1 Einleitung

1.1 Die primare Hypertonie und ihre Bedeutung

Bluthochdruck zahlt neben Ubergewicht, Fettstoffwechselstérungen, Diabetes mellitus
und Rauchen zu den bedeutendsten Risikofaktoren fur Herz-Kreislauferkrankungen.
Kardiovaskulare Erkrankungen wiederum stellen die Hauptursache fir Morbiditat und
Mortalitat in den industrialisierten Landern dar (Murray et al., 1997). Gemalf der durch
die Weltgesundheitsorganisation (WHO) festgelegten Definition liegt eine arterielle
Hypertonie dann vor, wenn mit der Methode nach Riva-Rocci und Korotkoff Blutdruck-
werte von systolisch grof3er/gleich 140 mmHg und diastolisch gré3er/gleich 90 mmHg
gemessen werden. Die Einteilung in primare und sekundare Hypertonie erfolgt dabei in
Abhéangigkeit von der Kenntnis der Entstehungsursache. Ist der Hypertonus infolge
pathologischer Organverénderungen entstanden, erfolgt die Zuordnung zu den sekun-
daren Hypertonieformen, konnten keine ursachlichen Pathomechanismen identifiziert
werden, spricht man von priméarer oder essentieller Hypertonie (Kreutz, Paul, Ganten,
2000).

Die enorme medizinische und sozio6konomische Bedeutung der arteriellen Hypertonie
ergibt sich aus ihrer hohen Prévalenz und den aus ihr resultierenden hypertensiven
Endorganschaden und Folgeerkrankungen. 25 % der erwachsenen deutschen Be-
volkerung sind Hypertoniker, wobei die Pravalenz mit zunehmendem Alter kontinuier-
lich ansteigt, so dass unter den Uber 65-jahrigen bereits jeder Zweite zu hohe Blut-
druckwerte aufweist (Kreutz, Paul, Ganten, 2000). Betrachtet man die demographische
Entwicklung in den westlichen Industrieldndern, so wird sich mit der zunehmenden
Lebenserwartung auch der Anteil der Hypertoniker zuklnftig weiter erhdéhen (van
Rossum et al., 2000).

Die primare Hypertonie stellt von beiden genannten Hypertonieformen mit einem Anteil
von ca. 90 — 95 % unter den Hypertonikern die zahlenmafig bedeutsamere Form der
Hypertonie dar. Als auslosende Faktoren fur die Entstehung einer Hypertonie wurden
bereits Ende der vierziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts genetische Ursachen
vermutet. Uneinigkeit herrschte allerdings dartiber, ob der Blutdruckregulation ein oder
mehrere Gene zugrunde liegen. Wahrend Platt die Ein-Gen-Hypothese vertrat, argu-
mentierte Pickering fir die Beteiligung mehrerer Gene (Platt, 1947; Pickering, 1959).

Die von Camussi im Rahmen von epidemiologischen Studien beobachtete familiare
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Haufung sowie die erhohte Konkordanz der Hypertonie bei eineiigen Zwillingen unter-
stutzten die Annahme, dass die primare Hypertonie eine genetisch regulierte Erkran-
kung darstellt (Camussi et al., 1988). Entscheidende Hinweise zur genetischen Beein-
flussung der Blutdruckregulation und Hypertonie-Entstehung ergab die Aufklarung von
seltenen, monogenetischen und damit ,klassisch Mendelschen* Hypertonieformen
(Lifton, 1996). In diesem Zusammenhang konnten fiir das autosomal dominant ver-
erbte Liddle-Syndrom, den glukokortikoidreagiblen Aldosteronismus (GRA) und den
augenscheinlichen Mineralokortikoidexzel3 (AME) Mutationen in dem jeweiligen, fir die
Blutdruckregulation verantwortlichen Gen identifiziert werden. Bei den meisten bisher
gefundenen Mutationen in mindestens 10 Genen erfolgt die Beeinflussung des Blut-
druckes Uber eine gesteigerte oder verminderte Salz- und Wasserresorption in der
Niere (Lifton et al., 2001). Als wichtigster mit der primaren Hypertonie assoziierter Gen-
polymorphismus wurde eine Veranderung im Promotor des Angiotensinogen-Gens be-
schrieben (Corvol et al.,, 1999). Die erwahnten Beispiele bestédtigen sowohl Platts
Hypothese einer monogenetischen, als auch Pickerings Hypothese einer polygene-
tischen, d. h. einer durch mehrere, verschiedene Gene determinierten, Blutdruckregu-
lation. In den weitaus meisten Fallen handelt es sich bei der arteriellen Hypertonie
jedoch um eine polygenetisch und multifaktoriell regulierte Erkrankung, der mehrere,
unabhéngig voneinander vererbte Genverdnderungen zugrunde liegen kdnnen und
deren Ausmald zusatzlich von verschiedenen Umweltfaktoren wie den individuellen

Lebensbedingungen, z. B. der Erndhrung, beeinflusst wird (Abb. 1).
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Abb. 1: Die essentielle Hypertonie (graues Feld) als Resultante verschiedener Inter-
aktionen zwischen genetischen Faktoren und Umweltvariablen.
(modifiziert nach Rutherford, 2003)

