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1. Einleitung

1.1. Arterielle Hypertonie und hypertensive Herzerkrankung — Epidemiologie

Die arterielle Hypertonie sowie deren Folgeerkrankungen stellen unverdndert eine der
wichtigsten Morbiditédts- und Mortalitidtsursachen in den entwickelten Industrieldndern dar
() Neben den zerebralen, vaskuldren und renalen Endorganschidden zihlt die Hypertonie-
assoziierte Herzinsuffizienz aufgrund der hohen Pridvalenz und Mortalitdt der Erkrankung
zu den schwerwiegensten Hypertoniefolgen. Allein in den USA werden pro Jahr mehr als
eine halbe Million Herzinsuffizienzpatienten neu diagnostiziert und etwa 287000 Patienten
versterben jihrlich in Folge der Erkrankung . Dabei konnten verschiedene Studien
belegen, dass die Inzidenz der Herzinsuffizienz insgesamt allein durch eine effiziente
Hypertonie-Therapie um etwa 50% gesenkt werden kann ¥, Der Risikofaktor Hypertonie
ist nach Daten der Framingham-Studie sowie auch der Cardiovascular Health Study fiir ca

29 Trotz einer Reihe insbesondere

40% aller Herzinsuffizienzfille ursdchlich
medikamentoser Behandlungsstrategien, die zu einer verbesserten Prognose der
Herzinsuffizienz beigetragen haben, ist die Mortalitdt der Herzinsuffizienz unverdndert

hoch und betrdgt 5 Jahre nach Erstdiagnose der Erkrankung ca. 50% bei Ménnern bzw.

45% bei Frauen .

Eine differenzierte Betrachtung der vorliegenden epidemiologischen Daten zeigt ausserdem,

dass die in den letzten Jahrzehnten entwickelten Behandlungsstrategien nicht fiir alle Gruppen

von herzinsuffizienten Patienten gleichermassen gewinnbringend waren. In den letzten Jahren

zeigte sich immer deutlicher, dass nur bei etwa der Hélfte der Patienten, bei denen erstmals

eine Herzinsuffizienz diagnostiziert wird, eine Einschrankung der systolischen Funktion des

Herzens und damit eine verminderte Ejektionsfraktion vorliegt. Bei der anderen Hélfte der

Patienten — nahezu regelmaissig Patienten mit bestehender arterieller Hypertonie und in der
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Folge linksventrikulirer Hypertrophie ) — scheint eine zunichst ausschliesslich diastolische
Funktionsstorung ohne Beeintrichtigung der systolischen Herzfunktion ursdchlich fiir die
Herzinsuffizienz zu sein . Wihrend fiir Patienten mit systolischer Herzinsuffizienz ein
leichter Riickgang der Mortalitdt innerhalb der letzten 20 Jahre beobachtet werden konnten,

blieb die Mortalitit der diastolischen Herzinsuffizienz seither unverindert .

1.2. Hypertonie und hypertensive Herzerkrankung als komplexe genetische

Erkrankungen

Aufgrund der geschilderten epidemiologischen Daten bleibt die Identifizierung der kausalen
Krankheitsdeterminanten der Hypertonie wie auch der Herzinsuffizienz als
Hypertoniefolgeerkrankung eine wichtige Aufgabe. Dabei wurden genetische Einfliisse auf
die Hohe des Blutdrucks bereits 1923 von Weitz und spéter von Platt beobachtet . Weitz
ging der Frage nach, ob bei Familienangehoérigen von Hypertoniepatienten ebenfalls eine
arterielle Hypertonie vorlag, und stellte fest, dass der prozentuale Anteil der an Hypertonie
erkrankten Geschwister ,, sehr viel grosser war, als bei zahlreichen beliebigen Personen, deren
Blutdruck bestimmt wurde“ ®. Sir George Pickering definierte den arteriellen Blutdruck
erstmals als quantitatives Merkmal, dessen genetisch determinierter Anteil nicht allein auf die
Wirkung eines einzelnen mutierten Genortes zuriickgefiihrt werden konnte. Mit Aussnahme
dusserst seltener monogenetisch vererbter Formen folgt die Hypertonie keinem einfachen
Mendelschen ~ Vererbungsmuster *'?. So wurde die genetisch determinierte

Blutdruckvariabilitit in Familienstudien auf etwa 20% (39

, in Zwillingsstudien sogar auf
60% geschitzt '*'®. Obwohl die Rolle der Hypertonie als Risikofaktor fiir die Entstehung

einer Herzinsuffizienz gut etabliert ist, tragen unabhingig davon genetische Faktoren zur

Entstehung der Erkrankung bei. Jingere Daten aus Teilnehmern der Framingham offspring
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study konnten belegen, dass Kinder von Herzinsuffizienzpatienten ein ca. 2-fach erhohtes
Risiko haben, selbst an einer Herzinsuffizienz zu erkranken. Selbst nach Adjustierung der
Daten auf das Vorhandensein etablierter Risikofaktoren einschliesslich Hypertonie und LV-
Hypertrophie war das Herzinsuffizienzrisiko um ca. 70% erhoht .

Trotz dieser guten Belege fiir eine genetische Komponente in der Entstehung von Hypertonie
und Herzinsuffizienz, sind die genauen genetischen und molekularen Ursachen nach wie vor
weitgehend unbekannt. Ein Grund dafiir liegt in der komplexen multifaktoriellen Genese
beider Erkrankungen. Im Gegensatz zu den monogenen Erkrankungen, bei denen Mutationen
einzelner Genorte zu schwerwiegenden Funktionsstorungen der entsprechenden Genprodukte
fihren, sind komplexe Erkrankungen durch vielschichtige Interaktionen zwischen
verschiedenen Genorten (epistatische Interaktionen) sowie Interaktionen zwischen
genetischen Faktoren und Umweltvariablen (6kogenetische Interaktionen) gekennzeichnet
(Abbildung 1) @ Diese komplexen Interaktionen werden beispielhaft durch Beobachtungen

an Patienten deutlich, deren Blutdruck unterschiedlich stark von verschiedenen

Umweltfaktoren, wie dietitischer Kochsalzbelastung, beeinflusst wird ?".

