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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Blutdruck und Bluthochdruck

1.1.1 Mechanismen der Blutdruckregulation

Die Aufrechterhaltung des arteriellen Blutdrucks unterliegt kurzfristigen und langfristigen
Mechanismen der Kreislaufregulation. Bei kurzfristigen Regulationsmechanismen handelt es
sich Uberwiegend um nerval gesteuerte vasomotorische Umstellungen. Zu diesen gehéren
die Presso- bzw. Dehnungsrezeptorenreflexe, die von den arteriellen Chemorezeptoren
ausgeldsten Kreislaufeffekte und die Ischamiereaktion des ZNS. Alle diese Mechanismen
zeigen einen schnellen Wirkungseintritt mit hoher Intensitdt der Reaktion, die allerdings
innerhalb kurzer Zeit wieder abschwacht. Erganzt werden diese nerval vermittelten
vasomotorischen Effekte durch homorale Einflisse, dazu gehéren u. a. Adrenalin,
Noradrenalin, aber auch Adiuretin (ADH) und Angiotensin Il (Hall et al., 1990).

Die langfristigen Mechanismen der Blutdruckregulation beruhen in erster Linie auf
Vorgangen, die das intravasale FlUssigkeitsvolumen in Relation zur GefaBkapazitat
beeinflussen, um so fiir eine optimale Kreislauffunktion zu sorgen (Abb. 1.). Quantitative
Anderungen des extrazellularen Fliissigkeitsvolumens sind nur durch Verschiebungen des
Gleichgewichts zwischen NettoflUssigkeitsvolumen und renaler Flissigkeitsausscheidung zu
erzielen. Daher ist die renale Volumenregulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) far die Kreislaufregulation von zentraler Bedeutung. RAAS wird durch
Sympathicusaktivierung, Blutdruckabfall, vermindertes Blutvolumen und Hyponatridmie
aktiviert und fihrt dazu, dass Wasser und Natrium im Koérper zurtickgehalten werden und der
Blutdruck erhdht wird. Zahlreiche Arzneimittel greifen hemmend in das System ein. Sie
werden unter anderem zur Behandlung eines hohen Blutdrucks, bei Herzschwache und
Wasseransammlungen im Kérper verwendet (Raij et al., 2001).
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS).
Angiotensinogen wird durch Renin zu Angiotensin | aktiviert, (iber das Angiotensin Converting
Enzyme (ACE) wird Angiotensin Il gebildet, welches zur Vasokonstrikton, Blutdruckerhéhung
und Aldosteronproduktion fiihrt. Aldosteron fithrt zur Natrium- und Wasserretention und

Kaliumexkretion.

1.1.2 Bluthochdruck

Es existieren zwei Formen der Hypertonie, die primare und die sekundare Hypertonie. Der
sekundaren Hypertonie geht eine organische Ursache voraus, die zur Entwicklung des
Bluthochdrucks fuhrt. Mégliche Ursachen sind Nierenschadigungen aufgrund von Diabetes
mellitus, chronischer Harnleiterverlegung, glomerularer Schadigung, zystischer Verdrangung
des Nierengewebes oder Hyperaldosteronismus. Die sekundare Hypertonie wird bei etwa
10 % aller Bluthochdruck-Patienten festgestellt. Der essentielle, primare oder idiopathische
Bluthochdruck, der eine polygenetische Erkrankung darstellt, in dessen Zusammenhang
multifaktorielle Umweltbedingen wie Stress, Erndhrung und Aktivitat eine entscheiden Rolle
spielen kdnnen, wird beim Uberwiegenden Teil der hypertensiven Patienten diagnostiziert
(Carretero et al., 2000).

Mehr als 25% der Weltbevélkerung leiden an Hypertonie und im Jahr 2025 wird eine
Steigerung auf 29% erwartet. Studien aus den letzten 10 Jahren deuten daraufhin, dass
2
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Bluthochdruck zunehmend eine Rolle in Entwicklungslandern spielt und in den
Industrielandern stagniert, oder gar zurlick geht. Die weltweit hohe Pravalenz der Hypertonie
fihrt zu einer Pandemie von kardiovaskularen Krankheiten (Kearney et al., 2005). Wahrend
des letzten Jahrhunderts haben sich diese Erkrankungen von einer geringen prozentualen
Todesursache zu einer globalen Belastung entwickelt. Kardiovaskulare Erkrankungen sind
heute fir 30% aller Todesfalle weltweit verantwortlich. Der rapide Anstieg der Sterblichkeit
durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen Uber einen relativ kurzen Zeitraum ist vor allem auf
Veranderungen der Umwelt- und Risikofaktoren, wie Ernahrung und kérperliche Betatigung
zurlckzufiihren (Kearney et al., 2005). Die Zusammenhange zwischen primérer Hypertonie
und den daraus resultierenden Endorganschaden sind komplex und nur mangelhaft bekannt.
Patienten mit primérer Hypertonie sind einem erhdhten Risiko ausgesetzt, eine chronische
Nierenerkrankung zu entwickeln (Abb. 2). Damit steigt das Risiko fur kardiovaskuléare
Erkrankungen, welche die haufigste Todesursache durch essentielle Hypertonie darstellt
(Rosario et al., 2006). In den letzten Jahrzehnten nahm die Rate des altersbedingten
Schlaganfalls stark zu, auch die Falle von Nierenversagen und Herzinfarkt stiegen rapide an.
Ein stark dazu beitragender Faktor ist die inadaquate Behandlung des Bluthochdrucks. Es
existiert eine deutliche Korrelation zwischen systolischem Blutdruck und kardiovaskuléren
Erkrankungen, Nierenerkrankungen und erhéhter Mortalitat, selbst bei normotensiven
Patienten. Blutdruck stellt sich als quantitatives und individuelles Krankheitskriterium dar,
welches keinem definierten Schwellenwert unterliegt, der den Beginn renaler Komplikationen
festlegt (Carretero et al., 2000). Der optimale Blutdruck liegt bei 120 mmHg systolisch und
80 mmHg diastolisch. Die Behandlungsmdglichkeiten der hypertensiven Patienten durch
altere  Antihypertensiva (Diuretika und Beta-Blocker) und neuere Substanzen
(Calciumantagonisten, ACE-Inhibitoren, AT1-Antagonisten) sind in den letzten Jahren durch
randomisierte kontrollierte Studien untersucht worden, um die Therapiemdglichkeiten zu
optimieren (Leitlinien DHL 2008).

1.2 NO und oxidativer Stress

Eine adaptive Reaktion auf erhéhten Blutdruck ist die vermehrte Stickstoffmonoxid (NO)
Produktion, die praventiv gegen Endorganschaden vorbeugt. Die Unterschiede der
kardiovaskularen und renalen Morbiditat und Mortalitat bei Hypertonikern kann teilweise von
der individuellen Variation der NO-Bildung aus dem Endothel als Reaktion auf die
hamodynamische Belastung bei erhéhtem Blutdruck zurtickgefihrt werden. NO halt bei
normalem Blutdruck einen konstanten vaskuldaren Tonus aufrecht, wahrend Ang Il den
vaskularen Tonus erhdht, um einem verminderten Blutdruck entgegenzuwirken.

Die Entwicklung einer essentiellen Hypertonie und/oder der inkorrekte vaskulare
Wandaufbau welche in Folge von Arteriosklerose oder nach Herzinfarkt auftreten kénnen,
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hangen mdglicherweise nur zu einem Teil mit einem Verlust durch NO zusammen,
wohingegen ein Ungleichgewicht zwischen Ang I, NO und O, einen wesentlich gréBeren
Einfluss nimmt.

Bei salzsensitiver, primarerer oder sekundarer Hypertonie ist ein Marker fir das
kardiovaskulare und renale Risiko die verminderte Bioverfligbarkeit von NO. Bei Diabetes
und Arteriosklerose ist die NO-abhangige vaskulére Dilatation gestért und kann durch
Verringerung der Synthese und / oder die Blockierung der Wirkung von Ang Il
wiederhergestellt werden (Raij 2001).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass induzierter oxidativer Stress zum Bluthochdruck fiihrt
und im Zuge dessen auch Nierenschaden hervorruft (Abb. 2). Umgekehrt nimmt bei
Behandlung mit Antioxidantien der Bluthochdruck ab (Manning et al., 2005). Es gibt
Hinweise, dass eine erhéhte Konzentration von Ang Il im Gewebe zu oxidativen Stress flhrt,
welcher Uber eine Erhéhung der glomerularen Permeabilitat fir Makromoleklle eine
Albuminurie hervorruft. Oxidativer Stress und endotheliale Dysfunktion sind interagierende
Faktoren fur die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen und Nierensch&aden, die durch
das RAAS vermittelt werden (Whaley-Connell et al., 2006). Durch oxidativen Stress kann die
Bioverfigbarkeit von NO vermindert sein. Als oxidativer Stress wird ein Ungleichgewicht
zwischen der Produktion von Sauerstoffradikalen und der Fahigkeit des biologischen
Systems diese zu verstoffwechseln bezeichnet. Das kérpereigene NO verfigt aufgrund
seiner hohen Reaktionsfahigkeit nur lber eine geringe Halbwertszeit. NO ist ein Gas, das in
vivo eine entscheidende Rolle in der Regulation des basalen GefaBtonus spielt. Es entsteht
bei der Umwandlung der Aminoséure L-Arginin in L-Citrullin mit Hilfe des Enzyms NO-
Synthase (NOS) und gelangt im GefaBsystem Uber das Endothel ins Zytoplasma, wo es an
glatten GeféaBmuskelzellen die Guanylatzyklase aktiviert. Nach deren Aktivierung wird aus
GTP cGMP gebildet, welches wiederum die cGMP abhéngige Proteinkinase G
phosphoryliert. Diese sorgt fir ein Absenken der Calciumkonzentration in der Zelle, es folgt
die Dilatation der glatten GefaBmuskelzelle.

Es existieren verschiedene Isoformen der NOS: die (endotheliale) eNOS, die (induzierbare)
iINOS und die (neuronale) nNOS. In allen Isoformen, ist die NO-Produktion durch
Proteinexpression und eine Reihe von post-translationellen Mechanismen gesteuert, jedoch
sind viele Regulationsmechanismen Isoform-spezifisch. In Bezug auf die koronar-vaskulare
Kontrolle der Hypertonie und Herzinsuffizienz, ist die Isoform eNOS vom gréBtem Interesse.
Sie wird im koronaren Endothel exprimiert, dem Endokard, und in Kardiomyozyten; allerdings
kénnen nNOS und iNOS in der vaskularen Kontrolle unter bestimmten Bedingungen
ebenfalls eine Rolle spielen (Levy et al; 2009).

Die endotheliale Dysfunktion, d. h. die verminderte endotheliale Freisetzung von NO, ist ein
friiher und wesentlicher Schritt in der Entstehung der Arteriosklerose. Eine endotheliale
Dysfunktion wird durch die arterielle Hypertonie infolge der Erhéhung des ,shear stress* und
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endokriner Faktoren (z.B. Ang Il) ausgel6st und fuhrt letztlich zu frGhen Veranderungen der
GefaBfunktion und -struktur (Schmidt et al., 2006). Das Endothel wurde jahrelang nur als
selektive permeable Barriere zwischen Blut und GeféBsystem betrachtet. Seit kurzem wird
es aber als grundlegendes homdostatisches Organ, das fir die Regulation des GefaBtonus
und der GeféaBstruktur verantwortlich ist, anerkannt. Unter physiologischen Bedingungen sind
Endothelzellen in der Lage, ein breites Spektrum von antiatheriosklerotischen Substanzen zu
synthetisieren und zu sezernieren. Eine der wichtigsten Substanzen ist NO. Unter normalen
Bedingungen induziert eine endotheliale Stimulation die Produktion und Freisetzung von NO.
In Krankheitszustanden, einschlieBlich des Auftretens kardiovaskularer Erkrankungen,
erfahrt das Endothel eine strukturelle und funktionelle Veranderung und verliert seine
schitzende Rolle. Ob die endotheliale Dysfunktion durch Risikofaktoren wie Hypertonie,
Menopause, Diabetes mellitus und Hypercholesterinamie haufiger auftritt oder ob umgekehrt
eine progressive Verschlechterung selbiger als Pathomechanismus fir Hypertonie und
Diabetes angesehen werden kann, wird gegenwartig diskutiert (Versari et al., 2009).

1.3 Albuminurie und Nierenfunktion

Weltweit entwickeln schatzungsweise mehr als 60 Millionen Menschen eine chronische
Nierenerkrankung, diese Zahl wird in den nachsten 10 Jahren zunehmen. Die meisten dieser
Patienten mit Nierenfehlfunktion entwickeln eine Herz-Kreislauf-Erkrankung, wahrend andere
ein chronisches Nierenversagen erleiden. Die Friiherkennung von Nierenfunktionsstérungen,
gefolgt von einer praventiven Behandlung, muss eine globale gesundheitliche Prioritat
haben, umso mehr seit bekannt ist, dass Nierenfunktionsstérungen ein Risikofaktor fur
allgemeine Herz-Kreislauferkrankungen und Schlaganfall sein kénnen (Abb. 2.). Das
Krankheitsbild der Albuminurie ist seit langem bekannt. Es wird mit spezifischen renalen
Anomalien wie z. B. glomerularer Schadigung, Glomerulonephritis, chronischer
Glomerulosklerose, oder Amyloideinlagerungen in Verbindung gebracht und reflektiert zum
anderen eine generalisierte vaskulare endotheliale Schadigung (Remuzzi et al., 2005). Die
Pravalenz der Mikroalbuminurie (MA) steigt mit Alter und Dauer von Bluthochdruck und
variiert von 20% bis 30% bei unbehandelten Patienten und bis zu 25% bei behandelten
Patienten. MA ist als Pradiktor von arteriosklerotischen Herz-Kreislauf-Erkrankungen in nicht-
diabetischen Individuen bekannt. Die HOPE Studie ergab, dass jeder Grad der Albuminurie
sich als ein Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen darstellt (Tsioufis et al., 2006). Es
konnte eine Beziehung zwischen der Mikroalbuminurie und kardiovaskularen Erkrankungen
beobachtet werden, selbst bei einer Mikroalbuminurie unterhalb des traditionellen
Schwellenwertes. Die Mortalitatsrate bei Patienten, die an einer Mikroalbuminurie leiden,
erhéht sich besonders bei gleichzeitiger Hypertonie. Die Albuminurie, die sich beim
Menschen durch eine Albuminausscheidung Gber 30 mg / Tag im Urin definiert, scheint
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ebenfalls in der Allgemeinbevdlkerung eine nicht unerhebliche Ursache flr eine erhdhte
Sterblichkeitsrate zu sein. Dies wurde in der PREVEND Studie gezeigt (Diercks et al.,
2000). Es ergab sich eine deutliche Korrelation zwischen der Albuminmenge, gemessen im
Urin (Uap) und jedweder Ursache flir Tod durch kardiovaskulare Erkrankungen. Selbst bei
Uap die geman der Definition als normal gelten (Weir; 2007). Niedrigere Werte als 30 mg /
Tag werden als Mikroalbuminurie bezeichnet. Trotz dieser klaren Schwellen-Werte ist
Albuminurie eine kontinuierliche Variable, da selbst innerhalb der Normalwerte eine erhéhte
Albuminexkretion ein erhbhtes Risiko sein kann. Bei 10 bis 40 % der Diabetes- und
Bluthochdruck-Patienten ist die Mikroalbuminurie verbreitet. Bei 5 bis 7 % der scheinbar
gesunden Personen wird eine Mikroalbuminurie diagnostiziert. Die pathophysiologischen
Mechanismen der Albuminurie und ihre Beziehung zu kardiovaskularen Erkrankungen sind
nicht eindeutig geklart. Drei mdgliche Hauptursachen werden hierfur diskutiert. Als erste
Ursache kdnnte ein Albuminverlust die Folge einer Nierenschadigung sein. Die zweite
Erklarungsmdglichkeit wéare, dass die Albuminurie weit verbreitete GefaBschaden
wiederspiegelt. Eine dritte Ursache koénnte darin bestehen, dass Individuen mit einem
variablen Grad der endothelialen Funktion geboren werden, wodurch es zu erhéhter
Albuminsekretion kommen kann. Dies kann darauf hindeuten, dass genetische oder in-utero
Faktoren die Albuminurie bzw. die endotheliale Funktion und damit die individuelle
Empfindlichkeit gegenuber Herz-Kreislauf-Erkrankungen im spéateren Leben bestimmen
kénnen (Dobre et al., 2009).
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Abb. 2. Schematische Darstellung der wechselseitigen Entstehungsmechanismen von Herz-

Kreislauf- und Nierenerkrankungen.

1.4 Tiermodelle fiir kardiovaskulare Erkrankungen
Viele Erkrankungen unterliegen multifaktoriellen Einflissen mit komplexen Interaktionen
zwischen genetischen und exogenen Faktoren. Die Entwicklung und genetische
Charakterisierung experimenteller Modelle erlaubt die Separierung und Isolierung von
verschiedenen Faktoren, die mit der Regulierung der Vererbung und der zellularen
Schadigung in Verbindung gebracht werden. Die selektive Inzucht von Tieren mit
phanotypischer Korrelation zum Genom erhéht die klinische Relevanz, da eine genetische
Homogenitat vorliegt, die in jeder Generation vererbt wird und unabhangig der
Umweltfaktoren zur Entwicklung des Phanotyps flihrt. Der experimentelle Ansatz des
Phanotyps-assoziierten Tiermodells nutzt die natlrlichen Varianzen unter Inzuchtstdmmen
und deren Kreuzungen, um ein quantitatives Merkmal und Gene, die mdglicherweise einen
Beitrag zur Entwicklung des Phénotyps leisten, zu bestimmen. Im Allgemeinen wird die
Entwicklung von homozygoten Ratten-Stdmmen, die sich fir kardiovaskulére
Fragestellungen besonders eignen, durch selektive Zucht der Tiere mit dem gewiinschten
Phanotyp Uber mehrere Generationen erreicht. Ist der gewilinschte Phanotyp vorhanden,
7
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werden Uber 20 Generationen Bruder-Schwester-Verpaarungen durchgefihrt, um eine
genetische Homogenitat zu erreichen (Lerman et al., 2005). Studien in Tiermodellen kénnen
ntzliche Informationen Uber Gene und Signalwege geben, da sie den gleichen komplexen
pathophysiologischen Eigenschaften zugrunde liegen (Pravenec et al., 2010).

1.4.1 Der SHR-Rattenstamm — Ein Hypertonie-Modell

Die haufigste Form des Bluthochdrucks beim Menschen ist die essentielle Hypertonie, in der
zahlreiche Gene zur Entwicklung dieses Phanotyps beitragen. Daraus ergib sich, dass kein
einzelner Gendefekt isoliert betrachtet die Entwicklung dieser Krankheit in ihrer Gesamtheit
erklaren kann. In der Hypertonieforschung liegt in Tiermodellen das gr6Bte Potential, die
polygenetischen Interaktionen und Ursachen der Hypertonie zu erforschen.

Die spontan hypertensive Ratte (SHR) ist das verbreiteteste Tiermodell der essentiellen
Hypertonie. Wie beim Menschen, ist bei SHR die Entwicklung einer spontanen Hypertonie
und die damit verbundenen metabolischen Stérungen mit komplexen, polygenen Merkmalen
verbunden (Pravenec et al., 2010). 1963 etablierten Okamoto und Aoki in Kyoto vom Wistar-
Stamm ausgehend den Inzuchtrattenstamm SHR. Tiere mit den héchsten Blutdriicken
wurden gezielt verpaart um einem Stamm mit spontan auftretender Hypertonie zu
generieren. Der Blutdruckanstieg beginnt im Alter von ca. 6 Wochen und zeigt einen
kontinuierlich progressiven Anstieg im Zeitgang (Kurtz et al., 1987). Der SHR Stamm weist
trotz eines stark erhdhten Blutdrucks von 180 mmHg in der 24. Woche keine pathologische,
sondern eine rein physiologische Albuminurieentwicklung auf (Gschwend et al; 2002).

1.4.2 Der MWF-Rattenstamm — Ein Albuminurie-Modell

Eine erhbéhte Albumin-Ausscheidung ist ein Anzeichen fir die Entstehung einer
Nephropathie. Ein moderater Anstieg der Ua, in den Bereich der Mikroalbuminurie stellt
einen unabhangigen Risikofaktor fur Patienten mit Bluthochdruck, Diabetes oder bereits
vorhandene kardiovaskulare Erkrankungen dar. Die Mikroalbuminurie stellt, &hnlich dem
Bluthochdruck, einen quantitativen Phanotyp dar, bei denen klinische Schwellenwerte
festgelegt sind. Tierstamme, die eine erhéhte Uay, vererben, geben eine gute Méglichkeit fur
die Erforschung der polygenetischen Ursachen der Uap,. Die Munich Wistar Fromter (MWF)-
Ratte stellt ein solches genetisches Inzuchtmodell dar, das spontan eine Albuminurie
entwickelt. Dieses Tiermodell wurde urspringlich aufgrund seiner subkapsulédren Glomeruli
gezichtet, die Mikropunktionsstudien in vivo ermdglichte. Wie sich in spateren Studien
herausstellte, wurde dieser Effekt von einem angeborenen Nephrondefizit von 30 — 50% und
der Entwicklung einer Albuminurie begleitet (Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003; Schulz
et al., 2008; Fassi et al., 1998). Die U erreicht beim MWF-Stamm bereits in der 8. Woche
Werte von mehr als 5 mg/24h, der Normalwert der Ratte liegt bei unter 1 mg/24h. Im
Altersverlauf erfahrt die Uayp, €inen progressiven kontinuierlichen Anstieg bis auf 350 mg/24h,
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und erreicht damit den nephrotischen Bereich. Die MWF-Tiere weisen, neben einem
Nephrondefizit und der Uap, ausgepragte strukturelle Nierenschaden auf, wie zum Beispiel
eine signifikant erhéhte Glomerulosklerose (GSI), tubulointerstitielle Schadigungen (TSI),
renale interstitielle Fibrose (RIF) und einen Verlust der Podozyten, im Vergleich zum Lewis
oder SHR-Kontrollstamm (Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003; Schulz et al., 2008;
lipelaar et al., 2008). Des Weiteren kann die Entstehung einer spontanen moderaten
Hypertonie bis mindestens 160 mmHg beobachtet werden. Beide Geschlechter der MWF-
Tiere demonstrieren eine &hnliche Reduktion in der Nephronanzahl im Vergleich zu SHR-
Ratten, die Albuminurie-Entwicklung und die funktionellen Nierenschadigungen sind aber
beim Mannchen deutlich héher (Kreutz et al., 2000; Schulz et al., 2008).

