwischen den Ergebnissen zu erreichen wurde der

gemessene Elektrolytwert auf den jeweiligen Kreatinin Wert normiert:

mmol]
[

umol C(Elktrolyt) [ 100
— *

C(Elektrolyt)

mg Kreatinin® mg]

C(Kreatinin) [W
2.2.3.3 Proteinbestimmung im Urin

Die Konzentration von Protein im Urin wurde durch ein Bio-Rad Protein Assay
nach der von Marion M. Bradford entwickelten Methode bestimmt [165]. Hierbei
reagiert Coomassie-Brilliant-Blue G-250, ein rotbrauner Farbstoff, der in der
vorgefertigten Losung vorhanden ist, in saurer Losung mit den kationischen und
unpolaren Seitenketten von Proteinen. Dadurch bildet sich ein Komplex und die
Losung schlagt in  eine blauliche Farbung um, wobei sich das
Absorptionsmaximum auf 595 nm verschiebt. Uber eine photometrische
Messung der Extinktion kann anhand einer Standardkurve die
Proteinkonzentration bestimmt werden, die sich proportional zur Farbintensitat
des Farbumschlags verhalt [165]. Ein Nachteil dieser Methode, ist dass die
Farbreaktion je nach Protein variiert, so dass eine regelméaRige Kalibrierung und
die richtige Wahl eines Standardproteins (z.B. Albumin) notwendig ist [166].
Material:

e Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate
e Destilliertes Wasser (z.B. Ampuwa®)
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Durchfiihrung der Messung:

Das Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate wurde 1:5 mit Ampuwa®
verdinnt, um eine Arbeitslésung herzustellen.

Fur die photometrische Messung wurden 2 ul der Probe/ Ampuwa® mit 1000
pl der Arbeitslésung in einer 1 cm Kivette zur Reaktion gebracht, gemischt und
nach 10 min Inkubation (Raumtemperatur) bei einer Wellenlange von 595 nm
im Photometer gemessen. Die Konzentration berechnete das Photometer
anhand einer auf Rinderserumalbumin (BSA) basierenden Standardkurve
automatisch. Bei Werten groé3er als 10 g/l musste die Probe verdinnt
nachgemessen werden, da diese Werte dann aul3erhalb des Referenzbereichs
lagen. Die untere Nachweisgrenze dieses Tests lag dagegen bei 0,2g/l. Um
eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewahrleisten, wurde auch hierbei, wie
auch bei den Elektrolyten, eine Normierung auf das Urin Kreatinin gewahlt.

2.2.3.4 Kreatinin Bestimmung

Die Kreatinin Bestimmung erfolgte mit dem Kreatinin-Kit (LT-CR 0121) von LT-
SYS® (Eberhard Lehmann GmbH) nach der Jaffé Methode in modifizierter Form
ohne Enteiweillung [167]. Hierbei handelt es sich um eine kinetische
Farbreaktion, bei der Kreatinin im alkalischen Milieu mit Pikrinsdure einen
tiefgelben Komplex bildet, dessen Farbintensitéat von der Kreatininkonzentration
abhangt. Durch die Bestimmung der Extinktion ist es mdglich, die
Kreatininkonzentration zu ermitteln, da sie sich proportional zum Anstieg der

Extinktion bezogen auf den Ausgangswert verhalt.

Material:
e Inhalt des Kits:
o Natronlauge (NaOH) (400 mmol/l)
o Pikrinsaure (55 mmol/l)
o Standard (Kreatinin 2,0 mg/dl)
e Nicht im Kit:
o Destilliertes Wasser (z.B. Ampuwa®)

Durchfiihrung der Messung:

Durch Mischen von Natronlauge, Ampuwa® und Pikrinsaure im Verhaltnis
4:3:1 wurde die Arbeitsldsung vorbereitet.

Bei der Messung wurde 10 pl der Probe/Standard/ Ampuwa® mit 200 pl der
Arbeitsldsung in einer 96-Well-Mikrotiterplatte zur Reaktion gebracht, gemischt
und sofort bei einer Wellenlange von 492 nm automatisiert durch einen
Mikroplattenleser gemessen. Nach 8 min Inkubationszeit erfolgte die zweite
Messung. Bei jeder Messreine wurden je zwei Standardwerte und zwei
Leerwerte mitbestimmt.

Die Kreatininkonzentration wurde durch die jeweiligen Extinktionsdifferenzen
wie folgt berechnet:
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AAbsorption= Absorption(t:Smin) - Absorption(t=0min)

mgy _ (AProbe_ANullwert)

dl - (AStandard - ANullwert)

Cxreatinin [ * Cstandara * Verdinnungsfaktor

Da der verwendete Test nur einen Referenzbereich bis zu einer Konzentration
von 300 mg/dl hatte, mussten hohere Konzentrationen mit Ampuwa® verdinnt
und der Verdunnungsfaktor in die Berechnung mit einbezogen werden. Laut
Protokoll lag die untere Nachweisgrenze bei 0,03 mg/dl. Aufgrund von
Erfahrungswerten schlug der Hersteller fir Urinproben eine Verdinnung von
1:20 mit entionisiertem oder destilliertem Wasser vor. In den vorliegenden
Versuchen wurde daher Ublicherweise diese Verdinnung gewahlt. Nur bei sehr
geringen Konzentrationen von Kreatinin im Urin (ab einem Aabsorption < 0,18)
wurde hierbei auf eine 1:10 Verdinnung ausgewichen und die Messung mit
dieser Verdinnung wiederholt.

2.2.3.5 Bestimmung der Plasma-Harnstoff-Konzentration

Die Bestimmung der Harnstoffkonzentration im Plasma erfolgte durch das
Messkit (LT-UR0010) von LT-SYS® (Eberhard Lehmann GmbH), welches es
ermdglichte die Harnstoffkonzentrationen Uber eine vollenzymatische UV-
Methode in geringen Probenvolumina zu bestimmen [168]. Die enzymatische

Umwandlung von Harnstoff durch Urease und Glutamat Dehydrogenase (GLDH)
erfolgte in 2 Schritten.

Urease
1. Harnstoff + 2H,0 —— 2NH; + 2HCO3

GLDH
2. a-Ketoglutarat + NHf + NADH — L-Glutamat + NAD* + H,0

Die abnehmende NADH Konzentration wurde photometrisch durch die Extinktion
bei 340 nm bestimmt. Die Harnstoffkonzentration kann hiervon abgeleitet
werden, da sie sich proportional zur NADH Konzentration verhalt.
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Material
¢ Inhalt des Kits:
o Enzym (Urease = 4000 U/l und Glutamat Dehydrogenase = 9000
u/
o Puffer (TRIS-Puffer pH 7,8 100 mmol/l, Ketoglutarat 6 mmol/l,
NADH 0,2 mmol/l, ADP 2 mmol/l, EDTA 4 mmol/l, Stabilisatoren)
o Standard (Harnstoff 40 mg/dl)
e Nicht im Kit:
o Destilliertes Wasser (z.B. Ampuwa®)

Durchftihrung der Messung

Durch das Losen des Enzyms durch den Puffer (16 ml Puffer zum Enzym
geben) entstand die Arbeitslosung.

Plasma konnte unverdiinnt gemessen werden.

Fur die manuelle photometrische Messung wurden 3 pl Probe/Standard/
Ampuwa® mit 300 pl Arbeitslésung in einer 1 cm Kivette zur Reaktion
gebracht, gemischt und sofort bei 340nm gemessen, nach 8 min
Inkubationszeit erfolgte die zweite Messung. Bei jeder Messreihe erfolgte die
Messung von zwei Standardwerten und zwei Leerwerten.

Die Harnstoffkonzentration berechnete sich wie folgt:

AAbsorption= AbSOTptiOTl(t=0min) - AbSOTptiOTl(t=8mm)

(Die Absorption sank bei diesem Test)

(AProbe - ANullwertf)

mg ;
Charnstoff [W] = * Cstandara * Verdunnungsfaktor

(AStandard - ANullwert)

Der Test war auf Harnstoffkonzentrationen zwischen 2 und 300 mg/dl
ausgelegt, hohere Konzentrationen mussten verdinnt gemessen werden,
wobei der Verdiunnungsfaktor mit in die Berechnung einbezogen werden
musste.

2.2.4 ELISA und EIA zur Bestimmung der Aldosteron-, Cystatin C-
und Prostasinkonzentration
Fur die Bestimmung der Prostasinkonzentration aus dem Urin und den
Plasmakonzentrationen von Aldosteron und Cystatin C wurde das
antikoperbasierte Verfahren des Enzyme linked immunoabsorbend Assay
(ELISA) verwendet, das es ermdglicht die Konzentration in der Probe Uber eine
enzymatische Farbreaktion zu bestimmen [169]. Hierbei wurde fur Prostasin und
Cystatin C ein sogenannter ,Sandwich-“ ELISA verwendet, wahrend die

Aldosteronkonzentration tUber einen kompetitiven ELISA bestimmt wurde.
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Abbildung 2-5 Schema der Funktion von Sandwich ELISA und kompetitivem ELISA

Funktion eines Sandwich-ELISA (A), von links nach rechts sieht man zunéchst die Bindung des
Analyten (blau) an den ,capture“-Antikdrper, mit dem die Mikrotiterplatte beschichtet ist. Im
zweiten Schritt wird der ,detection” Antikdrper hinzugegeben, der ebenfalls an das Antigen bindet.
Im dritten Schritt ist die (rot) Horseradish Peroxidase (HRP) an den Antikdrper gebunden und
wandelt das Tetramethylbenzidin-(TMB) Substrat um, das zu einem Farbumschlag fihrt,
schematisch dargestellt durch die Anderung von farblos zu gelb.

Daneben wird die Funktion des kompetitivem ELISA (B) gezeigt. Hier wird ein Gemisch aus Analyt
(blau) und markiertem Antigen (grin) einer bekannten Konzentration auf die mit Antikbrpern
beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Im zweiten Schritt wird nicht gebundenes Antigen entfernt.
Im dritten Schritt wird TMB hinzugegeben, das durch die tber Avidin Biotin-markierte Antigene
gekoppelte HRP (rot) umgewandelt wird, wodurch es zu einem Farbumschlag kommt.

Bei einem ,Sandwich“-ELISA, wird eine Mikrotiterplatte mit einer ,capture®-
Antikdrper-Beschichtung verwendet, die das Antigen aus der Probe binden kann.
Nach Waschschritten, die das Uberschissige, nichtgebundene Antigen
entfernen, wird ein zweiter, an ein Enzym (bspw. Horseradish Peroxidase ,HRP®)
gekoppelter Antikorper hinzugegeben. Dieser ,detection“-Antikdrper bindet an
ein weiteres Epitop des Antigens, wahrend nichtgebundene Antikorper erneut
durch Waschschritte entfernt werden. Hiernach wird ein Substrat (meist
Tetramethylbenzidin ,TMB) hinzugegeben, das durch das mit dem Antikorper
konjugierte Enzym umgesetzt wird und dadurch die Farbe &ndert. Nach Beenden
der Enzymreaktion durch Zugabe einer Stopplésung (z.B. HCl oder H2SO4)
kommt es erneut zu einem Farbumschlag. Uber die photometrisch bestimmte
Extinktion kann anhand einer mitbestimmten Standardkurve die Konzentration
der zu analysierenden Substanz bestimmt werden, die direkt proportional zur
Hohe der Extinktion ist. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass das Antigen nicht
aufgereinigt werden muss und der Test sehr spezifisch ist. Allerdings muss das

Antigen zwei Epitope besitzen, an dem beide Antikdrper spezifisch binden
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konnen. Nachteilig ist weiterhin, dass fur die Durchfihrung zwei Antikdrper
bendtigt werden, die generiert und aufgereinigt werden missen und der ELISA

aufgrund der Anzahl von Schritten zeitintensiv ist.