1.2 Bedeutung von Salzsensitivitat und Kochsalz

1904 wurden erstmals von Ambard und Beaujard Auswirkungen einer verminderten
Salzaufnahme auf den Bluthochdruck beschrieben (Ambard & Beaujard, 1956).
Hundert Jahre spater wird die Rolle eines erhéhten Salzkonsums in der Pathogenese
der Hypertonie, bei der Blutdruckerhhung mit zunehmendem Alter sowie als Risiko-
faktor fur kardiovaskulare Erkrankungen noch immer kontrovers diskutiert (Alderman,
2002; Elliott et al., 2002; Freeman et al., 2002; He et al., 2002; MacGregor et al.,
2002). Ebenso vehement umstritten sind Empfehlungen, die vor allem fir die ent-
wickelten Industrielander eine mafRige Reduktion des Salzkonsums von derzeit ca.
10 g/Tag auf 5 g/Tag anraten. Die Intensitat der Debatte wird durch mindestens funf
randomisierte, kontrollierte Meta-Analysen zum Effekt einer Natriumrestriktion auf den
Blutdruck verdeutlicht (Law et al., 1991; Cutler et al., 1991, 1997; Midgley et al., 1996;
Graudal et al., 1998). Das nicht bei allen Menschen auftretende Phanomen eines bei
erhdhter Kochsalzzufuhr verstarkt ansteigenden bzw. bei kochsalzarmer Diat signifi-
kant abfallenden Blutdruckes, wird als Salzsensitivitat in der Literatur beschrieben
(Luft, 1999). Im Vergleich dazu wird ein von der Salzaufnahme unabhangiger Blutdruck

als salzresistent bezeichnet. Die Salzsensitivitat weist, ebenso wie die Hypertonie, eine
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mit zunehmendem Alter stark ansteigende Pravalenz auf und ist vor allem in jingeren
Jahren unter Hypertonikern deutlich starker ausgeprégt als unter der normotensiven
Bevolkerung. Je nach Alter, Bevolkerungsgruppenzugehorigkeit (haufigeres Auftreten
bei Angehorigen der schwarzen Bevdlkerung) und genetischer Pradisposition (hdhere
Pravalenz bei Hypertoniker-Verwandten ersten Grades) kann der Anteil dieser salz-
sensitiven Menschen bis zu 85 % der Patienten mit primarer Hypertonie betragen
(Weinberger et al., 1986, 1991; Weir et al. 1998; Abb. 2). Weitere pradisponierende
Faktoren sind neben dem Alter die Adipositas und der Typ 2-Diabetes mellitus (Bianchi
et al., 1999).
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Abb. 2:  Pravalenz von Salzsensitivitdt und Salzresistenz in Abh&ngigkeit von Alter und
Blutdruck. NTN = Normotoniker; HTN = Hypertoniker
(modifiziert nach Weinberger et al., 1991).

Die Bedeutung der Salzsensitivitéat ergibt sich aus der Tatsache, dass bei salzsensi-
tiven, hypertensiven Patienten durch das Zusammentreffen verschiedener kardiovas-
kularer und renaler Risikofaktoren ein deutlich erhdhtes Risiko fir die Manifestation
von Folgeerkrankungen durch haufiger und schwerer auftretende Organschaden an
Herz, GefalRen und Nieren besteht (Bigazzi et al., 1996, Morimoto et al. 1997). Dass
Kochsalz eine wesentliche Rolle bei der Determinierung des Blutdrucks und seines
Schweregrades spielt sowie dartber hinaus zum grof3en Teil fur den altersbedingten
Blutdruckanstieg verantwortlich ist, wurde in zahlreichen tierexperimentellen und

kontrollierten klinischen Studien belegt (Intersalt Cooperative Research Group, 1988;
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Adshead, 1992; Elliott et al., 1996; Midgley et al., 1996; Daniel et al., 1997; Cutler et
al., 1997; Graudal et al., 1998). Zusatzlich zur Erhéhung des Blutdruckes wird Koch-
salz fur verschiedene andere, blutdruckunabhéangige schadliche Effekte auf das kardio-
vaskulare System verantwortlich gemacht. Einige davon scheinen ebenso bedeutsam
wie die durch Bluthochdruck hervorgerufenen Schadigungen zu sein. So konnten
Lindpaintner und Sen in einem Rattenmodell flr renovaskulare Hypertonie durch Salz-
restriktion eine signifikante Reduktion des relativen Herzgewichtes bei unveranderten
Blutdruckwerten nachweisen (Lindpaintner & Sen, 1985). Salz-Studien an normoten-
siven Ratten bestatigten den blutdruckunabhangigen hypertrophen Effekt von Kochsalz
am Herzen (Kihara et al., 1985; Fields et al., 1991). In zahlreichen weiteren Studien
konnte die direkte Assoziation zwischen der Uber die Nahrung aufgenommenen Salz-
menge und dem Ausmal’ der linksventrikuldren Hypertrophie, die einen unabhangigen
Risikofaktor fur kardiovaskulare Morbiditdt und Mortalitdt darstellt, belegt werden
(Schmieder et al., 1988, 1996, 2000; Daniels et al., 1990; Langenfeld et al., 1995;
Messerli et al., 1997; Perry et al., 2000). Diese starke Assoziation war nicht nur auf die
erhdhte Nachlast als funktioneller Antwort auf mechanischen Stress zuriickzufiihren,
sondern blieb auch unter Berticksichtigung des durch die erhéhte Salzzufuhr erzeugten
Blutdruckanstiegs erhalten. Als salzbedingte Veranderungen in der Niere wurden eine
erhohte glomerulére Filtrationsrate und eine veranderte Natrium-Reabsorption im proxi-
malen Tubulus beobachtet. Diese Anomalien waren bei salzsensitiven, hypertonen
Patienten in starkerem Mal3e ausgepragt (Barba et al., 1996; Mallamaci et al., 1996). In
verschiedenen experimentellen Hypertoniemodellen wurden sowohl an renalen als
auch zerebralen GefalRen salzbedingte, blutdruckunabhéngige strukturelle Verande-
rungen beobachtet (Tobian et al., 1990, 1991). An arterialen GefalRen fuhrte die mode-
rate Reduktion der Salzaufnahme unabhéngig vom Blutdruck zu verminderter GefaR-
steifigkeit und verringerter Gefalwanddicke (Avolio et al., 1986). Ausgehend von der
individuell unterschiedlichen Préadisposition flr Salzsensitivitat und der bei gleichen
Blutdruckwerten individuell unterschiedlichen Empfindlichkeit gegeniiber den organ-
schadigenden Einflissen hoher Blutdriicke scheinen blutdruckunabhéngige, gene-

tische Mechanismen bei der salzbedingten Organschéadigung eine Rolle zu spielen.