1.4.3 QTL-Analysen und konsome Stamme

Ausgehend von den beiden oben beschriebenen Inzuchtstammen, wurden in der
Arbeitsgruppe erstmals Untersuchungen zur Identifizierung von QTL (Quantitative Trait Loci)
bei der MWF-Ratte unternommen (Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003). Bei einem QTL
handelt es sich um einen Genort oder ein Allel im Genom der zu untersuchenden Tiere, das
statistisch betrachtet eine hohe Wahrscheinlichkeit hat, fir den gesuchten Phanotyp zu
kodieren. Eine erfolgreiche Methode zur Identifizierung von Genloci, die zu einer komplex
regulierten Krankheit fihren, ist das Prinzip der Kosegregations- und Kopplungsanalysen. In
unterschiedlichen Ratten-Inzuchtstdmmen werden hoch polymorphe DNA-Repeats, die mit
bestimmten Krankheitsgenen gekoppelt sind, vererbt. Diese sind sogenannte
Mikrosatellitenmarker, die aus sich wiederholenden Di-, Tri- oder Tetranukleotiden bestehen.
Mikrosatellitenmarker, die sehr dicht an dem krankmachenden Genlocus liegen, werden
kombiniert mit dem Phanotyp vererbt, wahrend weiter entfernt liegende Marker unabhéangig
vom Phanotyp vererbt werden (Rapp 2000). In vorangehenden Studien konnten Uber diese
Methode der Kosegregations- und Kopplungsanalyse zwischen MWF- und Lewis-Ratten auf
4 Chromosomen 4 QTL und zwischen MWF- und SHR-Ratten 7 QTL auf 7 Chromosomen im
Zusammenhang mit Albuminurie identifiziert werden. Besonders eindeutig waren die
Ergebnisse fir Rattenchromosom (RNO)6 und RNO8. Beide QTL sind zusammen fiir 33,5%
der Varianz der Albuminausscheidung verantwortlich (Schulz et al., 2002; Schulz et al.,
2003). Das QTL auf RNO6 wird mit einer friihzeitig entstehenden Albuminurie in Verbindung
gebracht, wahrend das QTL auf RNO8 mit einer Albuminurie ab der 14. Woche assoziiert
wird. Um die Aussage der statistischen Analysen zu verifizieren, wurden in der Arbeitsgruppe
in Folge die konsomen Rattenstamme MWF-6°"" und MWF-85"% durch selektive Ziichtung
etabliert. Bei diesen Tieren wurde das gesamte RNO6 bzw. RNO8 der SHR-Ratte in den
isogenetischen Hintergrund der MWF-Ratte Uberfuhrt. Es wurde gezeigt, dass die frihe
Entwicklung der Upp, im konsomen MWF-6°"7-Stamm in der 8. Woche vollstandig unterdriickt
werden konnte, auBerdem konnte kein Glomerulidefizit in Bezug auf den SHR-Kontrollstamm
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bestimmt werden. Allerdings entwickelten die Tiere signifikant erhdhte Blutdriicke gegenlber
MWEF (Schulz et al., 2007). Bei der Bestimmung der Uap im Altersverlauf konnten flr den
konsomen MWF-8%""-Stamm, bei dem RNO8 von SHR in MWF transferiert wurde,
verglichen mit MWF signifikant niedrigere Alouminuriewerte detektiert werden. Diese Werte
erreichten in der 18. Woche ein Plateau, das im weiteren Altersverlauf bis zur 32. Woche
stagnierte. Wahrend eine signifikante Blutdruckerh6hung detektiert werden konnte, zeigte die
strukturelle Nierenschadigung, gemessen an der TSI, der konsomen MWF-8""-Tiere keinen
Unterschied zu MWF (Schulz et al. 2008).

1.5 Ziel der Arbeit

Durch den Transfer von RNO6 und RNO8 aus dem nierengesunden SHR-Stamm in den
isogenetischen MWF-Hintergrund, konnte die Albuminurie jeweils drastisch gesenkt und die
strukturellen Nierenschaden deutlich reduziert werden. Mit Austausch des RNOG6 konnte bei
MWE-Tieren kein Nephrondefizit mehr festgestellt werden. Ziel dieser Arbeit ist zu ermitteln,
ob der reziproke Transfer von RNO6 bzw. RNO8 in der Lage ist, eine Albuminurie im
isolierten Albuminurie-resistenten SHR-Stamm zu induzieren. Die Ubrigen 10 Albuminurie-
QTL werden auf diese Weise nicht mehr mit berlcksichtigt. Die QTL auf RNO6 und RNO8
sind die bedeutendsten, sowohl bei der Entstehung der Albuminurie, als auch in Bezug auf
die Entwicklung struktureller und funktioneller Nierenschadigungen. Daher wurden in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe die wichtigen krankmachenden RNO6 und RNO8 aus MWF
isoliert und in den isogentischen SHR-Hintergrund Uberflihrt. Der Zweck des reziproken
Transfers der einzelnen RNO6 und RNO8 war herauszufinden, welchen Stellenwert die
Gene in den jeweiligen QTL auf die Induktion der Albuminurie spielen. Da es sich bei der
Albuminurie um ein quantitatives Merkmal handelt, welches in verschiedenen Pathways und
Interaktionen Uber andere genetische Faktoren reguliert und induziert wird, die durch den
isolierten Transfer eines einzigen Chromosom eventuell nicht mehr zur Verfligung stehen,
wurde ein Versuchsaufbau gewahlt, der die Albuminurie durch verschiedene Stressoren zu
induzieren helfen sollte. Ein anerkanntes Versuchsprotokoll zur Induktion der Alouminurie ist
die chronische Gabe eines NO-Inhibitors und die unilaterale Nephrektomie (Van Dokkum et
al., 1998; Van Dokkum et al., 2000), das fur die vorliegende Arbeit verwendet wurde. Vor
diesem Hintergrund wurde eine NO-Inhibition mittels einer L-NAME-Gabe Uber das
Trinkwasser vorgenommen, um den Blutdruck exogen zu erhéhen. Wird der NO-Synthase
(NOS) ein L-Arginin-Analogon wie L-NAME als falsches Substrat geliefert, kommt es zur
kompetitiven Hemmung der NO-Synthese (Abb. 3.). Eine GeféBdilatation ist Gber diesen
Weg nicht mehr méglich.
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Abb. 3. Strukturformeln von L-Arginin und L-NAME und schematische Darstellung der NO-
Synthese und NO-Synthese-Hemmung tiber L-NAME.

Um den Phéanotyp der Albuminurie zu induzieren soll einer Gruppe von Versuchstieren Uber
einen Zeitraum von 6 bzw. 18 Wochen Uber das Trinkwasser L-NAME verabreicht werden.
Um eine héhere hdmodynamische Belastung auf die Glomeruli auszutben und somit eine
Nierenschadigung zu provozieren, soll eine zweite Gruppe im Alter von 6 Wochen einer
unilateralen Nephrektomie unterzogen werden (Van Dokkum et al., 1998; Van Dokkum et al.,
2000). Die beiden Behandlungsgruppen und eine Kontrollgruppe werden Uber den oben
genannten Zeitraum phanotypisch auf Albuminurie und Bluthochdruck untersucht und
charakterisiert. Im Altersverlauf werden alle Tiere zu festgelegten Zeitpunkten mittels
Tail-Cuff indirekt Blutdruck gemessen, Albumin Uber einen rattenspezifischen ELISA aus
dem 24h Urin eruiert und final der systolische Blutdruck direkt Gber einen
Femoralisverweilkatheter bestimmt. Um weitere Untersuchungen anschlieBen zu kénnen,
werden die Tiere am Ende der vorgesehen Zeit prapariert. Es werden Organe zu
histologischen und molekulargenetischen Expressionsuntersuchungen, sowie Plasma zu
klinisch-chemischen Untersuchungen enthnommen und asserviert.

11
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Mit Hilfe der Ergebnisse dieses Versuchsprotokolls soll geklart werden, welche
Mechanismen der Albuminurie bei der Ratte und nachfolgend dem Menschen zugrunde
liegen, um so bessere Ausgangskriterien fir die Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten
zu schaffen, die gezielt in ursachliche Regulationsmechanismen eingreifen.

12
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Substanz Firma

Agarose Roth

Albumin, Rat; Polyklonaler Antikérper, Anti-Rat ICN
Bromphenolblau Merck
Chloroform Sigma - Aldrich
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma - Aldrich
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck

dNTPs (2,5 mM) Rapidozym
Essigsaure (100%) Merck

Ethanol (100%) J.T. Baker
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Merck
Formaldehyd (37%) J.T. Backer
Glycerin Roth
Isopropanol Sigma - Aldrich
Kaliumchlorid Merck
Kaliumhydrogenphosphat Merck
Methanol J.T. Baker
Natriumchlorid Merck
Natriumhydrogenphosphat-1-hydrat Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Perjodsaure Merck
Ratten-Serum-Albumin (RSA) Sigma — Aldrich
5x Reaction buffer Fermentas
Schiffsreagenz Merck

Sirius Rot Chroma
Tagman 2x Universal PCR Mastermix Applied Biosystems
Trizma Base Sigma — Aldrich
Trizol Invitrogen
Xylen Cyanol FF Sigma — Aldrich

2.1.2 Puffer und Lésungen

Puffer/Lésung Bestandteil

Konzentration

5x PBS-Puffer Natriumchlorid

Aqua bidest.

Kaliumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 35,09

218,8 g
5449

Ad 51, pH 7,4
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10x Laufpuffer Glycerin 50%
Natriumhydrogenphosphat-1-hydrat 10,0 mM, pH 7,0
Bromphenolblau 0,25 %
Xylen Cyanol FF 0,25 %
50x TAE Trizma Base 2,0M
Essigsaure (100%) 571 %
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat 50,0 mM
Formaldehydphosphat- Formaldehyd (37%) 10,8 %
Puffer Dinatriumhydrogenphosphat 5,8 %
Natriumdihydrogenphosphat 4,2 %
Aqgua bidest. 79,2 %
Heparinlésung (50 U/ml) Heparin (25000 I.E.) 0,5 ml
Natriumchlorid-Lésung 49,5 ml
Kalioplegelésung (1 M) Kaliumchlorid 74,6 9
Aqua bidest. ad1l,pH74
Methacarn Methanol 60 %
Chloroform 30 %
Essigsaure 10 %
Phosphat Puffer Dinatriumhydrogenphosphat 5,8 %
Natriumdihydrogenphosphat 4,2 %
Aqua bidest 90 %
Rattenserum-Albumin- Rattenserum-Albumin 1,0 mg/ml
Stock-Ldsung Natriumhydrogencarbonat 0,1 M
Substrat 3,3",5,5" TMB-Dihydrochlorid 2 Tabletten
Aqua bidest. 10 ml
Puffer A 10 ml
Wasserstoffperoxid 4 pl

2.1.3 Primer und Sonden fiir die TagMan —PCR

Genkiirzel Sequenz Firma

Col3 F-TGTTAACGGACAAATAGAGAGTCTTATCAG TIB®
R-CATCTTGCAGCCTTGGTTAGG Molbiol
S: FAM-TTCTGCCACCCTGAACTCAAGAGCG-TAMRA

NGAL F-GCCCCTTGGTTCTTCCGTAC TIB®
R-GGCCGACACTGACTACGACC Molbiol

PBGD F-TGAAAACCTTGTACCCTGGCATA TIB®
R-TCCAATCTTAGAGAGTGCAGTATCAAGA Molbiol
S: FAM-TTGAAATCATTGCTATGTCCACCACAGG-TAMRA

Col3, Kollagen 3; NGAL, Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin; PBGD,
Porphobilinogen Deaminase; F, Forward; R, Reverse; S, Sonde.
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2.1.4 Enzyme

Enzym Aktivitat Firma

Tag-Polymerase 5 U/pl Promega

Random Hexamer Primer 6 Aggo U/ml Fermentas Life Sciences
Reverse Transcriptase 20 U/l Fermentas Life Sciences
RNAse Inhibitor 20 U/l Fermentas Life Sciences

2.1.5 Medikamente und Arzneimittel

Wirkstoff/Produkt Firma
Atipamezol Pfizer
Carprofen Pfizer
Flumazenil — hameln Inresa
Fentanyl Janssen - Cilag
Medetomidin Pfizer
Midazolam Ratiopharm
Naloxon Delta Select
S — Ketamin (KetanestS®) Pfizer
Xylazin (Rompun®) 2% Bayer
Bepanthen Augensalbe Bayer

Jellin Salbe Griinenthal

2.1.6 Material und Futtermittel

Artikel Firma
Alleinfuttermittel fir Ratten Ssniff
Einwegspritzen aus Kunststoff (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) | Braun
Kanilen Braun
Lochzange fir Labortiere Esculap
Makrolonkéfig Typ Il und Typ IV Ebeco
Mikroh&matokritréhrchen Brand
Monovetten (Lithium-Heparin) Sarstedt
Monovettenkanile Sarstedt
Nahtmaterial Ethicon
Objekttrager Menzel-Glaser
PCR-Tubes 0,2 ml Biozym
Plasmaréhrchen (Lithium-Heparin) Kabe
Polyethylenschlauch RCT
ReaktionsgefaBe Safe-Lock 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Eppendorf
Restrainer Ebeco
Schrumpfschlauch Conrad
Skalpelle  Gr. 20 Feather
Standardpipetten Eppendorf
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Standardtips 20 pl, 100 pl, 1000 pl Eppendorf
Stoffwechselkafige fiir Ratten bis 300 g Tecniplast
SzintillationsgefaBe aus Glas (Histologie) Packard
SzintillationsgefaBe aus Kunststoff Packard
Thermo-Fast 96-Mikrotiterplatten ABgene
Verpackungsfolie Saran
Wattestébe Heinz Herenz

2.1.7 Geréate und Software

Artikel

Firma

ABI prism 7000 Sequence Detection System

Applied Biosystem

Agarose - Gelkammer Bio-Rad
Analyticsoftware SPSS, PASW
Bioanalyseprogramm Scion Image 1.62a Scion Co.

Bioimagingsystem

Chemie Genius

Blutdrucktransducer direkt

ADInstruments

Blutdrucktransducer Tail-Cuff TSE

Brigde Amplifier ADInstruments
ELISA-MEX-Plate-Reader Dynex
Farbeautomat Robet-Stainer HM 760 Microm
Feinwaage Sartorius
Kihlzentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus Sepatch
Lab-Chart 7 ADInstruments
Magnetrihrer mit Heizfunktion MR 2002 Heidolph
Mikrotiterplattenschdttler Roth

PCR-Cycler MJ Research
pH-Meter Knick
Photometer UV-1202 Shimadzu
Photomikroskop Axiophot Carl Zeiss, Oberkochen
Powerlab ADInstruments
Praparationsbesteck Aesculap
Rotationsmikrotom HM 355 Microm
Rotlichtlampe MLW
Tail-Cuff-Blutdruckme Bgerat TSE

Tierwaage Sauter
Tischzentrifuge 5415 R Eppendorf
Trockenschrank Heraeus Instruments
Ultra Turrax T25 Janke & Kunkell
Warmebox Werkstadt CBF
Zentrifuge Heraeus
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2.2 Methoden

2.2.1 Parentaltiere

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Reinhold Kreutz, Institut fir Klinische Pharmakologie und
Toxikologie CCM, Charité - Universitatsmedizin Berlin, fihrt seit 1996 eine Kolonie des
MWF/Ztm Stammes des Zentralen Tierlaboratoriums der Medizinischen Hochschule
Hannover, unter der Stammbezeichnung MWF/g. Im Jahr 1997 wurde von Prof. Dr. Kreutz
der SHR/rk-Rattenstamm als eigene Kolonie eingefiihrt, welche aus der SHR/Mol Kolonie
der Firma M&B, Bomholtvej Danemark entstammt. Es handelt sich bei diesen beiden
Stdmmen um Inzuchtrattenstamme, die Uber mehr als 20 Generationen Uber konsequente
Bruder-Schwester-Verpaarungen ingezichtet wurden. In der Forschungseinrichtung fir
Experimentelle Medizin (FEM) der Medizinischen Fakultat der Charité — Universitatsmedizin
Berlin, erfolgt die Erhaltungszucht der beiden Inzuchtrattenstdamme MWF/gy, und SHR/gkp.

2.2.2 Haltung

In der FEM wurden die Versuchstiere unter standardisierten Haltungsbedingungen
untergebracht. Die Tiere wurden in Makrolonkafigen Typ IV (40 x 60 x 25 cm) mit
Weichholzgranulat gehalten, mit ad libitum Zugang zu Futter und Wasser. In den
klimatisierten Tierstallen herrschten konstante Umweltbedingungen, mit einer Lufttemperatur
von 22T und einer Luftfeuchtigkeit von 60%. Eine automatische Beleuchtungsanlage
gewahrleistete einen 12 stindigen Tag/Nacht Rhythmus. Die Ratten wurden
geschlechterspezifisch zu viert getrennt gehalten; die Bruder-Schwester-Verpaarung
gestaltete sich durch das Zusammensetzen eines Mannchens zu einer Gruppe von
mehreren Weibchen. Das Absetzen vom Muttertier erfolgte im Alter von 4 Wochen. Mittels
einer Lochzange wurde eine fortlaufende Nummer in die Ohren gestanzt, um Tiere eindeutig
zu markieren.

2.2.3 Zuchten

2.2.3.1 Konsome Stamme

In frGheren Studien gelang es der Arbeitsgruppe, Uber Kosegregations- und
Kopplungsanalysen auf 10 Chromosomen 11 QTL fur den Phanotyp der Albuminurie zu
identifizieren (Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003). Um diese, Uber die statistischen
Analysen identifizierten QTL zu verifizieren, wurden konsome Stadmme gezlchtet
(Schulz et al., 2007; Schulz et al., 2008). Das Prinzip dieses Zichtungsschemas besteht aus
dem Transfer eines QTL-tragenden Chromosoms in den isogenetischen Hintergrund eines
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Referenzstammes. Dazu werden die kontrastierenden Parentaltiere zu einer F1-Generation
verpaart, aus dieser ersten Filialgeneration werden die Tiere mit dem Empfangerstamm
zurlckgekreuzt, die das Zielchromosom heterozygot und die meisten homozygoten Anteile
auf den Empfangerchromosomen tragen. Die genetische Varianz dieser Tiere wird durch
markergestiitzte Genanalysen Uberprift. Nach ca. 4 bis 8 Backcross-Generationen liegt das
Spenderchromosom heterozygot und alle Ubrigen Chromosomen des Empfangers
homozygot vor. Mit dieser Generation werden Bruder-Schwester-Verpaarungen angesetzt,
deren Nachkommen als konsome Linien bezeichnet werden.

2.2.3.2Zucht der Konsomen-Stamme SHR-6""F und SHR-8""*

In der Arbeitsgruppe wurden in Vorarbeiten Gber serielle Riuckkreuzung und markergestitzte
Selektion die konsomen Stamme SHR-6""F und SHR-8"F etabliert (Schulz et al., 2010).
Initial wurde ein MWF-Mannchen mit SHR-Weibchen verpaart. Die Mannchen aus der F1-
Generation mit dem hdchsten Anteil des SHR-Genoms wurden mit vier SHR-Weibchen zur
ersten Backcross-Generation verpaart. Nachfolgend wurden Uber weitere Backcrosse die
Tiere des Empfangerstamms, die die gewinschten Chromosomen RNO6 oder RNO8 des
Spenderstammes heterozygot vererbten, weiterverpaart. Am Ende der Backcross-Kaskade
betrug der Genomanteil der Tiere mehr als 99 % vom Empfangerstamm SHR, mit Ausnahme
des transferierten Chromosoms RNO6 oder RNO8 vom Spenderstamm MWEF. Mit diesen
Tieren wurden mehrere Bruder-Schwester-Intercrosse durchgefiihrt. Dies verfolgte den
Zweck, RNO6 bzw. RNO8 von MWF in SHR zu fixieren und die konsomen Stamme
SHR-6""'F und SHR-8""'F zu etablieren (Abb. 4.).
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Abb. 4. Schematische Darstellung des Backcross-Ziichtungsschemas. BC, Backcross; F1,
Filialgeneration 1; F2, Filialgeneration 2; M, SHR-Allel; R, MWF-Allel

2.2.4 Studiendesign

2.2.4.1 Studie A von der 6. bis zur 24. Woche

Die Parentaltiere MWF und SHR, sowie die konsomen Stamme SHR-6""F und SHR-8""'*
wurden zur phanotypischen Charakterisierung in drei Gruppen mit ausschlieBlich ménnlichen
Tieren eingeteilt: Die erste war eine Kontroll-Gruppe mit 10-15 Tieren pro Stamm, die in der
6. Woche scheinoperiert und bis zur 24. Woche unter Normalbedingungen gehalten wurde.
Bei der zweiten handelte es sich um eine L-NAME (N,-Nitro-L-arginine-methyl-ester-
hydrochlorid) -Gruppe mit 10-21 Tieren, die nach Schein-OP von der 6. Woche bis zur 24.
Woche taglich 20 mg/ml L-NAME durch das Trinkwasser erhielt. Die dritte war die Nx-
Gruppe mit 19-22 Tieren, die in der 6. Woche einer unilateralen Nephrektomie unterzogen
wurde. Dem Versuchsprotokoll folgend, wurden bei allen Tieren in der 12., 18. und 24.
Woche der Blutdruck mittels Tail-Cuff Methode ermittelt, sowie 24 h Sammelurin flr die
Bestimmung der zeitverlaufsabhangigen Albuminausscheidung und biochemische Analysen
gewonnen. Am Ende der 24. Woche wurde ein Verweilkatheter in die A. femoralis zur
Bestimmung des direkten Blutdrucks implantiert. AnschlieBend erfolgte die Tétung der Tiere
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in tiefer Narkose durch Herzexzision. Blut und Organe wurden entnommen und bei -80CT

asserviert (Abb. 5.).