2.5+ 2.0

1.0

0.5

Extinktion bei A=450nm >
Extinktion bei A=450nm ([0

0.0

T T T T 1 0.0 T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 10 100 1000 10000

Cystatin C [pg/ml] Aldosteron [ pg/ml]

Abbildung 2-6 Standardkurven fiir den ,,Sandwich“-ELISA und den kompetitiven ELISA

Eigene Standardkurven eines ,Sandwich“ (Cystatin C) (A) und eines kompetitiven Aldosteron
ELISA (B), die x-Achse des kompetitiven ELISA ist hierbei logarithmisch dargestellt

Mit dem kompetitiven ELISA bzw. dem Enzymgekoppelten Immun Assay (EIA)
(hier das Aldosteron-Kit) misst man die Konzentration des Antigens durch die
kompetitive Bindung der zu testenden Substanz gegen ein enzymmarkiertes
Antigen einer bekannten Konzentration. Auch hier wird eine mit ,capture®-
Antikorpern beschichtete Mikrotiterplatte verwendet, auf welche die Probe,
vermischt mit einer bekannten Menge eines enzymmarkierten Antigens, gegeben
wird. Nichtgebundenes Antigen wird, wie beim Sandwich-ELISA, durch
Waschschritte entfernt und anschliel3end Enzymsubstrat hinzugegeben, so dass
es zu einem Farbumschlag kommt. Diese Farbe verandert sich noch einmal beim
Hinzugeben der Stopplésung, durch das Beenden der Reaktion. Anschlie3end
kann die Extinktion photometrisch gemessen werden. Beim kompetitiven ELISA
ist diese umgekehrt proportional zur Konzentration in der Probe. Berechnet wird
die Konzentration Uber eine mitgemessene Standardkurve. Auch beim
kompetitiven ELISA kann ein Antigen verwendet werden, das nicht zuerst
aufgereinigt werden muss. Aufgrund der umgekehrt proportionalen Signalstarke,
ist es hierbei der Vorteil, dass auch bei geringen Antigenmengen in einer
Mischung verschiedener Antigene, noch ein aussagekréftiges Ergebnis erzielt
werden kann
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2.2.4.1 Bestimmung der Plasma-Aldosteron -Konzentration
Material:

e Inhalt des Kits:

Mikrotiterplatte beschichtet mit AntikGrper gegen Aldosteron
Enzymkonjugat (Aldosteron-HRP Konjugat, in Protein-Puffer)
Standardproben A bis F lyophilisiert (c=0; 20; 80; 200; 500; 1000 pg/ml)
Positivkontrolle lyophilisiert

Negativkontrolle lyophilisiert

Substratldsung Tetramethylbenzidin (TMB).

TMB Stopplosung (0.5 M H2S04)

Waschpuffer, Konzentrat (40x)

O O O O O O o0 O

Durchfihrung:

Fur den kompetitiven Aldosteron-ELISA wurden zunachst 25 pl der Proben, der
6 Standardlésungen und der zwei Kontrollldsungen mit jeweils 100 pl des im
Test-Kit enthaltenen Enzymkonjugats vermischt. Dieses Gemisch wurde
anschlieBend in die mit polyklonalen Aldosteronantikbrpern beschichteten
Wells pipettiert und nach Versiegelung fur 60min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliel3end wurde die Platte finfmal mit der Waschpufferlésung
gewaschen und auf einem Zellstofftuch ausgeklopft. Nach Hinzugabe der TMB-
Substratlésung (200 ul je Well) wurde die Platte erneut versiegelt und ein
weiteres Mal fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Hinzugabe von 100 ul der TMB-Stoppldsung unterbrochen und die Platte
innerhalb von 10 Minuten bei 450 nm im Photometer gemessen. Aus den
Standardwerten berechnete sich eine Standardkurve, an der die
Konzentrationen der Proben direkt abgelesen werden konnten. Zum Erstellen
der Standardkurve wurden hierfur die logarithmierten Konzentrationen
verwendet und die Konzentrationen der Proben in pg/ml angegeben.
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2.2.4.2 Bestimmung der Urin-Prostasin -Konzentration

Material:
e Inhalt des Kits:

o Anti-Maus Prostasin Antikérper beschichtete Mikrotiterplatte
Lyophilisierter rekombinanter Maus Prostasin Standard (50ng)
Biotinylierter Anti-Maus-Prostasin-Antikorper
Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex (ABC)
Verdunnungspuffer fir Proben
Verdunnungspuffer fir Antikorper
Verdunnungspuffer fir ABC
Substratlésung Tetramethylbenzidin (TMB)

TMB Stopplosung

o Verschlussfolien
e Nicht im Kit:

o Waschpuffer (0,01M Tris-buffered saline , TBS”)

O O O O O O O O

Durchfihrung:

Im ersten Schritt wurden die Standards (25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,125
ng/ml, 1,5625 ng/ml, 0,78125 ng/ml und 0 ng/ml) aus der 50 ng/ml Standard-
I6sung unter Verwendung des im Kit enthaltenen Verdunnungspuffers fir
Proben hergestellt. Die Proben wurden, davon ausgehend, dass nur eine
geringe Konzentration an Prostasin vorlag, im Verhéltnis 1:10 auf 100 pl
Gesamtvolumen mit dem Verdunnungspuffer fir Proben verdinnt. Die
Verdinnung wurde gewahlt, um ein Messergebnis moglichst zentral im
linearen Bereich zu erhalten. 100 pl der Standard- und Testproben wurden im
nachsten Schritt in die mit Anti-Maus-Prostasin beschichteten Wells der
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wurde versiegelt und fur 90 min bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Platte verworfen, wobei
darauf geachtet werden musste, dass die Platte zu keinem Zeitpunkt
austrocknete. Es wurden 100 pl des 1:100 mit dem Antikorperpuffer verdiinnten
biotinylierten anti-Maus-Prostasin Antikorpers in die Wells pipettiert, die Platte
erneut versiegelt und bei 37°C fur 60 min inkubiert. Anschlielend wurde die
Platte dreimal mit 0,01M TBS gewaschen, wobei bei jedem Waschschritt das
TBS etwa eine Minute in den Wells zu verbleiben hatte. Anschliel3end wurde
die Platte auf Zellstofftlichern ausgeklopft und 100 pl des mit Puffer auf 1:100
verdinnten Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes hinzugegeben. Die Platte
wurde ein weiteres Mal versiegelt und fir 30 min bei 37°C inkubiert.

Auf die Inkubation folgte erneut ein finfmaliges Waschen der Platte mit TBS.
90 pl TMB-Substratldsung wurden hinzugegeben und die Platte versiegelt fur
25-30 min bei 37°C inkubiert, wobei die Platte durch Aluminiumfolie vor Licht
geschitzt wurde. Im letzten Schritt wurden 100 pl TMB-Stopplésung hinzu
pipettiert und innerhalb von 30 min die Absorption bei 450 nm bestimmt.
Abschliel3end wurde aus den Standardproben eine Standardkurve erstellt, die
zur Bestimmung der Probenkonzentration verwendet wurde. Die Konzentration
der Proben wurde in ng/ml angegeben. Proben mit Konzentrationen oberhalb
des hochsten oder unterhalb des geringsten Standards wurden erneut mit
einem anderen Faktor verdiinnt und nachgemessen.
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2.2.4.3 Bestimmung der Plasma-Cystatin C-Konzentration

Material:
e Inhalt des Kits:
o Mikrotiterplatte  mit  polyklonalem  Antikorper  spezifisch  fur
Mause/Ratten-Cystatin C
Cystatin C-Konjugat mit HRP-konjugiertem-polyklonalen Mause/Ratten-
spezifischem-Cystatin C-Antikorper
Rekombinanter Maus/Ratten Cystatin C-Standard
Rekombinante Maus/Ratten Cystatin C-Kontrolle
Verdunnungspuffer
Kalibrierungspuffer RD5-26 Konzentrat
Waschpuffer Konzentrat (25x)
Farbreagenz A (stabilisiertes Wasserstoffperoxid)
Farbreagenz B Tetramethylbenzidin (TMB)
Stoppldsung (Salzsaure HCI)
Verschlussfolien

o

O O O O O O O 0O O

Durchfiihrung:

Im ersten Schritt wurden die Standards (4000 pg/ml, 2000 pg/ml, 1000 pg/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml) aus der 8000 pg/ml Standardlésung unter
Verwendung des im Kit enthaltenen Puffers (Kalibrierungspuffer RD5-26
Konzentrat wurde 1:4 mit Ampuwa® verdunnt) fur Proben hergestellt.

Die zu messenden Proben wurden, wie vom Hersteller empfohlen, im
Verhaltnis 1:200 unter Verwendung des Puffers verdinnt. Die Kontrollprobe
wurde in Ampuwa® aufgeldst und dann unverdiinnt verwendet.

Nach Durchfihrung dieser Vorbereitungen wurden 50 pl des
Verdunnungspuffers und 50 ul der Standards/Proben/Kontrolle in die mit
Cystatin-C-Antikorper beschichteten Wells der Mikrotiterplatte gegeben.
AnschlieBend wurde die versiegelte Platte bei Raumtemperatur flr zwei
Stunden inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Platte mit
Waschpuffer finfmal gewaschen und auf Zellstofftichern ausgeklopft. 100ul
des konjugierten Antikérpers wurden in die Platte pipettiert und die Platte
erneut versiegelt und fir zwei Stunden inkubiert.

Auf die Inkubation folgte erneut ein finfmaliges Waschen der Platte unter
Verwendung des Waschpuffers. Aus Farbreagenz A und Farbreagenz B wurde
die Substratlosung hergestellt und davon jedem Well 100 pl hinzugegeben.
Unter Lichtschutz durch eine Aluminiumfolie inkubierte die Platte ein weiteres
Mal fir 30 min. Die Reaktion wurde durch 100 ul Stopplosung beendet und die
Platte innerhalb von 30 min im Photometer gemessen. Hierbei wurde die
Absorption bei 540 oder alternativ bei 570 nm gemessen.

Aus den Standardwerten wurde eine Standardkurve gebildet, von der die
Konzentrationen der Proben in pg/ml abgelesen werden konnten.
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2.2.5 Gewebeanalysen

2.2.5.1 Histologie

Fur die histologischen Untersuchungen wurden die Mause aller drei Genotypen
in zwei Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe bekam fir zwei Tage dem
Trinkwasser Triamteren (200 mg/l) zugesetzt, die andere Gruppe diente als
Kontrollgruppe. Die Nieren der Versuchsmause wurden nach der Opferung
entnommen und in einer vierprozentigen Formalinlésung aufbewahrt. Die
nephropathologische  Abteilung des  Pathologischen Instituts  am
Universitatsklinikum Erlangen untersuchte die Nieren anschliel3end. Die Nieren
wurden histologisch aufgearbeitet und immunhistochemisch auf die a-, B- oder y-
Untereinheiten des ENaC angefarbt. Im Anschluss konnten so die Expression

und die Verteilung der Untereinheiten verglichen werden.

2.2.5.2 Western Blot

Beim Westen Blot handelt es sich um ein Nachweisverfahren fiir Proteine [170,
171], hierbei wird die Probe in verschiedenen Schritten aufbereitet und das
Proteingemisch der Probe aufgetrennt, bevor das gesuchte Protein
immunologisch nachgewiesen wird. Die Auftrennung der Proteine erfolgt durch
eine Gelelektrophorese, bei der ein gerichtetes elektrisches Feld an das mit den
Proteinen beladene SDS-Polyacrylamid Gel angelegt wird. Die negativ
geladenen Proteine wandern hierdurch in Richtung der Anode, und werden so
ihrer Masse nach aufgetrennt. AnschlieBend erfolgt ein Transfer auf eine
Nitrocellulosemembran [172], das so genannte Blotten. Das durch die
Gelelektrophorese erhaltene Muster der Proteinverteilung innerhalb der
Membran bleibt beim Blotten vorhanden, so dass verschiedene Untereinheiten
eines Proteins nachgewiesen werden kénnen. Auch ist es durch eine Leiter aus
normierten ProteingréRen mdglich, die Masse der einzelnen Banden zu
bestimmen. Nach dem Blotten miissen mégliche freie Proteinbindungsstellen mit
einem Protein abgesattigt werden, so dass nach Inkubation mit einem
spezifischen Antikorper nur die gesuchten Proteine markiert werden. Nach
Inkubation mit einem fir das Protein spezifischen Primarantikorper erfolgt eine
erneute Inkubation mit einem Sekundéarantikérper. Dieser ist mit einer Markierung

versehen, die beispielsweise in einem Nabhinfrarotspektroskopiescanner
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gemessen werden kann. Das Bild dieses Scans kann dann sowohl qualitativ als

auch quantitativ ausgewertet werden [173].

Isolation der Membranproteine

Material:

e cOmplete™, Mini, Proteasehemmer-Cocktail EDTA-frei

e Sucrose Lyse Puffer (250 mmol/l Sucrose, 10 mmol/l Triethanolamin, 1,6
mmol/l Ethanolamin, 0,5 mmol/| EDTA)

Aprotinin (40 pg/ml)

Homogenisator Dounce

Skalpell

Pinzette

Durchfiihrung:

Im ersten Schritt wurden die gefrorenen Nieren halbiert und der Cortex
abprapariert. Dieser wurde zusammen mit 1 ml Sucrose Lyse Puffer,
cOmplete™ und Aprotinin in einen Glaspotter Uberflhrt und dort fir 2 min
homogenisiert. Das Homogenisat wurde in einem Eppendorfcup fur 15 min auf
Eis inkubiert und anschlieRend fir weitere 15 min bei 1000 rcf zentrifugiert,
wobei die Beschleunigungs- und Abbremszeiten ausgedehnt wurden.