Lebensstil Genotyp

Gen E e <Ge;; B> Gen H>

Gen K

Hypertonie

Gen C

Gen F

Gen D
Gen G

Herzinsuffizienz

Abbildung 1: Die Hypertonie assoziierte Herzinsuffizienz als komplexe Erkrankung. Schematisch
dargestellt ist der multifaktorielle Einfluss auf die Entstehung einer Herzinsuffizienz durch die Beteiligung

mehrerer Gene, des Risikofaktors Hypertonie und des Lebensstils.
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1.3.  Analyse komplexer genetischer Erkrankungen im Tiermodell

Die genetische Analyse komplexer Erkrankungen im Menschen wird dadurch erschwert, dass
sowohl Hypertonie als auch Herzinsuffizienz keine homogenen Krankheitsbilder, sondern
heterogene Gruppen von Erkrankungen darstellen. Komplizierend wirken Phinomene wie
unterschiedliche Penetranz und Phinokopie. In dieser Situation ermdglichen ingeziichtete
Tiermodelle eine reduktionistische Betrachtungsweise von komplexen Phénotypen. Einerseits
fehlt ingezlichteten Tierstimmen die genetische Heterogenitét, andererseits lassen sich durch
die Kontrolle der Umweltbedingungen exogene Determinanten und deren vielschichtige
Interaktionen untereinander minimieren. Experimentelle Kreuzungen ingeziichteter
Tierstimme sind daher besonders gut fiir die Aufschliisselung quantitativer Merkmale wie
z.B. dem Blutdruck geeignet. Ingeziichtete Tierstimme, die einen bestimmten Phinotyp wie
zum Beispiel Bluthochdruck oder auch Herzinsuffizienz aufweisen, konnen durch selektive
Ziichtung etabliert werden. Aus einer Kolonie von nicht oder nur teilweise ingeziichteten
Tieren werden solche ausgewéhlt, die den Phidnotyp von Interesse zeigen und miteinander
verpaart. In nachfolgenden Generationen werden diejenigen Nachfahren zur Weiterzucht
verwendet, die das Merkmal von Interesse ausprdgen. Ist das entsprechende Merkmal fixiert,
werden die Nachkommen unter kontinuierlicher Kontrolle des Phinotyps iiber etwa 20
Generationen ingeziichtet, um genetische Homogenitdt zu erreichen. Werden in einer
analogen Paarungsstrategie Nachkommen geziichtet, denen das pathologische Merkmal fehlt,
entsteht ein kontrastierender Tierstamm, der das zu untersuchende Merkmal nicht ausprégt.
Wihrend sich die beiden Stimme in ihren Genen unterscheiden, die fiir die Auspriagung des
Phénotyps verantwortlich sind, unterscheiden sie sich auch in einer Reihe von Genen, die
zufdllig im Prozess der Trennung der Stimme fixiert wurden und mit dem eigentlich

selektierten Phianotyp nichts zu tun haben. Durch den Vergleich zweier Inzuchtstimme allein



lassen sich fiir die Erkrankung relevante Genorte nicht identifizieren, da keine Aussage
dartiber gemacht werden kann, ob Unterschiede kausal an der Auspriagung des Phénotyps
beteiligt sind oder sekundidre Phinomene darstellen. Somit konnen Ergebnisse vergleichender
Studien zwischen ,kranken* und ,,normalen” Stimmen nur Hinweise auf Kandidatengene
geben, die dann in Kopplungs- oder Kosegregationsanalyen auf eine kausale Beteiligung am

Krankheits-Phénotyp iiberpriift werden miissen.



2. Fragestellungen

Schwerpunkt der hier vorgestellten Forschungsarbeiten ist die Identifizierung der genetischen
Grundlagen fiir komplexe kardiovaskulire Erkrankungen wie Hypertonie und
Herzinsuffizienz. Ausgangspunkt der durchgefiihrten Experimente waren dabei genetisch
verdnderte Tiermodelle wie z.B. die Bradykinin-Rezeptor Typ 2 Knockout Maus bzw. die in
der Einleitung beschrieben Inzucht-Rattenstimme mit fixierter kardiovaskuldrer Erkrankung
und ebenfalls fixiertem Genotyp. Dabei war neben der Identifizierung genetischer
Krankheitsdeterminanten immer auch die Mitwirkung bei der Generierung entsprechender
Ressourcen wichtiger Bestandteil der eigenen Forschungstatigkeit. Dazu zdhlt die Mitwirkung

an der Sequenzierung des Rattengenoms “*; die Erstellung einer SNP-Karte der Ratte ©7,

sowie die Identifizierung genomweiter Expressions-QTL der Ratte ©°.

In eigenen Arbeiten wurden Bradykinin-Rezeptor Typ 2 Knockout Méuse genomweit
beziiglich ihrer renalen Genexpression analysiert um potentiell neue, durch den Bradykinin-
Rezeptor vermittelte pathways zu identifizieren, die in die Blutdruckregulation involviert sind
(siche 3.1. ©®¥). Im Weiteren wurden insbesondere die Modelle der spontan hypertensiven
sowie der spontan herzinsuffizienten Ratte analysiert, um genetische Ursachen der durch
Zucht fixierten Krankheitsphénotypen zu identifizieren. Dabei wurden das Zusammenwirken
verschiedener QTL bei der Blutdruckregulation untersucht (siche 3.2. #?) sowie identifizierte
Kandidatengene genetisch und funktionell auf ihre tatsdchliche Relevanz bei der
Hypertoniegenese getestet (siche 3.3. ®Y). Dariiber hinaus wurden in einem aufwendigen
Forschungsprojekt genetische Determinanten der Herzinsuffizienz im o.g. Rattenmodell
untersucht. Dabei konnte fiir die Erkrankung erstmals ein krankheitsverursachendes Gen

identifiziert und in einem knockout-Mausmodell bestétigt, sowie dessen Relevanz im

Menschen gezeigt werden (siehe 3.4. 64y,



3. Tiermodelle und experimentelle Strategien

3.1.  Kopplungsanalysen in experimentellen Kreuzungen ingeziichteter Tiermodelle

Mit einer molekulargenetischen Kopplungsanalyse untersucht man die Zuordnung eines
genetischen Merkmals zu einer chromosomalen Region in einer segregierenden Population,
wobei die Zuordnung indirekt iiber genetische Marker, deren chromosomale Position bekannt
ist, erfolgt. Es wird die Héufigkeit von Rekombinationsereignissen (Crossing over) zwischen
dem genetischen Merkmal (beispielsweise der Genexpression oder der Erkrankung) und
einem genetischen Marker untersucht. Eine chromosomale Region, die genetische Variation
und/oder Variationen enthilt, die fiir die Ausprdgung eines quantitativen Merkmals
verantwortlich ist/sind, wird als Quantitative Trait Locus (QTL) bezeichnet. Komplexe
Erkrankungen werden meist durch mehrere QTLs mit unterschiedlich starkem Einfluss auf
den Phénotyp bedingt. Als genetische Marker werden hauptsiachlich zwei verschiedene Arten
von DNA Polymorphismen verwendet: Mikrosatelliten und Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs). Mikrosatelliten (Short Tandem Repeats) sind repetitive Sequenzen aus Di-, Tri- oder
Tetra-Nukleotiden unterschiedlicher Lange, wihrend SNPs Variationen einzelner
Basenpaaren in der DNA Sequenz darstellen. Fiir verschiedene Spezies wie Mensch, Ratte

oder Maus steht eine Vielzahl von genetischen Markern zur Verfiigung (www.ensembl.org).