6. Wo 12. Wo 18. Wo 24. Wo
| | | I
| | | >
. . . . Klin. Chemie, GFR
1. Versuchsgruppe: Kontrolle Klin. Chemle Klin. Chemie Blutdruck, direkter
Blutdruck Blutdruck - .
Blutdruck. Préaparation
. . . . Klin. Chemie, GFR
. Klin. Chemie Klin. Chemie -
2. Versuchsgruppe: L-NAME Blutdruck Blutdruck Blutdruck, qlrekte.r
Blutdruck. Préaparation
3. Versuch _ NX Klin. Chemie Klin. Chemie ;'L’:afuhcim:i’;;':;
- yersuchsgruppe: Blutdruck Blutdruck ;

Blutdruck. Préaparation

Abb. 5. Phéanotypisierungsprotokoll der Studie A von der 6. bis zur 24. Woche. Dargestellt sind

die drei Versuchsgruppen Sham, L-NAME und Nx, in die die Parentalstimme MWF und SHR

sowie die beiden konsomen Stamme SHR-6""" und SHR8""" eingegangen sind; Glomerulire

Filtrationsrate (GFR)

2.2.4.2 Studie B von der 6. bis zur 12. Woche
Aufgrund hoher Mortalitatsraten der SHR und SHR-6""F Tiere unter L-NAME Behandlung
vor dem geplanten Studienende, waren die Anpassung des Versuchsprotokolls und die

Durchfihrung eines zweiten Durchgangs notwendig. Anders als in Studie A wurden die Tiere
nur bis zur 12. Woche durch den Versuch gefihrt (Abb. 6.). Der Verweilkatheter zur direkten
Blutdruckmessung wurde final in der 12. Woche implantiert und nachfolgend erfolgte die

Praparation und Organasservierung.
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6. Wo 8. Wo 10. Wo 12. Wo
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Klin. Chemie, GFR

1. Versuchsgruppe: Kontrolle Klin. Chemie Klin. Chemie Blutdruck, direkter
Blutdruck Blutdruck - .
Blutdruck. Préaparation
. . . . Klin. Chemie, GFR
. Klin. Chemie Klin. Chemie -
2. Versuchsgruppe: L-NAME Blutdruck Blutdruck Blutdruck, direkter

Blutdruck. Préaparation

Abb. 6. Phanotypisierungsprotokoll der Studie B von der 6. bis zur 12. Woche. Dargestellt sind
die drei Versuchsgruppen Sham, L-NAME und Nx, in die die Parentalstimme MWF und SHR
sowie die beiden konsomen Stamme SHR-6""" und SHR8""" eingegangen sind; Glomerulire
Filtrationsrate (GFR)

2.2.5 L-NAME-Applikation

Auf Grund der kurzen Halbwertszeit von geléstem L-NAME bei Raumtemperatur wurde eine
Stammldsung hergestellt. 4 ml Stammlésung, bestehend aus 1 mg L-NAME pro ml Wasser,
wurden pro Flasche abgefillt und eingefroren. Im ersten Durchgang wurden Gber einen
Zeitraum von 18 Wochen bzw. im zweiten Durchgang Gber einen Zeitraum von 6 Wochen zu
Tagesbeginn frische Flaschen mit oben beschriebener Stammlésung auf 200 ml mit
Trinkwasser aufgefllt. Demnach enthielt jede Flasche eine Konzentration von 20 mg/l L-
Name. Pro Tier und Tag wurden somit ~4,8 mg L-NAME Uber das Trinkwasser
aufgenommen (Boger et al., 1994).

2.2.6 Unilaterale Nephrektomie

30 Minuten vor Beginn der OP wurden 5 mg/kg Carprofen zur Schmerzbehandlung s.c. in
den Nacken der jeweiligen Ratte injiziert. Die Narkotisierung bestand in einer s.c. in den
Nacken verabreichten Injektionsnarkose, die sich aus 0,005 mg/kg Fentanyl, 2 mg/kg
Midazolam und 0,15 mg/kg Medetomidin zusammensetzte.

Die Ratte wurde auf dem Ricken liegend fixiert und die Zunge dabei mit einer Pinzette in
den linken Mundwinkel gezogen, damit nicht die Gefahr des Erstickens bestand. Um zu
verhindern, dass der Bulbus wahrend der OP austrocknete, erhielt jedes Auge einen Tropfen
Augensalbe. Der Bauch wurde mit 70% Alkohol befeuchtet und das Fell in einer
quadratischen Flache von 3 x 5 cm rasiert. Nach Uberpriifung des Zwischenzehenreflexes,
der negativ ausfallen musste, konnte die Er6ffnung der &uBeren Haut entlang der Linea alba
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mittels eines 4 cm langen Skalpellschnitts erfolgen. Die Linea alba wurde in gleicher Weise
erdffnet. Mit Blick von oben wurde mit drei stumpfen Wundhaken das Darmkonvolut nach
links, die Leber nach kranial verlagert und die Wunddffnung nach rechts kaudal fixiert, so
dass die linke Niere unter der Faszie sichtbar wurde. Mit Wattestédben wurden anschlieBend
die A. und V. renalis sowie der Ureter stumpf frei prapariert, um die Niere aus der Faszie zu
I6sen, so dass sie frei beweglich war. A. und V. renalis sowie Ureter wurden proximal vom
und parietal zum Nierenhilus mit einem resorbierbaren Faden abgebunden. Der nachste
Schritt bestand in der Durchtrennung der Strukturen zwischen den Ligaturen und die
Entfernung der linken Niere mit einer anatomischen Pinzette.

Zur Vermeidung von Entziindungen erfolgte eine Spilung des Bauchraums mit auf
Kérpertemperatur gewarmter NaCl-Losung, um potentielle Blutkoagel zu entfernen.
AnschlieBend wurde der Darm zurlickverlagert und seine Eigenrepositionierung durch 2 mi
kdrperwarmer NaCl-Lésung im Bauchraum unterstitzt. Die Linea alba wurde anschlieBend
mit einem resorbierbaren Faden in vorlaufender, sich selbsthaltender Naht nach REVERDIN
genaht und die Haut in fortlaufender intrakutaner Naht. Auf die Wundnaht wurde eine
antiseptische und kortisonhaltige Wundsalbe gestrichen. Die Antagonisierung der Narkose
bestand in einer Kombination aus 0,12 mg/kg Naloxon, 0,2 mg/kg Flumazenil und 0,75
mg/kg Atipamezol, die in den Nacken injiziert wurde. AnschlieBend wurde das Tier unter eine
Rotlichtlampe gelegt, um ein Auskuhlen zu verhindern. In den folgenden drei Tagen wurde
das Tier taglich gewogen und mit Carprofen entsprechend schmerzbehandelt. Wurde in
diesem Zeitraum ein Gewichtsverlust von mehr als 20% festgestellt, wurde das Tier
sicherheitshalber euthanasiert, da dies ein eindeutiger Hinweis auf ein schlechtes
Allgemeinbefinden war.

2.2.7 Schein-OP

Die Schein-OP wurde initial vorbereitet und durchgefiihrt wie die oben zuvor beschriebene
Nephrektomie. Nach Lbésen der Faszie wurde hier jedoch nicht die Niere entnommen,
sondern nur direkt der Darm zurtckverlagert. Desweiteren wurde ebenfalls 2 ml
kérperwarmer NaCl-Lésung in den Bauchraum gegeben, um die Eigenrepositionierung des
Darms zu unterstitzen. Die Linea alba wurde wie bereits oben dargestellt nach REVERDIN
gendht und die Haut mit fortlaufender intrakutaner Naht verschlossen. Sowohl die
Versorgung der Wundnaht mit einer antiseptischen und kortisonhaltigen Wundsalbe, als
auch die Narkoseantagonisierung und die folgende Nachsorge entsprachen dem Vorgehen
der unilateralen Nephrektomie.
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2.2.8 Nicht-direkte Blutdruckmessung

Entsprechend der Riva-Rocci Methode beim Menschen, wurde bei den Versuchstieren der
systolische Blutdruck Uber die nicht direkte Tail-Cuff Methode ermittelt. An der
Schwanzwurzel wurde eine Druckmanschette platziert und distal dieser Manschette der
piezoelektrische Drucksensor angebracht. Um eine gute Pulsamplitude zu erzeugen und um
Messfehler durch zu starke Eigenbewegung des Tieres zu vermeiden, wurden die Ratten mit
Hilfe von Restrainern fixiert und einer 10-15minutigen Aufwarmung in einer Warmebox bei
37-39C unterzogen. Aufgrund der hohen Temperatur i n der Warmebox dilatierten die fur die
Regulation der Koérpertemperatur zusténdigen Schwanzarterien. Die auf diese Weise
deutlicher werdende Pulswellenamplitude trug somit zu einer verbesserten Qualitat der
Messung bei. Die Aufzeichnung des jeweiligen Drucks erfolgte Uber eine automatisierte,
computergestitzte, oszillatorische Technik, bevor die letzte Pulswelle durch die
Druckmanschette unterbunden wurde und nach Erschlaffen der Manschette als die Pulswelle
erneut messbar wurde. Beide Werte wurden zu einem Blutdruckwert gemittelt. Der erzeugte
Graph stellt die Integration der Amplitude Uber den Druck dar. Die Tiere wurden an drei
aufeinander folgenden Tagen jeweils dreimal hintereinander, unter gleichen Bedingungen
gemessen. Aus diesen Werten wurde ein Mittelwert gebildet.

2.2.9 Katheter-Implantation zur direkten Blutdruckmessung

30 Minuten vor Beginn der OP wurden 5 mg/kg Carprofen zur Schmerzbehandlung s.c. in
den Nacken der Tiere injiziert. Zur Narkotisierung erhielt die Ratte eine Injektionsnarkose,
bestehend aus 0,005 mg/kg Fentanyl, 2 mg/kg Midazolam, 0,15 mg/kg Medetomidin, s. c. in
den Nacken verabreicht. Die Ratte wurde auf dem Rucken liegend fixiert, die Zunge mit einer
Pinzette in den linken Mundwinkel gezogen, damit nicht die Gefahr des Erstickens bestand.
Um zu verhindern, dass der Bulbus wahrend der OP austrocknet, erhielt jedes Auge einen
Tropfen Augensalbe. Das OP-Feld wurde am Leistenspalt gesdubert und die Austrittsstelle
des Katheters kranial der Schulterblatter im Nacken auf einer Fldche von 2x3 cm ausrasiert
und gereinigt. Der erste Hautschnitt wurde entlang des Leistenspaltes gefuhrt. Fettgewebe
und Faszien wurden stumpf mit Wattetupfern wegprapariert, um so die Lacuna vasorum mit
austretender V., A., und N. femoralis darzustellen (Abb. 7.a). Nach der Freipraparation der
Arterie von Vene und Nerv mit Wattetupfern und Splitterpinzette, erfolgte die proximale und
distale Abbindung der Arterie mit chirurgischem Nahtmaterial (Abb. 7.b). Die gespannte A.
femoralis wurde im distalen Drittel im Winkel von 45° mit einer Irisschere zu einem Drittel
eroffnet (Abb. 7.c).
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Abb. 7. Katheter-Implantation zur direkten Blutdruckmessung bei Ratten. a) Schematische

Darstellung des OP-Feldes im Leistenspalt; b) fixierte A. femoralis; c) Schnittstelle in der

A. femoralis.

In die Inzision wurde eine Mikro-Pinzette (Uhrmachertyp) eingefiihrt, die Schenkel der
Pinzette im GefaB leicht gespreizt, so dass der mit Heparin gespllte Katheter (50 I.E./ml;
Abb. 8.) mit Hilfe einer zweiten Mikro-Pinzette (Uhrmachertyp) eingeschoben werden konnte.

Dicker Schlauch
30cm

L H P I

8cm 14cm

D & ner Schlauch Abstand
L
6mm
Schrumpfschlauch

18 mm
Schrumpfschiauch

Abb. 8. Schematische Darstellung des Katheters fiir die direkte Blutdruckmessung bei Ratten.

Nach Entfernen der Pinzette wurde der Katheter mit der proximalen und distalen Schlinge
der Arterienfixierung in der Arterie positioniert. Durch eine den Katheter haltende Knopfnaht
im M. gracilis wurde gewdbhrleistet, dass dieser in seiner Lage verblieb. Im nachsten Schritt
wurde das distale Ende des Katheters mit einer Knopfsonde verbunden und subcutan dorso-
kranial Richtung Nacken geschoben. Es folgte ein 1 cm groBer Skalpellschnitt an der
rasierten Stelle des Nackens, an der der knopfsondengefiihrte Katheter austrat. Der Katheter
wurde an der Austrittsdéffnung mit der daflir vorgesehen Lasche aus Schrumpfschlauch an
der Haut mit einer Knopfnaht fixiert und anschlieBend beide Wundrander sparsam mit
Histoacrylgewebekleber geklebt. Um den Katheter luftdicht zu verschlieBen, erfolgte ein
kurzes Abflammen des Schlauchendes. Zuletzt wurde die Wunde des Leistenspaltes mit
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einer fortlaufenden REVERDIN Naht verschlossen und anschlieBend die Wundnahte mit
einer antiseptischen und kortisonhaltigen Wundsalbe bestrichen. Die Antagonisierung der
Narkose bestand in der Verabreichung einer Kombination aus 0,12 mg/kg Naloxon, 0,2
mg/kg Flumazenil und 0,75 mg/kg Atipamezol. AnschlieBend wurde das Tier unter eine
Rotlichtlampe gelegt, um ein Auskuhlen zu verhindern. In den folgenden drei Tagen wurde
das Tier einer direkten Blutdruckmessung unterzogen, der ein tagliches Wiegen und die
Schmerzbehandlung mit Carprofen vorausgingen.

2.2.10 Direkte Blutdruckmessung

Um  kleinere  Blutdruckunterschiede  zwischen den  verschiedenen  Stdmmen
herauszuarbeiten, wurde zusétzlich eine direkte Blutdruckmessung bei den Tieren
vorgenommen. Uber den in die A. femoralis implantierten, mit Heparinldsung (50 I.E./ml)
gefllliten Katheter (s. Punkt 2.2.9) wurde am wachen Tier der blutige Blutdruck ermittelt.
Hierzu wurde der am Nacken des Tieres befestigte Katheter mit einem flissigkeitsgefillten
Pulsaufnehmer verbunden. Dieser zeichnet Systole und Diastole auf und wandelt sie
gleichzeitig in elektrische Signale um, die sich auf einem Computer als Pulsamplitude
darstellen lassen. Uber diese Pulsamplitude wurde der Mittlere Arterielle Druck (MAD) durch
die Integration des Druckpulses Uber die Zeit bestimmt. Die Amplitudenaufzeichnung und die
Erfassung der Daten wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen Uber je 1-3 Minuten unter
gleichen Bedingungen durchgefuhrt und die erhobenen Daten anschlieBend gemittelt.

2.2.11 Praparation der Versuchstiere

Zur Praparation wurden die Tiere mit 87 mg/kg Ketamin und 13 mg/kg Xylazin, welche
intraperitoneal injiziert wurden, in tiefe Narkose gelegt und gewogen. Nach negativem
Zwischenzehenreflex erfolgte die Blutentnahme zur Bestimmung Kklinisch-chemischer
Parameter aus dem Retroorbitalraum, mittels Mikroh&matokritréhrchen. Es wurden 4 ml Blut
in Lithium-Heparin-Réhrchen gesammelt und bei 5000 Upm in einer Kahlzentrifuge far 20 —
30 min bei 4T zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde abpipettiert und im flissigen
Stickstoff schockgefroren.

Mit einer Praparierschere erfolgte die Entfernung von Fell und Haut durch einen
Ventralschnitt vom Umbilicalbereich bis zum Sternum. Die Erdffnung der Bauchhdéhle fand in
gleicher Weise statt. Konnte retroorbital nicht gentgend Blut gewonnen werden, wurde vor
Exzision des Herzens Blut mit einer Lithium-Heparin Monovette aus der V. cava caudalis
entnommen. Der Schnitt wurde dann nach kranial verlangert und die Rippen am Ubergang
von Knochen zu Knorpel durchtrennt. Mit einem Schnitt wurde das Herz vom GefaBstamm
getrennt und in eine 1 M Kaliumlésung gelegt, um eine maximale Relaxation der
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Herzmuskelzellen zu garantieren. Es folgte die Entnahme beider Nieren. Die Nieren wurden
entkapselt, das Herz von Resten des GefaBstammes, Herzohren und Atria befreit. Die
Gewichte aller Organe wurden mittels einer Feinwaage bestimmt.

Die linke Niere wurde am Nierenhilus quer halbiert, eine Halfte in Methacarn fixiert, die
zweite Halfte l&ngs durchschnitten und Cortex von Medulla getrennt. Das Herz wurde in
linken und rechten Ventrikel prépariert und beide Ventrikel gewogen. Es folgte die
Entfernung des Apex und des oberen Drittels des linken Ventrikels. Das Mittelstiick wurde in
Methacarn fixiert. Alle Organteile wurden im fliissigen Stickstoff schockgefroren. Die optimale
Asservierung der Organe wurde in einem -80C Gefrie rschrank gewahrleistet.

2.2.12 Uringewinnung fir klinisch-chemische Analysen

Um 24 h Urin fur klinisch-chemische Untersuchungen zu gewinnen, wurden die Tiere fir
diese Zeit in Stoffwechselkafige aus Makrolon mit ad libitum Zugang zu Futter und Wasser
gesetzt. Der gesammelte Urin wurde in ein SzintillationsgefaB aus Kunststoff, an dem kein
Albumin haften bleibt, dekantiert. Die Volumenbestimmung erfolgte Gber das Auswiegen des
Urins, wobei 1 ml ca. 1 g entspricht. Nach Durchmischen des Urins, wurden aus dem
vorhandenen Volumen 2 ml in ein EppendorfgefaB Gberfihrt und anschlieBend bei 900 Upm
far 10 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Um Schmutzpartikel und Bakterien zu
entfernen, wurde der Uberstand in ein sauberes 2 ml EppendorfgefaB dekantiert. Die (ibrige
Menge Urin wurde im SzintillationsgefaB bei -20T e ingefroren.

2.2.13 Albuminbestimmung im Urin

Anhand eines direkten, kompetitiven Albumin-ELISAs (enzyme linked immunosorbent
assay), der im Vorfeld in der Arbeitsgruppe etabliert worden war (Kreutz et al., 2000), wurde
die Albuminausscheidung in 24 h-Urin ermittelt. Gereinigtes Rattenalbumin, das als feste
Phase an eine Mikrotiterplatte gebunden wird, fungierte als Antigen. Das im Urin enthaltene
Rattenalbumin und das Albumin aus der festen Phase der Mikrotiterplatte konkurrieren um
die Bindung an einen zugefuhrten enzymgekoppelten Albumin-Antikérper. Es wurde ein
Substrat zugefligt, welches das Enzym umsetzt, das an die feste Phase gebunden war. Das
Produkt dieser Reaktion wurde anschlieBend mittels eines ELISA-MRX-Plate-Readers bei
450 nm photometrisch gemessen. Die Bestimmung der Albuminwerte der Probe erfolgte
Uber eine Eichgerade.
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2.2.14 Biochemische Analysen

Die Bestimmung der biochemischen Parameter Kreatinin, Cystatin C, Harnstoff, Triglyzeride
und Gesamt-Cholesterin aus Blutplasmen und 24h-Urinen erfolgte nach Standardmethoden
im Labor 28 (Mecklenburgische StraBe 28, 14197 Berlin). Die Kreatininclearance wurde nach
folgender Formel berechnet:

Kreatinin im Urin (mmol/l) * Urinvolumen (ml)

Kreatininclearance (ml/min) =

Sammelperiode (min) * Kreatinin im Serum (mmol/l)

2.2.15 Differenzielle Genexpressionsanalysen

2.2.15.1 RNA Isolierung

Mit der Trizol-Methode wurde aus den bei -80CT eing efrorenen Nierengewebe RNA isoliert.
Hierzu wurden 100 mg Gewebe in 1 ml eisgekihltes Trizol Uberfihrt und 3 x 30 sec mit dem
Ultra Turrax homogenisiert. AnschlieBend wurde das Gemisch bei 5.000 Upm {ber 10 min
bei 4C abzentrifugiert. Zur Proteindenaturierung w urde der abpipettierte Uberstand fiir 40-
60 min bei RT inkubiert. Zur Phasenseparation erfolgte nach dieser Zeit eine Beimischung
von 200 pl Chloroform. Nach 2-3 min Reaktionszeit bei RT wurde bei 12.000 Upm fiir 15 min
bei 4C zentrifugiert. Die RNA befand sich in der oberen wéssrigen Phase, welche in ein
neues EppendorfgefaB3 Gberfihrt, mit 500 pl Isopropanol zur Fallung versetzt und nach 10
min Inkubation bei RT bei 12.000 Upm fiir 10 min und 4T erneut zentrifugiert wurde. Das
erhaltene RNA-Pellet wurde mit 1 ml eisgekihltem 75 %igen Ethanol gewaschen und bei
5.000 Upm fiir 10 min bei 4T zentrifugiert. Nach de m Verwerfen des Uberstands folgte das
Lufttrockenen des Pellets und seine Ldésung in 50 pl DEPC-Wasser (0,1%). Die
photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA-L&sung erfolgte bei 260-280 nm.

Zur Qualitatstberprifung wurden ca. 500 ng RNA mit 1 pl Laufpuffer versetzt und auf ein
1%iges Agarose-Ethidiumbromid-Gel, bestehend aus 40 ml 1x TAE und 3 pl Ethidiumbromid
(10 mg/ml), aufgetragen. Der Gellauf erfolgte tGber einen Zeitraum von ungefahr 40 min bei
75V und 200 mA.

2.2.15.2 cDNA-Synthese durch reverse Transkription

Far die cDNA-Synthese wurden 4 pg RNA mit DEPC-Wasser (0,1%) auf 10 pl aufgefilit.
Nach Zugabe von 1 pl Random Hexamer Primer zur Hybridisierung der Probe, wurde der
Ansatz in der PCR-Maschine fir 5 min auf 70C erhit zt, bevor er fir 5 min auf 4C abgekuhlt
wurde. Es folgte die Zugabe von 4 pl 5x Reaction Buffer, 1 yl RNAse Inhibitor, 2 yl 10 mM
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dNTP-Mix und 2 pl reverser Transkriptase (M-MULV) auf Eis. Die Inkubation wurde in der
PCR Maschine nach folgendem Schema vorgenommen: 10 min bei 25T, 60 min bei 37T,

10 min bei 70T und abschlieBend 10 min bei 4C. Zu r Qualitatsiberprifung wurden ca. 5 pl
Probe mit 1 pl Laufpuffer versetzt und auf ein 2%iges Agarose-Ethidiumbromid-Gel,
bestehend aus 40 ml 1x TAE und 3 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml), aufgetragen. Der Gellauf
erfolgte auch hier Uber einen Zeitraum von ungefahr 40 min bei 75 V und 200 mA.