Der Uberstand wurde abpipettiert und erneut fiir 30 min, gekuhlt mit 20800 rcf
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 75-100 pl eiskaltem Sucrose
Lyse Puffer Gberfuhrt und resuspendiert.

Das Produkt konnte dann entweder bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
eingefroren oder sofort verwendet werden

Probenaufbereitung

Zunachst erfolgte die Bestimmung der Proteinmenge analog zur Protein-
bestimmung aus dem Urin. Im Anschluss erfolgte je nach Protokoll die
Denaturierung und ggf. die Deglycosylierung mit PNGaseF. Hierbei war es
wichtig genugend Probe aufzubereiten, um eine Lademenge von 25 ug Protein

pro Ladetasche zu gewabhrleisten, in der Folge beispielsweise 3 pug/ul.

Denaturierung und Deglycosilierung mit PNGaseF:
10 pl Lysat wurden mit 1,5 pl GDB 10x und 3,5 pl H20 vermischt. Dadurch

entstand ein Gemisch mit einer Konzentration von 2 pg/ul Protein. Dieses wurde
in der Folge fur 10min bei 70°C mit 800 rpm denaturiert. Ein Volumen von 14 pl
dieses Lysats wurde dann mit 2,5 ul GlycoBuffer (10x), 2,5ul NP40 10% und 4,6
pl H20 fiir eine Stunde bei 37°C und 800rpm inkubiert um sie zu deglycosylieren.
Die fertige Probe konnte anschlie3end fur die Elektrophorese verwendet werden.

Bei Verwendung von 22,3 pl wurden so 25 ug Protein geladen.
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Denaturierung ohne PNGaseF Behandlung:

10 pl Lysat wurden hierbei mit 2,5 pl Laemmli Puffer 5x vermischt. Dadurch
entstand eine Konzentration von 25 pg/ 10,4 ul Protein. Das Gemisch wurde in
der Folge fur 10 min bei 70°C mit 800 rpm denaturiert und konnte dann fur die

Elektrophorese verwendet werden.

Gelelektrophorese und Blotting

Fur die Elektrophorese wurde ein SDS-Polyacrylamid Gel verwendet. Die
gewdhlte Konzentration des Gels wurde hierbei je nach Protein und
Proteingemisch individuell gewahlt. Nach dem Befiillen der Ladetaschen mit
Proben und Leiter wurde eine Spannung zwischen 80 und 200 Volt angelegt,
wodurch die Proteine dem elektrischen Gradienten folgend durch das Gel
wandern. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Protein vom Gel auf

eine Nitrocellulosemembran geblottet.

Farbung und Antikdrper

Zunachst wurde hierbei eine Gesamtproteinfarbung (Revert Total Protein Stain)
durchgefuihrt. Dadurch war eine Vergleichbarkeit der Proteinmenge zwischen
den Proben auf dem Blot méglich. Im Anschluss wurde der Blot zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen mit einer Blockierungslosung (bspw. LI-COR

blocking buffer) inkubiert.

Zur Markierung der gesuchten Proteine wurde die Membran nach dem Blocken
uber Nacht mit dem Priméarantikorper inkubiert.

Ein infrarotmarkierter Sekundarantikorper, der an den Primarantikorper bindet
wurde im nachsten Schritt mit der Membran inkubiert, dadurch konnte in einem
Nahinfrarotspektroskopiescanner die Proteinbande sichtbar gemacht und ein Bild

gespeichert werden.

Auswertung

Die Auswertung wurde mit den Programmen Image Studio und Empiria der Firma
Licor durchgefiihrt. Die Banden héandisch oder mittels eines Algorithmus markiert
und die Signalintensitat im Vergleich zum Hintergrund bestimmt. Anhand einer

Messung der Gesamtproteinmenge wurden sowohl die einzelnen Banden als
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auch die geblottete Gesamtproteinmenge der jeweiligen Spur normiert und
konnten somit untereinander und zwischen den einzelnen Spuren verglichen
werden. Die Masse der jeweiligen Proteine in den Banden wurde anhand einer

normierten Leiter gemessen und in kDa angegeben.

2.2.5.3 Genotypisierung

Die Genotypisierung der Mause auf den Prss8-R44Q und den Prss8-S238A
knock-in erfolgte mit dem Gewebe, dass bei der Markierung der Mause durch
Ohrlécher gewonnen wurde. Fir die Genotypisierung wurde zunachst die g-DNA
aus dem Gewebe extrahiert und anschliel3end mit den zugehdrigen Primern eine
PCR durchgefihrt. Das Produkt der PCR wurde dann mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und die DNA angefarbt, so dass die Banden ausgewertet werden
konnten. Je nach Bandenmuster konnte so zwischen wildtyp, heterozygoten und

knock-in Mausen unterschieden werden.

2.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter der Verwendung von Microsoft Office
Excel 2010/ 365 und der Statistiksoftware GraphPad Prism 9. Wenn nicht darauf
verwiesen wird, handelt es sich bei den angegebenen Werten um den Mittelwert
und den Standardfehler (SEM). Die Anzahl der einzelnen Mause wird als ,n“

angegeben.

Zur Uberpriifung der Normalverteilung wurden folgende Tests verwendet:
Anderson-Darling Test, D'Agostino & Pearson normality test, Shapiro-Wilk Test
und Kolmogorov-Smirnov Test. Sobald ein Test eine zu kleine Stichprobe oder
keine Normalverteilung anzeigte, wurden die Daten als nicht-normalverteilt
behandelt. Zur Varianzanalyse wurde bei Normalverteilung der One-way ANOVA
und bei nicht normalverteilten Werten der Kruskal-Wallis Test gewahlt. Eine
Signifikanzanalyse erfolgte Gber den Dunnett’s test Posttest und den gepaartem
oder den ungepaartem Student’s t-test wenn es sich um normalverteilte Werte
handelte. Im Falle von nicht normalverteilten Werten wurde der Dunn’s Posttest
oder der Mann-Whitney U-test verwendet. Die Signifikanztestung der Kaplan-
Maier Kurven erfolgte durch den Log rank (Mantel Cox) Test. Ein p-Wert von

<0,05 wurde als signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Prostasinexpression
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Abbildung 3-1 Renale Prostasinexpression und -exkretion in den Urin (publiziert in [174])

Es werden (A) die verschiedenen Prostasinmutanten in gesunden Nieren im Vergleich zu einem
rekombinanten Prostasin (Prss830-289) gezeigt, links im Bild ohne Deglykolisierung mit PNGaseF
rechts im Bild nach PNGaseF Behandlung. Weiterhin wird die Prostasinexpression in der Niere
zwischen den Genotypen verglichen (B) und die densitometrische Auswertung gezeigt (C). Die
Ausscheidung von Prostasin tber den Urin ist in ng/ mg Kreatinin dargestellt (D).

Die Untersuchung von gesunden Nieren aller drei Gruppen im Vergleich zu einem
rekombinanten Prostasin (Prss830-2%9), zeigte an unbehandelten Proben eine
breite Bande tUber mehrere kDa (Prss8-wt ca. 39 kDa, Prss8-R44Q ca. 41 kDa,
Prss8-S238A ca. 39 kDa und Prss83-23 ca., 37 kDa). Nach einer
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Deglycosylierung mit PNGaseF zeigten sich dagegen klare Banden welche 12-
13 kDa kleiner als zuvor waren (Prss8-wt und Prss8-S238A 26kDa, Prss8-R44Q
28 kDa und Prss839-23 ca. 25 kDa). Auffallend war hierbei vor allem, dass Prss8-
R44Q grol3er war als Prss8-wt und Prss8-S238A. Im Vergleich der Expression
von Prostasin im Nierengewebe zeigte diese sich bei Prss8-R44Q signifikant
erhoht. Die Prostasinexkretion tber den Urin war dagegen in allen Genotypen

ahnlich.

3.2 Natriumkonservierung unter salzarmen Diaten

Alle drei Genotypen tolerierten sowohl die Niedrigsalz- (LS/NP) als auch die
Niedrigsalz/Hochkalium- (LS/HP) Diét.
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¥ .
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g Prss8 S238A (n=6-10)
e
2

T —
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Abbildung 3-2 Gewichtsveranderung unter Diaten (publiziert in [174])

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM der Gewichtsveranderung unter LS/NP- und LS/HP-
Diéat in Prozent im Vergleich zur Kontrolle.

Es zeigte sich, dass Prss8-S238A und Prss8-R44Q Mause im Vergleich zu
Prss8-wt Mausen, unter LS/NP- wie auch unter LS/HP-Diat in &hnlichem Ausmaf3
an Gewicht verloren. Die durchschnittliche Gewichtsabnahme im Vergleich zur
Kontrolle unter LS/NP-Diat betrug bei Prss8-wt -1,4 £ 0,8 %, bei Prss8-R44Q -
1,4 £0,7 % und bei Prss8-S238A -3,4 £ 0,7 % (p=0,13). Unter LS/HK-Diat betrug

die durchschnittliche Gewichtsabnahme bei Prss8-wt -1,6 + 0,5 %, bei Prss8-
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R44Q -1,8 £ 0,8 % und bei Prss8-S238A -0,1 + 0,8 % (p=0,16). Damit blieb die

Gewichtsabnahme bei allen Gruppen unter 5 % im Vergleich zum

Ausgangsgewicht.
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Abbildung 3-3 Einfuhr und Ausscheidungsparameter bei den Didten (publiziert in [174])

Es werden die Futter- (A) und Trinkmengen (B) in mg/g KG, die Urinmengen (C) in pl/g KG der
Genotypen unter Kontrollbedingungen und unter den Diaten, sowie die Ausscheidungsparameter
Urin-Natrium (D), de Urin- Kalium (E) in umol/24h/gKG und die im Urin enthaltene Kreatininmenge
(F) in mg/24h/g KG gezeigt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert + SEM *: p<0,05 bezogen auf
Prss8-wt #: p<0,05 bezogen auf die jeweiligen Kontrollwerte
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Schon unter Kontrollbedingungen konnte ein Unterschied in der Trink- und
Futtermenge gemittelt auf das Korpergewicht der Mause zwischen den
Genotypen beobachtet werden. So zeigte sich eine hohere Fress- und
Trinkmenge bei Prss8-S238A Mausen. Die hohere Fressmenge blieb auch unter
LS-Diat (Prss8-wt 127 + 3 mg/gKG, Prss8-R44Q 157 + 4 mg/gKG, Prss8-S238A
157 £ 6 mg/gKG) und unter LS/HP-Diat (Prss8-wt 120 + 5 mg/gKG, Prss8-R44Q
171 + 6 mg/gKG, Prss8-S238A 171 + 7 mg/gKG) erhalten. Auch die Prss8-R44Q
M&ause hatten bei den Didten eine hohere Fressmenge als die Prss8-wt Mause.
Die Trinkmenge glich sich unter den Diaten an, wobei die Mause aller Genotypen

unter der LS/HP-Diat im Vergleich zur Kontrolle mehr tranken.

