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Abstrakt

Die Munich Wistar Fromter (MWF)-Ratte stellt ein interessantes Tiermodell zur
Untersuchung der Nephrogenese und hypertensiver Nierenerkrankungen dar. Ménnliche Tiere
weisen im Vergleich zur nierengesunden Spontaneously Hypertensive Rat (SHR) eine
angeborene reduzierte Nephronzahl von 27% auf. Des Weiteren entwickeln ménnliche MWF-
Ratten eine milde spontane systemische Hypertonie, eine progressive Albuminurie und eine
Glomerulosklerose. In Vorarbeiten konnte fiir die Entwicklung einer progressiven
Albuminurie eine funktionelle Rolle fiir wichtige Quantitative Trait Loci (QTL) auf
Rattenchromosom (RNO)6 und RNOS bei der MWF-Ratte nachgewiesen werden. Hierbei
wurde durch Transfer von SHR-RNO6 bzw. SHR-RNOS in den MWF-Hintergrund bei den
konsomen Stimmen MWF-6"" und MWF-8%"® die Albuminurie deutlich reduziert. Dariiber
hinaus zeigten diese Studien, dass RNOG6, aber nicht RNOS8, eine wichtige kausale Rolle
beziiglich des angeborenen Nephrondefizits der MWF-Ratte spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde in Studie 1 der Zeitpunkt der Fehlentwicklung von MWF-
Rattennieren im Vergleich zu SHR-Rattennieren beziiglich des Nephrondefizits bestimmt und
mittels Immunfluoreszenz und 3D-Rekonstruktion die Verdnderungen wihrend der
embryonal-fetalen Entwicklung erfasst. AnschlieBend wurde der Einfluss von MWF-RNO6
auf die prédnatale Nephronentwicklung untersucht. Mittels einer Microarray- und
Kandidatengenanalyse wurden literaturbekannte Gene im MWF-Ratenmodell tiberpriift.
SHR-Ratten sind in ihrer Entwicklung stirker als MWF-Ratten bzw. MWE-6"""-Ratten
retardiert, so dass fiir vergleichende Untersuchungen an embryonalen Nieren SHR-
Embryonen eine etwa 12stlindige ldngere Reifungszeit im Mutterleib bendtigen. Die
Auswertung der Whole-mount Immunfluoreszenz ergab eine tendenzielle Erniedrigung der
Glomerulizahl bei MWF-Ratten am Entwicklungstag (E) 15,5 und eine signifikant erhohte
Anzahl an Ureterknospenspitzen verglichen mit SHR-Ratten an E16,0. Nach der Normierung
Glomerulizahl pro Anzahl Ureterknospenendungen wurde ersichtlich, dass MWF-
Rattennieren signifikant weniger Glomeruli pro einzelner Ureterknospenspitze entwickeln.
Demnach besitzt der MWF-Stamm im Vergleich zum SHR-Stamm eine geringere Effizienz
der Nephroninduktion. Mittels der dreidimensionalen Rekonstruktion der Ureterknospe
wurden keine Verzweigungsanomalien nachgewiesen. Die Grundlage der verminderten
Nephroninduktion wurde iiber ein Microarray-Experiment weiter entschliisselt. Von 59
literaturbekannten Genen mit Einfluss auf die Nierenmorphogenese zeigte einzig der
Hepatocyte Growth Factor (Hgf) auf RNO4 mit einer ungefihr 70% reduzierten mRNA-
Expression signifikante Unterschiede bei MWF- und MWE-6""-Ratten an E15,5 verglichen
mit SHR-Ratten an E16,0. Die Vergleichbarkeit der Hgf-mRNA-Expression bei MWEF- und
MWE-6""R_Ratten demonstriert die von RNO6 unabhingige und potentielle Rolle der Hgf-
Expression auf die Nephronentwicklung.

In den weiteren Studien 2 und 3 des vorliegenden Dissertationsvorhabens wurde gepriift, ob
die unabhédngige Einflussnahme von RNO6 bzw. RNO8 der MWF-Ratte im nierengesunden
und isolierten SHR-Hintergrund eine Albuminurie unter Normalbedingungen, nach 50%iger
Nephronreduktion (unilaterale Nephrektomie) oder unter N,-Nitro-L-Arginin-Methylester (L-
NAME)-Behandlung bei adulten, konsomen SHR-6"""- bzw. SHR-8""F-Tieren induzieren
kann. Die Analyse dieser konsomen Ratten schloss Untersuchungen zu strukturellen und
funktionellen Nierenschiden, zum arteriellen Blutdruck, zur linksventrikuldren Hypertorphie
im Vergleich zwischen MWF- und SHR-Ratten sowie die Bestimmung der Gesamt-
Glomerulizahl bei SHR-6"""-Ratten mittels der ,,Physikal fraktionator*-Technik mit ein.

Die Befunde von SHR-6"F-Ratten, sowohl unter Normalbedingungen als auch nach
unilateraler Nephrektomie zeigten, dass eine Albuminurie bei diesem Stamm nicht induziert
werden konnte. Im Vergleich mit dem SHR-Stamm liegt beim konsomen SHR-6M"F-Stamm
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keine signifikant reduzierte Nephronzahl vor. Allerdings tragen genetische Faktoren auf
RNOG6 zu einer Entwicklung durch L-NAME induzierte Nierenschidigung und Albuminurie
bei. Im Gegensatz hierzu konnte durch den Transfer von MWF-RNOS in den SHR-
Hintergrund zum ersten Mal der pathologische Albuminurie-Phinotyp bei konsomen SHR-
8MWF_Ratten unter normalen Bedingungen induziert werden. Der erhohte Blutdruck der SHR-
8MWE_Ratte wird nicht als Ursache der Albuminurie gewertet, da der Blutdruck verglichen mit
SHR signifikant niedriger war. Die unabhdngige Rolle vom MWF-RNOS8 QTL sowohl fiir
Albuminurie als auch fiir strukturelle Nierenschdden wurde hieriiber nachgewiesen.

Abstract

The Munich Wistar Fromter (MWF) rat strain represents a valuable genetic model for the
investigation of nephrogenesis and kidney disease. Male MWF rats exhibit an inherited
nephron deficit of about 27% compared to spontaneously hypertensive rats (SHR) with low
grade albuminuria. Furthermore, male MWF rats develop mild spontaneous arterial
hypertension, progressive albuminuria, and glomerulosclerosis. Previous studies demonstrated
that the development of albuminuria in MWF rats is influenced by two major quantitative trait
loci (QTL) on rat chromosome (RNO)6 and RNOS8. Thus, transfer of SHR-RNO6 or SHR-
RNOS into the MWF background protects against the development of albuminuria in the
consomic strains MWF-65"F and MWF-8SHR, respectively. In addition, RNO6, but not RNOS8
influences the inherited nephron deficit in MWF rats.

In study 1, the early onset of nephron endowment in MWF rats was analyzed in comparison to
SHR by whole-mount immunohistochemistry and three-dimensional reconstruction.
Secondly, the influence of SHR-RNO6 in the consomic strain MWF-6°" on nephron
development was investigated. By microarray analysis gene expressions of candidate genes
previously implicated in nephron development were evaluated.