2.2.15.3 Quantitative Realtime PCR

2.2.15.3.1Sondenprinzip

Nach dem TagMan-Prinzip (Heid et al., 1996) wurde eine Quantitative Real-Time PCR mit
Nierengewebe durchgefihrt. Hierfir wurde eine fluoreszierende Sonde verwendet, die von
den Primern des zu quantifizierenden DNA-Fragments flankiert wurde. Durch den am 3’-
Ende befindlichen Quencherfarbstoff wird der Reporterfarbstoff am 5°-Ende durch einen
Fluoreszenz-Energietransfer (FET) bei intakter Sonde unterdrlickt. Wa&hrend der
Elongationsphase flhrt die Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase zu einem Schneiden
und Verdrangen der Sonde vom Strang (Sondenhydrolyse). Die Nahe des Quenchers zur
Sonde und damit der FET Effekt werden auf diese Weise unterbrochen. Die entstehende
Fluoreszenz steigt proportional zur Menge des gebildeten PCR-Produktes an und wird mit
dem ABI Prism 7000 Sequence Detection System detektiert.

In jeder Probe, die als Triplett pipettiert wurde, befanden sich 3 pl cDNA, 12,5 pl TagMan 2x
Universal PCR Master Mix, 11,4 pl gereinigtes Wasser und je 0,075 pl Sense und Antisense
Primer (Endkonzentration je 300 nM) und 0,025 pl Sonde (Endkonzentration 100 nM). Aus
diesen Triplikaten wurde nach erfolgter Real-Time PCR ein Gesamtwert gemittelt. Um
Unterschiede der Gesamtmenge der RNA auf die quantifizierte Menge mRNA zu
normalisieren, wurde zusatzlich das sogenannte Houskeeping-Gen PBGD (Porphobilinogen-
Desaminase) amplifiziert. Dieser Houskeeper wird im idealen Fall konstant in den Zellen
exprimiert.

Die relative Expression (rE) wurde nach folgenden Formeln berechnet:

EKollagen I}

re=

EPBGD
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Der Referenzstamm SHR wurde auf 100% normiert und als Bezugsgruppe gesetzt.
Uber das dargestellte Prinzip wurde die Kollagen3-Expression untersucht, das bei
fibrotischen Umbauveranderungen vermehrt exprimiert wird.

2.2.15.3.2 Sybr Green Prinzip

Der Sybr Green Fluoreszenzfarbstoff bindet nach Zugabe zur Probe an Doppelstrang DNA.
Die Bindung von Sybr Green erfolgt in der PCR simultan an die sich bildenden Amplifikate
bzw. DNA-Doppelstrange. Die Fluoreszenz, die proportional zur Menge der gebildeten PCR-
Produkte ansteigt, wird mit dem ABI Prism 7000 Sequence Detection System detektiert. In
jeder Probe, die als Triplett pipettiert wurde, befanden sich 3 pl cDNA, 12,5 pl Sybr Green
Mastermix Puffer, 11,4 pl gereinigtes Wasser und je 0,05 pl Sense und Antisense Primer
(Endkonzentration je 300 nM). Aus diesen Triplikaten wurde ein Gesamtwert gemittelt. Als
Houskeeping-Gen wurde, wie unter dem Sondenprinzip beschrieben, PBGD verwendet.

Die relative Expression wurde nach folgenden Formeln berechnet:

DCr (Bezug) = Cr(Bezug) - Cr(Housekeeper)
DC+(Test) = Cr(Test) - Cr(Housekeeper)
DDCr = DCr(Bezug) - DC+(Test)

Der SHR Stamm wird hier als Gesund vorausgesetzt und als Bezug gewahlt. Der zu
untersuchende Stamm ist die Test Gruppe.

Die Expression des Nierenschadigungsparameters Ngal (Neutrophil Gelatinase Associated
Lipocalin), der sensitiv Schadigungen des proximalen Tubuls detektiert, wurde Uber die Real-
Time PCR mit der Sybr Green Methode bestimmt.

2.2.16 Histologische Untersuchungen

2.2.16.1 Herstellung der Nierenschnitte

Die in Methacarn fixierten und in 80%igem Ethanol gelagerten Nierenhélften wurden fur die
Anfertigung histologischer Praparate entwassert und in Paraffin gebettet. AnschlieBend
wurden mit Hilfe eines Mikrotoms 3 pm diinne Schnitte in transversaler Ebene angefertigt.
Drei Objekttrager pro Niere mit jeweils 8 Schnitten wurden bei 37C getrocknet und
anschlieBend im Farbeautomaten standardisiert nach Hamatoxylin-Eosin (HE), Periodic Acid
Schiff (PAS) und Sirius Red gefarbt.

29



Material und Methoden

2.2.16.2 Bestimmung des Glomerulosklerose Index (GSI)

Die Erfassung des GSI erfolgte mittels semiquantitativer Beurteilung in zwei Schritten. Im
ersten Schritt wurden die Praparate geblindet gesichtet, im zweiten Schritt die Befunde
erhoben. Die Veranderungen im Mesangium und Kapillarschlingen, sowie des
extrakapillaren Raumes wurden mit einem Score von 0 bis 4 bewertet (Tab. 1; Raij et al.,
1984).

Tab. 1 Bewertungsschema fiir den Glomerulosklerose Index

Schweregradeinteilung der Ausmaf der morphologischen
Glomerulosklerose Veranderungen
Grad 0 Keine

Grad 0,5 unter 12 %
Grad 1 12 bis 25 %
Grad 1,5 25 bis 37 %
Grad 2 37 bis 50 %
Grad 2,5 50 bis 62 %
Grad 3 62 bis 75 %
Grad 3,5 75 bis 90 %
Grad 4 mehr als 90 %

2.2.16.3 Beurteilung des Tubulointerstitiellen Schadigungsindex (TSI)

Die mit PAS geféarbten Histoschnitte wurden bei einer 100fachen VergrdBerung unter einem
Photomikroskop gesichtet. Der Nierenschnitt wurde in 20 Quadranten geteilt und der
Schweregrad der Schadigung anhand von Atrophie, Dilatation und vorhandenen Zylindern in
den Tubuli abgeschatzt. Die Veranderungen im Rinden- und Markbereich wurden mit einem
Score von 0-3 beurteilt (Tab. 2; Raij et al., 1984). Aus den gewonnenen Daten konnte ein
gemittelter Index gebildet werden.

Tab. 2 Bewertungsschema fiir den Tubulointerstitiellen Schadigungsindex

Schweregradeinteilung der Ausmaf der morphologischen
tubulointerstitiellen Schadigung Veranderungen

Grad 0 Keine

Grad 1 Weniger als 30 %

Grad 2 30 bis 60 %

Grad 3 mehr als 60 %
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2.2.17 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Computersoftware SPSS/PASW 18.0
der Firma Statistical Product and Service Solution Inc. Die statistische Analyse auf
Signifikanz wurde bei Drei- und Mehrgruppenvergleichen durch einfaktorielle ANOVA mit
Bonferroni-post-hoc-Test, bei Zweigruppenvergleichen durch einen T-Test oder einen
Mann-Whitney-U-Test vorgenommen. Fir die statistische Auswertung der Albuminurie
wurden die Werte durch Logarithmieren normalverteilt. Von den analysierten Gruppen
erfolgte die Berechnung des Mittelwerts und des Standardfehlers des Mittelwertes (X * s 3).
Nach PASW Standard wurde die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve mit Log Rank (Mantel-Cox),
Breslow (Generalized Wilcoxon) und Tarone-Ware einer Signifikanzprifung unterzogen. Der
Schwellenwert fur Signifikanz lag bei p<0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Studie A von der 6. bis zur 24. Woche

Um den Effekt der Gbertragenen Chromosomen RNO6 und RNO8 aus MWF in den
Albuminurie-resistenten isogenetischen SHR-Hintergrund auf die verschiedenen Phanotypen
zu Uberprifen, wurden die Versuchsgruppen im Zeitverlauf auf Albuminurie und Blutdruck
hin untersucht. Des Weiteren schloss sich final in der 24. Woche eine histologische
Beurteilung der Nieren, sowie die Erhebung klinisch-chemischer Daten an. Dazu erfolgte die
Einordung der beiden konsomen Stamme SHR-6""F und SHR-8"F im Vergleich zu den
Parentaltierstdammen.

3.1.1 Albuminbestimmung im 24 h-Urin

3.1.1.1 Kontroll-Gruppe

MWEF-Tiere der Kontroll-Gruppe entwickelten im Zeitverlauf zwischen der 12. und 24. Woche
einen progressiven, kontinuierlichen Anstieg der Albuminwerte im Vergleich zu SHR
(22,8 + 2,1 vs. 0,4 = 0,06 und 108,7 + 12,3 vs. 1,3 £ 0,3 mg/24h; p<0,0001). Durch den
Transfer von RNO8 in den gesunden SHR-Hintergrund zeigte der konsome Stamm
SHR-8"WF zu beiden Zeitpunkten spontan hdéhere Albuminwerte um das mehr als 3fache
bzw. mehr als 8fache verglichen mit SHR (1,3 £ 0,2 vs. 0,4 0,1 und 10,8 +2,1 vs. 1,3 + 0,3
mg/24h; p<0,0001). Der konsome Stamm SHR-6""'* dagegen verhielt sich in der gleichen
Zeitspanne wie SHR und wies eine konstant niedrige Albumin-Ausscheidung von unter
1 mg/24h auf. Beim Vergleich der einzelnen Stdmme im Zeitgang zeigten sowohl der MWF-,
als auch der SHR-8""F-Stamm von der 12. zur 18. und von der 18. zur 24. Woche einen
signifikanten Anstieg der Albuminurie (p<0,004; Abb.9).
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Abb. 9. Albumin-Exkretion im Urin (Uap) aus Studie A der Kontroll-Gruppe von SHR-, SHR-6""",
SHR-8""F- und MWF-Tieren in der 12. (weiB), 18. (grau) und 24. Woche (schwarz); * p<0,0001 vs.
andere Stamme gleicher Zeitpunkt, # p<0,0002 vs. SHR gleiche Woche.
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3.1.1.2 Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der L-NAME-Gruppe
Wie in der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve (Abb. 10.) dargestellt, entwickelten der

Parentaltierstamm SHR und der konsome Stamm SHR-6"F

eine ausgepragte L-NAME
Sensitivitat, die bis zum Tod der Tiere vor dem geplanten Studienende flhrte.
SHR-6M"F-Tiere zeigten zwischen der 12. und 14. Woche einen rasanten Einbruch der
Tierzahlen, so dass die gesamte Gruppe mit Beginn der 15. Woche gestorben war. Bei dem
SHR-Stamm war mit einer Verzégerung von drei bis finf Wochen eine vergleichbare
Mortalitatsrate zu beobachten. Hier erreichten unter L-NAME-Behandlung zwei Tiere die 24.
Woche. Zu den genannten Zeitpunkten stellt sich fir SHR und SHR-6""F eine signifikante
Mortalitat von p<0,0001 gegeniiber MWF und SHR-8"F dar. Im Vergleich der beiden letalen

Gruppen, zeigte sich SHR-6""F

als signifikant sensitiver auf die L-NAME Behandlung im
Vergleich zu SHR (p<0,05). Die Tiere zeigten neben struppigem Fell und Anorexie, Paresen
der Hinterhand und torti collis. Dagegen tolerierten der MWF- und der konsome Stamm
SHR-8""F die Behandlung mit L-NAME {ber 18 Wochen ohne friihzeitige Mortalitat.
Aufgrund nicht zu generierender Daten wird im Folgenden nur die Albuminbestimmung und

das Ergebnis der Nicht-Direkten Blutdruckmessung, soweit erhebbar fir Studie A dargestellt.
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Abb. 10. Kaplan-Meier-Uberlebenskurve aus Studie A der Stimme SHR, SHR-6""", SHR-8"""*
und MWF unter L-NAME im Zeitgang von der 6. bis zur 24. Woche; * p<0,0001 SHR, SHR-6"""

vs. SHR-8""F, MWF zum jeweiligen Letalitatszeitpunkt

MWF
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3.1.1.3 L-NAME-Gruppe

MWEF-Tiere unter L-NAME zeigten in der 12., 18. und 24. Woche eine um 66%, 25% und
56% erhdhte Albuminausscheidung gegentber MWF-Kontrolltieren (Abb. 11.). Der Vergleich
mit SHR und SHR-6""F war im Altersverlauf (iber die 18. und 24. Woche nicht méglich.
Ursachlich dafir war die hohe Mortalitatsrate dieses Stammes unter L-NAME Behandlung (s.
Punkt 3.1.1.2). In der 12. Woche konnte bei SHR nur eine geringe Erhéhung der
Albuminausscheidung im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtete werden (0,8 £ 0,2 vs.
0,4 = 0,1 mg/24h). Der Transfer von RNOS fiihrte bei dem konsomen Stamm SHR-6""F,
neben groBer Variabilitat der Albuminwerte innerhalb der L-NAME Gruppe von 0,4 bis
40,5 mg/24h, auch zu einer signifikant h6heren Albuminurie gegentber der Kontrollgruppe
(12,7 £ 3,5 vs. 0,5 + 0,2 mg/24h). Der konsome Stamm SHR-8"WF zeigte in der L-NAME
Gruppe keine signifikanten Anderungen der Albuminausscheidung in der 12. und 18. Woche
gegeniber den Kontrolltieren. Interessanterweise konnte in der 24. Woche eine Erhéhung
der Albuminwerte um 163% ermittelt werden (28,5 + 5,9 vs. 10,8 £ 2,1 mg/24h; p<0,01).

34



Ergebnisse

200
180;
160;
140;
120;
100

80 T
60
40 ° -

i =R
o — I nu. n.u. nu.  #

SHR SHR-6MWF SHR-8MWF MWF

Ua, (Mg/24h)

**

Abb. 11. Albumin-Exkretion im Urin (U,p) aus Studie A der L-NAME-Gruppe méannlicher SHR,
SHR-6""F, SHR-8""F und MWF-Tiere in der 12. (weiB), 18. (grau) und 24. Woche (schwarz);
* p<0,0001 vs. andere Stamme gleicher Zeitpunkt; ** p<0,0001 vs. SHR gleicher Zeitpunkt;
# p<0,0004 vs. SHR-6""F gleicher Zeitpunkt, n. u., nicht untersucht; @ Einzelwerte der Albumin-
Exkretion pro Tier dieser Gruppe.

3.1.2 Tail-Cuff- Blutdruckmessung

3.1.2.1 Blutdruckmessung mit Tail-Cuff in der Kontroll-Gruppe

Der systolische-Blutdruck wurde mittels Tail-Cuff-Methode in der 12., 18. und 24. Woche
gemessen (Abb. 12.). Es zeigte sich, dass MWF-Tiere in der Kontrollgruppe einen
moderaten Anstieg des Blutdrucks in dieser Zeit mit signifikant niedrigeren Werten im
Vergleich zu SHR entwickelten (163,5 = 2,1 vs. 186,7 * 4,3 und 169,2 £ 2,7 vs. 201,8 + 4
und 176,9 * 4,1 vs. 210,9 + 6,7 mmHg; p<0,05). Die konsomen Stamme SHR-6""F und
SHR-8""F verhielten sich zu jedem Zeitpunkt ohne signifikante Unterschiede wie SHR.
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Abb. 12. Systolischer Blutdruck (SBD) mittels Tail-Cuff-Bestimmung aus Studie A der Kontroll-
Gruppe minnlicher SHR, SHR-6""F, SHR-8""F und MWF in der 12., 18. und 24. Woche;
* p<0,002 vs. andere Stiamme gleicher Zeitpunkt; # p<0,05 vs. SHR, SHR-6""" gleicher
Zeitpunkt.
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3.1.2.2 Blutdruckmessung mit Tail-Cuff in der L-NAME-Gruppe

Bei der Bestimmung des systolischen Blutdrucks mittels Tail-Cuff-Methode unter L-NAME
(Abb. 13.), stellte sich der Blutdruck fur MWF als leicht, aber nicht signifikant erhdht
gegeniiber der Kontrolle dar. SHR und SHR-6""F entwickelten in der 12. Woche einen
starken Blutdruckanstieg mit signifikant héheren Werten gegenlber den Tieren unter
Kontrolle (224,6 + 3,4 vs. 186,7 * 4,3 und 237,3 + 2,9 vs. 190,8 £ 2,7 mmHg; p<0,01).
Weitere Analysen in dieser Gruppe konnten aufgrund der Mortalitdt der Stamme SHR und
SHR-6""F nicht durchgefiihrt werden. SHR-8""F-Tiere zeigten in der 12., 18. und 24. Woche
keine signifikant erhdhten Blutdruckwerte unter L-NAME verglichen mit der Kontrollgruppe
(198,2+4,6 vs. 192,5+4,2 und 219,8+4,2 vs.1 90,5+2,8 und 220,5+4,0 vs. 191,5+4,6 mmHg).
MWEF-Tiere demonstrierten, trotz L-NAME Behandlung, zu jedem Messzeitpunkt signifikant
niedrigere Blutdriicke verglichen mit SHR, SHR-6""F und SHR-8"WF (p<0,0001). Der
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konsome Stamm SHR-8"F zeigte zu jedem Zeitpunkt signifikant niedrigere Blutdruckwerte
gegeniiber SHR und SHR-6"F (p<0,0001).
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Abb. 13. Systolischer Blutdruck (SBD) mittels Tail-Cuff-Bestimmung aus Studie A méannlicher
SHR, SHR-6""", SHR-8""F und MWF in der 12., 18. und 24. Woche unter L-NAME; * p<0,0001 vs.
andere Stamme gleicher Zeitpunkt;

—0—S8HR, —4—sHR-6"", —4—SHR-8""", —e—MWF

3.2 Studie B von der 6. bis zur 12. Woche

Die Durchfuhrung der Studie B wurde aufgrund der akuten Mortalitat der Stamme SHR und
SHR-6""F erforderlich (s. Punkt 3.1.1.2). Die Kontroll- und L-NAME-Gruppen wurden bis zur
12. Woche phéanotypisch charakterisiert. An die im Zeitverlauf untersuchten Parameter
Albumin-Exkretion im Urin und systolischer Blutdruck schloss sich final die histologische
Untersuchung der Nieren, sowie die Erhebung klinisch-chemischer Daten an. Dazu erfolgte
die Einordung der beiden konsomen Stamme SHR-6""F und SHR-8"'F im Vergleich zu den
Parentaltierstdammen.
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3.2.1 Albuminbestimmung im 24 h-Urin

3.2.1.1 Kontroll-Gruppe

Die Ergebnisse der Albuminuntersuchung der Kontrollgruppe aus Studie B (Abb. 14.) ist mit
den Ergebnissen der Studie A vergleichbar. In der 12. Woche zeigten MWF-Tiere gegenlber
SHR eine 6,5fach héhere Albuminausscheidung (3,3 + 0,8 vs. 0,5 = 0,1 mg/24h; p<0,01).
Der konsome Stamm SHR-6""F demonstrierte wie SHR niedrige Albuminwerte, wahrend
SHR-8"F spontan eine Albuminurie mit signifikant hdheren Werten im Vergleich zu SHR
entwickelte (0,92 + 0,14 vs. 0,5 £0,1 mg/24h; p<0,02).

—

SHR SHR-6MWF SHR-8MWF MWF

Abb. 14. Albumin-Exkretion im Urin (U,p) aus Studie B der Kontroll-Gruppe méannlicher SHR,
SHR-6""F, SHR-8""F und MWF in der 6. (weiB) und 12. Woche (schwarz). * p<0,02 vs. librige
Stamme gleicher Zeitpunkt.
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3.2.1.2 L-NAME-Gruppe

In der L-NAME-Gruppe der Studie B (Abb. 15.) konnten ebenfalls &hnliche Ergebnisse der
Albuminurie ermittelt werden wie zuvor in Studie A. MWF-Tiere zeigten eine 4fach hdhere
Albuminurie Entwicklung unter L-NAME im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (13,0 = 2,4 vs.
3,3 * 0,8 mg/24h; p<0,05) in der 12. Woche (Abb. 11). SHR entwickelten keine signifikant
héheren Albuminwerte gegeniiber der Kontroll-Gruppe und die SHR-8"" -Tiere verhielten
sich hier wie SHR. Der SHR-6"WF-Stamm zeigte, wie schon in Studie A, eine hohe
Variabilitat der Albuminexkretion mit Werten von 0,2 bis 58,8 mg/24h und demonstrierte
insgesamt signifikant héhere Werte gegenlber der Kontroll-Gruppe (8,0 + 7,3 vs. 0,21 *
0,02 mg/24h; p<0,03).

U,,(mg/24h)

SHR SHR-6MWF SHR-8MWF MWF

Abb. 15. Albumin-Exkretion im Urin (U,,) aus Studie B der L-NAME-Gruppe méannlicher SHR,
SHR-6""F, SHR-8""F und MWF in der 6.(weiB) und 12. Woche (schwarz). * p<0,01 vs. iibrige

Stamme gleicher Zeitpunkt.
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3.2.2 Tail-Cuff- Blutdruckmessung

3.2.2.1 Blutdruckmessung mit Tail-Cuff in der Kontroll-Gruppe

Bei der Erhebung der Blutdriicke der Kontroll-Gruppe mittels Tail-Cuff-Methode (Abb. 16.)
zeigten die MWF-Tiere in der 12. Woche signifikant niedrigere Blutdruckwerte im Vergleich
zu SHR (144,4 = 2,2 vs. 178,7 = 3,5 mmHg; p<0,03). Wahrend sich SHR-8""'F wie SHR
verhielt, wies SHR-6"" signifikant hdhere Werte auf (194,1 + 3,00 vs. 178,7 * 3,5
mmHg; p<0,03).
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Abb. 16. Systolischer Blutdruck (SBD) mittels Tail-Cuff-Bestimmung aus Studie B der Kontroll-
Gruppe mannlicher SHR, SHR-6""F, SHR-8""F und MWF in der 6. und 12. Woche. * p<0,003 vs.
andere Stimme; # p<0,03 vs. SHR, SHR-8""F gleiche Woche.

—0—S8HR, —4—sHR-6"", —4—SHR-8""", —e—MWF
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3.2.2.2 Blutdruckmessung mit Tail-Cuff in der L-NAME-Gruppe

Unter L-NAME entwickelte MWF eine nur leichte Blutdruckerhdéhung verglichen mit der
Kontrollgruppe. SHR demonstrierte in der 12. Woche einen signifikanten Anstieg des
Blutdrucks gegentiber der Kontrolle (240,8 * 4,0 vs. 178,7 * 3,5 mmHg; p<0,0001). Der
konsome Stamm SHR-6M"F verhielt sich wie SHR unter L-NAME. Die SHR-8""F-Tiere lagen
in der L-NAME-Gruppe intermediar zwischen den Blutdruckwerten der Parentaltierstamme
(Abb.17.) und zeigten signifikant héhere Blutdriicke im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.
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Abb. 17. Systolischer Blutdruck (SBD) mittels Tail-Cuff-Bestimmung aus Studie B der L-NAME-
Gruppe méannlicher SHR, SHR-6""", SHR-8""F und MWF in der 6. und 12. Woche. * p< 0,0001
vs. andere Stimme; # p<0,0001 vs. SHR, SHR-6""" gleiche Woche.