Fiir die Durchfiihrung einer Kopplungsanalyse in der Ratte werden segregierende
Populationen aus zwei kontrastierenden Inzuchtstimmen generiert. Durch die Kreuzung
zwischen zwei sich in Bezug auf den zu untersuchenden Phinotyp unterscheidenden
Inzuchtrattenstimmen bleiben in der F2-Filialgeneration nur diejenigen Genorte mit dem
Phénotyp assoziiert, die fiir deren Auspragung verantwortlich sind. Dazu werden homozygote

Parentalstimme gekreuzt und man erhélt eine Tochtergeneration F1, die von jedem Elternteil
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einen Chromosomenstrang erbt und durchgehend heterozygot ist. Verpaart man die F1-Tiere
miteinander, weist die resultierende F2-Filialgeneration eine zufillige Verteilung beider
Genome auf. Die jeweiligen Phénotypen kosegregieren hierbei mit ihren assoziierten

Genotypen (Abbildung 2).

B
; 1
Meiose
I I
F1
Meiose
I I I I
Marker 1
F2 ’ Marker 2
Marker 3
Marker 4
Marker 5

|_> Marker 6
Marker 7

krankheitsassoziiertes Gen

Abbildung 2: Erzeugung einer Intercross Population durch Kreuzung von homozygoten Inzuchtstimmen A und
B “?. Der zum Krankheitsgen nichstgelegene Marker (Marker 6) zeigt die stirkste Assoziation mit dem fiir

diese Erkrankung relevanten Phénotyp.

Untersucht man Kopplung zwischen physiologischen bzw. klinischen Phénotypen und

Genotypen, so bezeichnet man die identifizierten Quantitative Trait Loci als physiologische

QTL (pQTL).
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3.2. Rattenmodelle in der Analyse komplexer genetischer Erkrankungen

Die Ratte bietet gegeniiber anderen Tiermodellen fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
wesentliche Vorteile. Aufgrund der kurzen Generationszeit und einfachen Haltung sind die
Tiere schnell und in grosser Anzahl verfiigbar. Dariiber hinaus ldsst die ausreichende
Korpergrosse der Tiere eine Vielzahl physiologischer, biochemischer und aufwendiger
hemodynamischer Untersuchungen zu. Zur Aufklidrung genetischer Faktoren komplexer
Erkrankungen stehen derzeit tiber 500 Inzuchtstimme als Modellorganismen mit einer Fiille
an physiologischen Daten zur Verfiigung (Rat Genome Database; Rat Phenome Project,
Physgen).

Eines der wichtigsten Werkzeuge zur Identifizierung genetischer Grundlagen komplexer
Merkmale stellt die Moglichkeit zur Erzeugung groBer Kohorten genetisch informativer
Nachkommen dar. Abhidngig von der Fragestellung konnen dabei unterschiedliche
Ziichtungsstrategien, wie beispielsweise die Erzeugung von Intercross- oder Backcross-
Populationen, von rekombinant ingeziichteten Ratten oder von kongenen Tieren angewendet
werden ®¥. Die Generierung einer heterogenen Rattenpopulation (heterogeneous stock), die
aus acht genetisch und phinotypisch unterschiedlichen Inzuchtrattenstimmen erzeugt wird,
ermOglicht beispielsweise die Detektion eines pQTLs mit einer GroBe in einem Bereich von
weniger als 1 ¢cM. So konnten bis heute in genetischen Studien der Ratte mehr als 1000
pQTLs identifiziert werden (Rat Genome Database).

Im Jahr 2004 wurde die Sequenzierung des Rattengenoms mit einer Abdeckung von tiber 90%
des Genoms fertig gestellt und damit die Grundlage fiir die Identifizierung von
Kandidatengenen und fiir vergleichende Analysen mit dem Genom der Maus und des

24

Menschen geschaffen “. Die Tatsache, dass Gene des Menschen und Gene der Ratte

syntenisch angeordnet sind, macht es moglich, Riickschliisse von der Ratte auf den Menschen
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zu ziehen. Dariiber hinaus bietet die Generierung von Expressionsdaten in dem fiir die
Erkrankung relevanten Gewebe und deren Integration mit physiologischen Daten eine
herausragende Moglichkeit zur Identifizierung genetischer Determinanten komplexer

Erkrankungen.

Spontan hypertensive Ratte (SHR) und normotensive WKY-Ratte

In der experimentellen Erforschung der Hypertonie und der Hypertonie-bedingten
Endorganschiaden =zdhlt die spontan hypertensive Ratte zu den meistuntersuchten
Tiermodellen. Dieser Rattenstamm entstand durch eine selektive Verpaarung ingeziichteter
Wistar-Ratten, bei denen ein erhohter Blutdruck beobachtet wurde ®®. Der von denselben
Wistar-Ratten stammende normotensive, ingeziichtete WKY-Stamm, ist der am héufigsten
verwendete Kontrollstamm “®. Wie bei der essentiellen Hypertonie im Menschen zeigen sich
auch im SHR-Modell typische Hypertonie-assoziierte Endorganschiden. Zudem wurde in
Segregationsstudien gezeigt, dass die genetisch determinierte Varianz der Blutdruckwerte in
SHR ebenso wie im Menschen unter polygener Kontrolle steht. Im SHR Modell wurden
blutdruckregulierende QTL u.a. auf den Chromosomen 1 “” und 10 ® ?* identifiziert. Die
experimentelle Bestitigung der Krankheitsrelevanz beider Loci gelang durch die Etablierung

(30-32)

kongener Linien . Dabei wurde durch Riickkreuzung von SHR-Tieren auf einen

normotensiven Kontrollstamm fiir beide QTL ein Transfer von SHR-Allelen auf den
homogenen genetischen Kontroll-Hintergrund erreicht. Sowohl die Chrl-kongenen als auch

die Chrl0-kongenen Tiere zeigten einen signifikant erhdhten Blutdruck nach dietétischer

(32, 30)

Kochsalzbelastung . Dariiber hinaus konnte eine epistatische Interaktion zwischen

beiden blutdruckregulierenden Loci experimentell nachgewiesen werden 2.
Ahnlich wie in ingeziichteten SHR-Ratten konnte auch in Chrl-kongenen Ratten die

entscheidende Bedeutung der Niere fiir die Hypertonieentwicklung nachgewiesen werden: der
13



blutdruckregulierende Effekt des Chromosom 1 QTL konnte durch Transplantation einer

Niere auf ein nicht kongenes Tier iibertragen werden .