The characterisation of early-stage embryonic development of the parental strains
demonstrated that SHR animals were developmentally retarded. Thus, the developmental
stages of SHR at embryonic day (E)16.0 and of consomic MWE-6""® rats at E15.5 were
defined as stage-matched and selected for studies. The investigation of embryonic glomerular
number revealed a trend towards reduced glomerular numbers and showed significantly
higher numbers of ureteric bud (UB) tips in MWF rats at E15.5 compared to the stage-
matched reference strain SHR at E16.0. When the number of glomeruli per kidney was related
to the number of UB tips per kidney a significantly reduced ratio in MWF rats compared to
SHR was observed. Thus, the efficiency of nephron induction in the MWF strain appeared to
be reduced compared to SHR. The three-dimensional reconstruction of the UB by merged Z-
stack channel of FITC staining revealed a similar architecture of the ureteric tree between the
parental strains. Subsequently, the underlying mechanisms of reduced nephron induction were
analysed by a gene expression analysis experiment. Overall 59 candidate genes involved in
nephrogenesis or organized in known pathways for nephron development were selected by a
systematic literature search. Only the hepatocyte growth factor (Hgf) on RNO4 showed a
significant differential mRNA expression. Compared to the stage-matched SHR strain at
E16.0, MWF and MWF-6°""F rats at E15.5 exhibited a reduced Hgf expression of about 70%
(P<0.004). The results identified Hgf as a potential candidate for alterations in nephrogenesis.
In study 2 and 3 it was tested whether the transfer of RNO6 or RNOS of the MWF strain into
the albuminuria-resistant SHR background induces albuminuria in consomic SHR-6""" or
SHR-8Y"F animals either under standard conditions, after unilaterally nephrectomization
(Nx), or under N© -nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) treatment. Furthermore, renal
structural changes such as glomerulosclerosis and tubulointerstitial damage index, systolic
blood pressure and left ventricular hypertrophy of parental and the consomic strains and the
total glomerular number per kidney by a physical fractionator technique in consomic SHR-
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rats were analyzed. The results demonstrated that in SHR- rats albuminuria was
not inducible under Sham and unilateral Nx conditions, respectively. Furthermore, the
nephron number in SHR-6™"" rats was not significantly reduced compared to SHR. However,
the presented results demonstrated that SHR are very susceptible to L-NAME treatment and
that this vulnerability is aggravated by introgressing RNO6 from the MWF strain into their
genome.

In contrast to SHR-6™"" rats, transfer of RNO8 from MWF into the resistant recipient
background of SHR resulted in an induction of albuminuria already under normal conditions.
This significant increase of albuminuria in SHR-8"™" rats was not attributable to higher blood
pressures, since these animals showed even lower blood pressures compared to SHR. Taken
together, the latter study confirmed the independent genetic link between QTL on RNOS8 and
albuminuria.

Einleitung

Im Jahre 2008 wurden weltweit 63% aller registrierten Todesfélle durch nicht iibertragbare
Krankheiten verursacht. Davon werden alleine 48% den Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
darunter die arterielle Hypertonie, zugeschrieben [1]. Eine schwere Hypertonie schiadigt das
Herz und die Nieren und verstirkt bereits vorhandene kardiovaskulidre und chronische
Nierenerkrankungen [2, 3]. Die Pathogenese der essentiellen Hypertonie, welche bei ca. 95%
aller Hypertoniker diagnostiziert wird, ist bis heute nicht vollstindig entschliisselt. Faktoren
wie die Uberaktivitit des sympathischen Nervensystems [4] und wie die gesteigerte Aktivitit
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems [5-7] sind bekannte und behandelbare
Pathomechanismen [8] und interagieren mit der Niere.

Bereits 1988 stellten Brenner et al. die Hypothese auf, dass eine reduzierte Anzahl an
Nephronen, die kleinste funktionelle Einheit der Niere, die Manifestation der essentiellen
Hypertonie in der allgemeinen Bevilkerung begiinstigt [9]. Innerhalb eines Circulus vitiosus
fiihrt eine erniedrigte Filtrationsoberflidche, die sowohl durch eine reduzierte Glomerulianzahl
als auch durch eine erniedrigte Filtrationsoberfliche pro einzelnem Glomerulus
gekennzeichnet sein kann, zu einer kompensatorischen Natriumretention. Dadurch entsteht
ein Anstieg des Blutdruckes, welcher zu einer Erhohung des glomeruldren Drucks und einer
Glomerulosklerose fiihrt [9]. Des weiteren werden auch funktionelle und strukturelle
Nierenschdden mit Albuminurie und Glomerulosklerose als Folge einer Reduktion der
Filtrationsoberfldche des angeborenen Nephrondefizits genannt [9, 10].

Im Verlauf der Gestation entwickeln sich drei unterschiedliche Nierenanlagen beim
Ungeborenen. Primér bildet sich der Pronephros am zervikalen Anteil des intermedidren
Mesoderms und sekundir entsteht der Mesonephros, bei dem erste tubuldre und primitive
renale Strukturen gebildet werden. Beide Anlagen sind von tempordrer Dauer und
degenerieren [11]. In der bleibenden Niere entspringt die Ureterknospe anfanglich dem
mesonephrischen Gang (Urnierengang, Wolff’schen Gang) und wichst primédr durch
Verzweigungen, um deren Endungen metanephrisches Mesenchym kondensiert [12, 13].
Dieses formt pratubulidre Aggregate unterhalb jeder Ureterknospenverzweigung durch
induktive Signale [14]. Im Anschluss einer Mesenchymal-Epithelial-Transformation bilden
sich einfachste Tubuli, sogenannte renale Vesikel [15]. Nach einer Segmentation entsteht ein
nach seiner Form benannter S-shaped body, bestehend aus dem Glomerulus am proximalen
Ende und den tubuldren Komponenten proximaler und distaler Tubulus. Dieser verbindet sich
am distalen Tubulus mit der Ureterknospe, welche sich spiter selber zum Sammelrohr
transformiert [12]. Beim Menschen beginnt die Metanephrogenese ab der 5. und ist in der 34-
36. Gestationswoche vollstindig abgeschlossen [11, 16]. Im Durchschnitt entwickeln sich
knapp eine Millionen Nephrone pro Niere, wobei in der européischen Bevolkerung eine bis zu
5,9 fache Variation der Gesamtzahl gefunden wurde [17-19]. Die Nephrogenese ist sowohl
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von genetischen als auch von dufleren Einfliissen abhéngig [20-22]. Stoérungen in bekannten
Signalwegen wie zum Beispiel Gdnf/Ret, Wnt, Notch oder Bmp kénnen zu einer Vielzahl an
Defekten in der embryonalen Niere fiihren, welche sich in dem Ausbleiben des
Herauswachsens der Ureterknospe [23], einer gestorten Verzweigungsmorphogenese [23], in
hypoplastischen Nieren [24], einer reduzierten Nephronzahl [25, 26] oder in der Behinderung
im Segmentierungsprozess mit fehlenden proximalen Nephronkomponenten duBlern koénnen
[27]. Wie stark diese Fehlbildungen im Zusammenhang mit der Entwicklung einer
chronischen Nierenerkrankung stehen wurde bislang nicht abschlieBend gekliart. Ein
Friihsymptom und unabhingiger Préadiktor fiir die Entwicklung einer chronischen
Nierenerkrankung, bzw. der glomeruldren Schddigung ist dabei die Albuminurie, die bei
gesunden Menschen unter 30 mg/24h liegt [28].