—0—S8HR, —4—sHR-6"", —4—SHR-8""", —e—MWF
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3.2.3 Direkte Blutdruckmessung liber Femoralisverweilkatheter der Kontroll-
und L-NAME-Gruppe

Der mittlere arterielle Druck (MAD; Abb. 18.) erhoben in der 12. Woche, zeigte fur MWF
keine signifikant erhéhten Werte im Vergleich der Kontrolle gegen die L-NAME-Gruppe
(125,7 = 5,1 vs. 141,7 5,7 mmHg). SHR, SHR-6""F und SHR-8""F entwickelten unter
L-NAME 30%, 23% und 26% héhere MAD im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (166,0 £ 9,1 vs.
216,0 £ 6,1 und 155,4 + 4,7 vs. 191,8 £ 10,2 und 150,1 + 4,9 vs. 189,5 * 11,5 mmHg;
p<0,02).

SHR SHR-6MWF SHR-8MWF MWF
Abb. 18. Mittlerer arterieller Druck (MAD) aus Studie B der Kontroll- und L-NAME-Gruppe

mannlicher SHR, SHR-6""", SHR-8""F und MWF in der 12. Woche. Kontroll- (weiB) und
L-NAME-Gruppe (schwarz); * p<0,0001 vs. andere Stamme; # p<0,02 vs. Kontrolle.
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3.2.4 Relatives Linksventrikulares-Gewicht der Kontroll- und L-NAME-Gruppe
Als mdgliche Folgeerscheinung der Hypertonie kann eine Linksherzhypertrophie auftreten.
Auf Grund dessen wurde der Parameter des relativen Linksventrikularen-Gewichts
untersucht (Abb. 19.). MWF entwickelte sowohl unter Kontroll-Bedingungen, als auch unter
L-NAME-Behandlung signifikant niedrigere relative Gewichte des linken Ventrikels im
Vergleich zu SHR und SHR-8"F (p<0,05). Wahrend der SHR-6""F-Stamm sich in beiden
Versuchsgruppen wie MWF verhielt, zeigte SHR-8"'F die gleiche Entwicklung des relativen
linksventrikularen Gewichts wie SHR. SHR demonstrierte eine signifikante Zunahme des
relativen Gewichts des linken Ventrikels im Vergleich der Kontroll- zur L-NAME- Gruppe
(2,5+0,1vs.28*0,1 mg/g; p<0,007).
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Abb. 19. Relatives Linksventrikuldares-Gewicht (rel LVG) aus Studie B der Kontroll- und
L-NAME-Gruppe mannlicher SHR, SHR-6""", SHR-8""F und MWF in der 12. Woche. Kontroll-
(weiB) und L-NAME-Gruppe (schwarz). * p<0,05 vs. SHR und SHR-8""F; # p<0,007 vs. Kontroll-
Gruppe.
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3.2.5 Cystatin C-Konzentration im Plasma der Kontroll- und L-NAME-Gruppe
Als sensitiverer Nierenfunktionsmarker zur Bestimmung der GFR im Vergleich zu Kreatinin
oder Kreatinin-Clearance, wurde Cystatin C im Plasma bestimmt (Kyhse-Andersen et al.,
1994; Abb. 20.). Im Unterschied zum Kreatinin ist die Cystatin C-Konzentration nicht
abhangig von Muskelmasse, Nahrungsgewohnheiten oder tubularer Sekretion
(Andersen et al, 2009). Bei den MWEF-Tieren konnte im Plasma bei beidem
Versuchsgruppen eine doppelt so hohe Konzentration von Cystatin C bestimmt werden, als
bei SHR (0,11 + 0,01 vs. 0,07 = 0,004 und 0,13 = 0,004 vs. 0,07 + 0,01 mg/l; p<0,02).
Wahrend sich die SHR-8""F-Tiere in beiden Gruppen wie SHR verhielten, zeigte SHR-6""-
Tiere unter Kontroll-Bedingungen signifikant niedrigere Werte im Vergleich zu SHR
(0,05 £ 0,00083 vs. 0,07 £ 0,004 mg/l; p<0,001) und unter L-NAME signifikant héhere Werte
(0,1 £0,02 vs. 0,07 £ 0,01 mg/l; p<0,001).
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Abb. 20. Cystatin C im Plasma aus Studie B der Kontroll- und L-NAME-Gruppe ménnlicher
SHR, SHR-6""", SHR-8""F und MWF in der 12. Woche, Kontroll- (weiB) und L-NAME-Gruppe
(schwarz). * p<0,02 vs. andere Stamme, ** p<0,001 vs. SHR; # p<0,001 vs. gleicher Stamm
Kontrolle-Gruppe.
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3.2.6 Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

3.2.6.1 Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin-Genexpression

Uber Realtime PCR wurde in der Niere die Expression des tubularen Schadigungsmarkers
Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin (Ngal) bestimmt (Mishra et al., 2003; Abb. 21.).
Die SHR-Kontrollgruppe diente hier als Referenz und wurde gleich 100% gesetzt.

In der Kontroll-Gruppe konnte zwischen den Parentaltieren und den konsomen Stdmmen
kein signifikanter Unterschied der Expression der 12. Woche festgestellt werden. Unter
L-NAME Behandlung wurde bei MWEF ein nicht signifikanter Expressionsunterschied
gegenlber der Kontrolle detektiert (93,8 + 16,1 vs. 156,7 £ 30,6 %), wahrend bei SHR eine
2,7fache (100,0 + 18,3 vs. 270,0 + 73,8 %), bei SHR-6"" eine 17,5fache (54,9 + 4,0 vs.
965,0 + 421,0 %) und bei SHR-8"F eine 3fache (178,6 + 46,6 vs. 531,2 + 162,0 %)

MWF
6

Expressionserh6hung ermittelt wurde. SHR- erwies sich unter L-NAME allen Stdmmen

gegenuber als signifikant erhéht (p<0,02).
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Abb. 21. Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin (Ngal)-Genexpression aus Studie B der
Kontroll- und L-NAME-Gruppe maénnlicher SHR, SHR-6""F, SHR-8""F und MWF in der 12.
Woche. Kontroll- (weiB) und L-NAME-Gruppe (schwarz). * p<0,01 vs. Kontrolle gleicher Stamm;

# p<0,02 vs. andere Stamme gleiche Gruppe.
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3.2.7 Histologie

3.2.7.1 Tubulointerstitieller Schadigungsindex

Nach Anfertigung histologischer Schnitte wurde der tubulointerstitieller Schadigungsindex
(TSI) bestimmt (Abb. 22.). Bei Sichtung der Proben konnte in der Kontroll-Gruppe zwischen
den Stammen kein signifikanter Unterschied der tubuldren Schadigung identifiziert werden,
unter L-NAME zeigte MWF signifikant weniger tubulointerstitielle Schadigung verglichen zu
den Ubrigen 3 Stammen (p<0,04). In der Gruppe der L-NAME behandelten Tiere zeigten die
Parentaltiere keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontroll-Gruppe wahrend bei
den konsomen Stamme SHR-6""F und SHR-8"F einen signifikanten Unterschied im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe (p<0,01) detektiert werden konnte. Bei dem konsomen Stamm
SHR-6""F konnte unter L-NAME eine 44% Erhdhung der tubularen Schadigung gegeniiber
den Kontrolltieren dieses Stammes ermittelt werden (0,29 + 0,05 vs. 1,00 £ 0,17; p<0,0001),
auch bei der histologischen Auswertung der TSI konnte flr diesen Stamm eine zwei
Gruppenbildung beobachtet werden.
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Abb. 22. Tubulointerstitieller Schadigungsindex (TSI) aus Studie B der Kontroll- und L-NAME-
Gruppe mannlicher SHR, SHR-6""", SHR-8""F und MWF in der 12. Woche. Kontroll- (weiB) und
L-NAME-Gruppe (schwarz). * p<0,01 vs. Kontrolle gleicher Stamm; # p<0,04 vs. librige Stamme.
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3.2.7.2 Glomerulosklerose-Index

Bei der histologischen Auswertung wurde ebenfalls der Glomerulosklerose-Index (GSl)
untersucht (Abb. 23.). Hier konnte bei MWF unter Kontroll-Bedingungen eine signifikant
niedrigere Glomerulosklerose im Vergleich zu den dbrigen Stdmmen ermittelt werden
(p<0,02). Die beiden konsomen Stdmme verhielten sich in der Kontroll-Gruppe wie SHR.
Unter L-NAME Behandlung stieg der Schadigungsindex in den einzelnen Stdmmen an,
jedoch nicht signifikant. Der konsome Stamm SHR-6""F demonstriert hier unter L-NAME
eine erhbéhte Standardabweichung, da sich die zwei Gruppenbildung auch Uber den GSI
zeigte.
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Abb. 23. Glomerulosklerose-Index (GSI) aus Studie B der Kontroll- und L-NAME-Gruppe
mannlicher SHR, SHR-6""", SHR-8""" und MWF in der 12. Woche. Kontroll- (weiB) und
L-NAME-Gruppe (schwarz). * p<0,02 vs. andere Stamme.
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3.2.7.3 Histopathologie der Niere der L-NAME-Gruppe

SHR-6MWF - | -NAME

_MWF - L-NAME

Abb. 24. Histopathologie der rechten Niere aus Studie B der L-NAME-Gruppe maénnlicher
SHR-6""F mit schweren Nierenschiadigungen (links) u. a. glomeruldre Schadigung, dilatation
der Tubuli sowie Atrophie der tubuliren Epithelzellen, SHR-6""" mit leichten
Nierenschadigungen (rechts), SHR und MWF in der 12. Woche nach Hamatoxylin-Eosin-
Farbung.
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3.2.8 Biologisch-Chemische Analysen

Die Tabelle 3 zeigt die Gesamtstatistik der biologisch-chemischen Analysen der
Parentaltierstaimme MWF und SHR, sowie der beiden konsomen Stamme SHR-6""F und
SHR-8"F in der 12. Woche unter Kontrolle- und L-NAME-Behandlung. Beim Vergleich des
absoluten Lebendgewichtes konnten bei MWF signifikant héhere Gewichte als bei SHR und
SHR-8"F in der Kontroll-Gruppe festgestellt werden (p<0,01). Unter L-NAME wurden keine
signifikanten Unterschiede des absoluten Kdrpergewichtes ermittelt. Die Bestimmung des
absoluten Nierengewichtes zeigten in beiden Versuchsgruppen keine signifikanten
Unterschiede. Das relative Nierengewicht im Bezug auf das Kérpergewicht ermittelt, stellte
sich bei MWF in der Kontroll-Gruppe als signifikant niedriger im Vergleich zu SHR und
SHR-8"WF dar (p<0,03). Unter L-NAME konnte fiir beide Parentaltierstimme, verglichen mit
dem konsomen Stamm SHR-8"WF, ein signifikant niedrigeres relatives Nierengewicht
festgestellt werden (p<0,01). Das absolute Herzgewicht in der Kontroll-Gruppe wies im
Gesamtvergleich keine Signifikanzen zwischen den verschiedenen Stammen auf. Unter
L-NAME zeigten MWF-Tiere signifikant niedrigere Herzgewichte im Vergleich zu SHR und
SHR-6""F (p<0,01). Der Vergleich zwischen SHR, SHR-6""'F und SHR-8"'F ergab keine
signifikanten Unterschiede des absoluten Herzgewichtes. Unter Kontroll-Bedingungen
demonstrierte beim Vergleich des relativen Herzgewichtes MWF gegeniber SHR und
SHR-8"F ein signifikant niedrigeres relatives Herzgewicht (p<0,003). SHR und SHR-6""F
entwickelten unter Kontrolle ein hoch signifikant erhdhtes relatives Herzgewicht, verglichen
mit dem konsomen Stamm SHR-8"WF (p<0,0001). Unter L-NAME-Behandlung wies MWF
gegenlber SHR und den beiden konsomen Stdammen ein signifikant niedrigeres relatives
Herzgewicht auf (p<0,01). Die Bestimmung der Kreatinin-Konzentration im Plasma ergab fir
MWF und SHR unter Kontroll-Bedingungen nur im Vergleich zu SHR-6"" signifikant héhere
Werte (p<0,05). In der L-NAME-Gruppe konnten keine Signifikanzen ermittelt werden. Bei
der Uberpriifung von Harnstoff im Plasma der Kontroll-Gruppe konnte fiir MWF eine
signifikant héhere Konzentration im Vergleich zu SHR-8"' festgestellt werden (p<0,006).
Die Berechnung der Kreatinin-Clearance ergab fir SHR-6""F in der Kontroll-Gruppe
ebenfalls signifikant héhere Werte gegeniber SHR (p<0,02). Unter L-NAME ergab die
Berechnung der Kreatinin-Clearance keine signifikanten Unterschiede.
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Tab. 3 Phinotypische Charakterisierung aus Studie B der Kontroll- und L-NAME-Gruppe ménnlicher SHR, SHR-6""", SHR-8""" und MWF in der 12. Woche

P-ANOVA

Phinotyp SHR SHR-6"""  SHR-8""F MWF Overall MWFvs. MWFvs. MWFvs. SHRvs. SHRvs. SHR-6"""vs.
SHR SHR-6""" SHR-8"'" SHR-6""" SHR-8""" SHR-8""'*

KG (9)

Kontrolle 248,0+85 2582+52 2450+6,1 279,25+55 0,003 0,01 0,17 0,004 1,00 1,00 0,95

L-NAME 263,5+9,8 277,5+17,9 251,9+7,0 270,749 0,36

NG (9)

Kontrolle 1,73+0,08 1,65+0,05 1,76+0,06 1,67+0,05 0,72

L-NAME 1,69+£0,05 1,72+0,09 1,81+0,09 1,67+0,02 0,39

NG/KG (mg/g)

Kontrolle 6,90+0,19 6,42+0,27 7,19+0,18 596+0,18 0,001 0,03 0,74 0,001 0,82 1,00 0,08

L-NAME 6,43+0,13 6,260,166 7,19+025 6,18+0,10 0,01 1,00 1,00 0,001 1,00 0,01 1,00

HG (9)

Kontrolle 0,74+0,02 0,73+0,02 0,77+0,02 0,75+0,02 0,59

L-NAME 0,88+0,02 0,83+0,03 0,79+0,03 069%0,03 0,001 <0,0001 0,01 0,08 1,00 0,11 1,00

HG/KG(mg/g)

Kontrolle 3,00+0,10 2,82%005 1,15+0,04 2,67+0,03 <0,0001 0,003 0,46 <0,0001 0,28 <0,0001  <0,0001

L-NAME 3,38+0,09 3,06+0,17 3,14+0,09 255+0,08 <0,0001 <0,0001 0,01 0,001 0,24 0,56 1,00

PKrea (pmol/l)

Kontrolle 32,12+270 24,88+1,13 29,83+0,60 31,38+ 1,78 0,02 1,00 0,05 1,00 0,04 1,00 0,22

L-NAME 32,89 +2,21 36,69 +9,12 31,68 +2,10 32,05+0,83 0,78

PHs (mmol/l)

Kontrolle 8,31+061 8,13+050 6,73+035 8,80%025 0,008 1,00 1,00 0,006 1,00 0,09 0,14

L-NAME 7,88+062 11,82+2,27 861+069 10,85+0,39 0,03 0,13 1,00 0,44 0,07 1,00 0,21

KreaCl (ml/min*100g)

Kontrolle 0,34+0,02 060%003 0442032 0,45%0,08 0,02 0,93 0,29 1,00 0,02 1,00 0,32

L-NAME 0,410,005 054+007 045+005 057002 0,05 0,08 1,00 0,40 0,53 1,00 1,00

KG, Kérpergewicht; NG, Nierengewicht; HG, Herzgewicht, PKrea, Plasma Kreatinin; PHs, Plasma Harnstoff; KreaCl, Kreatinin-Clearance; MWF, Munich Wistar Frémter; SHR,

spontaneously hypertensive rat
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3.3 Unilaterale Nephrektomie

3.3.1 Albuminbestimung im 24 h Urin

In der Gruppe der unilateral nephrektomierten Tiere musste im Zeitgang keine Anderung des
Versuchsprotokolls vorgenommen werden. Alle Tiere konnten planmé&Big durch den Versuch
gefuhrt werden und wiesen keine vorzeitige Mortalitatsrate auf.

Die Albuminausscheidung bei MWF zeigte im Zeitverlauf einen progressiven,
kontinuierlichen Anstieg der Albuminurie, der signifikant héher war im Vergleich zu SHR und
den beiden konsomen Stammen (p<0,001). Gegeniber der Kontroll-Gruppe konnte unter Nx
bei MWF kein signifikanter Unterschied der Albuminurie detektiert werden. SHR entwickelte
im Zeitverlauf nur eine milde Albuminurie unter unilateraler Nephrektomie, die gegentber der
Kontrolle in der 12. und 18. Woche signifikant unterschiedlich war (0,4 + 0,1 vs. 2,1 £ 0,4 und
0,9 + 0,2 vs. 5,5 = 1,0 mg/24h; p<0,0001). SHR-6""F blieb in der Nx-Gruppe in der 18. und
24. Woche mit einer Signifikanz von p<0,001 noch unter den Werten von SHR (2,5 £ 0,4 vs.
55+ 1,0und 7,8 = 1,4 vs. 15,1 *+ 2,4 mg/24h; Abb. 25.). Die SHR-8""F-Tiere zeigten im
Altersverlauf unter Nx einen kontinuierlichen Anstieg der Albuminausscheidung, die in der
12. Woche um das mehr als 3fache, in der 18. Woche um das 5fache und in der 24. Woche
um das 3,5fache héher war, verglichen mit den Kontrolltieren (1,3 = 0,2 vs. 4,9 + 0,8 und
2,9+0,5vs.14,9+£2,6und 10,8 £2,1 vs. 37,2 £ 4,9 mg/24h; p<0,003).
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Abb. 25. Albumin-Exkretion im Urin (Uap) der Nx-Gruppe mannlicher SHR, SHR-6""',
SHR-8""F und MWF in der 12. (weiB), 18. (grau) und 24. Woche (schwarz). * p<0,006 vs. andere
Stamme gleiche Woche, # p<0,02 vs. SHR gleiche Woche

3.3.2 Blutdruckmessung mit Tail-Cuff

Bei der Tail-Cuff Blutdruckmessung der Nx-Gruppe (Abb. 26.) konnte zu keinem der drei
Zeitpunkte eine signifikante Blutdruckerh6hung der vier untersuchten Stamme, im Vergleich
mit der jeweiligen Kontroll-Gruppe, detektiert werden. Bei den MWF-Tieren der Nx-Gruppe
konnten in der 12., 18. und 24. Woche 16%, 24% und 18% niedrigere Blutdruckwerte im
Vergleich zu SHR ermittelt werden (161,6 + 1,9 vs. 189,0 £ 3,1 und 169,8 £ 1,9 vs. 211,0
4,4 und 181,2 £ 2,2 vs. 215,0 + 6,1 mmHg; p<0,001). Die konsomen Stamme SHR-6""F und
SHR-8""F verhielten sich wie SHR unter unilateraler Nephrektomie.
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Abb. 26. Systolischer Blutdruck (SBD) der Nx-Gruppe minnlicher SHR, SHR-6""", SHR-8""'*
und MWF in der 12_, 18. und 24. Woche. * p< 0,001 vs. andere Stamme; # p<0,05 vs. SHR.

—0—SHR, —A—8HR-6"", —A—SHR-8"", —e—MWF

3.3.3 Direkte Blutdruckmessung iiber Femoralisverweilkatheter

Im Folgenden werden die weiteren Ergebnisse nur fiir die Stamme SHR, SHR-8"F

und
MWEF dargestellt, da der zu untersuchende Phanotyp der Albuminurie unter unilateraler
Nephrektomie im SHR-6""F-Stamm nicht entwickelt wurde. MWF wies nur eine moderate
Blutdruckerhéhung unter Nx gegenlber den Tieren der Kontrollgruppe auf (150,2 + 2,7 vs.
136,2 + 2,1 mmHg), zeigte sich aber in beiden Gruppen mit signifikant niedrigeren Werten
des MAD im Vergleich zu SHR und SHR-8"WF (p<0,05). SHR entwickelte bei der
Bestimmung des mittleren arteriellen Drucks als einziger Stamm eine signifikante Erhéhung
der Werte zwischen den beiden Gruppen Kontrolle und Nx  (169,0 * 3,8 vs.
184,9 + 11,6 mmHg, p<0,006). SHR-8"F verhielt sich in der Kontroligruppe wie SHR und
entwickelte nur mild erhéhte, mittlere arterielle Blutdriicke in der Nx-Gruppe verglichen mit
der Kontrolle (166,8 + 3,7 vs. 161,6 + 6,0 mmHg).
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Abb. 27. Mittlerer arterieller Druck (MAD) der Nx-Gruppe méannlicher SHR, SHR-8""F und MWF
in der 24. Woche. Kontroll- (weiB) und Nx-Gruppe (schwarz). * p<0,05 vs. andere Stdmme,
# p<0,006 vs. Nx.

3.3.4 Relatives linksventrikuldres Gewicht

Bei der Untersuchung des relativen linksventrikularen Gewichts konnten im Vergleich der
Gruppen Kontrolle und Nx keine signifikant héheren Gewichte ermittelt werden (Abb. 28.).
Der MWF-Stamm zeigte in beiden Gruppen signifikant niedrigere relative linksventrikulére
Gewichte im Vergleich zu SHR (2,0 + 0,06 vs. 2,8 £ 0,09 und 2,1 + 0,05 vs. 2,7 = 0,07 mg/g;
p<0,006). SHR-8""F-Tiere demonstrierten unter Kontrollbedingungen und unter unilateraler
Nephrektomie intermedidre relative Gewichte des linken Ventrikels im Vergleich zu den
Parentaltieren.
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Abb. 28. Relatives linksventrikuldares Gewicht (rel LVG) der Nx-Gruppe ménnlicher SHR,
SHR-8""F und MWF in der 24. Woche. Kontroll- (weiB) und L-NAME-Gruppe (schwarz).

* p<0,006 vs. andere Stamme.