Spontan hypertensive und herzinsuffiziente Ratte (SHHF)

Die spontan herzinsuffiziente SHHF Ratte (spontaneously hypertensive heart failure rat) ist
ein genetisch definiertes Modell fiir eine Hypertonie-assoziierte Herzinsuffizienz. SHHF
Ratten sind durch Kreuzung von SHR Ratten aus der Kolonie am National Institute of Health
mit Koletzky obese Ratten hervorgegangen ©*.

Abhingig vom Allel-Status des Leptinrezeptors existieren sowohl iibergewichtige als auch
normalgewichtige Kolonien. Alle SHHF Tiere entwickeln eine early-onset Hypertonie,
verbunden mit einer linksventrikuldren Hypertrophie und einer manifesten Herzinsuffizienz
4% Diese wird von einer Reihe pathophysiologischer Merkmale begleitet, die auch fiir
Patienten mit Hypertonie-assoziierter Herzinsuffizienz typisch sind. Dazu zdhlen z.B. eine
erhohte Plasma-Renin-Aktivitdt (PRA) und erhohte ANP- und Aldosteron-Plasmaspiegel 36),
Eine weitere Parallele besteht auf der Ebene Herzinsuffizienz-typischer metabolischer
Verianderungen. So besteht sowohl in SHHF Ratten als auch in herzinsuffizienten Patienten
eine deutlich verminderte Expression von Genen, die in die mitochondriale beta-Oxidation
von Fettsiuren involviert sind ©”. Funktionelle und strukturelle kardiale Verdnderungen im
SHHF Modell gehen — dhnlich wie bei herzinsuffizienten Patienten - mit einem Anstieg

inflammatorischer Marker wie z.B. Tumor Nekrose Faktor-a oder Interleukin 6 einher ¢7 3,

Im Gegensatz zu ebenfalls hypertensiven SHR Ratten kommt es in SHHF Ratten bei
vergleichbarem Blutdruck und linksventrikuldrer Masse zu einem verstirkten Remodelling

und einem frithzeitigen Ubergang in die Herzinsuffizienz ©”.
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Aufgrund der genetischen Homogenitdit und der genannten pathophysiologischen
Charakteristika eignen sich SHHF Ratten besonders zum Studium der genetischen Faktoren,
die zur Progression einer linksventrikuldren Hypertrophie mit erhaltener linksventrikulédrer

Funktion in eine manifeste Herzinsuffizienz fiihren.

3.3. Identifizierung von Kandidatengenen komplexer Erkrankungen

Durch Kopplungsanalysen im Modellsystem ingeziichteter Rattenstimme konnten in den
letzten 2 Jahrzehnten eine Vielzahl genomischer Loci identifiziert werden, die kausal an der
Entstehung komplexer Erkrankungen beteiligt sind. Die weitere Indentifizierung und Analyse
von Krankheitsgenen innerhalb der identifizierten QTL wurde jedoch in grosserem Umfang
erst in den letzten 10 Jahren durch eine enorme Entwicklung neuer genomischer Ressourcen
in der Ratte, aber auch Maus und Mensch ermoglicht. Allein seit 1999 konnten durch
positionelle  Klonierungsstrategien 21  Krankheitsgene u.a. flir inflammatorische
Erkrankungen, Brustkrebs, Glomerulonephritis, Herzinsuffizienz und Herzhypertrophie
beschrieben werden (Tabelle 1) “”. Ein Meilenstein bei der Entwicklung genomischer
Ressourcen fiir die Ratte war dabei die Publikation des Rattengenoms, zu der auch eigene

Arbeiten beitragen konnten %

. Dadurch wurden erstmals vergleichende genomische
Analysen zwischen Mensch, Maus und Ratte ermdglicht, die entscheidende Erkenntisse fiir
die Evolution des menschlichen Genoms sowie funktionelle Voraussagen iiber die Funktion
bislang unbekannter menschlicher Gene ermdglichten. Seit 2004 wurde die Sequenz des
initial sequenzierten Brown-Norway Stammes weiter vervollstindigt und die vollstandige
Sequenzierung eines der wichtigsten Krankheitsmodelle — der spontan hypertensiven Ratte —

in Angriff genommen “?.
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Neben der Sequenz des Rattengenoms wurden in den letzten Jahren zwei weitere wichtige
Voraussetzung fiir genetische Analysen in der Ratte erarbeitet: die Entwicklung einer dichten
Karte genetischer Marker sowie die Entwicklung verschiedener Microarray-Plattformen, die
eine hochparallele Analyse der Genexpression in der Ratte ermdglichen. Nach der Publikation
der ersten Microsatelliten — Karten der Ratte durch Serikawa 1992 und Jacob 1995 ¢! 42,
wurde die Kollektion genetischer Rattenmarker entscheidend verbessert. Im Rahmen des
STAR-Konsortiums, dessen Daten im April 2008 publiziert wurden, wurden mehr als 20000
SNP-Marker in mehr als 300 Inzuchtstimmen sowie rekombinanten Inzuchtstimmen
analysiert. Unter Nutzung von mehr als 80% dieser Marker wurde eine hochauflosende
genetische Karte der Ratte konstruiert sowie deren Nutzbarkeit zur QTL-Analyse
demonstriert **).