1.3 Bluthochdruckassoziierte Organschaden

Langfristig fuhrt die arterielle Hypertonie durch funktionelle und strukturelle Verande-
rungen zu erheblichen Endorgansché&den und zur Manifestation von Folgeerkrankun-

gen, insbesondere am Herzen, den GefafRen und den Nieren. Dabei hdngen das Aus-
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mafd der Schadigung, Morbiditat und Mortalitat in erster Linie von der Dauer und dem
Schweregrad der Hypertonie ab, wobei schon in hormotensiven Bereichen eine direkte

Proportionalitat mit der Hohe des Blutdruckes besteht (Carretero & Oparil, 2000).

1.3.1 Niere

Guyton und Mitarbeiter zahlten zu den ersten, die der Niere eine bedeutende
Schlusselrolle bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung einer Hypertonie zusprachen.
Sie vermuteten in der verminderten F&higkeit der Niere, eine der aufgenommenen
Salzmenge entsprechende Menge auszuscheiden und in der dadurch bedingten ge-
storten Natrium-Balance die Ursache des Bluthochdruckes (Guyton et al., 1964). Durch
in der Niere stattfindende Retentions- und Ausscheidungsmechanismen entspricht
unter physiologischen Bedingungen die ausgeschiedene der mit der Nahrung aufge-
nommenen Salzmenge. Dabei ist fir die Salz-Exkretion ein bestimmter mittlerer arteri-
eller Druck im Glomerulum erforderlich, daher bezeichnet man diesen Prozess als
Druck-Natriurese. Im Falle eines erhéhten Blutdruckes verflgt die Niere Uber einen
Autoregulationsmechanismus, der sie vor zu hohen, potentiell schadigenden Driicken
schiitzt. Die Ubertragung des erhohten arteriellen Blutdruckes auf das Glomerulum
wird dabei durch Vasokonstriktion der afferenten Glomerulusarteriole verhindert und
infolgedessen der glomerulare hydrostatische Druck konstant gehalten. Stérungen
dieses adaptiven Mechanismus werden mit einer erhdhten Suszeptibilitéat fir die Ent-
wicklung einer progressiven Nierenschadigung in Verbindung gebracht (Bianchi et al.,
1999). In Studien an experimentellen Modellen fur salzsensitive Hypertonie konnte im
Vergleich zu salzresistenten, hypertensiven Individuen eine raschere Verschlechterung
der Nierenfunktion, die ausnahmslos mit vermindertem GefaR3widerstand der afferenten
Arteriole und erhthtem intraglomerularem Druck einherging, beobachtet werden
(Bianchi et al., 1983; Dworkin et al., 1984). Daruber hinaus wiesen salzsensitive — ver-
glichen mit salzresistenten Patienten eine zu hoheren Driicken verschobene Druck-
Natriurese-Kurve auf, d.h. zur Ausscheidung einer bestimmten Salzmenge wird im
Vergleich zu salzresistenten Patienten ein hoherer Druck benétigt (Campese et al.,
1988; Kimura et al., 1990). Guytons Hypothese, das ursachliche Eingreifen der Niere in
die Blutdruckregulation, konnte sowohl in tierexperimentellen als auch humanen Trans-
plantationsstudien bestatigt werden: Erhielt ein zuvor normotensiver Empfanger die
Niere eines hypertensiven Spenders, entwickelte auch der Empfanger einen Hyper-
tonus und umgekehrt (Curtis et al., 1983; Rettig & Schmitt, 1994). Frihzeichen einer

hochdruckbedingten Nierenfunktionsstérung, die in erster Linie auf arteriosklerotischen
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Veranderungen intrarenaler Gefale beruht, ist das Auftreten einer vermehrten Protein-
ausscheidung. In Abhangigkeit von ihrer Genese erfolgt die Einteilung in glomerulare
und tubulére Proteinurien. Da der Nachweis von relativ niedermolekularen Proteinen
wie beispielsweise Albumin im Urin auf eine Schadigung des glomerularen Filters hin-
weist, ist eine Mikroalbuminurie charakteristisch fir glomerulare Erkrankungen. Die
Obergrenze der physiologisch vorhandenen Albuminurie liegt beim Menschen bei
30 mg/24h. Bei Albuminuriewerten zwischen 30 und 300 mg/24h spricht man von einer
Mikroalbuminurie. Mit dem Schweregrad der Hypertonie und der Eiwei3ausscheidung
verschlechtert sich die Nierenfunktion und kann bis zur terminalen Niereninsuffizienz
fuhren. Bei ca. 20 % aller Patienten mit chronischem Nierenversagen kann die Erkran-

kung ursachlich auf Bluthochdruck zurtickgefiihrt werden (Zucchelli et al., 1992).