3.3.5 CystatinC

Die Cystatin C Konzentration im Plasma (Abb. 29.) ergab fir MWF unter Nx einen signifikant
erhéhten Wert im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,14 + 0,003 vs. 0,08 + 0,01 mg/l; p<0,0001).
Beim SHR-Stamm wurden in beiden Versuchsgruppen signifikant niedrigere Konzentrationen
von Cystatin C im Plasma gegentber MWF ermittelt (0,05 + 0,002 vs. 0,08 + 0,01 und
0,07 + 0,003 vs. 0,14 * 0,003 mg/l; p<0,008). Die konsomen SHR-8""F-Tiere verhielten sich
wie SHR.
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Abb. 29. Cystatin C im Plasma der Nx-Gruppe mannlicher SHR, SHR-8""'F und MWF in der 24.
Woche. Kontroll- (weiB) und Nx-Gruppe (schwarz). * p<0,008 vs. andere Stamme; # p<0,0001 vs.
Kontrolle gleicher Stamm

3.3.6 Ergebnisse der Genexpressionsanalysen

3.3.6.1 Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin

Ngal, das vermehrt bei tubularerer Schadigung exprimiert wird, wurde aus dem Cortex mit
der Realtime PCR bestimmt (Abb. 30.). Die SHR-Kontrollgruppe diente hier als Referenz und
wurde gleich 100% gesetzt.

MWF zeigte unter Nx eine erhdéhte Expression verglichen mit der Kontrollgruppe
(247,5 + 74,6 vs. 16252 + 394,2 %, p<0,00001). Im SHR-Stamm wurden in beiden
Versuchsgruppen signifikant niedrigere Werte gegentber MWF ermittelt (100 + 35,4 vs.
2475 + 74,6 und 303,3 * 91,4 vs. 1625,2 + 394,2 %, p<0,04). Die konsomen SHR-8"F-
Tiere verhielten sich wie SHR.
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Abb. 30. Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin (Ngal)-Genexpression der Nx-Gruppe
mannlicher SHR, SHR-8"F und MWF in der 24. Woche. Kontroll- (weiB) und Nx-Gruppe
(schwarz). * p<0,04 vs. SHR; ** p<0,005 vs. andere Stamme; # p<0,0001 vs. gleicher Stamm

Kontrolle.

3.3.6.2 Kollagen 3

Um eine differenziertere Beurteilung der Nierenschadigung vorzunehmen, wurde
weiterfihrend Kollagen Ill (Col3), das vermehrt bei fibrotischen Umbauvorgédngen exprimiert
wird, mit der Realtime PCR aus Nierengewebe bestimmt (Abb. 31.). Die SHR-Kontrollgruppe
diente hier als Referenz und wurde gleich 100% gesetzt.

Bei MWF konnte unter Nx eine mehr als 6fach erhéhte Expression von Col3 gegenlber der
Kontrolle detektiert werden (297,4 + 105,5 vs. 1878,4 + 849,9 %, p<0,005). SHR zeigte eine
5,5fach erhéhte Expression im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (100 + 35,9 vs.
549,2 + 146,7 %, p<0,005). Der konsome Stamm SHR-8"WF entwickelte eine geringe
Expressionserh6hung zwischen den Gruppen. Unter Kontroll-Bedingungen zeigten sich
zwischen MWF, SHR und SHR-8""F keine Unterschiede. In der Nx-Gruppe konnte bei MWF
eine 240% hohere Col3-Expression verglichen mit SHR ermittelt werden (1878,4 + 849,9 vs.
549,2 + 146,7 %, p<0,0001). Der konsome Stamm SHR-8"WF |lag unter Nx-Bedingungen
intermediar zwischen den Parentaltieren.
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Abb. 31. Kollagen 3 (Col3)-Expression bei mannlichen SHR, SHR-8""'F und MWF Tieren, in der
24. Wo., Kontroll-Tiere (weiB) und Nx (schwarz); * p<0,0001 vs. andere Stamme; # p<0,005 vs.

Kontrolle gleicher Stamm

3.3.6.3 Kidney Injury Molecule 1

Bei Kidney Injury Molecule 1 (Kim-1) (Abb. 32.) handelt es sich um einen Biomarker, der
klassischer Weise vermehrt bei chronischen Nierenerkrankungen in der Niere exprimiert
wird. Neue Studien zeigen aber, das auch bei akuter Nierenschadigung eine erhdhte
Expression bestimmt werden kann (Ko et al., 2010). Die SHR-Kontrollgruppe diente hier als
Referenz und wurde gleich 100% gesetzt.

MWF demonstrierte in der Kontroll-Gruppe eine 42fach vermehrte Expression von Kim-1 aus
der Nierencortex, verglichen mit SHR (100,0 + 16,9 vs. 4229,4 + 997,8 %, p<0,04). Der
Expressionswert stieg unter unilateraler Nephrektomie um das mehr als 4fache an fir MWF
und erwies sich in der Nx-Gruppe als signifikant gegeniiber SHR und SHR-8""F (p<0,008).
Wahrend bei SHR-8"F unter Kontrolle eine signifikant héhere Expression gegeniiber SHR
bestimmt werden konnte (100 + 16,9 vs. 375,1 £ 100,1 %, p<0,04), verhielt sich der konsome
Stamm in der Nx-Gruppe wie SHR.
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Abb. 32. Kidney Injury Molecule 1 (Kim-1)-Expression bei mannlichen SHR, SHR-8""F und MWF
Tieren in der 24. Wo., Kontroll-Tiere (weiB) und Nx (schwarz); * p<0,008 vs. andere Stamme NXx;

** p<0,04 vs. andere Stamme Kontrolle; # p<0,05 vs. Kontrolle gleicher Stamm

3.3.7 Histologie

3.3.7.1 Tubulointerstitieller Schadigungsindex

Bei der lichtmikroskopischen Auswertung der histologischen Schnitte (Abb.33.) konnte
festgestellt werden, dass MWF Kontroll-Tiere gegentiber Nx-Tieren eine doppelt so hohe
tubulointerstitieller Schadigung (TSI) entwickeln (1,31 + 0,22 vs. 0,66 * 0,04; p<0,01). SHR
und SHR-8"WF zeigten ebenfalls in der Nx-Gruppe eine signifikante Erhéhung des tubularen
Schadigungsindexes im Vergleich zur Kontrolle (0,45 + 0,05 vs. 0,20 = 0,02; p<0,01 und
0,5 + 0,14 vs. 0,3 £ 0,11; p<0,02). Bei SHR-8"'F konnte in der Kontrollgruppe mit einer
Signifikanz von p<0,01 eine hohere TSI detektiert werden, im Vergleich zu SHR-
Kontrolltieren. MWF zeigte sowohl in der Kontroll-Gruppe als auch unter unilateraler
Nephrektomie signifikant hdéhere Schadigungen des Tubulus im Vergleich mit SHR und
SHR-8"WF (p<0,01).
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Abb. 33. Tubulointerstitieller-Schadigungsindex (TSI) méannlicher SHR, SHR-8""F und MWF
Tiere in der 24. Wo., Kontroll-Tiere (weiB) und Nx (schwarz); * p<0,01 vs. andere Stimme;

# p<0,01 vs. Kontrolle gleicher Stamm

3.3.7.2 Glomerulosklerose-Index

Der Glomerulosklerose-Index (Abb. 34.), der ebenfalls Uber die lichtmikroskopische
Beurteilung erhoben wurde, zeigte fir MWF im Vergleich zu SHR in der Kontroll- und Nx-
Gruppe um 57% und 45% erhdhte Werte (1,62 * 0,12 vs. 1,03 = 0,13; p<0,007 und
1,78 + 0,12 vs. 1,23 + 0,15, p<0,03). Der konsome Stamm SHR-8""F |ag in der Kontroll-
Gruppe intermediér bezlglich der Parentaltiere und verhielt sich unter Nx wie MWF mit 38%
héherer glomerularer Schadigung gegeniber SHR (1,70 £ 0,07 vs. 1,23 + 0,15, p<0,03).

60



Ergebnisse

SHR SHR-8MWF MWF

Abb. 34. Glomerulosklerose-Index (GSI) mannlicher SHR, SHR-8""F und MWF Tiere in der 24.
Wo., Kontroll-Tiere (weiB) und Nx (schwarz); * p<0,03 vs. andere Stdamme Nx, # p<0,007 vs.
MWF Kontrolle
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3.3.7.3 Histopathologie der Nx-Gruppe

SHR - Kontrolle

Al LR ‘ !_‘Ed'iw ]

AT

MWEF - Kontrolle

Abb. 35. Histopathologie der rechten Niere der Kontroll- und Nephrektomie (Nx)-Gruppe
mannlicher SHR, SHR-8""'F und MWF Tiere in der 24. Woche nach Periodic-Acid-Schiff-Farbung
mit unterschiedlich ausgepréagter glomeruldrer Schadigung, Dilatation der Tubuli sowie
Atrophie der tubuléren Epithelzellen
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3.3.8 Biologisch-Chemische Analysen

Die Tabelle 4 zeigt die Gesamtstatistik der biologisch-chemischen Analysen der
Parentaltierstamme MWF und SHR, sowie des konsomen Stamms SHR-8" in der 24.
Woche unter Kontrolle und Nx. Das absoluten Lebendgewicht von MWF in der 24. Woche
war unter Kontroll-Bedingungen signifikant héher im Vergleich zu SHR und SHR-8"F
(p<0,003). Unter Nx war kein Unterschied mehr zu bestimmen. Beim Vergleich des rechten
absoluten Nierengewichtes konnte in der Kontrollgruppe kein Unterschied zwischen den
Stammen detektiert werden. Unter unilateraler Nephrektomie zeigte MWF eine signifikant
gréBere rechte Niere im Vergleich zu SHR und SHR-8"WF (p<0,05). In Relation des rechten
Nierengewichtes zur Kdrpermasse, konnten in beiden Gruppen keine Signifikanzen des
relativen Nierengewichtes zwischen den Stdmmen festgestellt werden. Der Vergleich
zwischen der Kontrollgruppe und den Nx-Tieren ergab sowohl flir das absolute, als auch fir
das relative rechte Nierengewicht bei allen drei Stdmmen eine hoch signifikante
Gewichtszunahme (p<0,0001). Das absolute Herzgewicht war in der Kontroll-Gruppe bei
allen Stammen unauffallig, unter Nx entwickelten die Stamme SHR und SHR-8""'F signifikant
gréBere Herzen im Vergleich zu MWF, wobei SHR gegeniber dem konsomen Stamm
signifikant schwerer war (p<0,03). MWF entwickelte unter Nx ein signifikant gréBeres
relatives Herzgewicht im Vergleich zu SHR-8"F (p<0,0001). Beim SHR-Stamm konnte unter
Kontroll-Bedingungen und unter unilateraler Nephrektomie ein signifikant niedrigeres
relatives Herzgewicht gegenilbber MWF und SHR-8"WF bestimmt werden (p<0,02). Die
analytische Bestimmung von Kreatinin im Plasma zeigte, dass MWF-Tiere im Gegensatz zu
SHR und SHR-8"WF unter unilateraler Nephrektomie héhere Konzentrationen aufwiesen
(p<0,003), wahrend in der Kontroll-Gruppe keine Signifikanzen detektiert wurden. Die
Konzentration von Harnstoff im Plasma zeigte sowohl unter Kontroll-Bedingungen, als auch
in der Nx-Gruppe beim MWF-Stamm signifikant héhere Konzentrationen im Vergleich zu
SHR (p<0,003). Unter unilateraler Nephrektomie wies MWF eine signifikant hdhere
Harnstoff-Konzentration im Vergleich zum konsomen Stamm auf (p<0,0001). Die
Uberpriifung der Kreatinin-Clearance ergab in beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede der Stdmme.
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Tab. 4 Phanotypische Charakterisierung der Stimme SHR, SHR-8""F und MWF der Kontroll-
und Nx-Gruppe in der 24. Woche.

Phanotyp P-ANOVA

/ Gruppe SHR SHR-8""F  MWF Overall MWFvs. MWFvs. SHRvs.
SHR SHR-8""" sHR-g""'*

KG (9)

Kontrolle 329,2+8,17 345,0+7,8 384,8+6,57 <0,0001 <0,0001 0,003 0,4

NXx 330,46 336,5+6,68 3459+7,3 0,31

reNG (g)

Kontrolle 1,07+£0,05 1,16+0,04 1,2%0,03 0,08

Nx 1,56 + 0,07 1,58+0,04 1,77+0,04 0,02 0,02 0,05 1,00

reNG/KG (mg/g)

Kontrolle 3,25 +0,1 3,356+0,08 3,15+0,1 0,29

NXx 4,74 +023 4,71 +0,1 5,22+0,13 0,07

HG (9)

Kontrolle 1,08+0,08 0,97+0,02 0,96+0,06 0,08

Nx 1,07+£0,08 0,98+0,02 0,85+0,02 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,03

HG/KG(mg/g)

Kontrolle 3,19+0,05 2,81+0,25 25+0,13 <0,0001 0,02 0,22 <0,0004

NXx 3,24+0,08 293+0,05 245+0,05 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,006

PKrea (amol/l)

Kontrolle 3526+1,8 36,0+23 39,7+0,6 0,14

Nx 45,7 £1,6 4553+1,6 56,126 0,001 0,004 0,003 1,00

PHs (mmol/l)

Kontrolle 6,74 £0,63 8,22+0,47 9,2+0,27 0,004 0,003 0,45 0,12

NXx 9,35+0,57 9,08+041 16,2+1,15 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1,00

KreaCl (ml/min*100g)

Kontrolle 0,36 +0,05 0,38+0,02 0,46*0,02 0,06

Nx 0,26 +0,04 0,31+0,06 0,32+0,02 0,56

KG, Koérpergewicht; reNG, rechtes Nierengewicht; HG, Herzgewicht; PKrea, Plasma

Kreatinin;

PHs, Plasma Harnstoff; KreaCl,

Frémter; SHR, spontaneously hypertensive rat
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4 Diskussion

Die MWF-Ratte stellt ein klinisch interessantes Tiermodell zur Identifizierung genetischer
Faktoren dar, die zur Auspragung verschiedener Krankheitsphanotypen fuhren. In friheren
Studien wurde ein angeborenes Nephrondefizit bei diesem Rattenstamm festgestellt, sowie
eine fruhe Entwicklung der Albuminurie, die im Alter einen progressiven kontinuierlichen
Anstieg erfahrt. Die fortschreitende Albuminurie flhrt zu strukturellen und funktionellen
Nierenschadigungen wie Glomerulosklerose, renaler interstitieller Fibrose und tubulo-
interstitieller Schadigung (Fassi et al., 1998; Rothermund et al., 2006; Schulz et al., 2002;
Schulz et al., 2003; Schulz et al., 2008). Das Krankheitsbild der Albuminurie kann eine
generalisierte vaskulare endotheliale Schadigung reflektieren. Die endotheliale Schadigung
fohrt durch die verminderte Produktion von NO zu oxidativen Stress, was einen weiteren
Verlust von NO nach sich zieht. Oxidativer Stress flhrt Gber eine verminderte Vasodilatation
zu Erhéhung des Blutdrucks (Manning et al., 2005).

In friheren Arbeiten gelang es der Arbeitsgruppe, eine verminderte NO-Produktion beim
MWEF-Rattenstamm nachzuweisen (Gschwend et al., 2002) und auf RNO6 und RNO8 der
MWEF-Ratte wichtige QTL fir die Albuminurie zu detektieren (Schulz et al., 2007;
Schulz et al., 2008). Uber die Ziichtung konsomer Ratten wurden die statistisch erfassten
QTL verifiziert. Im kranken MWF-Stamm wurden RNO6 bzw. RNO8 durch die Chromosomen
des nierengesunden und Albuminurie-resistenten SHR-Stammes ausgetauscht. Die so
geziichteten konsomen Stamme MWF-6°"7 und MWF-85"" zeigten eine signifikant niedrigere
Albuminurie, sowie eine verminderte  Nierenschadigung. Die Z&hlung der
Gesamtglomerulizahl der Nieren erfolgte durch den Kooperationspartner Prof. Dr. Jens
Nyengaard, Aarhus University, Aarhus, Danemark mit der ,Physikal fraktionator-Technik
(Schulz et al., 2003; Schulz et al., 2007; Schulz et al., 2008) und ergab, dass das

Nephrondefizit im konsomen Stamm MWF-65"7

im Gegensatz zum konsomen Stamm
MWF-8%"" véllig eliminiert werden konnte.

Das Zlchten konsomer Stamme bietet eine bedeutende Mdglichkeit genetische Ursachen
von Erkrankungen zu ermitteln. Da ein oder mehrere genetische Faktoren durch einen
Chromosomenaustausch nicht mehr zur Verflgung stehen, kénnen mdgliche protektive
Effekte oder maligne Interaktionen im neuen genetischen Hintergrund beobachtet werden. In
der vorliegenden Arbeit wurde der reziproke Transfer des RNO6 bzw. RNO8 vom kranken
MWF-Stamm in den Albuminurie-resistenten SHR-Stamm als Versuchsansatz gewahlt. Uber
diese reziproke methodische Vorgehensweise ist es schwieriger einen Phanotypen zu
induzieren (Rapp 2000). Durch den isolierten Austausch eines Chromosoms kénnen
Interaktionen mit anderen Allelen und verschiedenen Pathways wegfallen, die zur Induktion

und Regulierung des Phanotypens beitragen. Aufgrund der sehr tGberzeugenden Ergebnisse,
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die die konsomen Stamme MWF-6°"? und MWF-85"" lieferten (Schulz et al., 2007; Schulz et
al., 2008), war es in dieser Dissertation von groBem Interesse, den Einfluss der auf RNO6
und RNOB8 detektierten QTL isoliert zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden die konsomen
Stamme SHR-6""F und SHR-8""F in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe geziichtet. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden innerhalb der 6 bzw. 18 Wochen des Versuchsprotokolls die
Tiere Uber den NO-Inhibitor L-NAME einer chronischen NO-Blockade und durch eine
unilaterale Nephrektomie einer ca. 50%igen Glomerulireduktion unterzogen. In definierten
Abstanden wurde die Albuminausscheidung Uber den 24h Urin und der Blutdruck Uber die
nicht direkte Tail-Cuff-Blutdruckmessung Uberprift. Die abschlieBende direkte Messung des
MAD und die Praparation zur Gewinnung von Organen und Plasma fir weitere Klinisch-
chemische Untersuchungen, histologische Befunderhebungen und Expressionsanalysen
komplettierten das Charakterisierungsschema.

4.1 L-NAME Studien A und B

Durch den Transfer von RNO6 in den isolierten SHR-Hintergrund konnte, entgegen der
Erwartung, bei der Auswertung der Albuminbefunde fir den konsomen Stamm SHR-6""F in
der Kontroll-Gruppe keine Albuminurie im Altersverlauf bestimmt werden. Der Stamm
entwickelte, in der 12. Woche in den Kontroll-Gruppen aus Studie A bis zur 24. Woche und
Studie B bis zur 12. Woche, niedrigere Albuminwerte verglichen mit SHR, die in der 18.
Woche der Studie A sogar als signifikant niedriger bestimmt werden konnten. Diese
Ergebnisse demonstrierten, dass die MWF-Allele des QTL auf RNO6 (Schulz et al., 2007)
isoliert nicht in der Lage sind, eine Alouminurie zu induzieren. Eine mdgliche Erklarung bietet
die Theorie der antagonistischen Epistatik. Krankmachende Mutationen im Genom kénnen
Uber Interaktionen mit anderen Genen einen gegenteiligen oder keinen Effekt auslésen