Unter Nutzung all dieser beschriebenen Resourcen — Sequenz, hochauflosende Karten
genetischer Marker sowie hochparallele Microarray-basierte Expressionsanalytik — wurden
neue Strategien zur genetischen Analyse von Krankheitsgenen in komplexen Erkrankungen
entwickelt. Dazu zdhlt die Integration von Kopplungsanalysen mit genomweiten
Genexpressionsanalysen, die vergleichende Analyse von QTLs zwischen verschiedenen
Spezies sowie die Ubertragung von Kandidatengenanalysen in genmanipulierte Tiermodelle

(Transgene bzw. Knockout-Modelle).
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Gene Phenotype Susceptible strain Date Complementation Human trait
cd36 Insulin = resistance, | gpp/ncyl 1999, 2001 | In vivo Dyslipidemia, _ insulin
hyperlipidemia resistance, hypertension
Aspa Spongy leukodystrophy TRM/Kyo 2000 ND Canavan disease
Mertk Retinal dystrophy RCS/Kyo 2000, 2001 In vivo
Atrn hpomyeination Zi/Kyo 2001 In vivo
mahogany coat color
Cyplibl Blood pressure SS/ir 2001 ND Hypertension
Ncfl Arthritis DA/Rhd 2002 In vivo Rheumatoid arthritis
Cblb Type 1 diabetes KDP/Tky 2002 In vivo
Gimap5 Type 1 diabetes BB/OK 2002 ND
Pkhd1 Polycystic kidney disease PKD 2002 ND Pplycystlc kidney
disease
Platelet storage pool FH, LE/BIuGill,
IREIEER disease, renal failure FHH/EurMcwi 200LL12000 NE
Rheumatoid arthritis,
Ciita MHC expression DA/Slc 2005 ND multiple sclerosis,
myocardial infarction
Gstm1 TP, oxidant | gpsp/Gla 2005 ND
stress
Anks6 Polycystic kidney disease PKD/Mhn(cy/+) 2005 ND
. Systemic lupus
Fcgr3 CIESEEE " WKY/NCrl 2006 ND erythematosus,
glomerulonephritis . : .
systemic autoimmunity
Tmem67 Polycystlc‘ kidneys, brain WPK 2006 ND Meckel-Gruber
malformations syndrome
[AIEELD, Mammary cancer WF/NHsd 2007 ND Breast cancer
Frmpdl
Ephx2 Heart failure SHHF/Bbb 2007 In vivo Heart failure
Ogn Left ventricular mass SHR/NCrl 2007 In vivo Left ventricular mass
Crescentic
Jund glomerulonephritis, WKY/NCrl 2007 ND Macrophage activation
macrophage activation
Vavl Neuroinflammation DA/BII 2007 ND Multiple sclerosis
Srebfl Hepatic steatosis SHR/Olalpcv 2008 In vivo

Tabelle 1: Durch positionelle Klonierungsstrategien seit 1999 identifizierte Krankheitsgene in der Ratte (aus

Complementation: Zusétzliche in vivo Bestitigung der Befunde in Ratte oder Maus; ND: nicht durchgefiihrt

3.4. Genexpression als intermediarer Phanotyp bei der Analyse von Kandidatengenen

Im Jahr 2001 stellten Jansen und Nap erstmals theoretisch die Mdglichkeit der Kombination
von genomweiten Genexpressionsanalysen mit genotypischen Daten in einer segregierenden
Population im Zusammenhang mit einer Kopplungsanalyse vor und bezeichneten diese
Kombination als genetical genomics “?. Ein Jahr spiter publizierten Brem und Yvert die erste
Anwendung zur Kartierung von genomweiten Expressionsniveaus in einer segregierenden
Hefepopulation > *®. Eine #hnliche Strategic wurde kurz darauf in einer segregierenden
Maus-Population und schliesslich in transformierten humanen Zelllinien gesunder Probanden

angewendet ““”*”. Transkriptionsniveaus werden dabei als quantitative Merkmale betrachtet,
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deren genetische Grundlagen durch klassische Kopplungsanalysen kartiert werden kénnen, da
die transkriptionelle Kontrolle der Genexpression zu einem groBen Teil erblich bedingt ist "
°9_ Das Besondere an der Integration von Transkriptionsniveaus als quantitatives Merkmal
zur Identifizierung von Kandidatengenen stellt ihren Charakter als intermedidrer Phanotyp
zwischen genomischen Sequenzvariationen und komplexen physiologischen Phénotypen dar.
Ein QTL, welcher die Transkriptmenge eines Transkripts beeinflusst, wird als Expressions-
QTL (eQTL) bezeichnet “”. Die Identifizierung eines eQTLs fiir ein Transkript setzt also
voraus, dass in diesem eQTL eine genetische Sequenzvariation liegt, die die Expression des
Gens beeinflusst ®".

Durch die Bestimmung der exakten chromosomalen Lokalisation von Kopplungsmarker und
Transkript kann man eQTLs in zwei Kategorien einteilen: kartiert ein eQTL innerhalb von 20
Mb um die genetische Lokalisation des Transkripts, so wird er als cis eQTL bezeichnet,
kartiert er aullerhalb dieser 20 Mb, so handelt es sich um einen trans eQTL (Abbildung 3).
Die besondere Eigenschaft unterschiedlicher Transkriptionsniveaus als intermediérer
Phénotyp besteht darin, dass sie engstens mit Variationen in der DNA Sequenz verkniipft
sind: Der Weg vom Genotyp zum Phinotyp fiihrt vielfach iiber die Genexpression ©¥. Die
Korrelation klinischer Daten und genomweiter Genexpressionen ermoglicht somit die
Identifizierung von allelspezifischen Varianten innerhalb hoch signifikant cis-regulierter
Transkripte, die als Kandidatengene von besonderem Interesse sind ©2.

Der Identifizierung von cis-regulierten Transkripten als Kandidatengene in einem pQTL
schlieBen sich zahlreiche funktionelle Analysen an, um ein Gen als Suszeptibilititsgen fiir

eine komplexe Erkrankung zu bestitigen ©V.
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Abbildung 3: Kartierung eines Transkripts in Cis oder trans. A) Verschiedene Variationen kénne fiir die cis
Kartierung eines Gens verantwortlich sein: Beeinflussung eines Transkripts durch Variationen in einem
benachbarten Gen; Variation in der regulatorischen Sequenz eines Gens; autoregulatorische Variationen oder
Feedback Variationen. Der rote Stern markiert die regulatorische Variante. Die griinen Késten stellen die
kodierende Region des Gens dar. Der griine Kreis markiert das Protein und die hellblauen Késten reprisentieren
stromaufwérts lokalisierte regulatorische Elemente. B) Trans regulatorischer Einfluss eines Gens. Die Pfeile
zeigen von dem Gen mit der regulatorischen Variante hin zu dem Gen oder den Genen, die durch diese Variante

reguliert werden und fiir die somit ein trans eQTL kartiert wird ©.