In diesem Zusammenhang stellt die Munich Wistar Fromter (MWF)-Ratte ein interessantes
Tiermodell dar. Minnliche MWF-Ratten entwickeln eine milde spontane arterielle
Hypertonie, eine progressive Albuminurie und eine Glomerulosklerose [29, 30]. Im Vergleich
zum nierengesunden Referenzstamm, der Spontaneously Hypertensive Rat (SHR), weist der
MWF-Inzuchtstamm eine angeborene reduzierte Nephronzahl von 27% auf [29, 31].
Untersuchungen mit fetalen Nieren von MWF- und Wistar-Ratten am Entwicklungstag (E)19
deuten auf eine geminderte prinatale Entwicklung der Nephrone im MWF-Stamm [32]. In
weiteren Vorstudien der Arbeitsgruppe konnten in Kosegregations- und Kopplungsanalysen
bei der MWF-Ratte 11 QTL (Quantitative Trait Loci) im Zusammenhang mit Albuminurie
identifiziert werden [33]. Das Rattenchromosom (RNO)6 der MWF-Ratte hat dabei einen
entscheidenden Einfluss nicht nur auf die Entwicklung einer friihzeitig einsetzenden,
progressiven Albuminurie, sondern auch auf die Entstehung eines Nephrondefizits [29]. So
konnte durch den Transfer des isolierten SHR-RNOG6 in den isogenetischen MWF-
Hintergrund gezeigt werden, dass die Entwicklung einer erhohten Albuminexkretion im Urin
bei konsomen MWE-6""-Ratten fast vollstindig unterdriickt wurde [29]. Die Analyse der
Glomerulizahl 4 Wochen alter MWF-6°""-Ratten zeigte einen Rescue-Effekt bezogen auf das
Nephrondefizit des MWF-Parentaltierstammes [29]. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass
analog zu MWF-RNO6 auch auf MWF-RNOS entscheidende QTL fiir die Entwicklung einer
Albuminurie liegen, die aber im Gegensatz zu RNO6 das Nephrondefizit nicht beeinflussen
[33].

Zielstellung

Studie 1

Im Rahmen des vorliegenden Dissertationsvorhabens wurden molekulare Grundlagen der
Nephrogenese und damit der Nephronreduktion beim MWF-Rattenstamm untersucht. Dabei
wurde zundchst der Zeitpunkt der Fehlentwicklung der Nieren minnlicher MWF-Ratten
bestimmt und die Verdnderungen wéhrend der embryonal-fetalen Entwicklung erfasst. Des
Weiteren wurde speziell der Einfluss von RNOG6 auf die prinatale Nephronentwicklung
untersucht. Hierzu wurden die Parentaltierstimme MWF und SHR und der konsome Stamm
MWE-6R vergleichend analysiert, da auf RNO6 ein entscheidender QTL mit starker
Kopplung zur Albuminurie und zur Nephronreduktion nachgewiesen wurde [29, 33].

Studie 2 und Studie 3

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass sowohl SHR-RNO6 als auch SHR-
RNOS einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung der progressiven Albuminurie bei
der MWF-Ratte nehmen [29, 31, 33]. Im Dissertationsvorhaben wurde gepriift, ob RNO6
bzw. RNO8 der MWF-Ratte alleine, ohne die Interaktion der anderen Albuminurie-QTL des
MWEF-Stamms, nach Isolierung im nierengesunden SHR-Stamm eine Albuminurie induzieren
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kann. Dazu wurden konsome SHR-6M""- bzw. SHR-8"""-Ratten beziiglich der Entwicklung
einer Albuminurie und struktureller und funktioneller Nierenschdden analysiert.

Methodik

Rattenstimme und Haltung

Die kontrastierenden Inzucht-Parentalrattenstimme MWF und SHR wurden als eigene
Kolonien in der Arbeitsgruppe von Prof. Reinhold Kreutz etabliert (MWF/FubRkb,
SHR/FubRkb) [34, 35]. Die Tiere werden in der Forschungseinrichtung fiir experimentelle
Medizin (FEM) der Charit¢é — Universititsmedizin Berlin unter standardisierten und
kontrollierten Bedingungen geziichtet. Dies beinhaltet eine konstante Raumtemperatur von
22°C, einen regelmaBigen 12 Stunden Tag-Nacht Zyklus, sowie freien Zugang zu Wasser und
Futter. Die tierexperimentellen Arbeiten wurden mit Genehmigung des Landesamtes fiir
Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) unter Einhaltung der Vorschriften des
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt (G 0278/07, G 0274/09).

Zur phinotypischen und genetischen Charakterisierung der MWF-Ratten wurden in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe die konsomen Stimme MWF-6""% SHR-6""" und SHR-8"™*
durch sequenzielle und Marker-unterstiitzte Riickkreuzungen geziichtet [29, 30, 36]. Hierfiir
wurde bei MWE-6""_Ratten das gesamte SHR-RNO6 in den isogenetischen Hintergrund von
MWEF-Ratten und das gesamte MWF-RNO6 bzw. MWEF-RNOS in den isogenetischen
Hintergrund des Referenzstamms SHR bei SHR-6™"F- bzw. SHR-8MVF-Ratten iiberfiihrt.

Studie 1. Untersuchungen an prinatalen Ratten
Die Methoden der Studie 1 sind ausfiihrlich in der Publikation [37] beschrieben.

Verpaarung, Praparation und Anpassung des Entwicklungsstandes von Embryonen

Minnliche und weibliche Ratten wurden zwei Stunden terminiert verpaart. Vor der
Priparation wurden trichtige Ratten mit Isofluran narkotisiert. Nach der Entnahme des
adulten Herzens wurden die Embryonen aus der Gebarmutter freigelegt und beziiglich der
Scheitel-Stei-Lange, des Korpergewichts und der Pfotenentwicklung phénotypisch
charakterisiert, da sowohl MWF-, MWF-65"R_ als auch SHR-Ratten in ihrer korperlichen
Entwicklung unterschiedlich stark retardiert sind. Derjenige Entwicklungstag von MWE-61R-
und SHR-Ratten, bei dem diese Parameter keine signifikanten Unterschiede verglichen mit
der MWF-Ratte am Entwicklungstag 15,5 zeigten (,,Stage-matching®), wurde fiir
Folgeuntersuchungen verwendet.

Nephronzihlung mittels Immunfluoreszenz und 3D-Rekonstruktion

Die embryonalen Metanephoi wurden flir molekulargenetische Nierenuntersuchungen und die
Leber fiir eine Geschlechtsbestimmung der Tiere unter einem Stereomikroskop dissektiert.
Zur Asservierung wurden die Organe im fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert. Fiir die Whole-mount Immunfluoreszenz wurden frisch explantierte, embryonale
Nieren fixiert, permeabilisiert und die unspezifischen Bindungsstellen geblockt. Im Anschluss
wurden die Nieren mit Antikdrpern inkubiert, gewaschen und auf einem Objekttrager
eingebettet. Der Antikorper fiir den Transkriptionsfaktor Wtl (Wilms tumor-suppressor gene
1) wurde fiir die Fluoreszenz-Markierung von metanephrischem Mesenchym und Podozyten
verwendet. Anti-Cytokeratin Antikdrper wurden fiir die Markierung von Epithelzellen der
Ureterknospe genutzt. Mit einem konfokalen Mikroskop wurden 5 pm dicke Z-Stapel
(optische Schnitte) der Niere angefertigt. Im Anschluss wurden die Glomeruli und die Spitzen
der Ureterknospenendungen computergestiitzt gezdhlt. Die Unterscheidung zwischen dem
kondensierenden metanephrischen Mesenchym und den frithen Glomeruli ist mdglich, da die
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Wtl-positiven Podozyten der Glomeruli von den Ureterknospenspitzen entfernt liegen. Im
Gegensatz dazu liegen Wtl-positive Zellen des kondensierenden Mesenchyms um die
Cytokeratin-positiven Ureterknospenspitzen.