Unter Kontrollbedingungen kam es zu einer hoheren 24 Stunden-Natrium- und
Kalium-Ausscheidung, bei den Prss8-S238A Mausen, wahrend die Prss8-R44Q
Mause eine im Vergleich zu den Prss8-wt Mausen héhere Kaliumausscheidung
zeigten. Die Natriumausscheidung sank unter LS/NP auf Prss8-wt 0,8 + 0,1
pmol/24h/gKG, Prss8-R44Q 1,0 + 0,2 umol/24h/gKG, Prss8-S238A 1,1 + 0,1
umol/24h/gKG, was eine Abnahme im Vergleich zu den Kontrollbedingungen
darstellte. Ebenso war die Natriumausscheidung bei LS/HP erniedrigt. Unter
LS/HP-Diat kam es zu einer, im Vergleich zu den Kontrollbedingungen, erhéhten
Kaliumausscheidung im Urin bei Prss8-wt 21 + 2 umol/24h/gKG, Prss8-R44Q 30
+ 3 umol/24h/gKG und bei Prss8-S238A 29 + 3 umol/24h/gKG. Bei Prss8-R44Q
zeigte sich hierbei eine hodhere Kaliumausscheidung als bei Prss8-wt. Alle
Genotypen verzeichneten bei LS/HP-Diat eine im Vergleich zur Kontrolle
erhohten Kreatininausscheidung.
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Abbildung 3-4 Plasma Kontroll- und Endwerte nach Diat (publiziert in [174])

Dargestellt sind jeweils Mittelwert £+ SEM der Plasmakonzentrationen von Natrium (A) und Kalium
(B) in mmol/l, sowie der Plasma Harnstoffkonzentration (C) in mg/dl unter Kontrollbedingungen
und nach 5 Tagen LS/NP- oder LS/HP- Diat. Die Aldosteronkonzentration (D) in pg/ml ist als
Verlauf mit Werten fiir 0, 2 und 5 Tage angegeben. Die durchgezogene Linie entspricht der NS-
Diat, die gestrichelte Line der NS/HP-Diat. *: p<0,05 vs. Prss8-wt #: p<0,05 vs. Kontrollbedingung

Die Plasmakonzentrationen von Natrium und Kalium unter der Diat
unterschieden sich nicht zwischen Prss8-S238A und Prss8-wt Mausen. Prss8-
R44Q Mause zeigten niedrigere Konzentration an Kalium bereits unter
Kontrollbedingungen im Vergleich zu den Prss8-wt Mausen, die sich unter den
Diaten anglich und bei der LS/HP Diat signifikant von den Kontrollbedingungen
unterschied. Demgegeniber blieb die Plasma-Natriumkonzentration konstant.
Die Plasma-Harnstoff-Konzentration zeigte sich in allen drei Genotypen sowohl

unter Kontrollbedingungen als auch unter den Didten vergleichbar.
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Unter Kontrollbedingungen bestand kein Unterschied in der
Plasmakonzentrationen von Aldosteron. Die Plasmakonzentrationen bei Prss8-
S238A und Prss8-wt stieg unter den Diaten an Tag 2 um das 2,4 fache (Prss8-
wt) bzw. das 2,6 fache (Prss8-S238A) im Vergleich zu den Kontrollwerten an. Bis
Tag 5 sank sie wieder anndhernd auf die Ausgangswerte ab. Demgegeniber
erhohte sich bei Prss8-R44Q die Aldosteronkonzentration unter LS/HP-Diat im
Vergleich zu Prss8-wt an Tag 2. Die hohen Aldosteronwerte persistierten auch
an Tag 5, und waren dann unter beiden Diaten hoher als zum Zeitpunkt der
Kontrollwerte und mit 815 + 121 pg/ml (LS) bzw. 959 + 159 pg/ml (LS/HP)
ebenfalls hoher als bei Prss8-wt (353 + 38 pg/ml (LS) und 324 + 53 pg/mi
(LS/HP))
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Abbildung 3-5 Natriumausscheidung im Stuhl (publiziert in [174])

Der Mittelwert + SEM der Natriumausscheidung im Stuhl unter Kontroll- und unter
Niedrigsalzbedingungen in der Einheit pumol/24h/gKG ist dargestellt *: p<0,05 vs. Prss8-wt #:
p<0,05 vs. Kontrollbedingung

Die durchschnittliche  Natriumausscheidung im  Stuhl zeigte unter
Kontrollbedingungen keinen relevanten Unterschied zwischen den Genotypen,
diese lag bei Prss8-wt bei 1,6 £ 0,9 umol/24h/gKG, bei Prss8-R44Q bei 2,1 + 0,4
pmol/24h/gKG und bei Prss8-S238A bei 2,0 £ 0,9 pmol/24h/gKG. Unter
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Niedrigsalz-Diat sank die durchschnittliche Natriumausscheidung bei allen
Genotypen vergleichbar ab, so erreichte sie 0,8 + 0,1 umol/24h/gKG bei Prss8-
wt, 1,0 + 0,3 umol/24h/gKG bei Prss8-R44Q und 1,0 = 0,2 pmol/24h/gKG bei
Prss8-S238A.

3.2.1 Proteolytische Prozessierung des y-ENaC unter natriumarmer
Diat
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Abbildung 3-6 Western Blot der y-Untereinheit nach LS-Diat (publiziert in [175])

In A ist ein Western Blot fUr die Untersuchung der y-Untereinheit gezeigt. Unterschieden werden
die Genotypen und der Zeitpunkt vor und nach der Niedrigsalzdiat. B, C und D zeigen die
Densitometrien der drei Banden. Jeweils Mittelwert £+ SEM *: p<0,05 vs. Prss8-wt #: p<0,05 vs.
Kontrollbedingung

Deutlich zu sehen war die Abnahme des Signals der nicht geschnittenen vy-
Untereinheit (70 kDa) bei allen drei Genotypen unter der Niedrigsalzdiat.
Korrespondierend kam es bei Prss8-wt und Prss8-S238A zu einem Anstieg der
relativen Signalintensitat der an zwei Stellen geschnittenen y-Untereinheit (51
kDa). Bei Prss8-R44Q war dies nicht der Fall, hier kam es zu einem geringeren
Anstieg. Die nur durch Furin einmal geschnittene y-Untereinheit (59 kDa) zeigte
bei keinem Genotyp eine relevante Veranderung. Unterschiede zwischen den

Genotypen fanden sich nicht.
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3.3 Diuretika

Um Unterschiede zwischen den Genotypen in verschiedenen Abschnitten des
Tubulussystems der Niere zu untersuchen, wurden Behandlungen mit dem
Schleifendiuretikum Furosemid, dem Thiaziddiuretikum HCT und dem ENaC-
blockierenden Diuretikum Triamteren gewahlt. Die Behandlung erfolgte Giber das

Trinkwasser.
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I Prss8-R44Q (n=5-20)
Prss8-S238A (n=7-12)
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Abbildung 3-7 Dosis der Diuretika (publiziert in [174])

Gezeigt wird die durchschnittliche Dosis =+ SEM in mg/gKG, die die einzelnen Genotypen unter
Behandlung mit Furosemid, HCT und Triamteren tatsachlich erhalten haben.

Die eingenommene Dosis der einzelnen Diuretika war zwischen den Genotypen

vergleichbar.
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3.3.1 Behandlung mit Furosemid und HCT
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Abbildung 3-8 Gewichtsveranderung in Prozent unter Diuretika Behandlung (publiziert in
[174])

Dargestellt werden die durchschnittlichen Gewichtsveranderungen £ SEM im Vergleich zum
letzten Kontrolltag unter Furosemid- und HCT-Behandlung in Prozent.
*: p<0,05 vs. Prss8-wt #: p<0,05 vs. Kontrollbedingung

Unter den Behandlungen mit Furosemid und HCT war kein Unterschied in der
Gewichtsabnahme zwischen den drei Genotypen nachweisbar. Die
durchschnittliche prozentuale Gewichtsabnahme unter Furosemid betrug bei
Prss8-wt 3,7 £ 1,0 %, bei Prss8-R44Q 4,6 + 1,2 % und bei Prss8-S238A 4,1 +
0,4 %. Unter HCT betrug sie bei Prss8-wt 2,6 £ 0,5 %, bei Prss8-R44Q 4,0 + 2,0
% und bei Prss8-S238A 3,7 + 2,8 % im Vergleich zum letzten Kontrolltag. Eine
signifikante Gewichtsabnahme im Vergleich zwischen den Genotypen bestand
nicht. Im Vergleich der absoluten Gewichtsabnahme zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zum Ausgangsgewicht, dagegen zeigten alle bis auf Prss8-R44Q
bei der HCT Behandlung eine signifikante relative Gewichtsabnahme im
Vergleich zum Ausgangsgewicht. Keine Maus musste aufgrund eines
Gewichtsverlusts entsprechend den definierten Versuchsabbruchkriterien aus

dem Versuch genommen werden.
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Abbildung 3-9 Einfuhr- und Ausscheidungsparameter unter Diuretika Behandlung
(publiziert in [174])

Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM der Futter-(A) und Trinkmengen (B) in mg/gKG, der
Urinmengen (C) in pl/gKG, der Urin-Natriumausscheidung (D) in pmol/24h/gKG und der Urin-
Kaliumausscheidung (E) in umol/24h/gKG sowie der im Urin enthaltene Kreatinin Menge (F) in
mg/24h/gKG. *: p<0,05 bezogen auf Prss8-wt #: p<0,05 bezogen auf die Kontrollwerte
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Unter Kontrollbedingungen und der Behandlung mit Furosemid zeigten,
verglichen mit den Prss8-wt Mausen, die Prss8-R44Q und Prss8-S238A Mause
eine hohere Futtermenge, der sich fir Prss8-S238A auch bei der HCT-
Behandlung fortsetzte. Bezogen auf die Kontrollbedingungen blieb die

Futtermenge der jeweiligen Genotypen vergleichbar.

Unter Kontrollbedingungen fand sich bei den knock-in Mausen ebenfalls eine
erhohte Trinkmenge, die sich unter den diuretischen Behandlungen Prss8-wt
anglich. Unter Furosemidbehandlung stieg die Trinkmenge im Vergleich zur
Kontrollbedingung bei allen Genotypen signifikant an, wahrend sie bei der
Behandlung mit HCT zu den Kontrollbedingungen vergleichbar blieb. Auch die
Urinmenge stieg unter Furosemid bei allen Genotypen im Vergleich zu den
Kontrollwerten an, ohne sich jedoch zwischen den Genotypen deutlich zu
unterscheiden, wahrend es bei HCT zu einem geringeren Anstieg der Urinmenge

kam.

Unterschiede zeigten sich ebenfalls bei der Natriumausscheidung im Urin. Unter
Behandlung mit Furosemid kam es zu einem signifikanten Anstieg der
Natriumausscheidung bei Prss8-wt und Prss8-R44Q nicht jedoch bei Prss8-
S238A. Dagegen wiesen alle Gruppen einen Anstieg der Natriumausscheidung

unter HCT Behandlung auf.

Die Kaliumausscheidung war bei Prss8-S238A und Prss8-R44Q unter
Kontrollbedingungen im Vergleich zu Prss8-wt erhdht. Unter Behandlung mit
Furosemid betrug die Kaliumausscheidung bei Prss8-S238A 17,2 + 1,7
pumol/24h/gKG und bei Prss8-R44Q 17,9 = 1,2 umol/24h/gKG und war damit
hoher als bei Prss8-wt mit 11,7 £ 1,1 umol/24h/gKG. Alle drei Genotypen zeigten
ein im Vergleich zu Kontrollbedingungen erhghte Kaliumausscheidung. Dagegen
war bei der HCT-Behandlung nur fur Prss8-S238A eine erhdhte

Kaliumausscheidung zu verzeichnen.

Die Kreatininausscheidung zeigte nur fir Prss8-R44Q unter der
Furosemidbehandlung einen Anstieg im Vergleich zur Kontrolle. Die weiteren
Kreatininwerte waren sowohl zu den Kontrollwerten als auch untereinander

vergleichbar.
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Abbildung 3-10 Plasma Kontroll- und Endwerte nach Diuretika Behandlung (publiziert in
[174])

Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM der Plasma-Natrium (A)- und Kalium-Konzentration (B) in
mmol/l), sowie der Plasma-Harnstoff-Konzentration (C) in mg/dl und der Plasma-
Aldosteronkonzentration (D) in pg/ml unter Kontrollbedingungen und nach Diuretikabehandlung.
*: p<0,05 vs. Prss8-wt #: p<0,05 vs. Kontrollbedingung

Im Plasmanatriumwert war kein Unterschied bei beiden Diuretikabehandlungen
im Vergleich zu den Kontrollwerten sichtbar. Unter Furosemid-Behandlung kam
es bei der Plasmakaliumkonzentration zu einem Abfall auf 3,5 £ 0,1 mmol/l bei
Prss8-wt und 3,3 += 0,2 mmol/l bei Prss8-S238A im Vergleich zu den
Kontrollwerten. Unter HCT-Behandlung war die Plasmakonzentration von Kalium
bei den knock-in Mausen geringer als beim Prss8-wt. Wahrend der
Plasmaharnstoff unter Furosemidbehandlung in allen Genotypen im Vergleich
zur Kontrollmessung auf 159 + 24 mg/dl bei Prss8-wt, bei Prss8-R44Q 143 + 18
md/dl und auf 143 + 29 mg/dl bei Prss8-S238A anstieg. Die Konzentration von
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Aldosteron im Plasma zeigte keine Unterschiede zwischen den Genotypen und
den Behandlungen, wobei Prss8-R44Q Mause tendenziell hohere

Aldosteronwerte hatten.