Durch eine vergleichende Sequenzierungsanalyse zwischen dem erkrankten Rattenstamm und
den Kontrolltieren konnen zunichst Variationen in der DNA Sequenz detektiert werden, die je
nach Lokalisation einen regulatorischen Einfluss auf die Genexpression haben koénnen oder
beispielsweise die RNA Stabilitdt beeinflussen. Da man in einer Sequenzanalyse sowohl die
regulatorischen als auch die kodierenden Regionen eines Gens untersucht, werden auch
Polymorphismen detektiert, die zu einem Aminosdureaustausch im Protein, zu verdndertem
SpleiBBverhalten, zu Nonsense-Mutationen oder zu einem Leseraster-Wechsel fithren kdnnen,

ohne dass diese die Transkriptmenge beeinflussen miissen.
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Funktionelle Analysen, wie die Untersuchung des Einflusses identifizierter Polymorphismen
auf die Expression eines Gens in Zellkultur (Promoteranalysen) und die Untersuchung der
Auswirkung der Gendeletion auf den Phanotyp durch die knockout Technologie werden unter
anderem angewendet, um ein Kandidatengen als Suzeptibilititsgen fiir eine komplexe

Erkrankung zu bestitigen.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Eigene Arbeiten zur Genetik von Hypertonie und hypertensiven Herzerkrankung

4.1. Hypertoniemechanismen im Bradykinin-Rezeptor Typ 2 Knockout Modell ©®

Bradykinin, das wichtigste Effektor-Peptid des Kallikrein-Kinin-Systems, ist an wichtigen
Prozessen der Blutdruck-Homoostase beteiligt. So wurden bereits vasodilatatorische als auch
natriuretische Wirkungen von Bradykinin publiziert ®¥. Zudem zeigten Knockout Miuse, in
denen der Bradykinin B2-Rezeptor genetisch ausgeschaltet wurde, einen sowohl basal

erhohten Blutdruck als auch eine deutliche salzsensitive Hypertonie-Komponente (55, 36)

Spitere Arbeiten konnten die initial gezeigten Blutdruckeffekte nicht mehr nachweisen ©”, so
dass angenommen wurde, Unterschiede im genetischen Hintergrund der verschiedenen
untersuchten Mauskolonien kdnnten filir die Unterschiede im Blutdruckeffekt verantwortlich
sein.

In eigenen Arbeiten wurde die Hypothese untersucht, dass genetisch bedingte, bisher nicht
beschriebene kompensatorische Mechanismen fiir den fehlenden Blutdruckeffekt in
Bradykinin-B2-Rezeptor Knockout Méusen verantwortlich sein konnten. Dazu wurde
zundchst durch strikte Inzucht der am MDC gehaltenen Knockout-Mauskolonie ein
homogener genetischer Hintergrund erreicht. Im folgenden experimentellen Ansatz wurde die
renale Expression von ca. 12000 bekannten Mausgenen vergleichend in Knockout- und
Wildtyp-Médusen gemessen. Im Ergebnis konnte die differentielle Expression einer Gruppe
von Genen identifiziert werden, die alle auf das Mauschromosom 7 kartieren. Dabei erschien
insbesondere die im Knockout-Modell verminderte renale Expression von Aquaporin 1 und 4
von Interesse, die aufgrund ihrer bekannten Funktion im proximalen Tubulus fiir eine

Kompensation des Blutdruckeffektes verantwortlich sein kdnnten, der durch die genetische

Ablation des Bradykinin B2 Rezeptors hervorgerufen wurde ®®. Zusammenfassend konnten
21



in dieser Studie durch die Anwendung hochparalleler, = Genchip-basierter
Expressionsuntersuchungen potentiell neue Mechanismen identifiziert werden, die an der

Blutdruckregulation durch das Kallikrein-Kinin-System beteiligt sind.
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4.2. Identifizierung interagierender Hypertonie-QTL ¢

Die komplexe Pathogenese der essentiellen Hypertonie wird u.a. durch die Interaktion einer
Reihe von Genen mit verschiedenen Umweltfaktoren bestimmt. Dariiber hinaus jedoch muss
eine epistatische Interaktion zwischen verschiedenen Loci als sehr wahrscheinlich

angenommen werden > ¢

. Die Untersuchung dieser Interaktion ist essentiell fiir das
Verstiandnis pathophysiologischer pathways, die zur Entwicklung und Aufrechterhaltung der
Hypertonie fiihren. In eigenen Arbeiten wurde die epistatische Interaktion zwischen zwei
QTL untersucht, die substantiell zur Blutdruckvariabilitét in der Ratte beitragen, untersucht.

Durch Kopplungs-Analysen in experimentellen SHR Kreuzungen mit normotensiven WKY -
Ratten konnte zunichst ein wichtiger QTL fiir die durch Salz-induzierte arterielle Hypertonie
auf dem Rattenchromosom 10 beschrieben werden “* *. Durch die Generierung kongener
Linien wurde die Relevanz des Chromosom 10-QTL experimentell bestétigt G Dariiber
hinaus wurden die Chromosom 10-kongenen Tiere, d.h. WKY-Tiere mit SHR-Allelen in der
QTL-Region auf Chromosom 10, zur Generierung einer weiteren F2-Kreuzung mit SHR-
Tieren verwendet. Dies fiihrte zur Identifizierung eines weiteren Blutdruck QTL auf dem
Rattenchromosom 1 ?”. Die experimentell ermittelten Blutdruckdaten in Chromosom10-
Kongenen sowie in Chromosom 1+10 Doppel-Kongenen liessen eine Interaktion zwischen
den beiden QTL auf Chromosom 1 und 10 vermuten. In eigenen Arbeiten wurden kongene
Tiere fiir den Chromosom 1-Locus generiert und eine mdgliche Interaktion systematisch in
Einzel- und Doppel-Kongenen Stimmen untersucht. Dabei konnte eine epistatische
Interaktion zwischen beiden Blutdruck-QTL experimentell nachgewiesen werden. Es wurde
gezeigt, dass der Blutdruckeffekt von SHR-Allelen auf Chromosom 1 abhéngig ist vom
Vorhandensein von SHR-Allelen auf Chromosom 10 ©?.