Die 3D-Rekonstruktion der Ureterknospe wurde aus den Z-Stapeln der konfokalen
Mikroskopie generiert, um eventuelle Verzweigungsdefekte der Ureterknospe bewerten zu
konnen.

Microarray- und Kandidatengenanalyse

Zur Geschlechtsunterscheidung wurde das fiir minnliche Ratten charakteristische Sry (Sex
determining region Y)-Gen in Leberproben mittels Standard-PCR und nachfolgender
Gelelektrophorese bestimmt. Die RNA ménnlicher, embryonaler Nieren wurde extrahiert und
eine genomweite Expressionsanalyse mittels Microarray-Technologie vorgenommen. Zur
Validierung des Microarrayexperimentes wurden ausgewéhlte Genexpressionen per
quantitativer Realtime (Reverse Transkriptase)-PCR nach der SYBR Green-Methode
iiberpriift. AnschlieBend wurde eine systematische Literaturrecherche in der PubMed-
Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) zur Identifizierung von literaturbekannten
Kandidatengenen vorgenommen, die Einfluss auf die Nierenmorphogenese haben. In der
Microarray-Auswertung wurden diese Gene auf differentielle Expression zwischen den
Stimmen iberpriift. Die False Discovery Rate (FDR) wurde fiir die ermittelten
Kandidatengene neuberechnet und die Schwelle der Signifikanz wurde bei einem FDR unter
5% und einem Fold-Change (FC) groBer als 1,5 bzw. kleiner als -1,5 gelegt.

Studie 2 und Studie 3. Untersuchungen an adulten Ratten
Die Methoden der Studien 2 und 3 sind in den Publikationen [30, 36] detailliert beschrieben.

Versuchsgruppen

Fiir die Bewertung des Einflusses von RNOG6 (Studie 2) bzw. RNOS (Studie 3) der MWF-
Ratte im isolierten nierengesunden Hintergrund der SHR-Ratte wurden verschiedene
experimentelle Gruppen nach einem speziellen Phinotypisierungsprotokoll erstellt. In der
Kontrollgruppe wurden die Ratten scheinoperiert und bekamen normales Leitungswasser ad
libitum zu trinken. In der Nephrektomie (Nx)-Gruppe wurde bei jeder Ratte nach einer
retroperitonealen Inzision eine unilaterale Nephrektomie vorgenommen und normales
Leitungswasser ad libitum zum Trinken zur Verfiigung gestellt. In der L-NAME (N,,-Nitro-L-
Arginin-Methylester)-Gruppe, welche nur in Studie 2 untersucht wurde, wurden die Ratten
wie in der Kontrollgruppe scheinoperiert. Zusétzlich wurden 20 mg/l L-NAME ins
Leitungswasser gegeben. L-NAME ist ein reversibler Inhibitor der Stickstoffmonoxid-
Synthase 1, 2 und 3, deren Anwendung ein probates Mittel zur phénotypischen
Charakterisierung in der Hypertonie-Forschung darstellt [38]. Die jeweiligen operativen
Eingriffe wurden in der 6. Woche vorgenommen.

Pro Gruppe wurden die Parentaltierstimme MWF und SHR, sowie der konsome SHR-
bzw. SHR-8M"" in der 24. Woche abschlieBend untersucht. Wegen einer vorzeitigen Letalitit
von SHR- und SHR-6"""-Ratten in der L-NAME-Gruppe wurde in einem neuen Ansatz die
Studie 2 bis zur 12. Woche wiederholt. Hierbei wurde der mittlere, arterielle Blutdruck bei
MWEF-, SHR-6MYF_ und SHR-Ratten invasiv mit einem Katheter in der Femoralarterie an
zwei aufeinander folgenden Tagen an wachen Tieren gemessen [39].

MWF
6

Renale Albuminexkretion, arterieller Blutdruck und Préparation

Der Albumingehalt im 24-Stunden Sammelurin (Uyay,) wurde in der 12., 18. und 24. Woche
mit Hilfe von Stoffwechselkifigen gewonnen und mittels eines Ratten-spezifischen ELISA
bestimmt [29]. Zusdtzlich wurde zu den oben genannten Zeitpunkten der systolische
Blutdruck nicht-invasiv schwanzplethysmographisch (Tail-Cuff-Methode) gemessen [40].




Fiir biochemische und histologische Analysen wurden am Ende der Studie Plasma, Herz und
Nieren der Ratten entnommen und asserviert.

Laboruntersuchungen und Bestimmung der Gesamt-Glomerulizahl

Strukturelle = Nierenschdden = wurden durch die  semiquantitativen = Parameter
Glomeruloskleroseindex (GSI) und tubulointerstitieller Schidigungsindex (TDI) beurteilt
[29]. Als Marker fiir die renale Funktion wurden die Cystatin C-Plasmaspiegel {iber eine
Standardmethode gemessen (Labor 28, Berlin, Deutschland). Zur Bewertung der renalen
Tubulusschddigung wurde in Studie 2 die Expression des Markers Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (Ngal) und in Studie 3 Hepatitis A virus cellular receptor 1 bzw. Kidney
injury molecule-1 (Haverl bzw. Kim-1) per quantitativer Realtime-PCR nach der SYBR
Green-Methode tiiberpriift.

Die Gesamt-Glomerulizahl von ménnlichen, 4 Wochen alten konsomen SHR- -Ratten
wurde in Studie 2 mit der ,,Physikal fraktionator*-Technik bestimmt und mit zuvor in der
Arbeitsgruppe erhobenen und verdffentlichten Daten von SHR- und MWF-Ratten verglichen
[29].

In der Studie 3 wurde fiir die Beurteilung des glomeruliren Schadens das Podozyten-
spezifische Protein Podoplanin mittels Immunfluoreszenz analysiert [41]. Dazu wurden die
Nieren in Paraffin eingebettet, geschnitten, entparaffiniert, mit einer endogenen Peroxidase
geblockt und im Anschluss mit Antikdrpern inkubiert.

MWE
6

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte, sofern nicht anders angegeben, mittels ANOVA mit
anschlieBender Bonferroni-Korrektur. Bei den Untersuchungen an prénatalen Ratten sind alle
Werte als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben (Studie 1). Bei den
Untersuchungen an adulten Ratten wurden die Mittelwerte + Standardfehler (SEM)
angegeben. Zusitzlich wurde bei fehlender Normalverteilung der Mann-Whitney-U Test
durchgefiihrt (Studie 2 und Studie 3).

Ergebnisse

Studie 1

MWE-Ratten an E15,5 sind vom Koérpergewicht und der Scheitel-Stei3-Linge her mit dem
MWE-6""_Stamm an E15,5 und mit dem SHR-Stamm an E16,0 vergleichbar (Tab. 1). Es
werden zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede beim Korpergewicht und der
Scheitel-Stei3-Lange beobachtet. SHR-Ratten an E15,5 hingegen sind signifikant kleiner und
leichter als MWF-Ratten an E15,5 (P < 0,002; Tab. 1). Diese Ergebnisse sind jeweils
konsistent mit dem Entwicklungsstand der Pfoten [37].

Tabelle 1. Entwicklungsstand von embryonalen MWF-, konsomen MWF-6°"%- und SHR-Ratten.