8"YF in beiden

(Desai et al., 2007). Im Gegensatz dazu konnte beim konsomen Stamm SHR-
Studien in der Kontroll-Gruppe die spontane Entwicklung einer Albuminurie festgestellt
werden. In Studie A, mit dem Versuchsprotokoll bis zur 24. Woche, wurde dartber hinaus im
Altersverlauf ein kontinuierlicher Anstieg der Albuminausscheidung beobachtet, die
signifikant héhere Werte erreichte als bei SHR und SHR-6""F. Damit ist es erstmalig bei
einem Rattenmodell gelungen, durch den Transfer des in dieser Studie isolierten RNO8 aus
MWEF in den Albuminurie-resistenten SHR-Hintergrund den Phanotyp der Albuminurie zu
induzieren. Die Induktion einer Krankheit in einem gesunden Tiermodell Gber den reziproken
Transfer eines einzigen QTL ist weitaus schwieriger und fir die Entwicklung einer
Albuminurie bislang nicht literaturbekannt. Fir SHR-6""F konnte auch in der Nx-Gruppe, trotz

einer 50%igen Nepronreduktion, keine Albuminurie im Altersverlauf induziert werden.
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SHR-8"F demonstierte in der Kontroll-Gruppe der Studie B in der 12. Woche die spontane
Entwicklung einer Albuminurie mit signifikant hdheren Werten gegeniiber SHR.
Die Ergebnisse der L-NAME-Gruppen aus Studie A und B stellten sich als sehr kontrovers

dar. Der konsome Stamm SHR-6""'F

zeigte einen sprunghaften Anstieg der Albuminwerte in
der 12. Woche, welche von einer sehr starken Varianz innerhalb der Tiere gekennzeichnet
war. In Studie A konnte eine Zwei-Gruppen-Bildung beobachtet werden. In der ersten
Gruppe zeigten die Tiere sehr hohe Albuminwerte in der 12. Woche und verstarben plétzlich
in der darauffolgenden 13. Woche. In der zweiten Gruppe zeigte sich eine leicht zeitversetzte
Pathophysiologie. Diese Tiere wiesen in der 12. Woche noch wesentlich niedrigere Werte
auf, die jedoch in der darauffolgenden Woche sprunghaft anstiegen. Auch diese Gruppe
verstarb daraufhin vollstandig mit einer einwdchigen Verzdgerung in der 14. Woche.
Komplikationen dieser Art als Reaktion auf eine chronische L-NAME Gabe sind bereits aus
friiheren Studien mit konsomen Tieren der F1-Generation von FHH/ACI bekannt. Diese Tiere
wurden durch eine Ruckkreuzung mit der hypertonen, Proteinurie-kranken Fawn-hooded
(FHH/EUR) Ratte und der normotonen, nicht Proteinurie-kranken August Copenhagen Irish
(ACI/EUR) Ratte gezichtet (Van Dokkum et al., 1998). Allerdings entwickelten auch SHR-
Tiere in Studie A eine L-NAME Sensitivitat, die verzégert ab der 15. Woche die Tierzahl um
50 % reduzierte, in der 18. Woche waren mehr als 70 % der Tiere verstorben und in der 24.
Woche endete die Studie mit einer Tieranzahl von n = 2. Diese Art der L-NAME-Sensitivitat
und Mortalitédt ist bei SHR-Ratten literaturbekannt. Daher werden in der Regel kurze
Versuchprotokolle bei hohen L-NAME Dosierungen gewahlt (Van Dokkum et al., 1998;
Olzinski et al, 2005). Olzinski et al., stellte bei einer Dosierung von 50 mg/l L-NAME nach 2
Monaten Behandlung eine 100% Mortalitdt von SHR-Ratten fest. Die Behandlung flhrte,
neben einem drastischeren NO-Mangel, zu mehr oxidativen Stress und kdénnte in
Zusammenhang mit den beobachteten sehr hohen Blutdruckwerten stehen (Olzinski et al.,
2005). Auf Grund dessen wurde die Konzentration im experimentellen Ansatz der
vorliegenden Arbeit eine Zehnerpotenz niedriger gewahlt, um so eine langere
Untersuchungsperiode zu erreichen. Deng et al., konnte Blutdruckwerte von L-NAME
behandelten SHR messen, die im Schnitt um 30-40 mmHg hdéher gegenuber der Kontroll-
Gruppe lagen (Deng et al., 1998). Interessanterweise stellte sich bei der vorliegenden Arbeit
weder bei MWF, noch bei dem konsomen Stamm SHR-8""F eine derartige Sterblichkeitsrate
ein. Alle Tiere dieser beiden Stdmme konnten bis zum geplanten Versuchsende in der 24.
Woche mit L-NAME behandelt werden. Der SHR-8"F-Stamm zeigte in Studie A bis zur 24.
Woche und Studie B bis zur 12. Woche zwar hdéhere Albumin-Werte unter L-NAME im
Vergleich zur Kontrolle, aber eine derart dramatische Entwicklung wie sie bei SHR-6""F in
der 12. Woche oder bei SHR in der 18. Woche zu beobachten war, blieb aus. MWF-Tiere
zeigten in Studie A unter L-NAME eine signifikant starkere Auspragung der Albuminurie als
die anderen drei Stdmme, jedoch ohne jeglichen Tierverlust.
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Die Tiere, die vor Versuchsende verstarben, entwickelten zentralnervise
Ausfallerscheinungen wie torti collis, Manegebewegungen und Hinterhandparesen. Diese
Symptome lassen einen apoplektischen Insult vermuten, der oft in Zusammenhang mit
Hypertonie auftritt (Carretero et al., 2000). Die Blutdruckbestimmung mittels Tail-Cuff-
Methode zeigt fir MWF aus Studie A signifikant niedrigere Werte in der Kontrollgruppe, als
fiir die drei Gbrigen Stamme, wobei SHR-8" in der 24. Woche keine signifikant héheren
Blutdriicke mehr gegentber MWF aufwies. Unter L-NAME konnten schon ab der 12. Woche
fir SHR-8""WF und MWF signifikant niedrigere Blutdruckwerte gegeniiber SHR und SHR-6""F
festgestellt werden. Aufgrund der zuvor erwahnten Sterblichkeitsrate der SHR- und
SHR-6""F_Tiere, konnten keine weiteren Daten mehr in Studie A erhoben werden.
SHR-Ratten leiden unter erhéhtem oxidativen Stress, also einem Ungleichgewicht zwischen
der Produktion von Sauerstoffradikalen und der Fahigkeit des biologischen Systems diese zu
verstoffwechseln, welcher vermutlich eine Rolle bei der Entstehung der Hypertonie spielt.
Aus der Niere stammende Sauerstoffradikale kénnen NO inaktivieren, welches wichtige
Aufgaben zur renalen Blutdruckregulation erfillt. NO verhindert die tubulére Resorption von
Natrium und hemmt den tubuloglomeruldren Feedback-Mechanismus. Eine NO-Inaktivierung
kann zur exzessiven Natriumreabsorption fihren und den tubuloglomerularen Feedback-
Mechanismus stimulieren, dies fuhrt zur Vasokonstriktion der Arteriolen und damit zur
Blutdruckerhdhung. Eine NO-Inaktivierung mit Superoxid-Anionen (O,) bildet Peroxinitrit,
welches Tyrosinreste nitrolysieren kann, dies wiederum schédigt das Gewebe und die Niere
(Manning et al., 2005). Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die hohe Sterblichkeit
von SHR und SHR-6""F mit der starken Blutdruckerhdhung in Zusammenhang stehen
kdnnte. Die Entwicklung der Albuminurie bei SHR kdnnte eine Folge der Hypertonie sein.
For SHR-6"F kénnen zusiatzlich genetische Faktoren in Betracht gezogen werden, die
durch den Transfer von RNO6 nicht mehr gehemmt oder neu aktiviert wurden.

Um weitere aussagekraftige Daten erheben zu kénnen, wurde die L-NAME Gabe in Studie B
wiederholt. Eine verminderte Tieranzahl wurde bis zur 12. Woche untersucht, da sich
aufgrund der Kaplan-Meier-Analyse der Ubergang von der 12. zur 13. Woche als kritischer
Zeitpunkt fir SHR-6M"F-Tiere darstellte. Zur Komplementierung der Ergebnisse wurde
ebenfalls eine Kontroll-Gruppe bis zur 12. Woche mitgefiihrt. Studie B konnte die Ergebnisse
aus Studie A verifizieren. In der Kontroll-Gruppe blieben die Albuminwerte von SHR-6""F
unter den Werten von SHR. Beide Stamme lagen signifikant niedriger im Vergleich zu MWF.

Im Gegensatz dazu entwickelte SHR-8"F

erneut eine spontane Albuminurie. Hierlber
konnte zun&chst konfirmiert werden, dass der QTL auf RNO8 einen vom Ubrigen Genom der
MWEF-Ratte unabhangigen Einfluss auf die Entstehung der Albuminurie ausdbt. In der
L-NAME-Gruppe der Studie B konnte bei den SHR-6""F-Tieren erneut eine sehr hohe
Variabilitat der Albumineinzelwerte beobachtet werden. Es kristallisierte sich in dieser Studie

wiederum eine Zweigruppen-Bildung von Tieren mit auBerordentlich hohen Werten und
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Tieren, die zum selben Zeitpunkt noch keinen Albuminurie-Phanotyp zeigten, heraus. Der
konsome Stamm SHR-8""F demonstrierte dieses Verhalten nicht. Der Tail-Cuff-Blutdruck
der SHR-6""F-Kontrolltiere war signifikant erhdht verglichen mit SHR. Unter L-NAME stellten
sich die Blutdruckwerte von SHR und SHR-6""F ahnlich dar. In der Versuchsgruppe bis zur
12.  Woche (Studie B) wurde eine direkte Blutdruckmessung (Uber den
Femoralisverweilkatheter vorgenommen und der MAD bestimmt. Die konsomen Stamme
SHR-6""F und SHR-8"F lagen in der Kontroll- und L-NAME Gruppe intermediar der
Parentaltiere, mit Tendenz zu SHR. Bei MWF konnten in beiden Gruppen signifikant
niedrigere Blutdruckwerte verglichen mit den anderen drei Stdmmen bestimmt werden. Bei
der Auswertung des linksventrikularen Gewichtes verhielten sich SHR-6"" -Tiere in beiden
Gruppen der Studie B wie MWF, der MAD allerdings demonstrierte eine deutliche Tendenz
zu SHR. SHR-8"F zeigte signifikant hdhere Gewichte des linken Ventrikels gegeniiber
MWF, diese Ergebnisse passen zum MAD und den Tail-Cuff-Werten. Eine Hypertrophie des
linken Ventrikels kann ein Indiz fir systolischen Bluthochdruck sein. In diesem Fall handelte
es sich um einen adaptiven Kompensationsmechanismus, um den Druck und die dadurch
entstehende Wandspannung auszugleichen (Akintunde et al., 2010).

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Blutdruckerhdhung fir SHR-6""'F nicht allein die
Ursache der Albuminurieentwicklung sein kann, da SHR hdéhere Blutdricke im
Studienverlauf B entwickelte, aber deutlich niedrigere Albuminwerte in der 12. Woche
detektiert werden konnten. Mdéglicherweise hangt die tUber L-NAME induzierte und stark
ausgepragte Albuminurie bei SHR-6""F nicht mit den auf RNO6 bei MWF identifizierten und
konfirmierten QTL fir eine Albuminurie zusammen (Schulz et al., 2003; Schulz et al., 2007),
sondern weist auf einen zweiten QTL hin. Ob dieser mit dem QTL fir Albuminurie
kolokalisiert ist und dieselben Kandidatengene fir beide Phanotypen verantwortlich sind,
mussen spatere Untersuchungen zeigen.

In Studie B bis zur 12. Woche konnten weitere Daten erhoben werden, die Hinweise auf eine
Nierenschadigung geben kénnen. Die Messung der glomeruldren Filtrationsrate ist eine
nachhaltiy adiquate Methode zur Uberpriifung der Nierenfunktion. In der nahen
Vergangenheit wurden sensitivere Marker zur Uberpriifung der GFR und der
Funktionseinheit Niere als Kreatinin oder Kreatinin-Clearance etabliert. Cystatin C stellt sich
als ein solch sensitiverer Nierenfunktionsmarker dar. Im Unterschied zum Kreatinin ist die
Cystatin C-Konzentration auch bei der Ratte nicht abh&ngig von Muskelmasse,
Nahrungsgewohnheiten oder tubularer Sekretion (Andersen et al., 2009). Die Cystatin C-
Bestimmung im Plasma des konsomen Stammes SHR-6""F in der Kontrollgruppe zeigte
signifikant niedrigere Werte verglichen mit SHR, SHR-8"WF und MWF. In der L-NAME-
Gruppe konnte jedoch ein 50%iger Anstieg der Cystatin C-Konzentration bei SHR-6""'F im
Plasma nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine verminderte GFR durch Nierenschaden
hin (Miyagawa et al., 2009). Weitere Befunde, die Hinweise auf eine Nierenfunktionsstérung
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geben, wurden auf Expressionsebene erhoben und Uber eine Realtime-PCR Uberprift. Ngal
ist eines von 7 literaturbekannten Genen, welches nach einem akuten Niereninfarkt um das
mehr als 10fache in der Expression hochreguliert wird (Mishra et al., 2003). In neuen Studien
wurde gezeigt, dass Ngal nicht nur bei der akuten Nierenschadigung vermehrt exprimiert
wird, sondern auch bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen detektiert werden
kann (Chaudhary et al., 2010). Damit erwies sich dieser Biomarker als geeignet fiir das
MWE- Tiermodell. In der Kontroll-Gruppe der Studie B konnte bei allen vier Stdmmen nur
eine geringe Expression von Ngal im Nierengewebe ohne signifikante Unterschiede
nachgewiesen werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass MWF trotz hoher Albuminwerte
bis zur 12. Woche noch milde strukturelle Nierenschaden in diesem jungen Alter aufweist,
die sich nicht wesentlich von denen des Albuminurie-resistenen SHR-Stammes
unterscheiden. Im starken Kontrast dazu steht die L-NAME-Gruppe der Studie B. Hier konnte
eine signifikant héhere Expression von Ngal bei SHR, SHR-6""F und SHR-8""F im Vergleich
zur Kontrolle detektiert werden. Interessant ist, dass beide konsome Stdmme Ngal héher
gegenilber den parentalen Stammen exprimierten. SHR-6"""-Tiere demonstrierten
signifikant die héchsten Werte gegeniiber den Ubrigen Stammen. Diese Ergebnisse passen
fir den SHR-6""'F-Stamm sehr gut ins Gesamtbild. Die Ergebnisse der Alouminbestimmung
dieses Stammes deuteten bereits stark auf eine Funktionseinschrankung der Nieren hin.
Durch die Ergebnisse der Cystatin C- und Ngal-Bestimmung konnte diese Vermutung weiter
gefestigt werden. Die lichtmikroskopische Sichtung und die Beurteilung der histologischen
Befunde schlossen sich den vorhergehenden Untersuchungen an. Fir die Kontroll-Tiere der
Stamme SHR, SHR-6""F, SHR-8""F und MWF konnten nur geringe bis keine Schadigungen
des Tubulus festgestellt werden. Unter L-NAME-Gabe wurden fir SHR und MWF nur milde

6""F und

oder gar keine Veranderungen beobachtet. Die konsomen Stamme SHR-
SHR-8"F entwickelte in der L-NAME Gruppe signifikant erhdhte Schadigungswerte
gegeniiber der Kontrolle. Interessanterweise konnte bei der Uberpriifung des
Glomerulosklerose-Indexes unter L-NAME bei keinem der untersuchten Stdmme eine
signifikante Verschlechterung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden, wobei der
konsome Stamm SHR-6"WF auch auf histologischer Ebene eine zwei Gruppen-Bildung
demonstrierte (siehe Abb. 24). MWF-Tiere der Kontroll-Gruppe wiesen, trotz Alouminurie und
angeborenem  Nephrondefizit, signifikant weniger sklerotische Veranderungen im
Glomerulum gegeniiber SHR und den konsomen Tieren auf. Es existieren verschiedene
Substamme der SHR-Ratte, einige neigen zur Entwicklung von Nierenschaden, wahrend
andere resistent sind (Dmitrieva et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass die
Nephropathie bei diesen verschiedenen Substammen unabhéangig vom Blutdruck entsteht.
Mdéglicherweise weist SHR in der 12. Woche eine grdBere Empfanglichkeit fir die
Entwicklung von strukturellen Nierenschaden auf als MWF, was die Vermutung nahe legt,
dass die Entwicklung einer Glomerulosklerose nicht mit einer Albuminurie und reduzierten
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Nephronanzahl in Zusammenhang stehen muss (Esposito et al., 1999). Altere MWF-Tiere
entwickeln aber in der 24. Woche, neben einer stark ausgepragten Proteinurie, auch eine
deutliche Glomerulosklerose (Fassi et al.,, 1998). Es ist bekannt, dass SHR-Tiere bei
chronischer  L-NAME-Verabreichung durch die  NO-Inhibition  eine  deutliche
Glomerulosklerose  entwickeln, welche mit einer gesteigerten Proteinurie einhergeht.
Ono et al., konnten darlber hinaus eine gesteigerte Apoptose glomerularer Zellen
beobachten, die mit einer Abnahme der Glomerulianzahl vergesellschaftet war (Ono et al.,
2001). Die gesteigerte Apoptose kann drei mogliche Ursachen haben, zum einen der stark
erhdhte Blutdruck auf die Glomeruli nach Gabe des NO-Inhibitors L-NAME, welcher den
renalen vaskularen Wiederstand erhéht, die lokale Induktion des renalen RAAS (Ang I
induziert Apoptose), und/oder die Inhibition von NO, welches einer Apoptose unter
Normalbedingungen entgegenwirken kann (Ono et al., 2001). Trotz héherer Blutdriicke der
SHR entwickelte dieser Stamm eine schwéachere Albuminurie und geringere strukturelle
Nierenschaden in der L-NAME Gruppe als der konsome Stamm SHR-6"F. Wohingegen
unter Kontrollbedingungen die SHR-6""F deutlich nierengesiinder im Vergleich zu SHR
waren. Die Theorie eines méglicherweise auf RNO6 existenten QTL, dessen Phanotyp durch
oxidativen Stress ausgel6st wird, scheint damit nicht unwahrscheinlich.

Wissenschaftliche Untersuchungen der letzten Jahre demonstrierten, dass oxidativer Stress
eine wichtige Rolle in der Hypertonie-Entwicklung spielt (Manning et al., 2005). Mehrere
Studien haben gezeigt, dass induzierter oxidativer Stress zu Bluthochdruck fuhren kann oder
in experimentellen Bluthochdruckmodellen den Blutdruck weiter erhéht (Manning et al.,
2005). Dartber hinaus kann renaler oxidativer Stress zu Nierenschaden fihren
(Manning et al.,, 2005). Experimenteller NO-Abbau ist mit Blutdruckerhéhung und
vermehrtem oxidativem Stress im Nierenkortex vergesellschaftet. Ist das Redox-
Gleichgewicht zerstért, entsteht ein Uberhang von Sauerstoffradikalen und es kann zu
lokalen Entzindungen und interstitieller Fibrose kommen (Wesseling et al., 2007). Die Niere
spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Blutdrucks. Kortex und Medulla sind
gleichermaBen an der Steuerung beteiligt. Im Kortex findet der tubuloglomerulare Feedback-
Mechanismus statt, der ebenfalls einen Beitrag zur NO Antwort leistet und die Medulla sorgt
fir die druckinduzierte Natriurese. Extrazellulare Stimuli, die in den Endothelzellen zu einer
vermehrten eNOS-Aktivitat fuhren, sind entweder biochemischer oder mechanischer Natur.
Die wichtigste mechanische Kraft, die auf die Endothelzellen wirkt, ist die Schubkraft des
strémenden Bluts, auch ,mechanischer Stress* genannt. Zur Kompensierung des
.,mechanischen Stresses” wird vermehrt NO gebildet. In vivo konnte die Erhéhung des
Blutdrucks und eine vermehrte NO-Freisetzung als Antwort auf die erhdhte Wandspannung
nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen und die Hochregulation des NO-Pathways in
hypertonen Tiermodellen legt die Vermutung nahe, dass NO vermehrt bei Bluthochdruck
synthetisiert wird (Llorens et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde Uber die NO-
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Inhibition ein wichtiger Mechanismus zur Gegenregulation des oxidativen Stresses blockiert.
Dies lasst vermuten, dass es Uber die Blutdruckerhbhung =zur Entwicklung von
Nierenschaden und daraus folgend zur Albuminurie kommen kdnnte. Da aber weder SHR
noch SHR-8"WF trotz hoher Blutdriicke eine derart hohe Albuminentwicklung mit
darauffolgender Sterblichkeit zeigten, ist es nicht unwahrscheinlich, dass eine genetische
Ursache, die Uber L-NAME induziert wurde, eine Rolle spielen kdnnte. Ist das Endothel bei
gleichzeitiger NOS-Hemmung einem hohen ,mechanischen Stress* ausgesetzt, so wird die
Modulation verschiedenster Gene verhindert (Braam et al., 2005). Wesseling et al., konnten
in einem Versuchsprotokoll mit NS-nitro-L-arginin (L-NNA) als NO-Inhibitor zeigen, dass
experimenteller NO-Mangel bei Ratten neben Bluthochdruck, erhdhtem oxidativen Stress im
Nierenkortex und Proteinurie auch zu komplexen Stérungen bei antioxidativen Systemen
fohrt, insbesondere bei der Glutathion- (GSH) und Bilirubin-Synthese (Wesseling et al.,
2007). Nach NO-Inhibition nahm die Genexpression der regulatorischen und katalytischen
Untereinheit von GCL (Glutamat-Cystein-Ligase), dem geschwindigkeits bestimmenden
Enzym der GSH-Synthese drastisch ab, dies trug zu einer fortschreitenden
Nierenschadigung bei. Wesseling et al. nahmen an, dass eine physiologische NO-Produktion
die GSH-Synthese aus glatten Muskelzellen und Endothelzellen des Nierenkortex induziert
(Wesseling et al., 2007). Mdglicherweise spielt im vorliegenden NO-Inhibitions-Modell die
verminderte Glutathion-Synthese als Antioxidans eine Rolle bei der progressiven
Entwicklung der Albuminurie des SHR-6M"F-Stamms. NO induziert das Enzym GCL und
erhdht die GSH-Konzentration. Bluthochdruck ist in SHR mit einem erhéhten oxidativen
Stress assoziiert. GSH spielt eine zentrale Rolle fir den Schutz der Zellen vor oxidativem
Stress und damit ist eine ausreichende Synthese von entscheidender Bedeutung in der
Hypertonie. L-NAME verringert die GCL-Aktivitat signifikant und fihrt zur generalisierten
endothelialen Dysfunktion. Chronische L-NAME Gaben spiegeln sich nicht nur durch
erhéhten Blutdruck wieder, sondern auch durch kardiovaskulare und renale Schadigungen
(Levonen et al., 2000). In wie weit die Blockierung der GSH-Synthese im vorliegenden
konsomen Stamm SHR-6""F fiir die dramatischen Entwicklungen der Nierenschaden
verantwortlich sind, bleibt festzustellen. Da MWF unter endothelialer Dysfunktion leidet
(Gschwend et al., 2002) und SHR per se durch hohen Blutdruck méglicherweise vermehrtem
oxidativen Stress ausgesetzt ist (Olzinski et al., 2005), kénnte durch den Austausch des
RNOG6 Geninteraktionen aufgetreten sein, die sich potenzierten und zu dem vorliegendem
Phanotypen fuhrten. Zukinftig kénnten Microarray-Analysen weiteren Aufschluss auf
differenziell exprimierte Gene in diesem Zusammenhang geben.

Der QTL auf RNO6 umfasst eine GrdBe von ca. 18 cM, das entspricht etwa 720 Genen.
Uber vergleichende Genomanalysen konnte fiir den QTL auf RNO6 beim Menschen die
syntane Region auf Chromosom 14g23.1 bis 14931.3 bestimmt werden. Diese Region
enthélt bei der Ratte ca. 150 kartierte Gene (Schulz et al., 2007). Kandidatengenanalysen in
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Assoziationsstudien, die renale Charakteristika bezogen auf die Hypertonie untersuchten,
konnten gemeinsame Proteine oder Peptide identifizieren, die unter anderem das RAAS, das
adrenerge System, oxidativen Stress, Entzlindungsprozesse, die Regulierung der
extrazelluldaren Matrix, die Fibrinolyse, den Fettstoffwechsel und natriuretische Peptide
betrafen (Martinez et al., 2010).