Die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse sind in verschiedener Hinsicht paradigmatisch

fir die Komplexitit multifaktorieller polygener Erkrankungen: 2 verschiedene Loci
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modulieren den Phénotyp Blutdruck durch Beeinflussung des Sub-Phénotyps ,,Salz-
induzierter Blutdruckanstieg®. Die epistatische Interaktion beider Loci beeinhaltet eine
ecogenetische Komponente, ndmlich die Blutdruckantwort auf didtetische Salzaufnahme - ein
Phianomen, welches auch fiir die Hypertonieentwicklung im Menschen charakteristisch ist.
Die Ergebnisse der Studie unterstreichen, dass die Analyse epistatischer Interactionen
zwischen verschiedenen QTL fiir das Verstédndnis der pathophysiologischen Mechanismen,

die zur Hypertonieentwicklung beitragen, essentiell ist.
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4.3. Rolle von Wnk4 bei der Entstehung der Hypertonie ©V

Die Analyse der genetischen Variation, die einem identifizierten Blutdruck-QTL zugrunde
liegt, stellt nach wie vor eine Herausforderung dar. Dabei ermdglicht die Konstruktion
kongener Stimme sowohl die experimentelle Bestitigung fiir die Blutdruckrelevanz eines
QTL als auch die Einengung der in der Kopplungsanalyse identifizierten Region auf ein
genau definiertes genomisches Intervall. Innerhalb dieses Intervalls kommen prinzipiell alle
Gene als positionelle Krankheitsgene in Frage. Hohe Prioritit in der weiteren Analyse
erhalten Gene, die aufgrund bekannter funktioneller Daten eine mdgliche kausale Rolle in der
Krankheitsentstehung vermuten lassen.

Eigene Arbeiten haben die Rolle der Serin/Threonin-Kinase Wnk4 als mogliches
Krankheitsgen innerhalb eines wichtigen Hypertonie-QTL auf dem Rattenchromosm 10
untersucht ®V. Die Hypothese einer kausalen Rolle von Wnk4 innerhalb dieses QTL wurde
dabei durch Arbeiten unterstiitzt, die Mutationen im humanen Wnk4 und Wnk1-Gen als
ursichlich identifizierten fiir eine seltene, autosomal dominant vererbte Hypertonieform, den
Pseudohypoaldosteronismus Typ II “?. Diese Arbeiten postulierten einen durch die Mutation
verursachten gain of function-Mechanismus in beiden Genen, enweder iiber eine erhdhte
RNA-Expression oder einer erhohten Protein-Aktivitdt durch verdnderte Proteinsequenz.
Wihrend es sich beim Pseudohypoaldosteronismus Typ II um eine seltene monogene
Erkrankung handelt, konnten moglicherweise hdufiger vorkommende Sequenzvarianten mit
deutlich geringeren Effekten zur Entstehung der epidemiologisch weitaus relevanteren Form,
der polygen verursachten, essentiellen Hypertonie beitragen > ).

Zunichst wurde die Blutdruck-Relevanz des QTL auf Chromosom 10 durch die Generierung
einer kongenen Rattenlinie experimentell bestdtigt. Zudem wurde die genomische
Lokalisation von Wnk4 innerhalb des kongenen Intervalls experimentell gezeigt. In einer

Reihe von Experimenten konnten sowohl Sequenzunterschiede zwischen den verwendeten
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Parentalstimmen WKY und SHR als auch Unterschiede in der renalen RNA-Expression von
Wnk4 ausgeschlossen werden. Zudem wurde ein sekundérer Effekt des unterschiedlichen
Blutdruckes zwischen WKY und SHR auf die Wnk4 -Expression ausgeschlossen. Insgesamt
konnte damit gezeigt werden, dass Wnk4 im essentiellen Hypertoniemodell der SHR-Ratte
nicht zum Blutdruckanstieg beitrdgt, der durch allelische Variationen auf Chromosom 10

verursacht wird.
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4.4. Identifizierung von Ephx2 als Herzinsuffizienz-Kandidatengen im SHHF-Modell ¢4

Hypertonie sowie die damit verbundene links-ventrikuldre Myokardhypertrophie (LVH)
stellen im Menschen eine der hiufigsten Ursachen fiir die Entwicklung einer Herzinsuffizienz
dar. Dabei ist die Hypertrophie von Kardiomyozyten initial eine durchaus kompensatorische
Reaktion, durch die einer erhdhten Wandspannung entgegengewirkt werden kann. Letztlich
ist die resultierende LVH jedoch klinisch mit einer deutlich erhdhten Morbiditdt und
Mortalitit assoziiert. Bisher sind die molekularen ,Schalter, die den Ubergang von
Druckbelastung in ein maladaptives kardiales Remodelling regeln, weitgehend unverstanden.
Neuere epidemiologische Daten der Framingham-Studie legen jedoch einen substantiellen
Beitrag genetischer Faktoren fiir den Krankheitsprozess nahe .

Um diese genetischen Faktoren zu untersuchen, haben eigene Arbeiten das Modell der
spontan hypertensiven und herzinsuffizienten SHHF-Ratten untersucht 9 Dieses Modell
wurde durch eine Kreuzung von SHR-Ratten mit Koletzky-obese rats generiert. Genau wie
SHR entwickeln SHHF Ratten bereits nach wenigen Wochen eine ausgeprigte arterielle
Hypertonie, die von einer LVH gefolgt wird. Im Gegensatz zu SHR entwickeln SHHF Ratten
jedoch im Alter von ca 16 Monaten eine Einschrinkung der systolischen Pumpfunktion, die
mit einer ausgeprdgten klinischen Herzinsuffizienz verbunden ist. Die genetischen
Determinanten sowohl der Hypertonie als auch der Herzinsuffizienz im SHHF Modell sind
unbekannt.

In eigenen Experimenten wurde F2-Kreuzungen von SHHF-Tieren mit zwei
unterschiedlichen Kontrollstimmen generiert: mit WKY als normotensivem Kontrollstamm
sowie mit SHR-Ratten als hypertensivem Kontrollstamm. In allen drei Parentalstimmen
wurden invasive hemodynamische Messungen mit Druck-Volumen-Kathetern durchgefiihrt,
die sowohl in SHR als auch in SHHF Tieren einen erh6hten Blutdruck, eine LVH sowie

Zeichen einer diastolischen Dysfunktion nachweisen konnten. Allein SHHF-Tiere zeigten
27



jedoch eine linksventrikuldre Dilatation verbunden mit einer reduzierten Ejektionfraktion
sowie vermindertem Herzminutenvolumen. Im zweiten Schritt wurden alle individuellen
Tiere beider F2-Kreuzungen ebenfalls hemodynamisch charakterisiert. Als intermedidrer
Phénotyp wurde in allen F2-Tieren die kardiale Genexpression, und zwar Chip-basiert fiir alle
bekannten Rattengene gemessen. Daneben wurden alle F2-Tiere iiber das gesamte Genom mit
Hilfe polymorpher genetischer Marker genotypisiert (whole genome scan). Letztlich wurden
sowohl fir die hemodynamischen als auch fir die Expressions-Phinotypen
Kopplungsanalysen  durchgefiihrt. Durch Integration der Linkage-Ergebnisse fiir
hemdynamische Herzinsuffizienz-Phianotypen als auch kardiale Expressionsdaten wurde das
Gen Ephx2 innerhalb eines signifikanten QTL auf dem Rattenchromosom 15 als
Kandidatengen der Herzinsuffizienz im SHHF-Modell identifiziert.