3.3.2 Behandlung mit Triamteren

3.3.2.1 Bolusgabe von Triamteren

U-Na*/K" Ratio

I Prssg-wt (n=19) [ Prss8-R44Q (n=22) Prss8-S238A (n=21)

Abbildung 3-11 Na*/K* Ratio nach Triamterenbolusgabe (publiziert in [174])

Es wird die Natrium/Kalium Ratio bei Vehikel (V) und Triamteren (T) Injektion nach Genotypen
sortiert dargestellt
#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Nach Injektion des Vehikels zeigte sich kein signifikanter Unterschied im
Natrium/Kalium Verhéaltnis als Surrogat der basalen ENaC-Funktion. Alle
Genotypen zeigten ein &hnliches Ansteigen nach Injektion eines Triamterenbolus
auf eine Natrium/Kalium Ratio von 2,7 + 2 bei Prss8-wt, 2,6 + 2 bei Prss8-R44Q
und 2,7 + 2 bei Prss8-S238A. Alle Genotypen zeigten damit eine signifikant
hohere Natriurese im Sinne einer ENaC-Blockade. Ein genotypspezifischer
Unterschied bestand nicht. Auffallig war jedoch, dass in jeder Gruppe einige Tiere

ein deutlich starkeres Ansprechen auf den Triamterenbolus zeigten.
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3.3.2.2 Dauergabe von Triamteren
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Abbildung 3-12 Gewichtsverdnderung unter Triamterenbehandlung (publiziert in [174])

Dargestellt ist links die mittlere Gewichtsabnahme £ SEM der jeweiligen Tiere in Prozent bezogen
auf den letzten Kontrolltag, rechts zeigt die Kaplan-Meier-Kurve, die das Ausscheiden der Tiere
aus dem Versuch zeigt

#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Unter der Behandlung mit Triamteren zeigte sich bei Prss8-wt und Prss8-S238A
nach einem anfanglichen Abfall des Kérpergewichts eine Stabilisierung auf
niedrigerem Niveau von 8 % bis 9 % des Ausgangsgewichts. Demgegeniuber war
bei Prss8-R44Q eine kontinuierliche Gewichtsabnahme festzustellen, die sich
bereits am ersten Behandlungstag signifikant von Prss8-wt unterschied und an
Tag 4 in einer Gewichtsabnahme von -24,1 + 2% im Vergleich zum Startgewicht
resultierte. Eine signifikant hohere Zahl (Log-rank p<0,0001) von Prss8-R44Q
Mause (75%) musste vorzeitig aus dem Versuch genommen werden. Aufgrund
dieser bereits in den ersten Versuchen gemachten Beobachtung wurden die

Dauer und die Auswertung des Versuchs von 5 auf 4 Tage reduziert.
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Abbildung 3-13 Fress- und Trinkmenge, so wie Urinausscheidung und Natrium/Kalium
Ratio unter der Triamterenbehandlung (publiziert in [174])

Dargestellt sind oben links die Fress- (A) und Trinkmenge (B) in mg/gKG. Unten sind links die
Urinausscheidung (C) in mg/gKG und die Natrium/Kalium Ratio (D) abgebildet, jeweils als
Mittelwert £ SEM.

#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Beim Start des Experiments zeigte sich eine erhdhte Fressmenge der knock-in
Mause (vgl. Abbildung 3-3 Einfuhr und Ausscheidungsparameter bei den Diaten (publiziert
in [174]und Abbildung 3-9 Einfuhr- und Ausscheidungsparameter unter Diuretika Behandlung
(publiziert in [174]) die im Fall von Prss8-R44Q ab Tag 2 der Behandlung signifikant
abfiel. Auch die Trinkmenge fiel nach einem passageren Anstieg an Tag 2 bei
Prss8-R44Q kontinuierlich ab, wahrend sie bei den anderen Gruppen konstant
blieb, beziehungsweise tendenziell anstieg. Die Urinmenge war bei Prss8-S238A
zunadchst hoher als bei Prss8-wt, dies glich sich durch einen Anstieg der

Urinmenge bei Prss8-wt im Verlauf aus. Die Urinmenge bei Prss8-R44Q zeigte

64



sich tendenziell niedriger als bei den anderen Gruppen. Die Natrium/Kalium Ratio
als Surrogatmarker fur die ENaC-Blockade stieg bei allen Genotypen an Tag 1
der Behandlung mit Triamteren auf dber 1 an und pendelte sich dann etwa auf

Ausgangsniveau ein.

Tabelle 3-1 Blutwerte nach Triamterenbehandlung (publiziert in [174])

Kontrolle Nach Triamterenbehandlung
Prss8 Prss8 Prss8- Prss8-
Prss8-wt Prss8-wt
R44Q S238A R44Q S238A
Al 9-13 5-7 6 21-24 12-16 12-14
Na* 150+1 | 150+1 | 149+04 | 149+1 156+3" 148 + 2
[mmol/1]
K* 43+01 | 38+0,1" | 44+0,1 | 55+0,3% | 6,6+05# | 56+0,4%
[mmol/1]
7.29 + 721+ 729+ | 7,17+0,02 | 7,01 0,03
pH 7,20 + 0,03
0,01 0,02* 0,01 # #
pCO2 45+ 2 56+3° | 46+2 5242 66+3" 52+ 1%
[mmH(Q]
std HCOs 20 40,5 21+1 | 21+05 | 16+1* 12+1# 18+1
[mmol/1]
Hamatokrit 46+ 1 45+ 1 47+ 1 56+ 1# 57+1% | B241°#
[%]
Harnstoff 44+ 6 52+9 40+10 | 96+14%* | 199+26# | 111+18%
[mg/dl]
1673 £ 263 | 3767 + 852 | 1597 + 344
Aldosteron | 5554 39 | 339+ 118 | 185 + 42
[pg/ml] # " #

#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Die Tabelle zeigt die Plasmawerte unter Kontrollbedingungen und am Ende der
Triamterenbehandlung. Aufgrund des schlechten Zustands und damit
verbundenen Ausscheidens der Prss8-R44Q Méause aus dem Versuch wurden

hier auch Plasmaproben bei vorgezogenem Versuchsende miteingeschlossen.

Auffallig ist die Azidose bei Prss8-R44Q, so wie der alle Genotypen betreffende
Anstieg von Aldosteron, Kalium und Hamatokrit, wobei Prss8-R44Q in allen

Punkten hohere Werte als Prss8-wt zeigte.
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3.3.2.3 Prostasinexkretion im Urin
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Abbildung 3-14 Prostasinexpression unter der Triamterenbehandlung

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und SEM der Urin-Prostasin-Konzentration in ng/mg Kreatinin
unter Kontrollbedingungen und unter der Triamterenbehandlung.

Fur die im Urin ausgeschiedene Menge an Prostasin fand sich im ELISA kein
Unterschied zwischen den Genotypen. So lag sie bei Prss8-wt bei 29 + 11 ng/mg
Kreatinin, bei Prss8-R44Q bei 45 + 31 ng/mg Kreatinin und bei Prss8-S238A bei
47 * 21 ng/mg Kreatinin. Auch unter Triamterenbehandlung war die

Ausscheidung von Prostasin vergleichbar.
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3.3.3 Proteolytische Prozessierung des y-ENaC nach

Triamterenbehandlung

A Prss8-wt Prss8-R44Q Prss8-S238A
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Abbildung 3-15 Western Blot der y-Untereinheit nach Triamterengabe (publiziert in [174])

In A ist ein Western Blot fir die Untersuchung der y-Untereinheit gezeigt. Unterschieden werden
die Genotypen und der Zeitpunkt vor und nach der Triamterengabe. B, C und D zeigen die
Densitometrien der drei Banden. Jeweils Mittelwert + SEM *: p<0,05 vs. Prss8-wt #: p<0,05 vs.
Kontrollbedingung

Deutlich zu sehen war die Abnahme des Signals der nicht geschnittenen y-
Untereinheit (70 kDa) bei Prss8-wt und Prss8-S238A nach der Behandlung mit
Triamteren im Vergleich zu den Kontrollbedingungen. Auch zeigten beide
Genotypen einen deutlichen Anstieg sowohl der durch Furin geschnittenen als
auch der doppelt geschnittenen y-Untereinheit (59 und 51 kDa). Bei Prss8-R44Q
zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der einfach und doppelt geschnittenen y-
Untereinheit, dieser war jedoch weniger ausgepragt als bei den anderen beiden

Genotypen und erreichte nicht das Signifikanzniveau.
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3.3.4 Renale Expression von y-ENaC unter Triamterenbehandlung
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Abbildung 3-16 Immunhistochemische Farbung auf yENaC nach Triamterenbehandlung (publiziert
in [174])

Dargestellt sind die immunbhistologischen Farbungen auf die y-Untereinheit des ENaC in Niere von M&usen
ohne und nach Triamterenbehandlung

In den histologischen Nierenpraparaten war nach immunhistochemischer
Anfarbung der y-Untereinheit eine deutliche Verschiebung der y-Untereinheit hin
zur apikalen, luminalen Membranseite nach Triamterenbehandlung zu erkennen.

Dies war in allen drei Genotypen gleichermal3en der Fall.
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3.3.5 Renale Expression von a- und B-ENaC unter

Triamterenbehandlung
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Abbildung 3-17 Immunhistochemische Farbung von Nieren auf die a- und B- Untereinheit des ENaC
mit und ohne Triamterengabe (publiziert in [170])

Gezeigt wird oben die Farbung auf die Untereinheit bei Kontrolltieren und nach
Triamterenbehandlung. Im unteren Teil der Abbildung ist dies fur die -Untereinheit gezeigt.

Bei der immunhistochemischen Farbung der Nieren zeigte sich bei mit
Triamteren behandelten Tieren eine starkere Expression der Untereinheiten an
der apikalen Membranseite der Tubuluszellen. Bei der a-Untereinheit war zudem
eine generell starkere Farbung der Zellen nach Triamterenbehandlung zu

erkennen. Ein Unterschied zwischen den Genotypen bestand nicht.
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3.3.6 Tubuléare Morphologie nach Triamterenbehandlung
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Abbildung 3-18 Tubulus Morphologie nach Triamterenbehandlung (publiziert in [174])

Gezeigt werden in A histologische Schnitte der Rinde und des Au3enstreifens des &ul3eren Marks
nach zwei Tagen Behandlung mit Triamteren. Dargestellt sind in B die Anzahl der erweiterten
Tubuli pro Quadratmillimeter unter den in der y-ENaC Farbung positiven Tubuli. In C werden die
erweiterten Tubuli pro Quadratmillimeter gezahlt die in der y-ENaC Farbung nicht angefarbt
wurden.

Nach Triamterenbehandlung zeigte sich vor allem bei Prss8-R44Q M&ausen eine
Erweiterung des Tubuluslumens, was als histologisches Zeichen einer akuten
Tubulusschadigung gewertet werden kann und insbesondere bei Prss8-R44Q
Mausen auftrat. Dies betraf auch Tubuli mit positiver Farbung auf y-ENaC im
Sinne einer Schadigung des distalen Tubulus.
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3.4 Doxorubicin induziertes nephrotisches Syndrom

Durch die einmalige Injektion von Doxorubicin in den retrobulbaren Gefal3plexus
wurde ein glomerularer Schaden ausgel6st, der zu einer Proteinurie und einem
daraus resultierenden nephrotischen Syndrom flhrte [64, 161, 162]. Die
tatsachliche Dosis der Responder Mause betrug bei Prss8-wt Mannchen 14,44 +
0,15 pg/g KG, bei Prss8-R44Q 14,63 £+ 0,15 pg/g KG und Dbei
Prss8-S238A 14,92 + 0,21 ug/g KG. Die effektive Dosis bei Weibchen betrug fur
Prss8-wt 13,60 + 0,04 pg/g KG, Prss8-R44Q 13,97 + 0,01 pg/g KG und
Prss8-S238A 13,92 + 0,40 pg/g KG. Die Dosis unterschied sich nicht signifikant
zwischen den Genotypen. Unterschieden wurde zwischen ,nicht-nephrotisch”
(Nonresponder) und ,nephrotisch® (Responder), diese Entscheidung wurde Uber
die auf Kreatinin normierte Urinproteinkonzentration getroffen. Um in die Gruppe
der Responder eingeschlossen und damit ausgewertet zu werden, musste die
Proteinurie an mindestens zwei Tagen zwischen den Tagen 7 und 10 oberhalb
einer Schwelle von 100 mg/mg Kreatinin liegen.

3.4.1 Futter und Trinken
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Abbildung 3-19 Verlauf der Futter und Trinkmenge (publiziert in [175])

Gezeigt werden die Futtermenge pro Tag in Gramm (A) und die Trinkmenge pro Tag in Gramm
(B) fur jeden Genotyp wahrend der Beobachtungszeit von 10 Tagen. #: p < 0,05 in Bezug auf die
Kontrolle *. P<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt.
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Nach der Injektion von Doxorubicin kam es zu einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme bei allen Tieren. Prss8-wt und Prss8-S238A erreichten ein
Minimum an Tag zwei nach Induktion, wahrend sich bei Prss8-R44Q eine
weniger stark ausgepragte Fressmenge zeigte und eher ein Plateau zwischen
Tag eins und drei entstand. Im Verlauf kam es bei allen Genotypen wieder zu
einer Zunahme der Nahrungsaufnahme. Die Futtermenge zum Zeitpunkt der
Induktion wurde in den zehn Tagen der Verlaufsbeobachtung jedoch nicht mehr

erreicht.