MWF E155  MWF-6""R E15,5 SHR E15,5 SHR E16,0
Korpergewicht (mg) 260 + 32 270 £21 181 £28 249 +£26
Scheitel-Stei-Linge (mm) 13£1 13£1 12+1 13£1

Mittelwert £ SD. E, Entwicklungstag; MWF, Munich Wistar Fromter; SHR, Spontaneously Hypertensive Rat.

Die Quantifizierungsergebnisse der Parameter Anzahl an Glomeruli und Anzahl an Spitzen
der Ureterknospenendungen von MWF- und MWF-6°"%- an E15,5 und SHR-Ratten an E16,0
sind in Tab. 2 ersichtlich. Tendenziell wurden weniger Glomeruli und signifikant mehr
Ureterknospenendungen bei MWEF-Ratten (38 £ 6 bzw. 77 + 12) verglichen mit SHR-Ratten
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(44 = 7 bzw. 60 £ 12; E16,0; P = 0,04) identifiziert (Tab. 2). Nach der Normierung auf
Glomeruli pro einzelner Ureterknospe unterscheidet sich der MWF-Stamm (0,50 £+ 0,03) mit
einer signifikant geringeren Ratio vom SHR-Stamm (0,73 + 0,05; P < 0,0001). Der konsome
MWE-6"""_Stamm (E15,5) verhilt sich bezogen auf den Quotienten Anzahl der Glomeruli
pro Ureterknospenendungen zu den Parentaltierstimmen intermedidr und unterscheidet sich
signifikant zu MWF (0,59 = 0,12; P =0,02).

Tabelle 2. Phiinotypische Charakterisierung von embryonalen MWF-, konsomen MWF-6°"*- und SHR-
Ratten des gleichen Entwicklungsstandes.

Phiinotyp MWF E15,5 MWF-6°"® E15,5 SHR E16,0
Korpergewicht (mg) 258 +£28 265+ 17 240 £ 22
Glomeruli pro Niere (n) 38+6 37+6 44 +7
Ureterknospnendungen (n) 77+ 12 64+12 60+ 12
Glomeruli pro einzelner 0,50+ 0,03 0,59+0,12 0,73 +£ 0,05
Ureterknospenendung (n)

Mittelwert £ SD. E, Entwicklungstag; MWF, Munich Wistar Fromter; SHR, Spontaneously Hypertensive Rat.

Die makroskopische Bewertung der 3D-Rekonstruktion der Ureterknospe ergibt, dass weder
MWEF- noch SHR-Embryonen Anomalien in der Verzweigung bzw. Entwicklung zeigen.
Sowohl MWF- als auch SHR-Embryonen weisen gleichmiflig verteilte Spitzen der
Ureterknospe mit regulirem Verzweigungsmuster auf, wobei Nieren von MWF-Embryonen
mehr Knospenendungen haben (Tab. 2). Anomalien wie geschwollene Ureterknospenspitzen,
mehrere Ureter oder ein ungewohnliches Verzweigungsmuster wurden nicht beobachtet.

Abbildung 1. (A) Optischer 5 pm dicker Z-Stapel-Schnitt einer reprisentativen MWF-Rattenniere am
Entwicklungstag 15,5 nach der Whole-mount-Immunfluoreszenzfirbung. In griin ist die Ureterknospe
dargestellt und in rot die frithen Glomeruli und das metanephrische Mesenchym. (B) Drei-dimensionale
Rekonstruktion der Ureterknospe von einer embryonalen MWEF-Rattenniere am Entwicklungstag 15,5.

Die systematische Literaturrecherche fiir eine erste Microarray-Analyse ergab 59 Gene, die
einen Einfluss auf die Nierenmorphogenese haben (Supplement, Tab. 1;
http://links.Iww.com/HJH/A185). Darunter fanden sich vorwiegend die Signalwege von
GDNF/Ret (Glial cell-derived neurotrophic factor/Ret proto-oncogene), Calciumionen, Notch,
Bone morphogenetic protein und WNT/beta-catenin (Wingless integration site family/beta-
Catenin). Die Auswertung dieser literaturbekannten Kandidatengene des Microarrays zeigte
nach Berticksichtigung des Signifikanzschwellenwertes einzig beim Hepatocyte growth factor



(Hgf) bei MWEF- und MWF-6""®-Rattennieren signifikant verminderte Expressionen
verglichen mit  SHR-Rattennieren (P < 0,004; Supplement, Tab. 1;
http://links.lww.com/HJH/A185). Die Konfirmierung des Gens {iber eine Realtime-PCR ergab
eine ungefdhr 70%ige reduzierte Hgf-Genexpression bei MWF- und MWF-6°"%-Ratten
verglichen mit SHR-Ratten (Abb. 2; P < 0,004).
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Abbildung 2. Hepatocyte growth factor (Hgf) mRNA-Expression von MWF- und MWF-6°"R-Ratten am
Entwicklungstag 15,5 und SHR-Ratten am Entwicklungstag 16,0. * P < 0,004 vs. SHR. Mittelwert + SD.

Studie 2

Die L-NAME-Behandlung fiithrte bei SHR-6™"F-Ratten spitestens in der 15. Woche und bei
SHR-Ratten spdtestens in der 18. Woche zu einem vorzeitigen Tod. Lediglich zwei SHR-
Ratten unter L-NAME-Behandlung iiberlebten bis zum geplanten Ende des
Untersuchungszeitraumes. Um die phénotypische Charakterisierung aller Stimme
vervollstindigen zu konnen, wurde in einem zweiten Versuchsdurchgang das urspriingliche
Versuchsprotokoll gedndert und die Studie nicht mehr bis zur 24. Woche, sondern nur noch
bis zur 12. Woche durchgefiihrt.

Renale Albuminexkretion

Der Gehalt an Albumin im Urin lag in der Kontrollgruppe bei MWF-Ratten bei 22,8 + 2,1
mg/24 h in der 12. Woche und bei 108,7 = 12,3 mg/24 h in der 24. Woche. SHR- und SHR-
6™"F_Ratten zeigten physiologische Werte von 0,4 £+ 0,1 bzw. 0,5 + 0,2 mg/24 h in der 12.
Woche und 1,3 £ 0,3 bzw. 0,6 = 0,1 mg/24 h in der 24. Woche (Abb. 3).

Die Nephrektomie bewirkte bei allen Stimmen und zu jedem Zeitpunkt eine signifikante
Erh6éhung der Albuminwerte (P < 0,005 vs. Kontrollgruppe), wobei sich die Unterschiede
zwischen den Stimmen in beiden Gruppen dhnelten. 12 Wochen alte SHR6-MVF-Ratten
stellten mit signifikant erhohten Werten eine Ausnahme dar (Abb. 3).

Unter L-NAME-Behandlung erhohten sich in der 12. Woche beim SHR- (0,8 + 0,2 mg/24 h)
und beim konsomen SHR-6M“'-Stamm (12,7 + 3,5 mg/24 h) die Albuminexkretionen
signifikant verglichen mit dem korrespondierenden Stamm der Kontrollgruppe (P < 0,006).
Bei MWF-Ratten hingegen wurden keine signifikanten Verdnderungen beobachtet.
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Abbildung 3. Zeitlicher Verlauf der Albuminausscheidung im Urin (Uy;,) von der 12. (weil3), 18. (grau)
und 24. (schwarz) Woche der Kontrollgruppe (A) und der unilateral nephrektomierten Gruppe (B). * P <
0,006 vs. andere Stimme der gleichen Woche; # P < 0,05 vs. SHR in der gleichen Woche. Mittelwert +
SEM.