1.3.2 Herz und GefaRe
Am Herzen manifestiert sich die chronische Druckbelastung bei arterieller Hypertonie

als Linksherzhypertrophie. Parallel dazu kommt es zur vermehrten Bildung von Binde-
gewebe zwischen den Muskelfasern. Die Folgen dieser strukturellen Veréanderungen
sind Minderdurchblutung des Herzens sowie erhdhte Herzsteifigkeit und dadurch be-
dingt eine vorwiegend diastolische linksventrikulare Funktionsstérung. Die linksven-
trikulare Hypertrophie (LVH) selbst stellt einen wesentlichen prognostischen Faktor fir
kardiovaskulare Morbiditdt und Mortalitat dar (Morimoto et al., 1997; Bihorac et al.,
2000; Weinberger et al., 2001). Bei der Manifestation und Progression einer LVH und
einer linksventrikularen Dysfunktion kommt der salzsensitiven Hypertonie eine ent-
scheidende Bedeutung zu. Dariber hinaus ist die salzsensitive Hypertonie auch mit
endothelialer Dysfunktion und GefalRhypertrophie der Aorta assoziiert (Hayakawa et
al., 1997; Barton et al., 1998). An den HerzkranzgefaRen fiihren erhéhte Blutdriicke
zur endothelialen Dysfunktion, Mediahypertrophie und Arteriosklerose (koronare Herz-
krankheit). Nach demselben Prinzip werden auch alle weiteren Gefalie geschadigt und
bewirken je nach Schwere des Bluthochdrucks u. a. eine Erhdhung des Schlaganfall-
risikos um das zwei- bis vierfache im Vergleich zur Normalbevdlkerung (MacMahon et
al., 1990).

1.4 Tiermodelle zur Untersuchung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen

Bedingt durch die genetische Heterogenitat im Zusammenspiel mit vielfaltigen Umwelt-

faktoren u. a. durch individuell verschiedene Lebenssituationen ist die Aussagekraft
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humaner Studien fur die Untersuchung der genetischen Ursachen polygenetisch regu-
lierter Erkrankungen eingeschrénkt. Zur Vereinfachung der Analyse genetisch determi-
nierter Krankheitsbilder werden daher phanotypisch und genotypisch eindeutig charak-
terisierte Tiermodelle genutzt. In der Hypertonieforschung wurden in den vergangenen
Jahren verschiedene genetische Modelle aus unterschiedlichen Spezies, u. a. Ratte,
Hund, Kaninchen, Truthahn und Maus, etabliert (Alexander et al., 1954; Katz et al.,
1957; Schlager et al., 1968; El Halawani et al., 1973; Lovenberg & Horan, 1987). Die
Ratte bietet sich aufgrund gut kontrollierbarer und standardisierbarer Haltungsbedin-
gungen und der dadurch bedingten Ausschaltung vielfaltiger exogener Faktoren und
deren Interaktionen untereinander als Tiermodell fir genetische Untersuchungen an.
Dartber hinaus erleichtern einfache Zuchtbedingungen, ein relativ kurzer Generations-
zyklus und nicht zuletzt die aufgrund ihrer Grél3e gute experimentelle Zugénglichkeit
fur physiologische Untersuchungen die Studiendurchfiihrung und —planung (Hedrich,
2000). Mit im Hinblick auf ein bestimmtes phanotypisches Merkmal durchgefiihrten
selektiven Verpaarungen uber mehrere Generationen hinweg wurden Inzuchtratten-
stamme fir diverse Krankheitsbilder etabliert. Innerhalb eines Inzuchtrattenstammes
weisen alle Tiere an samtlichen Genorten denselben homozygoten Genotyp auf und
sind damit genetisch zu Uber 99 % identisch. Das Merkmal fur das entsprechende
Krankheitsbild (z. B. Bluthochdruck) liegt in dem jeweiligen Inzuchtstamm in genetisch
fixierter Form vor und wird von Generation zu Generation unveréndert weiter vererbt
(Kreutz et al., 1994). Die Vorteile von Inzuchtrattenstdmmen sind ihre genetische
Uniformitat und die Stabilitat der charakteristischen Merkmale Uber lange Zeit. Auf-
grund der angefiihrten Vorteile zahlt die Ratte zu den meistgenutzten Tiermodellen und
dient als Modellorganismus fir eine Vielzahl von Erkrankungen, beispielsweise kardio-
vaskulare Erkrankungen (z. B. Bluthochdruck), Stoffwechselstérungen (z. B. Diabetes
mellitus, Fettstoffwechselstérungen), neurologische Erkrankungen (z. B. Epilepsie,

Parkinson), Autoimmunerkrankungen und verschiedene Krebsformen (Hedrich, 2000).

1.5 Haufig verwendete Rattenmodelle fiir das Krankheitsbild
Hypertonie

Der Blutdruck bei der Ratte stellt ebenso wie beim Menschen ein quantitatives, durch

verschiedene Gene sowie durch Umweltfaktoren beeinflusstes Merkmal dar. Infolge-

dessen ist die Ratte als Modellorganismus fur die experimentelle Analyse der priméren

Hypertonie gut geeignet. Durch Gber mehrere Generationen (zumeist > 20) reichende

gezielte Bruder-Schwester-Verpaarungen von Tieren mit den gewiinschten Blutdruck-
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eigenschaften wurden verschiedene Inzuchtrattenstamme mit spontan auftretender

oder induzierbarer Hypertonie etabliert.

Der Inzuchtrattenstamm der spontan hypertensiven Ratte (SHR) wurde ausgehend von
Wistar-Ratten 1963 von Okamoto und Aoki etabliert (Okamoto & Aoki, 1963). Gezielte
Verpaarungen der Tiere mit den hochsten Blutdriicken fiihrten Giber mehrere Genera-
tionen zu einem Stamm mit spontan auftretender Hypertonie. Der Blutdruckanstieg
setzt dabei im Alter von 5 bis 6 Wochen ein und manifestiert sich mit Werten zwischen
160 und 180 mmHg im Alter von 10 Wochen (Volpe & Rubattu, 1994). Heute stellt die
SHR-Ratte das am haufigsten bei der Erforschung kardiovaskularer Erkrankungen,
insbesondere in der Bluthochdruckforschung, verwendete Tiermodell dar (> 13.000
Veroffentlichungen / Referenzen, NCBI National Library of Medicine;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/).