Der Verlauf der Trinkmenge zeigte ebenfalls eine passagere Abnahme im
Bereich der ersten 5 Tage. Im Gegensatz zum Futterverbrauch wurde hier das
Ausgangsniveau wieder erreicht und teilweise auch ubertroffen. Die Streubreite
innerhalb der Gruppen war jedoch groRRer als bei der Nahrungsaufnahme. Mit
Ausnahme von Abweichungen in den ersten zwei Tagen nach Induktion zeigte

sich kein relevanter Unterschied zwischen den Gruppen.

3.4.2 Proteinurie
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Abbildung 3-20 Verlauf Proteinurie (publiziert in [175])

Der Verlauf ab dem Tag der Induktion fur 10 Tage (A) und die maximale Proteinurie (B) werden
als Mittelwert £+ SEM der Genotypen in mg/mg Kreatinin gezeigt
#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. P<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Der frihste Beginn der Proteinurie war bei Prss8-R44Q Mausen zu beobachten,

diese hatten bereits am Tag nach der Induktion einen leichten Anstieg zu
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verzeichnen. Bei Prss8-wt und Prss8-S238A stieg die Proteinurie erst zwischen
Tag 3 und 5 an, dies war ebenfalls der Zeitraum, in dem das Gewicht der Mause
wieder zu steigen begann. Ab Tag 6 nach der Induktion war die
Proteinausscheidung bei allen Genotypen hoher als im Kontrollurin vor der
Induktion. Bei allen Gruppen kam es zu einem annahernd kontinuierlichen
Anstieg. Die maximale Proteinurie betrug 156 + 8 mg/mg Kreatinin bei Prss8-wt,
155+ 8 mg/mg Kreatinin bei Prss8-R44Q und 154 + 9 mg/mg Kreatinin bei Prss8-

S238A und unterschied sich damit nicht zwischen Prss8-wt und den knock-in
Mausen.

3.4.3 Natriurese

800+ 501
= = .
£ 600 €40 S
© +®
8 2 9 30
2% o) 5
2 E E £ 20 g
[= [
2 200 g .
= = s
0 m;# i
T T 1
0 5 10
Zeit [d]
P Prssg-wt (n=4-10) [ Prss8 R44Q (n=8-11) Prss8 S238A (n=10-12)

Abbildung 3-21 Verlauf der Natriumausscheidung im Urin (publiziert in [175])

Der Verlauf ab dem Tag der Induktion fir 10 Tage (A) und die minimale Natriumausscheidung
(B) werden als Mittelwert + SEM der Genotypen in pumol/mg Kreatinin gezeigt
#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. P<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Im Verlauf der Natriumausscheidung kam es ab Tag 6 bei Prss8-wt und Prss8-
R44Q bzw. bei Prss8-S238A ab Tag 7 bis Tag 9 zu einer restriktiven Phase mit
einer minimalen Natriumausscheidung von 13 + 4 pmol/mg Kreatinin bei Prss8-
wt 14 + 4 pmol/mg Kreatinin bei Prss8-R44Q und 14 + 3 pumol/mg Kreatinin bei
Prss8-S238A. Zum Ende der Beobachtungszeit kam es bei allen Gruppen wieder
zu einem Anstieg der Natriumausscheidung.
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3.4.4 Gewichtsverlauf
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Abbildung 3-22 Gewichtsveranderung nach Induktion (publiziert in [175])

Der Verlauf des Korpergewichts in % im Vergleich zum Induktionsgewicht ab dem Tag der
Induktion fur 10 Tage (A) und die die maximale Gewichtszunahme (B) im Vergleich zum
Minimalgewicht in Prozent werden als Mittelwert + SEM der Genotypen in umol/mg Kreatinin
gezeigt

#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. P<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Das Induktionsgewicht der Gruppen unterschied sich mit 25 + 3 g bei Prss8-wt,
26 £ 3 g bei Prss8-R44Q und 26 + 3 g bei Prss8-S238A nicht voneinander. Nach
der Doxorubicin-Injektion kam es bis Tag 4 zu einer Gewichtsabnahme um 8 + 2
% bei Prss8-wt, 8 £ 1 % bei Prss8-R44Q und 7 + 1 % bei Prss8-S238A, ab Tag
5 stieg das Gewicht kontinuierlich an und erreichte bis Tag 7 wieder das
Ausgangsgewicht. Im Verlauf kam es zu einem weiteren Anstieg des Gewichts
bis zu einer Gewichtsdifferenz von 25 + 3 % bei Prss8-wt, 28 + 3 % bei Prss8-
R44Q und 20 +3 % bei Prss8-S238A.
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Abbildung 3-23 Aszitesentwicklung bei nephrotischen Mausen

Dargestellt ist links eine gesunde Prss8-wt Maus, in der Mitte eine nephrotische Prss8-wt Maus
mit Aszites an Tag 8 nach Induktion sowie rechts eine nephrotische Prss8-S238A Maus. Beide
nephrotische Mause imponieren durch die im Vergleich zur gesunden Maus, deutliche
abdominelle Volumenzunahme aufgrund von Aszites.

3.4.5 Plasmaparameter
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Abbildung 3-24 Harnstoff an Tag 10 (publiziert in [175])

Gezeigt wird der Mittelwert £ SEM der Harnstoffkonzentration in mg/dl aller drei Genotypen unter
Kontrollbedingungen und an Tag 10 nach Induktion (A) und die Aldosteronkonzentration der
Genotypen unter Kontrollbedingungen und an Tag 10 nach Induktion in pg/ml (B). #: p < 0,05 in
Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt
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Die Harnstoffkonzentration erreichte bei Prss8-wt 119 + 30 mg/dl, bei Prss8-
R44Q 101 £ 17 mg/dl und bei Prss8-S238A 65 + 7 mg/dl und war bei Prss8-
S238A tendenziell niedriger als bei Prss8-wt. Im Vergleich zu Kontrolle war bei

allen Gruppen ein Anstieg zu verzeichnen, der nur bei Prss8-wt eine Signifikanz

erreichte. Dagegen zeigte sich bei der Aldosteronkonzentration mit einer starken

Streuung kein auffalliger Befund.

Abbildung 3-25 Lipidamie des Plasmas bei nephrotischen Mausen

Abgebildet ist die deutliche milchig-weil3e Tribung des linken Plasmas einer nephrotischen Maus
im Vergleich zum rechten durchsichtigen Plasma einer gesunden Maus. Die ruckseitige
Beschriftung des Réhrchens ist beim rechten Réhrchen klar zu erkennen.

Das Plasma der nephrotischen Mause imponierte durch eine milchig weile

Trubung aufgrund der ausgepragten Lipidamie.

Tabelle 3-2 Blutwerte nach Induktion des nephrotischen Syndroms (publiziert in [175])

Kontrolle nephrotische Tiere
Prss8 Prss8 Prss8- Prss8-
Prss8-wt Prss8-wt
R44Q S238A R44Q S238A
Anzahl 9 6 6 8 10 8-10
Na* 150+1 | 150+1 | 149+04 | 142+1# | 147+2* | 145+1%
[mmol/1]
K* 43+01 | 39+01 | 44+01 | 50+05# | 50+04% | 45+0,2
[mmol/l]
727+ 7.29 + 729+ 7.30 +
oH 7,31+0,01 | 7,29+ 0,01
0,01 0,01 0,01 0,01
pCO2 47 +2 46+3 46 +2 54+ 2 60+ 2 # 55+ 2
[mMmHg]
std HCOs 20 40,5 21+1 21405 | 24+1* 26+ 1* 23+1
[mmol/l]
H"""”[‘;t]o"”t 46+ 1 46+ 1 47 +1 41+3 38+ 4% 41+ 4
0

#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt
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In der Blutgasanalyse konnte bei den nephrotischen Tieren eine Abnahme der
Plasmanatriumkonzentration gezeigt werden, das sich signifikant von der
Kontrollgruppe unterschied. Auch kam es bei Prss8-wt und Prss8-R44Q zu einem
Anstieg der Kaliumkonzentration im Plasma, dies war bei Prss8-S238A nicht zu

verzeichnen.

Alle Gruppen zeigten einen deutlichen, aber mit Ausnahme von Prss8-R44Q
nicht signifikanten Abfall des Hamatokrit um 5 % (Prss8-wt), 8 % (Prss8-R44Q)
oder 6 % (Prss8-S238A).

3.4.6 Triamtereninjektion im nephrotischen Syndrom
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Abbildung 3-26 Natriumausscheidung und Anstieg der Natriurese nach Triamterenbolus
(publiziert in [175])

Gezeigt wird die Natriumausscheidung im 6 Stunden Sammelurin nach Vehikel oder
Triamterengabe in umol/6h, sowohl fir Gesunde als auch fiir nephrotische Mause (A). Der Faktor
der triamterensensitiven Natriurese ist ebenfalls fir gesunde und nephrotische Mause gezeigt
(B). #: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt.

Nach Gabe eines Bolus von Ampuwa® als Vehikel oder Triamterenmenge kam
es in den folgenden 6 Stunden zu einer zwischen den Genotypen vergleichbaren
Natriumausscheidung. Diese war bei allen Genotypen nach Triamterengabe
hoher als nach Injektion von Ampuwa®. Die triamterensensitive Natriurese war
bei nephrotischen Mausen aller Genotypen erhdht und unterschied sich von der

triamterensensitiven Natriurese der gesunden Mause.
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3.4.7 Prostasinexkretion im Urin beim nephrotischem Syndrom
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Abbildung 3-27 Prostasinexkretion im Urin (publiziert in [175])

Es wird ein Western Blot auf Prostasin im Urin bei gesunden und nephrotischen Mausen gezeigt
(A). Es wurde zwischen Weibchen und Mannchen unterschieden. Aufgrund der in der
Densitometrie vergleichbaren Intensitat (B), wurde im weiteren Verlauf auf eine
geschlechtergetrennte Auswertung verzichtet. Verlauf der Prostasinausscheidung nach Induktion
des nephrotischen Syndroms an den Tagen null, finf, acht und zehn nach Induktion gezeigt (C).
Es werden die Mittelwerte und der SEM gezeigt.

#: p < 0,05 in Bezug auf die Kontrolle *. p<0,05 im Vergleich zu Prss8-wt

Im Western Blot zeigte sich eine signifikant starkere Prostasinausscheidung bei
Urinen von nephrotischen Mausen, ein Unterschied zwischen den Geschlechtern
zeigte sich nicht. Dieser visuelle Eindruck bestatigte sich in der Densitometrie, in
der alle Genotypen einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu gesunden Urinen
der gleichen Mause zeigten. Zwischen den Genotypen oder den Geschlechtern
zeigte sich kein Unterschied. Deutlich zu sehen sind die unterschiedlichen
Wanderungsbewegungen von Prostasin im SDS Gel, verursacht durch die
fehlende Spaltung bei Prss8-R44Q.

Die Prostasinausscheidung im Urin, auf Kreatinin normiert, stieg im Verlauf des
nephrotischen Syndroms bei allen drei Gruppen an. Dieser Anstieg verfehlte

jedoch das Signifikanzniveau im Vergleich zur Prostasinausscheidung unter
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Kontrollbedingungen. Auch zeigte sich, dass trotz der unterschiedlich
gemessenen Konzentration im Urin der Mause kein Unterschied zwischen den

knock-in Mausen und den Prss8-wt Mausen bestand.

3.4.8 Proteolytische Prozessierung des y-ENaC beim

experimentellen nephrotischen Syndrom

A Prss8-wt Prss8-R44Q Prss8-S238A

Kontrolle Nephrotisch Kontrolle Nephrotisch Kontrolle Nephrotisch

w
O
O

y-ENaC (70kDa) y-ENaC (59kDa) y-ENaC (51kDa)

400000 150000

250000 # # #

300000 200000

100000
150000
200000

relative Signalintensitat [RU]
relative Signalintensitat [RU]
relative Signalintensitat [RU]

. 100000
50000 s .
Iﬂi il ;| i ﬁ@@
" J M ) HEH
. T . P . . - r 1 T T T 1
CNCNCN CNCNGCN CNCNGCN
I Prss8-wt (n=6) I Prss8 R44Q (n=6) Prss8 S238A (n=6)

Abbildung 3-28 Western Blot der y-Untereinheit gesunder und nephrotischer Mause
(publiziert in [175])

In A ist ein Western Blot fUr die Untersuchung der y-Untereinheit gezeigt. Unterschieden werden
die Genotypen und der Zeitpunkt gesund bzw. nephrotisch. B, C und D zeigen die Densitometrien
der drei Banden. Jeweils Mittelwert £ SEM *: p<0,05 vs. Prss8-wt #: p<0,05 vs. Kontrollbedingung

Es kam im nephrotischen Syndrom zu einer Zunahme des Signals der fir die
Furin- und proteolytisch geschnittenen y-Untereinheit stehenden Bande bei 51
kDa bei den nephrotischen Mausen aller Genotypen. Die beiden anderen Banden
unterschieden sich dagegen nicht wesentlich voneinander. Ein Unterschied

zwischen den knock-in Mausen und Prss8-wt Mausen fand sich nicht.
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung der Serinprotease Prostasin auf den
Natriumhaushalt und auf die Aktivitat des ENaC mit Hilfe der knock-in Mauslinien
Prss8-S238A und Prss8-R44Q unter verschiedenen Bedingungen wie eine

Niedrigsalzdiat, Diuretikagabe und beim nephrotischen Syndrom zu untersuchen.