Nicht-invasive und invasive Blutdruckmessungen

Die indirekten Blutdruckmessungen mittels Tail-Cuff-Methode gemessen ergaben in der
Kontrollgruppe beim MWF- und SHR-Stamm von der 12. bis zur 24. Woche einen leichten
und signifikanten Anstieg des Blutdruckes (163,5 + 2,1 vs. 186,7 £ 4,3 und 176,9 + 4,1 vs.
210,9 £ 6,7 mm Hg; P < 0,05). Bei dem konsomen Stamm SHR-6™F wurden arterielle
Blutdriicke gemessen, die sich zu keinem Zeitpunkt von denen der SHR-Ratten signifikant
unterschieden.

In der Nx-Gruppe wurden verglichen mit den korrespondierenden Stimmen der
Kontrollgruppe keine unterschiedlichen Blutdriicke ermittelt.

Als Antwort auf die L-NAME-Behandlung demonstrierten SHR- und SHR-6™""-Ratten im
Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant erhohte Blutdriicke in der 12. Woche. Bei dem
konsomen SHR-6M"F-Stamm, bei dem keine Ratte die 15.Woche der L-NAME-Behandlung
iiberlebte, konnte eine signifikante Anhebung des Blutdruckes verglichen mit SHR-Ratten in
der 12.Woche verzeichnet werden (P = 0,01).

Die direkte Messung des mittleren arteriellen Blutdruckes (MAD) in der 12 Wochen alten
Kontrollgruppe ergab zur indirekten Blutdruckmessung ein analoges Bild. MWF-Ratten
zeigten bei der direkten Messung im Vergleich zu den Stimmen SHR und SHR-6M“" die
geringsten Blutdriicke (125,7 £ 5,1 vs. 166,0 £ 9,1 bzw. 155,4 = 4,7 mm Hg; P < 0,05). Durch
L-NAME stieg der MAD von SHR- und SHR-6™""-Ratten signifikant an (216,1 £ 6,3 bzw.
184,6 = 11,2 mm Hg; P < 0,05 vs. Kontrollgruppe).

Linksventrikulires Gewicht

Das linksventrikulire Gewicht wurde als Index fiir die linksventrikuldre Herzhypertrophie
gewertet. In der 12 Wochen alten Kontrollgruppe besaBen SHR-6™"'-Ratten intermediire
relative Herzgewichte, die sich jeweils signifikant zu den Parentaltierstimmen verhielten
(2,35 = 0,04 mg/g; P < 0,05). SHR-Ratten verfiigten dabei iiber das grofite relative
linksventrikuldre Gewicht (2,53 + 0,08 mg/g).

Beim MWF-Stamm wurden sowohl in der Kontroll- als auch in der Nx-Gruppe signifikant
niedrigere relative linksventrikuldre Gewichte im Vergleich zu SHR ermittelt (2,14 = 0,02 vs.
2,53 £0,08 bzw. 2,07 £ 0,04 vs. 2,74 + 0,07 mg/g; P < 0,006).

In der L-NAME-Gruppe erhohte sich bei jedem Stamm das relative linksventrikuldre
Gewicht, wobei eine signifikante Verdnderung nur beim SHR-Stamm gegeniiber dem
jeweiligen Stamm der Kontrollgruppe beobachtet wurde (2,84 = 0,07 mg/g; P < 0,05).
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Renale Phinotypen

Die Beurteilung des Nieren-Schidigungsindex GSI war bei 12 Wochen alten SHR- und SHR-
6™"F_Ratten dhnlich. Verglichen mit gleichaltrigen MWF-Ratten war der GSI dieser Stimme
signifikant erhdht (Tab. 3; P < 0,05). Bei den mit L-NAME behandelten Tieren waren jeweils
mehr sklerotische Verdnderungen verglichen mit der Kontrollgruppe zu verzeichnen, jedoch
ohne signifikante Unterschiede zwischen den Stémmen (Tab. 3).

Die Analyse des Index TDI ergab bei 12 Wochen alten MWF-, SHR-6"""- und SHR-Ratten
der Kontrollgruppe ein vergleichbares Ausmal} (Tab. 3). Unter L-NAME-Gabe waren die
tubulointerstitiellen Schiden bei den konsomen SHR-6M"'-Ratten signifikant verstirkt,
sowohl im Vergleich mit den Parentaltierstimmen SHR und MWF als auch mit den
konsomen Ratten in der Kontroll-Gruppe (Tab. 3; P < 0,05)

Tabelle 3. Tubulointerstitieller Schiidigungsindex (TDI), Glomeruloskleroseindex (GSI) und Cystatin C
Plasmaspiegel der Kontroll- und L-NAME-Gruppe von 12 Wochen alten MWF-, SHR-6""""- und SHR-
Ratten der Studie 2.

Kontrollgruppe L-NAME-Gruppe
GSI Cystatin C GSI Cystatin C
(Stufe 0 —4) (mg/l) (Stufe 0 — 4) (mg/l)
0,37+0,078 0,64 +0,068* 0,11+0,005* 0,27+0,051 1,07+0,121 0,13+0,004"
0,29+0,045 0,89+0,061 0,05+0,001 * 1,00£0,170* 1,24+0,236 0,10+ 0,022
0,40+ 0,096 0,99+ 0,066 0,07+0,004 0,48+0,089 1,13+0,123 0,07 + 0,006

Mittelwert £ SEM. * P < 0,05 vs. andere Stimme der gleichen Behandlung; # P < 0,05 vs. SHR der gleichen
Behandlung. GSI, Glomeruloskleroseindex; MWF, Munich Wistar Fromter; SHR, Spontaneously Hypertensive
Rat.

Die Ngal mRNA-Expressionen der Kontrollgruppe von MWEF-, SHR-6™""- und SHR-Ratten
zeigten ein zum TDI analoges Ergebnis. Durch L-NAME stieg die Expression des SHR-6™""-
Stamms auf das 6- bis 12-fache verglichen mit den anderen beiden Stimmen an (P < 0,05).
Die Cystatin C-Plasmakonzentrationen der Kontrollgruppe waren bei dem MWEF-Stamm
signifikant hoher als beim SHR-Stamm (Tab. 3; P < 0,0001). Die signifikant niedrigsten
Konzentrationen wurden beim SHR-6M""-Stamm dokumentiert (Tab. 3; P < 0,001 vs. SHR-
Ratten). Durch die L-NAME-Behandlung stiegen die Plasmakonzentrationen an Cystatin C
der SHR-6M"F- und MWF-Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant an (Tab. 3; P
< 0,05). Es wurden bei dem SHR-6M""-Stamm vergleichbar hohe Plasmakonzentrationen an
Cystatin C wie bei MWF-Ratten ermittelt (Tab. 3).

6MVF_Ratten

Die Bestimmung der Gesamtanzahl an Glomeruli von 4 Wochen alten SHR-6M""-Ratten
ergab 33868 + 1812 Glomeruli pro Niere. Der Vergleich mit friiheren Studien der
Arbeitsgruppe zeigt keine signifikante Abweichung der Gesamtzahl bezogen auf SHR-Ratten
(36979 + 1352), jedoch signifikant mehr Glomeruli verglichen mit MWF-Ratten (27028 +
1322; P <0,01) [29].