Ebenfalls von Okamoto wurde die zu Schlaganfallen neigende, spontan hypertensive
Ratte (SHRSP) durch selektives Verpaaren von SHR-Ratten mit hoher Schlaganfall-
Inzidenz etabliert (Okamoto et al., 1974). Die SHRSP-Ratte entwickelt bereits als Jung-
tier eine schwere spontane Hypertonie, die sich bei adulten Tieren mit Werten bis zu
240 mmHg und ausgepréagten Endorganschaden manifestiert. Die Manifestation von
Schlaganfallen und kardiovaskularen Endorganschaden sowie die Mortalitat werden

durch Salzbelastung zusétzlich signifikant erhoht.

Anfang der sechziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts waren es Dahl und Mitar-
beiter in Brookhaven (USA), die Sprague-Dawley-Ratten hinsichtlich ihrer Sensitivitat
(S) oder Resistenz (R) gegentiber dem blutdruckerhéhenden Effekt von Natriumchlorid
durch gezielte Verpaarungen selektierten (Dahl et al., 1962a; Dahl et al., 1962b).
Bereits nach drei Generationen systematischer Zucht konnten sie verschiedene Linien
salzsensitiver S-Ratten und salzresistenter R-Ratten isolieren. Die Tiere der S-Linie
reagierten auf erhdhte Salzkonzentrationen im Futter mit einem merklichen Blutdruck-
anstieg, wahrend bei den Tieren der R-Linie lediglich ein schwacher Effekt zu verzeich-
nen war. Durch inkonsequentes Zichten in den nachfolgenden Generationen, stellten
sich die 1973 durch Rapp erworbenen Tiere sowohl des S- als auch des R-Stammes
als nicht vollstéandig ingeztchtet heraus. Mit Hilfe praziser Blutdruckanalysen und sys-
tematischer Verpaarungen tber mehr als 20 Generationen etablierte er Inzuchtstimme
der salzsensitiven Dahl/SS/Jr- und der salzresistenten Dahl/SR/Jr-Ratte. Wahrend die
salzresistente Dahl/SR/Jr-Ratte normotone Blutdriicke zwischen 120 und 130 mmHg

aufweist, die sich auch unter Salzbelastung nicht weiter erh6hen, stellt die salzsensitive
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Dahl/SS/Jr-Ratte wie die SHR-Ratte ein Tiermodell fur angeborene, spontane Hyper-
tonie dar. Der sich bereits deutlich unter Niedrigsalz- (0,2 - 0,4 %) oder Normalfutter
(1 %) entwickelnde Bluthochdruck erreicht dabei Werte zwischen 170 und 180 mmHg
und steigt als Ausdruck der Salzsensitivitat unter Salzbelastung mit 8 % NaCl auf
Werte Uber 200 mmHg an. Darlber hinaus bilden sich schwere vaskulare Schaden, vor
allem in der Niere und im Herzen aus (Rapp & Dene, 1985; Rapp, 1994; Volpe &
Rubattu, 1994; Walder et al., 1996). Aufgrund dieser Eigenschaften stellt die salzsensi-
tive Dahl/SS/Jr-Ratte ein Tiermodell fiir spontane, salzsensitive Hypertonie mit ausge-

pragten Endorganschéaden dar.

1.6  Strategien zur Identifizierung von Genen

Das Spektrum vererbbarer Krankheiten reicht von monogenetischen bis zu aul3erst
komplex regulierten polygenetischen Erkrankungen. Zu den letztgenannten zahlen eini-
ge der in den entwickelten Industrielandern am haufigsten vorkommenden Krankheiten
wie Typ 2-Diabetes mellitus und Bluthochdruck. Die Aufklarung der beteiligten Gene
stellt einen wichtigen Schritt bei der Erforschung der zugrunde liegenden Pathogenese

dar und kann zur Entwicklung neuer Therapiestrategien beitragen.

Der Anteil der genetisch bedingten Blutdruckvariabilitat in der Bevdlkerung betragt
nach heutigen Schatzungen zwischen 30 und 50 % (Ward, 1995). Durch multiple Inter-
aktionen der unterschiedlichen genetischen Faktoren mit verschiedenen Umweltvari-
ablen ergeben sich aufRerst komplexe Beziehungen. So kdnnen durch einen einzigen
Umweltfaktor mehrere Krankheitsgene beeinflusst werden und zur verstarkten oder
verminderten Auspragung des Phanotyps fuhren, umgekehrt sind aber auch die, unter
Umstanden entgegengesetzten, Interaktionen verschiedener Umweltfaktoren mit nur
einem Gen moglich. Durch diese komplexe, multifaktorielle und polygenetische Natur
der primaren Hypertonie wird die Analyse der zugrunde liegenden Ursachen und
pathophysiologischen Mechanismen erschwert (Kreutz et al., 1994; Hibner, Kreutz,
Lindpaintner, 1994).