Ephx2 kodiert das Protein der l6slichen Epoxidhydrolase, welches fiir die Konversion von
Epoxyeicosatetraensduren (EETs) zu den entsprechenden Diolen (DHETs) mit deutlich
geringerer biologischer Aktivitdt verantwortlich ist. Pharmakologische Experimente mit
Ephx2-Inhibitoren konnten fiir EETs eine Reihe kardioprotektiver Effekte wie z.B.
Vasodilatation, anti-Inflammation, anti-Thrombozyten-aggregatorische Effekte sowie
inhibitorische Effekte auf die Migration glatter Gefissmuskelzellen nachweisen .
Ausserdem konnten Studien an Ephx2-Knockout-Mausen eine verminderte Infarktgrosse nach
Induktion einer Myokardischdmie im Vergleich zu Kontrollmiusen demonstrieren .

Eigene Arbeiten konnten demonstrieren, dass Cis-Variation am Ephx2-Locus kosegregiert mit
Herzinsuffizienz, vermehrter RNA-Expression, Protein-Expression und Enzymaktivitidt und
damit auch mit einer verminderten Gewebekonzentration von kardioprotektiven EETs.
Zusitzlich konnte in einem Ephx2-Knockout-Modell gezeigt werden, dass die Ablation des

Ephx2-Gens zu einem Schutz vor Druck-induzierter Herzinsuffizienz sowie einer

verminderten Anfilligkeit fiir Herzrhythmusstdrungen fiihrt.
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5. Ausblick und klinische Bedeutung

Ziel der zuvor geschilderten Projekte ist ein besseres Verstindnis der genetischen
Determinanten, die komplexen kardiovaskuldren Erkrankungen wie Hypertonie und
Herzinsuffizienz zugrunde liegen. Dazu wurden experimentelle Strategien wie Linkage-
Analysen in segregierenden Populationen, genomweite Expressionsanalysen und die
Generation and Analyse kongener Rattenlinien im Zusammenspiel mit aufwendigen
Phénotypisierungsmethoden in verschiedenen Modellorganismen — Maus und Ratte —
angewendet. Im Ergebnis dieser Arbeiten konnten verschiedene krankheitsrelevante QTL
identifiziert werden und innerhalb dieser QTL eine Reihe von Kandidatengene funktionell
analysiert werden. Insbesondere konnte die 16sliche Epoxidhydrolase (sEH) als Krankheitsgen
einer Hypertonie-assoziierten Herzinsuffizienz sowohl in der Ratte als auch in der Maus
experimentell herausgearbeitet werden. In eigenen Arbeiten wurden zudem humane Daten
generiert, die eine Bedeutung der sEH auch in der Pathogenese der Herzinsuffizienz im
Menschen nahelegen “”. Im Anschluss an experimentelle Strategien, die zunichst auf die
Identifizierung krankheitsrelevanter Gene in Modellorganismen gerichtet sind, bleibt die
Validierung dieser Gene fiir komplexe kardiovaskulidre Erkrankungen im Menschen der
ndchste wichtige Schritt. Eigene Antrdge planen insbesondere die Validierung der sEH fiir die
Entstehung der Herzinsuffizienz im Menschen im Rahmen assoziativer genetischer Ansétze.
Ziel ist dabei sowohl ein besseres Verstindnis der Pathogenese dieser Erkrankungen,
mogliche diagnostische Fortschritte im Sinne einer frithen genetischen Risikostratifizierung

sowie auch die Identifizierung moglicher therapeutischer Ansatzpunkte im Menschen.
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6. Zusammenfassung

Die arterielle Hypertonie sowie deren Folgeerkrankungen stellen unverdndert eine der
wichtigsten Morbiditits- und Mortalititsursachen in den entwickelten Industrielindern dar.
Eine Reihe von Studien konnte einen erheblichen Einfluss genetischer Faktoren auf
Entstehung und Verlauf dieser Erkankungen belegen — dennoch sind die genauen genetischen
und molekularen Determinanten von Hypertonie und Herzinsuffizienz nach wie vor
weitgehend unbekannt. Eine Analyse dieser Determinanten im Menschen ist jedoch aufgrund
der Komplexitdt der Erkankungen und der vielfdltigen genetischen- und Umwelt-
Interaktionen schwierig. Daher wurden in den vorliegenden Arbeiten zu einem grossen Teil
ingeziichtete Tiermodelle genutzt, die eine reduktionistische Betrachtungsweise solch
komplexer Phénotypen ermdglichen. Einerseits fehlt diesen Tierstimmen die genetische
Heterogenitit, andererseits lassen sich durch die Kontrolle der Umweltbedingungen exogene

Determinanten und deren vielschichtige Interaktionen untereinander minimieren.

In den hier vorgestellten Studien wurden experimentelle genetische Strategien in Ratte und
Maus mit genomweiten Expressionsuntersuchungen kombiniert, um zunéchst genomische
Regionen und in weiteren Experimenten einelne Kandidatengene zu identifizieren, die kausal
an der Entstehung der o.g. Erkrankungen mitwirken. Paradigmatisch gelang dies bei der
Identifizierung der 16slichen Epoxidhydrolase als wichtiges Krankheitsgen bei der Entstehung
der Hypertonie-assoziierten Herzinsuffizienz. Dabei wurde unter Nutzung von Sequenz- und
Kartierungsressourcen zunédchst im Rattenmodell eine krankheitsrelevante genomische
Region identifiziert, aus der im zweiten Schritt ein Kandidatengen extrahiert und im
entsprechenden Mausmodell validiert wurde. Die hier vorgestellten humanen Daten legen
zudem eine Bedeutung dieses Gens auch fiir die Entstehung der Herzinsuffizienz im

Menschen nahe.
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Die Validierung der im Ratten- und Mausmodell identifizierten Krankheitsgene fiir die
Krankheitsentstehung im Menschen bleibt jedoch auch weiterhin wichtige Zielstellung fiir
zukiinftig geplante Studien. Dabei sind sowohl Fortschritte fiir die individuelle genetische
Risikostratifizierung als auch neue Ansatzpunkte fiir therapeutische Interventionen zu

erwarten.
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