Nephronanzahl von konsomen SHR-

Studie 3

Renale Albuminexkretion

Bei SHR-8MV-Ratten war im Untersuchungszeitraum von der 12. bis zur 24. Woche ein
kontinuierlicher und signifikanter Anstieg der Albuminausscheidung unter basalen
Bedingungen zu verzeichnen (1,3 + 0,2 und 10,8 + 2,1 mg/24 h; P < 0,004). Diese Werte
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hoben sich zu jedem Zeitpunkt signifikant von denen der SHR-Ratten ab (Abb. 3; P <
0,0001). Die Nephrektomie bewirkte bei allen Stimmen und zu jedem Zeitpunkt eine
signifikante Erhohung der Albuminwerte (P < 0,005 vs. Kontrollgruppe), wobei die
Unterschiede zwischen den Stimmen in der Kontrollgruppe und in der Nx-Gruppe
vergleichbar waren.

Nicht-invasive Blutdruckmessung mittels Tail-Cuff

Bei 24 Wochen alten SHR-8"""-Ratten fiel der arterielle Blutdruck signifikant geringer aus
als jener von gleichaltrigen SHR-Ratten (P = 0,03).

Mit Ausnahme von SHR-8""“'-Ratten wurden in der Nx-Gruppe verglichen mit den
korrespondierenden Stimmen der Kontrollgruppe keine unterschiedlichen Blutdriicke
ermittelt. Beim SHR-8VVWF-Stamm wurde ein signifikanter Blutdruckanstieg nach
Nephrektomie erfasst (P = 0,04).

Linksventrikulires Gewicht

Das linksventrikuldre Gewicht wurde als Index fiir die linksventrikuldre Herzhypertrophie
hinzugezogen. Durch die Ubertragung von MWF-RNOS verminderte sich das relative
Herzgewicht bei 24 Wochen alten SHR-8""-Ratten signifikant verglichen mit gleichaltrigen
SHR-Ratten, sowohl in der Kontrollgruppe als auch nach Nephrektomie (2,36 + 0,06 vs. 2,77
+ 0,09 bzw. 2,45 + 0,04 vs. 2,74 + 0,07 mg/g; P < 0,001). Die Untersuchung des relativen
linksventrikuldren Gewichts ergab bei beiden Stimmen in der Nx-Gruppe im Vergleich zum
korrespondierenden Stamm der Kontrollgruppe keine signifikanten Verdnderungen.

Renale Phinotypen

Der Vergleich des GSI von 24 Wochen alten SHR- und SHR-8"""-Ratten erbrachte keine
signifikanten Unterschiede in der Kontrollgruppe, jedoch einen signifikant erhéhten GSI fiir
die konsomen Ratten in der Nx-Gruppe (Tab. 4; P < 0,05).

Im Gegensatz zum GSI wurden in der Kontrollgruppe signifikant erhohte TDI-Werte bei
SHR-8"“F_Ratten verglichen mit dem SHR-Stamm beobachtet. Die Signifikanz war in der
Nx-Gruppe nicht mehr vorhanden (Tab. 4).

Tabelle 4. Tubulointerstitieller Schidigungsindex (TDI), Glomeruloskleroseindex (GSI) und Cystatin C
Plasmaspiegel der Kontroll- und Nephrektomie (Nx)-Gruppe von 24 Wochen alten SHR-8""""- und SHR-
Ratten der Studie 3.

Kontrollgruppe Nx-Gruppe

GSI Cystatin C TDI GSI Cystatin C
(Stufe 0 —4) (mg/1) (Stufe 0 —4) (mg/1)

0,33+0,038* 1,38+0,113  0,05+0,002 0,490,049 " 1,70+ 0,068 ** 0,07 + 0,003 *

0,20+0,015 1,03+0,128 0,050,003 045+0,050" 1,23+£0,149 0,070,003 "

Mittelwert £ SEM. * P < (0,05 vs. SHR der gleichen Behandlung; # P < 0,05 vs. gleicher Stamm der
Kontrollgruppe. MWF, Munich Wistar Fromter; SHR, Spontaneously Hypertensive Rat.

Die Haverl mRNA-Expressionslevel von SHR- und SHR-8MVF-Ratten fielen analog zu den
Ergebnissen der TDIs aus.

Bei SHR-Ratten wurden in 4,2% der Glomeruli eine fokale und segmentale Reduktion in der
Podoplanin-Proteinexpression gewertet. Bei SHR-8™""-Ratten hingegen waren 3,6-fach mehr
Glomeruli betroffen (P < 0,004). In der Nx-Gruppe war eine Reduktion der
Podoplaninexpression in beiden Stimmen als Folge zu erkennen, ohne einen signifikanten
Unterschied zwischen den Stammen.

Die Cystatin C-Plasmakonzentrationen von 24 Wochen alten SHR- und SHR- -Ratten
waren in der Nx-Gruppe verglichen mit der jeweiligen Kontrollgruppe in beiden Stammen

MWF
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angestiegen (Tab. 4; P < 0,05). Differenzen zwischen den zwei Stimmen gab es unter beiden
Bedingungen nicht (Tab. 4).

Diskussion

Studie 1

Aus Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe war bekannt, dass 4.Wochen alte MWF-Ratten
eine verminderte Nephronzahl besitzen und sich dieses Defizit bereits beit MWF-Feten an E19
abzeichnet [29, 32]. Der erste Untersuchungsschwerpunkt der Studie 1 war die Ermittlung des
Zeitpunktes der signifikant verminderten Anlage an Nierenkorperchen von MWF-Ratten
verglichen mit SHR-Ratten. Fir entwicklungsbiologische Untersuchungen ist die
Bestimmung des Entwicklungsstandes eines Embryos essentiell. Obgleich oftmals das Alter
von Embryonen (in Tagen oder Stunden) fiir eine grobe Bestimmung des
Entwicklungsstadiums genutzt wird, sind aktuelle Einteilungsverfahren (Staging-Systeme wie
z.B. jene von Theiler [42] oder Witschi [43]) geeigneter. Verschiedene Embryos eines Wurfes
(auch genetisch identische) konnen sich in unterschiedlicher Geschwindigkeit entwickeln und
deshalb beziiglich ihres Entwicklungsstandes nicht direkt miteinander verglichen werden.
Deshalb ist das Anpassen der korperlichen Entwicklung durch unterschiedliche
Reifungszeiten im Mutterleib ein bedeutender Aspekt, um intrinsische Unterschiede bezogen
auf die korperliche Entwicklung auszuschlieBen [44]. Des Weiteren diente in der
vorliegenden Arbeit das Angleichen der korperlichen Entwicklung von MWF- und SHR-
Ratten der Angleichung der Nierenentwicklung. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
zeigten, dass SHR-Ratten in ihrer Entwicklung stirker retardiert sind als MWF-Ratten (Tab.
1).