Fur die Identifizierung der molekulargenetischen Grundlagen genetisch regulierter

Krankheiten wurden verschiedene Strategien entwickelt:
1. Kandidatengen-Analyse
2. Linkage-Analyse (Kopplungsanalyse)

3. Analyse des gesamten Genoms / Kosegregationsstudien (Abb. 3).
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Die Voraussetzung fur die Anwendung der Kandidatengen-Analyse ist die Kenntnis der
pathophysiologischen Hintergriinde der Erkrankung. Mit diesem Wissen kénnen Gene,
von denen man annimmt, dass ihre Produkte bei der Entstehung der Krankheit beteiligt
sind, gezielt charakterisiert und hinsichtlich Mutationen und deren méglicher Assozia-
tion mit dem Krankheitsphanotyp untersucht werden. Zu den im Rahmen der Hyper-
tonieforschung in Frage kommenden Genen zahlen hier vor allem die des Renin-
Angiotensin-Systems, des sympathischen Nervensystems, des Kallikrein-Kinin-Sys-
tems, lonenkandale oder Gene, die fur vasoaktive Substanzen, wie z. B. die Endothe-
line, kodieren. Der hauptsachliche limitierende Faktor der Kandidatengen-Methode er-
gibt sich aus der relativ kleinen Anzahl heute bekannter Gene: Den heute ca. 10.000
bekannten Genen stehen ca. 30.000 unbekannte Gene gegenuber (Pruit et al., 2001).
Damit ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich die krankheitsrelevanten Gene unter den
75 % unbekannten Genen befinden und dadurch mit der Kandidatengen-Methode nicht

identifizierbar sind, aul3erordentlich hoch.
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Abb. 3:
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Strategien zur Identifizierung krankheitsrelevanter Gene. Uber den Homologiever-
gleich mit dem menschlichen Genom kénnen im Tiermodell ermittelte Quantitative
Trait Loci (QTL) chromosomalen Regionen des Menschen zugeordnet werden.
Die entsprechenden DNA-Abschnitte oder Gene, deren Produkte pathogenetische
Bedeutung zu haben scheinen (Kandidatengene), kénnen nachfolgend gezielt im
Rahmen von Familien- und Geschwisterpaaranalysen sowie Assoziationsstudien
untersucht und identifizierte Kandidatengenpolymorphismen in klinischen Studien

Uberprift werden.
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Die Methode der Linkage-Analyse findet vor allem bei den seltenen monogenetischen

Hypertonieformen Anwendung.

Eine effektive Methode zur Identifizierung bislang unbekannter Gene ist die tierexperi-
mentelle bei Inzuchtstimmen angewendete Kosegregations- und Linkage-Analyse, bei
der das gesamte Genom analysiert wird. Die Grundlage bilden die GesetzmaRigkeiten
der Rekombination wahrend der Meiose sowie freie Segregation und unabhéngige Ver-
teilung der Allele. Bei der Verpaarung zweier sich in Bezug auf den zu untersuchenden
Phanotyp unterscheidenden Inzuchtrattenstamme, bleiben die Nachkommen der F2-
Generation, die wahrend der meiotischen Rekombination die mit dem Phanotyp asso-
ziierte(n) chromosomale(n) Region(en) geerbt haben, mit dem Phanotyp assoziiert
(Hubner, Kreutz, Lindpaintner, 1994; Abb. 4). Diese relativ gro3en chromosomalen Re-
gionen, die mehrere Gene mit Einfluss auf den untersuchten Phanotyp enthalten
kénnen, werden als ,Quantitative Trait Loci* (QTL) bezeichnet (Rapp, 2000). Ihre Iden-
tifizierung erfolgt durch Analyse des gesamten Genoms unter Verwendung poly-
morpher Mikrosatellitenmarker, deren chromosomale Lokalisation aus Kartierungs-
untersuchungen bekannt ist. Lediglich Marker, die sehr nah am Krankheitsgen lokali-
siert sind, bleiben mit dem pathologischen Phanotyp assoziiert, wahrend entfernt
gelegene oder Marker anderer Chromosomen keine Assoziation zur Krankheit auf-
weisen (Abb. 4). Eine dichte, gleichmafige Verteilung der Marker und die Testung
ausreichend grofRer Studienpopulationen erméglicht auch bei polygenen Erkrankungen
die Detektion von QTL. Die entsprechenden DNA-Abschnitte kdnnen anschliel3end ge-
zielt durch Zichtung eines kongenen (Ratten-) Stammes (Abb. 5) verifiziert werden.
Hierdurch kann einerseits in Verbindung mit der Kandidatengen-Analyse die Relevanz
in Frage kommender Kandidatengene untersucht werden, zum anderen kdénnen neu
identifizierte Gene funktionell charakterisiert werden. Da der Blutdruck ein quantitatives
Merkmal darstellt und eine kontinuierliche Variation (Normalverteilung) von hohen zu
niedrigen Werten zeigt, kann zur Ermittlung der zugrunde liegenden genetischen Fak-
toren die Methode des QTL-Mappings angewendet werden. Uber die vielen im letzten
Jahrzehnt durchgefiihrten Kosegregationsstudien zwischen hypertensiven und normo-
tensiven Rattenstdmmen konnten zahlreiche QTL mit Einfluss auf die Blutdruckregu-

lation auf nahezu jedem Rattenchromosom identifiziert werden (Rapp, 2000).
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Abb. 4:
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Meiotische Rekombination am Beispiel der Kreuzung zweier Inzuchtratten-
stdmme A und B, die sich in Bezug auf den zu untersuchenden Phanotyp unter-
scheiden: Jeder vertikale Balken entspricht einem Chromosom. Wahrend die
Neu- und Umverteilung der Erbanlagen (Rekombination) bei der Verpaarung
der jeweils genetisch homogenen Elterntiere (FO) in der F1-Generation zu
genetisch identischen Nachkommen fiihrt, bewirkt sie bei der Verpaarung der
F1-Tiere durch ,Crossing-over‘ die Aufspaltung in genetisch unterschiedliche
Nachkommen. Je groRer die genetische Distanz zweier Genorte, desto wahr-
scheinlicher ist ihre Trennung wahrend der meiotischen Rekombination. Die
F2-Tiere, die beide Allele (Homozygotie) des krankheitsassoziierten Genes
(schwarzer Balken) geerbt haben, bleiben mit dem Krankheitsphanotyp assozi-
iert (K, fettgedruckt). Geht man von einem kodominanten oder dominanten Erb-
gang aus, zeigen auch die Tiere, die das entsprechende Allel in einfacher (hete-
rozygoter) Form geerbt haben, Auspragungen des kranken Phanotyps (K).
Tiere, die keines der entsprechenden Allele tragen, weisen den gesunden
Phéanotyp auf (G, fettgedruckt).