4.1 Ergebnisse unter Niedrigsalzdiat

Die Ergebnisse zeigten, dass unter Kontrollbedingungen abseits des
eindrucklichen Fellphédnotyps kein relevanter Unterschied zwischen den
Genotypen bezogen auf das Wachstum und die Nierenfunktion bestand [125,
126]. Die Mause aller Genotypen erreichten ein untereinander vergleichbares
Gewicht. Futtermenge und Trinkmenge zeigten sich bei den knock-in Linien
erhoht, was mit der geringeren Behaarung und dem damit hoheren

Energieaufwand zur Temperaturregulation erklart werden kann.

Unter Kontrollbedingungen fanden sich keine Unterschiede bei den Elektrolyten
im Plasma und im Urin. Das ahnliche Ansprechen auf Triamteren weist dabei auf
eine ahnliche basale ENaC-Funktion hin. Auch unter dem Aspekt des Stress
betrachtet, den die Haltung im metabolischen Kafig verursachte, fand sich kein
Unterschied zwischen den Gruppen. Dies unterstitzt die Einschatzung, dass die
knock-in  Linien unter Kontrollbedingungen den Mangel an Prostasin

kompensieren kdnnen.

Bei den Versuchen unter Verwendung der Niedrigsalz und
Niedrigsalz/Hochkalium Diaten kam es bei allen Genotypen zu einer Anpassung
an die veradnderten Bedingungen in Form einer verringerten
Natriumausscheidung.  Auffalig ~war hier die  Ausbildung eines
Hyperaldosteronismus bei den Prss8-R44Q Mausen. Dies deutet darauf hin,
dass die Natriumrickresorption aus dem Urin bei Natriummangel nur unter
starkerer Gegenregulation tUber Aldosteron als bei Prss8-wt und Prss8-S238A
erfolgen kann. Im Western Blot fand sich bei Prss8-R44Q-Mausen ein
abgeschwachter Anstieg der Expression von vollstandig prozessierten y-ENaC
unter Niedrigsalzdiat verglichen mit den beiden anderen Genotypen [vgl.

Abbildung 3-6]. Da gerade die vollstandige proteolytische Spaltung eine
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maximale ENaC Aktivierung bewirkt, lasst dies auf eine geringere Aktivitat des
ENaC bei Prss8-R44Q Mausen schlieBen [84-86], was wiederum Uber den
ausgebildeten Hyperaldosteronismus kompensiert wird. Da keine Daten zur
Membranexpression vorlagen kann nicht ausgesagt werden, ob Prss8-R44Q-
Mause eine kompensatorisch hoéhere ENaC-Membranabundanz unter

Niedrigsalzdiat aufweisen.

4.2 Auswirkung der Behandlung mit Diuretika

Die Behandlung mit den Diuretika Furosemid und HCT wurde von allen Mausen
toleriert, Furosemid flhrte zu einer starken Diurese mit begleitender Polydipsie
der Mause. Dieser Befund kann als Zeichen dafir gewertet werden, dass
Prostasin, respektive die Aktivierbarkeit und die proteolytische Funktion fur
Gegenregulationsmechanismen bei Blockade des NCC und des NKCC2 keine
entscheidende Rolle spielen.

Die einmalige Bolusgabe von Triamteren flhrte bei allen Genotypen zu einer
erhohten Natriurese und einer verminderten Kaliurese. In der Dauergabe von
Triamteren zeigten alle M&use einen Gewichtsverlust, wobei dieser sich bei
Prss8-wt und bei Prss8-S238A nach anfanglich Abfall stabilisierte.
Demgegenlber zeigte sich bei Prss8-R44Q Mausen ein progredienter
Gewichtsverlust, der bei 75% der Tiere zu einem Abbruch des Experiments fuhrte
[vgl. Abbildung 3-12]. Alle Genotypen entwickelten einen Hyperaldosteronismus,
Prss8-R44Q Mause erreichten hierbei signifikant héhere Werte. Diese waren
etwa doppelt so hoch wie die Werte der anderen Genotypen. Zudem entwickelte
sich bei Prss8-R44Q Mausen eine ausgepragte Azidose und eine Hyperkalidmie.
Wahrend eine Adaptation bei diatetischer Behandlung noch maglich ist, zeigt sich
die Relevanz der Prostasinaktivierung deutlich unter Triamterenbehandlung.
Diese erforderte eine konsequentere Gegenregulation durch vermehrte
Expression und Hochregulierung der Offenwahrscheinlichkeit des ENaC. Ein
ahnliches Bild hatte sich bereits in Studien tUber die SGK1 knock-out Maus und
in Studien zur mTORC2 knock-out Maus gezeigt [160, 176], welche unter
Triamterenbehandlung einen ausgepragten Salzverlust mit begleitender

Hyperkalidmie entwickelten. Daher hat sich Triamteren-Modell als geeignet
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erwiesen, auch eine subtile Kompromittierung der ENaC-Aktivierung
aufzudecken, welche unter Niedrigsalz- und Niedrigsalz/Hochkalium- Diaten

noch maskiert ist.

Prss8-R44Q-Mause entwickelten mit der Azidose, der Hyperkaliamie und dem
Wasserverlust einen Symptomkomplex, der an eine erworbene Form des renalen
Pseudo-Hypoaldosteronismus (PHA) Typ 1 erinnert [177]. Die kompensatorisch
erhohte Aldosteron-Konzentration weist auf eine Resistenz der Aldosteron-
Wirkung bei Prss8-R44Q-Mausen hin. Ein ahnlicher Effekt konnte bereits mit
Mausen gezeigt werden, welche eine induzierbare Deletion der y-Untereinheit
des ENaC im distalen Tubulus tragen [30]. Bereits 24 Stunden bis 48 Stunden
nach Induktion verschlechterte sich der Gesundheitszustand dieser Mause
rapide. Sie entwickelten, ahnlich wie auch die Prss8-R44Q in dieser Studie, eine
ausgepragte Azidose und Hyperkaliamie bei reduzierter Futter- und Trinkmenge
[30].

Bei Prss8-S238A-Mausen blieben diese Effekte dagegen aus, was fir eine
erhaltene Gegenregulation bei ENaC Blockade spricht. Dies weist darauf hin,
dass der kompensatorische Effekt nicht von der proteolytischen Prostasinaktivitat
abhangt [174]. Hierflr spricht auch, dass bei der Untersuchung der Nieren bei
Prss8-wt und Prss8-S238A ein vergleichbarer Anstieg der proteolytischen
Spaltprodukte der y-Untereinheit zu verzeichnen war [vgl. Abbildung 3-15] [174].
Dies war bei Prss8-R44Q nicht in vergleichbarem Mal3e der Fall. Ein &hnlicher
Befund fand sich bereits unter Niedrigsalzdiat ohne jedoch die gleiche
Konsequenz fur den Gesundheitszustand der Mause zu erlangen [vgl. Abbildung
3-6] [175]. Immunhistochemisch konnte daneben gezeigt werden, dass die
Expression aller ENaC Untereinheiten bei allen Genotypen unter Triamteren
anstieg und eine Verschiebung der ENaC Konzentration hin zur apikalen, dem
Tubulus zugewandten, Zellmembran zeigte. Dagegen fand sich bei der
Behandlung mit HCT und Furosemid kein Unterschied zwischen den Linien, so
dass davon auszugehen ist, dass Prostasin hier keine relevante Rolle bei der
Gegenregulation einer medikamentdésen NCC und NKCC2 Blockade spielt. Dies
passt zu Befunden, dass Prostasin zwar im gesamten Tubulussystem vorkommt,

vor allem aber in Zellen des distalen Tubulus und des Sammelrohrs gemeinsam
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mit dem ENaC exprimiert wird und insbesondere flir dessen Funktion von
Relevanz ist [178-180].

Ergebnisse einer &lteren Studie berichteten davon, dass Aldosteron auf die
Prostasinexpression Einfluss nehmen kann [130]. Dies konnte hier, wie auch in
einer anderen aktuelleren Studie [181], nicht bestatigt werden. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen eine konstante Prostasin-Exkretion im Urin sowohl unter
Kontrollbedingungen als auch unter einer fast zehnfach erhohten
Aldosteronkonzentration nach Triamterenbehandlung [vgl. Abbildung 3-14] [174].
Dies spricht somit gegen die formulierte Hypothese, dass die

Aldosteronkonzentration einen Einfluss auf Prostasin hat [130].

4.3 Auswirkung der untersuchten Prostasin-Mutationen im

Vergleich

Diese Ergebnisse bestatigen Befunde aus in vitro Studien [112, 182], die bereits
zeigen konnten, dass eine proteolytische Funktion von Prostasin nicht immer
notwendig ist, um einen Effekt durch Prostasin zu erzielen [126]. Oozyten, auf
welchen Prss8-S238A oder Prss8-R44Q exprimiert wurde, zeigten bei
Verwendung eines prostasinspezifischen Substrats [183] im Gegensatz zu
Oozyten mit Prss8-wt keine prostasinspezifische proteolytische Aktivierung an
der Zelloberflache. Dagegen kam es unter Verwendung eines allgemeineren
Substrats fur Trypsin-artige Proteasen [114, 184] zu einer proteolytischen
Aktivierung bei Prss8-S238A und bei Prss8-wt, wahrend dieser Effekt bei Prss8-
R44Q ausblieb [174]. Bei Oozyten bei denen der ENaC coexprimiert wurde,
zeigte sich bei Prss8-R44Q ein geringerer, wenn auch vorhandener, elektrischer
Strom als bei Prss8-wt und Prss8-S238A. Sowohl Prss8-wt als auch Prss8-
S238A konnten also eine vollstandige proteolytische ENaC-Aktivierung in den
Oozyten generieren, ohne dass Prss8-S238A jedoch eine eigene proteolytische
Aktivitat besitzt [174].

Die Befunde fiir Prss8-R44Q und Prss8-S238A weisen darauf hin, dass hierfur
die intrazellulare Aktivierung von Prostasin an der Stelle R44 von
entscheidenderer Bedeutung ist, als die proteolytische Funktion von Prostasin.

So kommt das ungeschnittene Prostasin als Einzelkette vor, bevor es durch
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proteolytische  Aktivierung in  eine  Doppelkette geschnitten  wird
[vgl. Abbildung 3-1 Renale Prostasinexpression und -exkretion in den Urin (publiziert in
[174][114]. Hierdurch kommt es zu einer Veranderung der tertiaren Struktur von
Prostasin. Daher liegt die Vermutung nahe, dass eine noch unbekannte weitere
Serinprotease diese Strukturveranderung benétigt, um an Prostasin zu binden

und nachfolgend den ENaC proteolytisch zu schneiden, um ihn zu aktivieren.
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Abbildung 4-1 Schema der Gerustfunktion publiziert in [174]

Dargestellt ist ein Modell der Koexpression von Prostasin und ENaC auf der apikalen
Zellmembran. In Abbildung A ist Prostasin bereits intrazelluldar an R44 gespalten worden und hat
hierdurch die Tertiarstruktur geandert, wodurch eine noch nicht bekannte Protease an Prostasin
binden und es als Gerilst nutzen kann. Diese Protease proteolysiert dann die y-Untereinheit des
ENaC und aktiviert ihn dadurch. Dies ist bei dem ENaC in Abbildung B nicht mdglich. Da hier
aufgrund des knock-ins die Spaltung nicht geschehen kann und es somit zu keiner Veranderung
der Tertiarstruktur und zu keiner Bindung einer weiteren Protease kommt, wird der ENaC nicht
vollstandig aktiviert.