Die Quantifizierung der Glomeruli ergab nur tendenzielle, aber keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Parentaltierstimmen MWF an E15,5 und SHR an E16,0, wobei
SHR-Rattennieren im Mittel mehr Glomeruli aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigten MWF-
Rattennieren signifikant mehr Ureterknospenspitzen im Vergleich zu SHR-Rattennieren.
Nach der Normierung der Gesamtanzahl der Glomeruli pro Niere durch die Anzahl der
Ureterknospenendungen wurde deutlich, dass sich in MWF-Rattennieren weniger Glomeruli
pro einzelner Ureterknospenspitze entwickeln (Tab. 2). Daher kann die Vermutung aufgestellt
werden, dass der MWF-Stamm im Vergleich zum SHR-Stamm eine geringere Effizienz der
Nephroninduktion besitzt. Diese Hypothese wird durch die drei-dimensionale Rekonstruktion
der Ureterknospe gestérkt. In Abb. 1B wird eine vollstindige embryonale MWF-Niere nach
einer drei-dimensionalen Rekonstruktion beispielhaft gezeigt. Keine offensichtlichen
Anomalien wurden identifiziert. Daher ist es wahrscheinlich, dass die beobachtete geringere
Anzahl an Glomeruli nicht durch einen prinzipiellen Verzweigungsdefekt hervorgerufen wird.
Um die genetische Grundlage der verminderten Nephroninduktion weiter aufzukléren,
wurden in einem ersten Ansatz literaturbekannte Gene mit einem starken Einfluss auf die
Nierenmorphogenese iiber ein Microarray-Experiment analysiert. Von den 59 identifizierten
Kandidatengenen zeigte einzig Hgf signifikante Unterschiede in der mRNA-Expression
zwischen SHR- und MWF-Ratten und wurde als ein interessantes Kandidatengen fiir das
beobachtete Nephrondefizit in MWF-Ratten identifiziert (Supplement, Tab. 1;
http://links.lww.com/HJH/A185). In der Nierenkultur fordert Hgf sowohl die Differenzierung
von metanephrischen Mesenchymzellen in epitheliale Vorstufen des Nephrons als auch die
Verzweigungsmorphogenese der Ureterknospe. Des Weiteren hemmt Hgf den Zelltod
innerhalb des renalen Mesenchyms [45]. Da Hgf auf RNO4 liegt, konnen genetische
Variationen in diesem Gen keine direkte Wirkung auf den genetischen Einfluss von RNO6
auf das Nephrondefizit bet MWF-Ratten haben. Die Tatsache, dass die Hgf-mRNA-
Expression im MWF- und dem konsomen MWE-6°"R-Stamm vergleichbar war, zeigt deshalb
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die von RNO6 unabhingige und potentielle Rolle der Hgf-Expression auf die
Nephronentwicklung. Weiterfilhrende Auswertungen und Analysen der erhobenen
Microarray-Daten sind zur Aufklarung des genetischen Defekts des Nephrondefizits bei der
MWE-Ratte notig.

Studie 2

Die Ziichtung von konsomen Stimmen dient der Validierung funktioneller Effekte, da es den
Nachweis eines protektiven Einflusses des iibertragenen Chromosoms vom kontrastierenden
Stamm in einen kranken genetischen Hintergrund erlaubt [29, 31, 46]. Im Gegensatz dazu
erscheint der Nachweis der Induktion eines pathogenen Phinotyps durch die Ubertragung des
als pathogen identifizierten QTL in den Hintergrund eines gesunden Referenzstamm weniger
erfolgreich [40, 46]. Der Verlust allelischer Interaktionen oder der Verlust von Signalwegen
zur Induktion und Regulierung der Phénotypen ist hierbei eine mogliche Erkldrung.

Die Hypothese der zweiten Studie war, dass durch die Ubertragung des fiir die Entwicklung
einer Albuminurie verantwortlichen MWF-RNOG6 in den isogenetischen Hintergrund der
nierengesunden SHR-Ratte eine Albuminurie induziert werden kann. Die Befunde von SHR-
6™ _Ratten sowohl unter Normalbedingungen als auch nach der Reduzierung der
Nephrongesamtzahl um ca. 50% durch eine unilaterale Nephrektomie zeigten, dass eine
Albuminurie bei diesen konsomen Ratten nicht induziert werden konnte.

Der fehlende Effekt von MWF-RNOG6 auf die Albuminexkretion in SHR-6M"F-Ratten kénnte
auf verschiedene physiologische Kompensationen durch den genetischen Hintergrund des
SHR-Stamms beim SHR-6""F-Konsomen und/oder antagonistische epistatische Interaktionen
[47] zuriickzufiihren sein. Diese Mechanismen haben jedoch keinen Einfluss auf den
systolischen Blutdruck, da keine signifikant erniedrigten Blutdriicke bei konsomen Kontroll-
und Nx-Tieren, verglichen mit den jeweiligen korrespondierenden SHR-Ratten, ermittelt
wurden. Allerdings zeigten die Ergebnisse, dass genetische Faktoren auf RNOG6 zur
Entwicklung durch L-NAME induzierte Nierenschddigung und Albuminurie beitragen. Diese
Faktoren der L-NAME-sensiblen Albuminurie kénnen sich von dem Albuminurie-QTL,
welcher in vorangegangenen Studien bei MWF-65"%-Ratten identifiziert und bestitigt wurde
[29, 33], unterscheiden.

Der tubulire Schaden bei 12 Wochen alten SHR-6M""-Ratten unter L-NAME-Behandlung ist
moglicherweise keine direkte Konsequenz der Albuminurieinduktion, da die Erhéhung der
Albuminausscheidung relativ mild ausfillt und MWF-Ratten unter L-NAME-Behandlung
keine tubuldren Schiaden trotz hoherer Albuminuriewerte in der 12. Woche vorweisen. Auch
die alleinige verstdrkte Ngal mRNA-Expression im konsomen Stamm deutet erneut auf einen
vom Albuminurie-QTL unbekannten und unabhingigen Mechanismus. Da beim konsomen
SHR-6M"'-Stamm keine signifikant reduzierte Nephronzahl im Vergleich mit dem SHR-
Stamm vorliegt, kann die verstirkte Anfilligkeit der SHR-6"""-Niere deshalb nicht durch
friihzeitige Anpassungsmechanismen als Antwort eines Nephrondefizites erklart werden.

Studie 3

Im Gegensatz zur ausbleibenden Induktion der Albuminurie bei SHR-6™"F-Ratten konnte in
der dritten Studie durch den Transfer von MWF-RNOS in den SHR-Hintergrund zum ersten
Mal der pathologische Albuminurie-Phéinotyp bei konsomen SHR-8"“'-Ratten unter
normalen Bedingungen hervorgerufen werden. Weitere Untersuchungen miissen abschlieBend
klaren, ob dieses einmalige Ergebnis auch auf die fehlenden protektiven Effekte von RNOS
des SHR-Stammes zuriickzufiihren ist. Der erhohte Blutdruck der SHR-8"""-Ratte kann nicht
als Ursache der Albuminurie gewertet werden, da dieser verglichen mit SHR signifikant
niedriger ausfillt.
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Aus einer vorigen Studie war bereits bekannt, dass der MWF-8"®-Stamm verglichen mit dem
MWE-Stamm einen signifikant erh6hten Blutdruck aufweist [31]. Dieser den Blutdruck
beeinflussende Locus auf RNOS konnte in dieser Studie bestitigt werden.

Zusitzlich zur erhohten Albuminausscheidung bei SHR-8""F-Ratten konnte ein struktureller
Nierenschaden festgestellt werden. Sowohl tubulointerstitielle Schiden als auch die renale
Havcrl mRNA-Expression waren verglichen mit jenen von SHR-Ratten signifikant erhoht.
Die Beteiligung der tubuldren Verdnderung in der Entwicklung der Albuminurie bei MWEF-
Ratten kann demnach entweder als Konsequenz oder als verursachender Faktor der
Albuminurie gewertet werden [48].

Als wichtigster Befund dieser Studie konnte die unabhéngige Rolle vom MWF-RNOS8 QTL
sowohl fiir Albuminurie als auch fiir strukturelle Nierenschidden nachgewiesen werden.
Weitere Studien mit kongenen Linien, bei denen Teilabschnitte von Chromosomen zweier
Rattenstimme ausgetauscht werden, sind notig, um diesen QTL einzugrenzen und die
genetischen Grundlagen weiter aufzukliren.
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