Die Identifizierung von chromosomalen Regionen mit Einfluss auf den unter-
suchten Phanotyp erfolgt mit Hilfe polymorpher Mikrosatellitenmarker (Marker
1-6). Dabei zeigt der am nahesten am Krankheitsgen lokalisierte Marker
(Marker 5) die starkste Phanotyp-Assoziation, wahrend entfernt oder auf ande-
ren Chromosomen gelegene Marker geringe oder keine Assoziation aufweisen.
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Abb. 5:  Strategie zur Etablierung eines kongenen Stammes: Die Ubertragung der gewiin-
schten chromosomalen Region (Bereich zwischen den gestrichelten Linien) erfolgt
durch serielles Ruckkreuzen des Spender-Stammes mit dem Empfanger-Stamm
Uber 8-12 Backcross-Generationen und anschlieRender Fixierung des Ubertra-
genen, bis dahin heterozygoten, Bereiches durch Bruder-Schwester-Verpaarung
(Kreutz & Hibner, 2002).

Vor allem monogene Erkrankungen konnten bisher erfolgreich mit Hilfe von Linkage-
Analysen charakterisiert und aufgeklart werden. Die erfolgreiche Anwendung der ex-
perimentellen Linkage-Analyse konnte bei Kreuzpaarungsstudien an Ratten, in denen
ein Stamm mit spontaner, polygener Hypertonie mit einem normotonen Stamm ge-
kreuzt wurde, gezeigt werden. Die phdno- und genotypische Analyse der F2-Popula-
tion erbrachte die signifikante Assoziation des Blutdruckes mit einer Region auf dem
Rattenchromosom (RNO) 10. Der Vergleich mit der homologen humanen chromoso-
malen Region (comparative mapping) ergab einen Bereich auf Chromosom 17 des
Menschen, in dem auch das fiur das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) kodierende
Gen lokalisiert ist. In der sich anschlieenden, gezielten Untersuchung mit einem spe-
ziell fur das ACE-Gen entwickelten, polymorphen Marker konnte tatséchlich die Assozi-
ation des ACE-Allels des kranken Stammes mit dem Blutdruck nachgewiesen werden
(Lindpaintner et al., 1990; Hilbert et al., 1991; Jacob et al., 1991). Das Adducin-Gen als
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mogliches blutdruckregulierendes Kandidatengen ergab sich aus Kosegregations-
studien an Milan-hypertensiven und Milan-normotensiven Ratten (Bianchi et al., 1994).
Gezielte klinische Untersuchungen bewiesen die Assoziation des a-Adducin-Genes mit
der priméaren Hypertonie (Casari et al., 1995). Dariliber hinaus wurde bei Patienten mit
primarer Hypertonie der Einfluss des a-Adducin-Genotyps auf das Ausmald der Blut-
drucksenkung nach Behandlung mit einem Thiaziddiuretikum nachgewiesen (Cusi et
al., 1997). Im Rahmen dieser Untersuchungen konnte demnach nicht nur die Bedeu-
tung eines im genetischen Rattenmodell identifizierten, blutdruckregulierenden Gen-
ortes fur die menschliche Hypertonie bestatigt werden, sondern erstmalig auch die
Maoglichkeiten einer medikamentdsen Behandlung der Hypertonie in Abhangigkeit vom

Genotyp des Patienten (Pharmakogenetik) aufgezeigt werden.

1.7 Ziel der Arbeit

Kardiovaskulare Erkrankungen zahlen zu den Haupttodesursachen in den entwickelten
Industrienationen. Als besonders gefahrdet gelten salzsensitive Patienten, die als Ant-
wort auf einen erhdhten Salzgehalt der Nahrung einen verstéarkten Blutdruckanstieg so-
wie gravierende Endorganschéden entwickeln. Die der salzsensitiven Hypertonie zu-
grunde liegenden Pathomechanismen sind weitgehend ungeklart. Das haufigere Auf-
treten in bestimmten Bevolkerungsgruppen und bei Angehdrigen ersten Grades weist

auf die wahrscheinliche Bedeutung genetischer Faktoren hin.