Fur weitergehende Untersuchungen zur Rolle von Prostasin auf die ENaC
Aktivitat in der Niere, beispielsweise ob die kompromittierte Gerustfunktion von
Prss8-R44Q nicht doch einen geringen, aber relevanten Einfluss auf die
proteolytische Aktivierung des ENaC hat, wirde eine Prostasin knock-out Maus
benotigt. Dieses Modell musste aufgrund der letalen Auswirkungen jedoch ein

nierenspezifisch-induzierbares sein [120]. Ein induzierbares Modell hatte zudem
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den Vorteil, dass eventuelle Adaptationen an die Veranderungen nicht bereits in
der Entwicklung der Mause geschehen kdnnten, sondern zu einem definierten
Zeitpunkt erfolgen miussten. Ein solches Modell war zum Zeitpunkt des
Studienbeginns jedoch noch nicht verfugbar, so dass auf die knock-in Modelle

zuruckgegriffen werden musste.

4.4 Bedeutung von Prostasin beim experimentellen

nephrotischen Syndrom
Nach ausreichender Rickkreuzung der Linien auf den doxorubicin-empfindlichen
129 S1/SvimJ-Stamm konnten bei Prss8-wt, Prss8-R44Q und bei Prss8-S238A
durch die Injektion von Doxorubicin ein experimentelles nephrotisches Syndrom
ausgelost werden. Nach Induktion durch Injektion entwickelten alle Genotypen
eine Proteinurie [vgl. Abbildung 3-20]. Es zeigte sich, dass eine Proteinurie von
Uber 100 mg/mg Kreatinin Gber mindestens zwei Tage ausreichte, damit die
Mause ein nephrotisches Syndrom entwickelten. Die Proteinurie unterschied sich

nicht maf3geblich zwischen den Genotypen.

Nach Induktion eines experimentellen nephrotischen Syndroms kam es bei
Prss8-R44Q und Prss8-S238A-Mausen zu einer den Wildtypen entsprechenden
Natriumretention im Urin, welche fur wenige Tage anhielt und fur einen fast
natriumfreien Urin sorgte [vgl. Abbildung 3-21]. Mit der verminderten
Natriumausscheidung einhergehend, war bei allen Mausen eine vergleichbare
Gewichtszunahme, entsprechend einer Odembildung, in Form von Aszites, zu
beobachten [vgl. Abbildung 3-22]. Eine anfangliche Gewichtsabnahme nach
Induktion war am ehesten auf die verminderte Nahrungsaufnahme, bedingt durch
die Inappetenz nach der Doxorubicininjektion zurtickzufihren. Dies war ein
Befund, der bereits aus Vorherigen Experimenten mit diesem Modell bekannt war
[64, 108, 150]. Damit entsprach der Verlauf bei allen Genotypen dem bei diesem

Modell zu erwartenden experimentellen nephrotischen Syndrom.

Die triamterensensitive Natriurese zeigte sich ebenfalls bei allen Genotypen
erhoht und kann als Korrelat fir eine starkere Aktivierung des ENaC gesehen
werden. Dazu passt, dass alle Genotypen bei der Auswertung von Western Blot

Ergebnissen nephrotischer Nieren, einen vergleichbaren Anstieg der doppelt
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geschnittenen y-ENaC Untereinheit zeigten. Dies kann als weiterer Hinweis
gesehen werden, dass die beiden untersuchten und mittels knock-in generierten
Prostasinmutationen keinen Einfluss auf die proteolytische ENaC Aktivierung
haben. Es konnte gezeigt werden, dass der Anteil der an der Furinschnittstelle
und der zweiten proteolytischen Schnittstelle geschnittenen Bande bei Mausen,
die mit Aprotinin behandelt wurden, und kein Odem ausbildeten, nicht erhéht war
[153].

Sowohl im Western Blot als auch im ELISA gegen Prostasin aus dem Urin zeigte
sich eine Zunahme der Prostasinausscheidung bei nephrotischen Mausen.
Aufgrund der Expression von Prostasin in der Prostata méannlicher Mause wurde
die Untersuchung auf Prostasin im Urin zunachst geschlechtergetrennt
durchgefiihrt, es zeigte sich allerdings kein Unterschied zwischen den
Geschlechtern. Es ist zu vermuten, dass die hohere Menge an Prostasin auf die
insgesamt erhdhte Protein- und Proteasemenge im Urin zurlickzufthren ist [175].
Insbesondere ist es moglich, dass eine aberrant in den Urin gelangende Protease
den GPI-Anker von Prostasin schneidet und Prostasin so von der Zellmembran
geldst wird. Alternativ kann ein erhéhter Prostasinumsatz in der Niere diskutiert

werden.

Die Ergebnisse zeigten somit, dass die Expression von Prostasin sich nicht
zwischen den Genotypen unterscheidet, wohl aber, dass sie im Verlauf des

nephrotischen Syndroms anstieg.

4.5 Rolle von Prostasin bei der Odementstehung

Der vergleichbare Gewichtsanstieg der Tiere mit nephrotischem Syndrom zeigte
deutlich, dass die beiden knock-in Linien nicht vor der Odementstehung
geschutzt sind. So hat die bei Prss8-S238A unterbundene proteolytische Aktivitét
von Prostasin keinen Einfluss auf die Uberaktivierung des ENaC. Dieser Befund
ist konsistent mit den Befunden der physiologischen Untersuchungen, welche
bereits zeigten, dass Prostasin keine proteolytische Funktion bendtigt, um

Einfluss auf die ENaC Regulation zu nehmen [174].

Insbesondere aufgrund der aus den Untersuchungen mit Niedrigsalzdiat und

Triamterenbehandlung berichteten Ergebnissen ist diese Erkenntnis
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dahingehend bemerkenswert, dass auch Prss8-R44Q keinen Unterschied bei der
proteolytischen Prozessierung des y-ENaC zeigte [vgl. Abbildung 3-28] [175]. Die
Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen hétten darauf hindeuten
kdnnen, dass zwar nicht die eigenstandige proteolytische Funktion von Prostasin
fur die proteolytische ENaC Spaltung im nephrotischen Syndrom verantwortlich
ist, aber die Konfigurationsanderung durch die Aktivierung von Prostasin eine
Rolle hierbei spielen kann. Diese mogliche Geristfunktion scheint aber
zumindest im pathophysiologischen Kontext der Proteasurie keine Relevanz zu
haben. Ob ein kompletter Prostasin knock-out in der Niere zu einer relevanten
Veranderung der Odementstehung filhren kénnte, kann in diesem Modell mit
diesen Mutanten nicht abschlieend geklart werden. Naheliegend ist diese
Vermutung aufgrund der hier dargelegten Befunde jedoch nicht. Damit
widersprachen die Ergebnisse dieser Studie den Hinweisen aus in vitro
Experimenten zu Prostasin, die nahelegten, dass Prostasin eine entscheidende
Rolle bei der proteolytischen ENaC Aktivierung im nephrotischen Syndrom
spielen konnte [127]. Es zeigte sich vielmehr, dass weder Prss8-R44Q noch
Prss8-S238A die proteolytische ENaC Aktivierung im nephrotischen Syndrom

supprimieren oder verhindern kénnen.

Damit reiht sich Prostasin in die aprotininsensitiven Proteasen ein [108, 132, 149,
150], die zwar in vitro eine proteolytische ENaC Aktivierung vermitteln [131], in
vivo unter den pathophysiologischen Bedingungen des nephrotischen Syndroms
singular jedoch nicht fiir Natriumrestriktion und Odementstehung verantwortlich

sind.

Welche Protease genau den ENaC wahrend der Proteasurie im nephrotischen
Syndrom proteolytisch Uberaktiviert, bleibt daher zum jetzigen Zeitpunkt weiter
ungeklart [77, 151]. Neben den bislang untersuchten Proteasen sind hier
insbesondere Serinproteasen von Interesse, die physiologisch im Plasma
vorkommen, im nephrotischen Syndrom aberrant in das Tubulussystem
gelangen und durch Aprotinin hemmbar sind. Hierbei sind priméar die Proteasen
des Gerinnungssystems und des Komplementsystems zu nennen [185]. Eine
theoretische pharmakologische Inhibition von Prostasin als Therapieansatz zum

Schutz vor der Odementstehung im nephrotischen Syndrom scheidet aufgrund
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der hier dargelegten Ergebnisse aus. Alternativ ist zu diskutieren, ob die
proteolytische Aktivierung des ENaC auch Uber ein redundantes System
verschiedener Proteasen erfolgen kdnnte. Die Untersuchungen mit Aprotinin
lassen, aufgrund der unspezifischen Inhibition von einer Vielzahl an

Serinproteasen durch Aprotinin, diese Moéglichkeit offen [152, 185].

4.6 Ausblick

Die hier dargelegte Studie konnte neue Betrachtungsmoglichkeiten fir die
Interaktion von Prostasin mit dem ENaC zeigen. Gerade in Bezug auf die Rolle
von Prostasin als Serinprotease im Kontext der proteolytischen ENaC Aktivierung
konnten neue Aspekte aufgezeigt und die Relevanz der Aktivierung von

Prostasin gezeigt werden.

Viele Fragen zur physiologischen ENaC- Aktivierung bleiben zu diesem Zeitpunkt
jedoch unbeantwortet. So ist nicht klar, wie genau Prostasin im distalen Tubulus
aktiviert wird. Matriptase ist hier eine Kandidatenprotease, fur die in anderen
Geweben ein Einfluss auf die Aktivierung von Prostasin gezeigt werden konnte;
eine Erkenntnis, die jedoch nicht auf jedes Organsystem zutrifft [117, 174, 186,
187]. Somit ist die Regulation und Aktivierung von Prostasin sicherlich ein Feld,

auf dem in Zukunft neue Erkenntnisse zu erwarten sind.

Zudem ist Prostasin nur eine von vielen Proteasen, die direkt oder indirekt
proteolytisch auf die komplexe Regulation des ENaC Einfluss nehmen kénnen.
Es bleibt abzuwarten, welche neuen in vitro und in vivo Erkenntnisse, die

Forschung in den nachsten Jahren hierzu beitragen wird.

Offen bleibt auch, welche Protease die fiir die Uberaktivierung erforderliche
proteolytische Spaltung Ubernimmt, oder ob alternativ ein redundantes System
von Proteasen hierfur in Frage kommt. Der Fokus in den nachsten Jahren liegt
hierbei insbesondere auf den durch Wérn et al. 2020 [104] identifizierten und
aktuell noch nicht ausgeschlossenen Proteasen, welche experimentell durch

knock-out Mause untersucht werden missen.

88



5 Zusammenfassung

Trotz verschiedener in vitro Studien war die Relevanz der membranstandigen
Serinprotease Prostasin bei der Aktivierung des epithelialen Natriumkanals
ENaC in vivo bisher noch unbekannt. Auf Grund der Letalitat von Prostasin
knock-out M&usen, musste auf knock-in M&ause ausgewichen werden. An
Mauslinien mit nicht aktivierbarem Prostasin (Prss8-R44Q), proteolytisch
inaktivem Prostasin (Prss8-S238A) und Wildtypprostasin (Prss8-wt) wurde die
Rolle von Prostasin unter Niedrigsalzdidten und unter diuretischen
Behandlungen untersucht. Anhand des Modells eines Doxorubicin-induzierten
nephrotisches Syndroms wurde dessen Verlauf im Vergleich der drei Genotypen

untersucht.

Prss8-S238A Mause zeigten unter Niedrigsalzdiaten und den Diuretika keinen
Unterschied zum Wildtyp. Prss8-R44Q Mause entwickelten unter Niedrigsalzdiat
einem kompensatorischen Hyperaldosteronismus und unter ENaC Blockade mit
Triamteren ein dem renalen Pseudo-Hypoaldosteronismus (PHA) Typ 1
ahnliches Krankheitsbild. Bei allen Genotypen kam es nach Doxorubicin Injektion
zu einem nephrotischen Syndrom mit renaler Natriumretention und

Odementstehung.

Dies spricht dafir, dass die proteolytische Aktivitat von Prostasin unter
physiologischen Bedingungen keine Relevanz fur die Aktivierung des ENaC hat
und zeigt, dass die durch die Aktivierung an R44 ausgeldste
Konfigurationsdnderung von Prostasin in vivo relevant fir die proteolytische
Aktivierung von ENacC ist. Es ist davon auszugehen, dass Prostasin durch seine
Membranbindung als Gerust fur eine noch nicht ndher bekannte (Serin-)Protease
dient, die den ENaC proteolytisch aktiviert, ohne ihn jedoch unter

physiologischen Bedingungen selbst zu aktivieren.

Abschliel3end zeigen die Daten, dass weder die proteolytische Aktivitat noch die
Tertiarstruktur von Prostasin in vivo eine Rolle bei der durch die proteolytischen
Aktivierung des ENaC bedingten Natriumretention und der damit
einhergehenden Odembildung im experimentellen nephrotischen Syndrom

spielen.
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