Folgende, in Abb. 6 zusammengefasste Vorstellung uber die Atiopathogenese der
salzsensitiven Hypertonie liegt dieser Arbeit zugrunde: Zum einen kann die Entwick-
lung einer salzsensitiven Hypertonie primér durch genetisch bedingte Funktionssto-
rungen der renalen Natriumexkretion hervorgerufen werden (Abb. 6, Punkt 0), zum
anderen konnen unabhangig von primar genetisch bedingten Salzausscheidungssto-
rungen andere genetische Faktoren zu Hypertonie und sekundaren Nierenfunk-
tionsverdnderungen und in Folge zu einer eingeschrankten Natriumexkretion flihren
(Abb. 6, Punkt 1). Bei einem Teil der Patienten fuhren diese Veranderungen zur Ent-
wicklung einer salzsensitiven Hypertonie, identisch mit dem bei salzsensitiven
Dahl/SS/Jr-Ratten beobachteten Phanotyp (Abb. 6, Punkt 2a), wahrend ein anderer
Teil der Patienten die renalen Funktionsveranderungen kompensiert und eine mit ge-
ringerem Progressionsrisiko verbundene salzresistente Hypertonie, identisch mit dem
SHR/Mol-Phéanotyp, ausbildet (Abb. 6, Punkt 2b).
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Atiopathogenese der salzsensitiven Hypertonie. Im Wechselspiel mit Umweltfakto-
ren kdnnen einerseits primar genetisch bedingte Faktoren zur Nierenschadigung
mit gestorter Salzausscheidung und infolgedessen zu salzsensitiver Hypertonie
fuhren (0), andererseits kann ein durch andere genetische Faktoren bedingter
Bluthochdruck zur Schadigung der Niere fiihren (2a,b). Kann eine dadurch hervor-
gerufene Stérung der Natriumexkretion nicht kompensiert werden, ist der sich ent-
wickelnde Hypertonus salzsensitiv (3). Unter Salzsensitivitdt kommt es zu gestei-
gerter Hypertonie-Progression (4), die verstarkte Schadigungen kardiovaskularer
und renaler Art zur Folge hat (5) und auf diese Weise den Blutdruckanstieg zu-
séatzlich fordert. Der so entstandene Circulus vitiosus fuhrt zu einem betréchtlich
erhohten kardiovaskular-renalen Risiko dieser Patienten (6).
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Die Entwicklung sekundarer Nierenfunktionsveranderungen mit Einschrankung der
Salzexkretion bei der salzsensitiven Hypertonie kann wiederum genetischen Einfllissen
unterliegen (Abb. 6, Punkt 3) und zur weiteren Progression der Hypertonie (Abb. 6,
Punkt 4) sowie der renalen und kardiovaskuldren Schadigung im Sinne eines circulus
vitiosus filhren, wobei der progredienten Nierenschadigung bei der Aufrechterhaltung
und dem Voranschreiten der Erkrankung eine entscheidende Bedeutung zukommt
(Abb. 6, Punkt 5). Die Progression der unter Salzsensitivitat entstandenen hyper-
tensiven Endorganschaden erhéht das Risiko kardiovaskularer sowie renaler Ereig-
nisse wie Herzinfarkt, Schlaganfall und Nierenversagen in erheblichem Mafe (Abb. 6,
Punkt 6).

Vor diesem Hintergrund bestand das Ziel der Arbeit in der Identifizierung chromoso-
maler Regionen (QTL) bei der Dahl/SS/Jr-Ratte, die fur die Entwicklung der salzsensi-
tiven, spontanen Hypertonie verantwortlich sind. Eine weitere Fragestellung war die
Klarung der Bedeutung der blutdruckregulierenden QTL fir die Manifestation der
hypertensiven Endorganschaden, insbesondere der kardiovaskularen Hypertrophie
und der Nierenschadigung, sowie die Identifizierung moglicher blutdruckunabhéngiger

QTL mit Einfluss auf die kardiovaskulare und/oder renale Schadigung.

Der erste, dem Arbeitsprogramm zugrunde liegende Schritt beinhaltete die ph&no-
typische Charakterisierung sowohl der salzsensitiven spontanen Hypertonie der
Dahl/SS/Jr-Ratte als auch der salzresistenten spontanen Hypertonie des SHR/Mol-
Stammes unter Normal- und Salzdiat. Dabei sollten neben der Messung des systo-
lischen Blutdruckes auch Parameter der hypertensiven Endorganschadigung wie
Albuminurie, Proteinurie und kardiovaskuléare Hypertrophie sowie histologische Bewer-
tungen einbezogen werden. Die Uberpriifung der genetischen Homogenitat der In-
zuchtrattenstamme sollte durch gezielte Analyse des gesamten Genoms mit Hilfe von

polymorphen Mikrosatellitenmarkern erfolgen.

In einem zweiten Schritt sollte eine ménnliche F2-Kreuzpaarungspopulation aus salz-
sensitiver Dahl/SS/Jr-Ratte und dem kontrastierenden, salzresistenten Referenzstamm
SHR/Mol etabliert und phanotypisch charakterisiert werden. Zur Beschleunigung der
Hypertonie-Progression war die Gabe eines salzreichen Futters (4 % NaCl) vorge-
sehen. Die dadurch hervorgerufene verstarkte Phanotyp-Auspréagung sollte zur Verein-
fachung der sich anschlieRenden ldentifizierung genetischer Determinanten genutzt

werden.
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Im Anschluss an die phanotypische Charakterisierung der F2-Tiere sollten im dritten
Schritt mithilfe einer genomweiten Mikrosatellitenmarker-basierten Kopplungsunter-
suchung QTL mit Einfluss auf die salzsensitive spontane Hypertonie identifiziert und

kartiert werden.

Die Verifizierung der detektierten krankheitsrelevanten genetischen Regionen sollte in
nachfolgenden Arbeiten durch Etablierung von kongenen Stammen erfolgen. Parallel
dazu sollten durch Homologievergleich mit dem menschlichen Genom die in der Ratte
detektierten QTL den entsprechenden chromosomalen Regionen des Menschen zuge-
ordnet werden und diese danach gezielt auf mdgliche Kandidatengene untersucht

werden.

Die Erforschung und eindeutige funktionelle Charakterisierung von Genen, die kausal
mit der Hypertonie und/oder den hypertensiven Endorganschaden in Verbindung
stehen, ermdoglicht einerseits die frihzeitige Identifizierung von Risikopatienten, ande-
rerseits erlaubt sie die gezielte Entwicklung einer individuellen, verbesserten Pharma-
kotherapie dieser Patienten. Die in Tiermodellen identifizierten genetischen Suszepti-

bilitdtsfaktoren stellen einen bedeutsamen Faktor dieser Entwicklung dar.