4.2 Nx Studie

Die 3. Versuchsgruppe der vorliegenden Studie wurde nach der unilateralen Nephrektomie in
der 6. Woche ilber 18 Wochen phanotypisch charakterisiert. SHR, SHR-6""'F, SHR-8""F und
MWEF zeigten im Altersverlauf unter Nx erhéhte Ua, Werte gegentber der Kontrolle. Die

Werte des konsomen Stamms SHR-6"F

in der 18. und 24. Woche waren signifikant
niedriger gegentber SHR. Dies bestatigt das RNO6 nicht in der Lage ist, isoliert eine
Albuminurie zu induzieren und dass der Transfer zur antagonistischen Epistatik flhrt
(Desai et al., 2007). Die MWF-Allele auf RNOB6, die im Zusammenhang mit der Albuminurie
stehen, werden vom SHR-Genom nicht nur gehemmt, sondern es scheinen reziproke
Mechnismen ausgeldst zu werden. Nach 50%iger Reduktion der Glomeruli im konsomen
SHR-6""F-Stamm konnten niedrigere Albuminwerte im Vergleich zu SHR festgestellt
werden. Yagil et al., konnte in SBH/y- und SBN/y-Ratten ebenfalls auf RNO6 ein protektives
QTL fur die Proteinurie nach Nx feststellen (Yagil et al., 2010). Mdglicherweise kommt es im
vorliegenden Tiermodell von MWF durch Interaktionen mit dem SHR-Hintergrund zu ahnlich
protektiven Effekten. Da auch eine Reduzierung der Nephronanzahl von 50% nach
unilateraler Nephrektomie den Phanotyp der Albuminurie nicht induzierte, wurden im
weiteren Untersuchungsverlauf keine weiteren Daten des konsomen Stamms SHR-6"F
erhoben. SHR-8"WF dagegen zeigte bereits unter Kontrollbedingungen in den L-NAME
Studien A und B spontan eine Albuminurie. Wahrend MWF unter Nx eine Verdoppelung der

Albuminwerte verglichen mit der Kontrolle demonstrierte, konnte bei SHR-8""F

eine knappe
Verdreifachung der Albuminausscheidung detektiert werden. Der Albumin-resistente SHR-
Stamm entwickelte unter unilateraler Nephrektomie analog zur Kontrollgruppe nur eine milde
Albuminurie. Es ist fraglich, ob diese Ergebnisse blutdruckabhangig sind oder ob es sich um
einen rein genetisch regulierten Mechanismus handelt. Wahrend SHR-8"WF unter
Kontrollbedingungen bei der Tail-Cuff-Blutdruckmessung nur geringfiigig niedrigere Werte
als SHR aufwies, konnten unter Nx in der 18. und 24. Woche signifikant niedrigere Werte
gemessen werden. SHR-6""F verhielt sich in beiden Gruppen im Altersverlauf wie SHR,
obwohl bei diesem Stamm niedrigere Albuminwerte bestimmt werden konnten. Im
Gegensatz dazu entwickelte MWF Uber den Untersuchungszeitraum, trotz signifikant héherer

Albuminwerte gegeniiber den Ubrigen Stdmmen, nur eine milde Hypertonie, die signifikant
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niedriger gegentber SHR war. Der direkt gemessene MAD in der 24. Woche zeigte fir
SHR-8"F in der Nx-Gruppe deutlich niedrigere Blutdruckwerte im Vergleich zu SHR, die
jedoch nicht signifikant waren. Die Ergebnisse des linksventrikularen Gewichts passen zu
den erhobenen Daten der Blutdriicke. SHR-8"F lag in der Kontroll- und der Nx-Gruppe
signifikant zwischen den Parentaltierstammen mit niedrigeren Gewichten des linken
Ventrikels gegeniiber SHR. Damit ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich bei SHR-8""F um
eine blutdruckunabhangige Entwicklung der Albuminurie handelt. Diese Ergebnisse lassen
die Vermutung zu, dass der bei MWF auf RNO8 lokalisierte QTL (Schulz et al, 2008) eine
wesentliche Rolle bei der Albuminurieentwicklung spielen muss. Es ist hiermit zum ersten
Mal gelungen, durch einen reziproken Transfer eines einzigen Chromosoms in den isolierten
Albuminurie-resistenten Hintergrund von SHR unter Kontrollbedingungen eine Albuminurie
zu induzieren.

Interessanterweise konnte bei der Uberpriifung von Cystatin C im Plasma fiir SHR-8""F kein
Unterschied zur Konzentration gegenliber SHR ermittelt werden. Beide Stdmme verhielten
sich hier gleich, wahrend bei MWF signifikant héhere Plasmakonzentrationen in beiden
Gruppen bestimmt werden konnten. Van Dokkum et al. beschrieben in ihrer Arbeit, dass
keine Korrelation zwischen Proteinurie und GFR in den Versuchsgruppen mit unilateraler
Nephrektomie und unter L-NAME Gabe und ACE Inhibitor festzustellen war. Weiter wurde
festgestellte, dass Veranderungen in der glomerularen Permeabilitat zur Entwicklung einer
Proteinurie fOhren kdnnen, wahrend die GFR bei verschiedenen Nierenerkrankungen
innerhalb des Normbereichs verbleiben kann. Das Fortbestehen der Proteinurie, bei
normaler GFR stellt einen unabhangigen Risikofaktor flr Nierenversagen dar
(van Dokkum et al.,, 2000). Um diese Hypothese weiter zu verfolgen, wurde Uber die
Realtime-PCR die Genexpression von Ngal, Kim-1 und Col3 bestimmt. Bei der Beurteilung
von Ngal konnte in den Kontroll-Gruppen fur MWF eine signifikant héhere Expression
gegenuber SHR festgestellt werden, wahredn MWF unter Nx einen signifikanten Anstieg der
Ngal Exprssion zeigte, konnte bei SHR und SHR-8""'F kein Unterschied von Nx zur Kontrolle

8"WF wie SHR verhielt. In friiheren

verzeichnet werden. Zu bemerken ist, dass sich SHR-
Studien der Arbeitsgruppe, in denen der reziproke Stamm MWF-85"" geziichtet und
phanotypisiert wurde, konnte bei der Uberpriifung der Ngal-Expression eruiert werden, dass
sich MWF-85"® wie MWF verhielt. Obwohl in diesem Stamm die Albuminurie signifikant
verringert wurde, konnten dennoch signifikant héhere Werte bei Parametern erhoben
werden, die auf eine Nierenschadigung hindeuten (Schulz et al., 2008).

Der Nierenfunktionsparameter Kim-1 wurde urspriinglich bei einem Genexpressionsvergleich
zwischen gesunden und regenerierten Nieren nach Ischamie bestimmt (Rosner er al., 2009).
Es wurde festgestellt, dass bei gesunden Nieren wenig bis gar keine Expression stattfindet,
nach Ischamie die Expression aber dramatisch hochreguliert ist. Uber immunhistologische

Studien wurde Kim-1 in den Epithelzellen des proximalen Tubulus lokalisiert
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(Rosner er al., 2009). Kim-1 und Ngal konnten Uber Microarray-Analysen und Realtime-PCR
als Gene detektiert werden, die eine mégliche Rolle im Ubergang von akuten zu chronischen
Nierenschaden spielen (Ko et al., 2010). Die Kim-1 Expression war auf Nierenareale
begrenzt, die Entziindungen, Fibrose oder tubulare Schadigungen aufwiesen. Dies flhrte zu
der Annahme, das Kim-1 in renale Schadigungen involviert sein kdnnte, die durch
Proteinurie verursacht werden (van Timmeren et al., 2006). Die Ergebnisse der vorliegenden
Untersuchungen von Kim-1 demonstrierten fir SHR-8"F in der Kontroll-Gruppe signifikant
héhere Werte gegeniiber SHR und signifikant niedrigere gegeniiber MWF. Unter Nx zeigte
jedoch nur MWF eine signifikante Expressionserhéhung zur Kontrolle. Fir SHR und
SHR-8"F konnten nur geringe Veranderungen in der Nx-Gruppe festgestellt werden. Um
eine bessere Basis fiir die Beurteilung der Ergebnisse zu erlangen, wurde Col3 als weiterer
Nierenfunktionsmarker Gberprift. Col3 ist ein Parameter fiir fibrotische Umbauvorgange und
einhergehenden Funktionsverluste der Niere. In friheren, nicht publizierten Untersuchungen
der Arbeitsgruppe konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der SHR-Stamm eine signifikant
niedrigere Col3-Expression verglichen mit MWF demonstrierte. Unter Kontrollbedingen auch
in der 24. Woche Konnte bei MWF kein Expressionsunterschied zu SHR detektiert werden.
In der Nx-Gruppe war dagegen ein hoch signifikanter Unterschied gegeniber SHR und
SHR-8MF festzustellen. Wahrend SHR unter Nx signifikant héhere Col3-Werte aufwies, so
verhielt sich SHR-8"WF unauffallig. Es konnte kein Expressionsunterschied zwischen der
Kontroll- und Nx-Gruppe in diesem Stamm festgestellt werden. Die lichtmikroskopische
Beurteilung der Nieren zeigte fur MWF der Kontroll- und Nx-Gruppe einen signifikant
héheren tubulointerstitiellen Schadigungsgrad gegeniiber SHR und SHR-8"WF. Wahrend
unter Kontroll-Bedingungen SHR-8""'*F
Vergleich zu SHR demonstrierte, verhielten sich SHR und SHR-8"WF unter Nx gleich,
dennoch wurde ein signifikant héhere tubulointerstitieller Schadigungsgrad der beiden

signifikant mehr tubulointerstitiellen Schadigungen im

Stdamme in der Nx Gruppe gegeniber den Kontroll Tieren ermittelt. Der Glomerulosklerose-
Index zeigte in der Kontroll-Gruppe fir SHR signifikant niedrigere Werte verglichen mit MWF.
Der konsome Stamm SHR-8"WF lag hier intermediar zwischen den beiden
Parentaltierstammen. Unter Nx allerdings verhielt sich SHR-8""F wie MWF und zeigte eine
signifikant héhere Glomerulosklerose gegentber SHR. Neben einer Albuminurie entwickelte
sich nach der unilateralen Nephrektomie bei SHR eine Glomerulosklerose. Protektive
Effekte, die unter Kontroll-Bedingungen trotz des hohen Blutdrucks diese Art des
Funktionsverlusts unterbinden, konnten den 50%igen Verlust der Glomeruli nicht mehr
kompensieren. Die Widerstandskraft der afferenten Arteriolen sinkt, so dass auf diese Weise
der hohe Blutdruck ins Kapillarnetzwerk des Glomerulums weitergegeben wird
(van Dokkum et al., 2000). Demzufolge ist RNO8 in der Lage eine Albuminurie zu induzieren,
ohne jedoch die GFR zu verringern. Zur Klarung der genetischen Mechanismen, die mit
RNO8 transferiert wurden, muss der glomerulare Filtrationsapparat in seiner Gesamtheit
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betrachten werden. Der glomeruléare Filtrationsapparat setzt sich aus dem endothelialen
Oberflachengewebe, den glomerularen endothelialen Fenstern, der glomerularen
Basalmembran, den Podozytenfortsatzen und dem subpodozytaren Raum zusammen
(Salmon et al., 2009). Reife Podozyten verfligen Uber Zellauslaufer, den sogenannten
FuBfortsatzen, die die Kapillarschlingen der Glomeruli umfassen. Diese FuBfortsatze sind
durch eine porése Schlitzmembran miteinander verbunden und bilden mit der glomerularen
Basalmembran die Filtrationsbarriere des Glomerulums. Podozyten sind mit
Membranproteinen ausgestattet, die ihre Struktur aufrechterhalten und Nahrstoffe aus dem
glomerularen Filtrat zurickgewinnen. Die Podozytenform kann sich durch verschiedene
extazellulare Stimuli schnell und reversibel verandern. lhre Zellmembran enthalt Proteine, die
das Zytoskelett der FuBfortsadtze veranlassen, die Struktur beizubehalten oder zu
modifizieren. Trotz ihrer offensichtlichen Bedeutung fir die glomeruldre Funktion ist nur eine
kleine Anzahl von Podozyten-Membranproteinen zur Zeit identifiziert, wie gp330/megalin, ein
groBer LDL-Rezeptor-abhangiger polyspezifischer Rezeptor, der die Aufnahme von
Lipoproteinen durch den Podozyten reguliert. Ein anderes Beispiel ist Podocalyxin und p5 1.
Weiter wurde das 43-kD groBe Membranprotein Podoplanin beschrieben, welches eine
wichtige Rolle im Aufbau der FuBfortsatze innehat. Bei Podoplaninverlust flachen die
Podozytenfortsatze ab und es kommt zur Proteinurie (Matsui et al., 1998). Dies zieht die
Mdglichkeit in Betracht, dass Podoplanin als Membranprotein ein Kandidat sein kénnte, der
die Podozytenform reguliert. Matsui et al., konnten diese Hypothese untermauern, indem
Ratten mit einzelnen Injektionen von anti-IgG Podoplanin behandelt wurden, dies hatte eine
reversible Abflachung der FuBfortsatze und die Entwicklung einer schweren Proteinurie zur
Folge (Matsui et al.,, 1998). In der MWF-Ratte wurde Uber immunhistochemische
Untersuchungen ein signifikanter Podoplaninverlust gegeniiber der SHR-Ratte festgestellt
(ljpelaar et al, 2007). Korrelationsstatistik zwischen Albuminentwicklung und
Podozytenparameter ergaben eine positive Korrelation zwischen dem Grad der Albuminurie
und dem prozentualem Podoplaninverlust im Glomerulum (ljpelaar et al., 2007). Podozyten
stellen wichtige Bestandteile der glomeruldren Barriere dar, ihr Beitrag zur
Flussikeitsrestriktion und Proteintransport ist jedoch unklar. Es wird angenommen, das
Podozyten der hohen transmuralen Spannung entgegenwirken, die durch den hohen
Perfussionsdruck in den glomeruldren Kapillaren entsteht (Pavenstadt et al., 2003). Des
Weiteren tragen sie vermutlich entscheidend zu den Permeabilitdtseigenschaften des
glomerularen Filters bei (Pavenstadt et al., 2003). Mdglicherweise tUbernehmen Podozyten
auch bei der Reinigung des Filters eine entscheidende Rolle, es ist aber zurzeit nicht
bekannt wie diese Reinigung ausgefuhrt wird (Pavenstadt et al., 2003). Ein Funktionsverlust
der Podozyten kann die erste Stufe zur Entwicklung einer progressiven Nierenerkrankung
sein, die zum totalen Nierenversagen fihrt (Pavenstadt et al., 2003). Podozyten spielen eine
zentrale Rolle in der Entwicklung der Albuminurie, auch wenn die Mechanismen zwischen
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glomerularer Schadigung, Podozytenschadigung und Albuminurie nicht geklart sind. Kirzlich
konnte in Studien der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass RNOS fiir einen Podopalninverlust
bei MWF-Ratten verantwortlich ist (ljpelaar et al., 2007). Durch den Transfer von RNO8 aus
dem MWEF- in den SHR-Hintergrund wurde dieser Podoplaninverlust im Glomerulum
beobachtet, der sich in Form der Albuminurie niederschlagt, zum Podoplaninverlust wurden
keine eindeutigen Hinweise auf eine verminderte GFR oder fibrotische Umbauvorgange im
SHR-8""F.Stamm detektiert. Wahrend unter Kontroll-Bedingungen der TSI von SHR-8""'*
gegenlber SHR signifikant erhdht ist, zeigte sich unter Nx kein Unterschied zwischen diesen
beiden Stdmmen. Zur Theorie der glomerularen Schadigung passt das Bild der GSI, bei der
fir SHR-8"WF unter Kontrolle héhere Werte im Vergleich zu SHR detektiert wurden. In der
Nx-Gruppe zeigten SHR-8""F und MWF eine ausgepragte Glomerulosklerose, die signifikant
héher gegeniber SHR war. Kuhimann et al. konnten zeigen, dass es durch eine unilaterale
Nephrektomie zu einem signifikanten Podozytenverlust pro Glomerulum, mit gleichzeitiger
Hypertrophie der verbleibenden Podozyten kommt (Kuhlmann et al.,, 2003). Es konnte
festgestellt werden, dass durch die Gabe von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 (1,25(0OH)2 D,)
Podozyten eine geringere Schadigung nach Nx aufwiesen und eine verminderte Albuminurie
und Glomerulosklerose bestimmt werden konnten (Kuhlmann et al., 2003). Diese Ergebnisse
legen die Vermutung nahe, dass sowohl ein angeborenes Nephrondefizit, als auch ein
Podozytenverlust mit der Entwicklung einer Albuminurie und der Entstehung der
Glomerulosklerose bei der MWF-Ratte in Zusammenhang stehen kdnnen. Wie die
Arbeitsgruppe in vorherigen Studien demonstrierte, ist RNOG6 fir das Nephrondefizit und die
histologische Veranderungen im Nierengewebe der MWF-Ratte verantwortlich (Schulz et al.,
2003). RNO8 dagegen bt keinen Einfluss auf die untersuchten histologischen Parameter
aus, da der Austausch durch das gesunde RNO8 aus SHR keine Veranderungen der TSI mit
sich brachte (Schulz et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit, konnte jedoch durch den
reziproken Austausch von RNOS8 unter Kontrollbedingungen eine Erhéhung der TSI im
konsomen Stamm im Vergleich zu SHR festgestellt werden. Diese Veranderungen kommen
mdglicherweise durch veranderte interaktionen von Genen zustande, die durch den transfer
des kranken Chromosoms aus MWF in den SHR hintergrund aktiviert wurden.

Esposito et al. demonstrierten in Mausen, dass die Entwicklung der Glomerulosklerose
stammabhéangig sein kann, da selbst Tiere mit 75%igen Verlust der Nephronen keine
Glomerulosklerose entwickelten (Esposito et al., 1999). SHR-8""F demonstrierte in der
vorliegenden Studie eine ahnliche Tendenz zur Glomerulosklerose wie MWF. Auf RNO6
konnte die Ursache eines angeborenen Nephrondefizits festgestellt werden (Schulz et al.,
2007). Fir RNOS8 bleibt die Vermutung, den Grund fur die Entstehung der Albuminurie und
Glomerulosklerose bei einem mdglichen Podozytenverlust zu suchen. Piecha et al. zeigte,
dass nach Nephrektomie von Sprague-Dawley-Ratten diese eine erhéhte Glomerulosklerose
entwickelten, die mit Albuminurie und Podozytenverlust pro Glomerulum einherging, bei
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gleichzeitiger Hypertrophie der verbleibenden Podozyten (Piecha et al., 2008). Allerdings
konnte in dieser Studie, im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, auch
signifikante Blutdruckerhéhungen der Nx-Gruppe beobachtet werden (Piecha et al., 2008).
Diese Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass RNO8 fir die Entstehung der
Albuminurie entscheidend verantwortlich ist. In wieweit Gene auf RNO8 zu einem
Podozyten- bzw. Podoplaninverlust beitragen, muss in spateren Studien eruiert werden.
Yagil et al., untersuchten in SBH/y und SBN/y-Ratten die Hypothese, dass bei beiden
Geschlechtern unterschiedliche Pathomechanismen der Entstehung der Proteinurie
zugrundeliegen (Yagil et al., 2010). Die relativ groBe Anzahl von Kandidatengenen, die
innerhalb jedes Geschlechts identifiziert wurden und die madglicherweise mit der
Pathophysiologie der Proteinurie in Zusammenhang stehen, sind mit vielen weiteren
molekularen Mechanismen verbunden. Kein Pathway war ausschlieBlich oder Gberwiegend
mit der Entwicklung der Proteinurie assoziiert (Yagil et al., 2010). In mé&nnlichen und
weiblichen unilateral nephrektomierten SBH/y konnten 4 Gene auf RNO20 detektiert werden,
die verglichen mit Kontroligruppen von SBH/y und SBN/y differenziell exprimiert wurden
(Yagil et al., 2010). Tubb5 wurde im Glomerulum lokalisiert, C2 im Mesangium des
Glomerulums und in proximalen Tubuluszellen, Ubd in tubuléaren Epithelzellen und Psmb8 im
Glomerulum. Selbst die kleine Anzahl von Kandidatengenen, die in beiden Geschlechtern im
Zusammenhang mit der Proteinurie stehen, scheinen bei einer Vielzahl von zellularen
Funktionen einen Beitrag zu leisten, einschlieBlich der Zellstruktur, Immunitéat und Apoptose.
Wie auch bei anderen komplexen Erkrankungen, scheinen mehrere Gene an der Entstehung
der Proteinurie beteiligt zu sein, die jeweils Uber viele kleine Effekte mehrere
pathophysiologische Vorgange induzieren (Yagil et al., 2010).

Der auf RNO8 befindliche QTL weist eine GréBe von ca. 45 cM auf und enthalt rund 1800
Gene. Diese Region entspricht der syntdnen Region auf Chromosom 15022-15925 des
Menschen. Im angrenzendem Bereich dieser Region auf dem Abschnitt 15g26.3 wird eine
Verkniipfung zur Albuminurie vermutet, die aber mit dem RNO8-QTL nicht kolokalisiert ist
(Schulz et al., 2008).

Das Gen MYH9, auf Chromosom 22 beim Menschen identifiziert, steht in Verbindung mit der
Entwicklung einer hypertensiven Nephropathie (Bostrom et al., 2010). Dieses Gen wird
ebenfalls mit der Entstehung der Glomerulosklerose und Podozytenverlust in Verbindung
gebracht (Bostrom et al., 2010). Polymorphismen von Podocin, alpha-Actinin-4 und TRPC6
scheinen zur Entwicklung einer Glomerulosklerose beizutragen (Bostrom et al., 2010).
TRPC6 befindet sich bei der Ratte auf RNO8 randstandig und liegt damit auBerhalb des QTL
wahrend MYH9 auf RNO?7 kartiert.

MYH9 allein induziert méglicherweise nicht eine signifikante Stérung der Zytoskelettstruktur
des Podozyten. Die Mutation von weiteren Zytoskelett-Komponenten kann erheblich zur
Strukturschadigung der Podozyten und zur Beeintrachtigung seiner Funktion als
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Filtrationsbarriere beitragen. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass durch den Transfer von
RNO8 eine progressiv kontinuierlich ansteigende Albuminurie und die Entstehung von
Glomerulosklerose induziert werden kann. Dies kénnte u. a. mit einem Podozytenverlust
assoziierte sein. Bei TRPC6 handelt es sich um ein interessantes Gen auf RNOS8, dessen
potentielle differenzielle Expression einen mdglichen Aufschluss bezuglich des
Zusammenhangs zwischen Glomerulosklerose und Podozytenverlust gibt. Wie oben
beschrieben, wird MYH9 ebenfalls in Verbindung mit Glomerulosklerose und
Podozytenverlust gebracht.

Aufgrund der Ergebnisse des hier untersuchten Tiermodells ist es méglich, dass diese Gene
eine nicht unwichtige Rolle bei Geninteraktionen spielen, die mdglicherweise zur Induktion
der komplexen Mechanismen der Albuminurie fihren. In weiterfiihrenden Studien kénnen
Uber Realtime-PCR- oder Microarray-Analysen diese aus der Literatur bekannten Gene auf
differenzielle Genepression analysiert werden, um so potentielle Kandidatengene auf RNO8
zu identifizieren bzw. zu bestatigen.

Mit Hilfe der fur die Entwicklung einer Albuminurie konfirmierten Kandidatengene besteht die
Mdglichkeit, neue Therapieansatze zu schaffen, die gezielt in ursachliche Pathways
eingreifen, um Genaktionen zu blockieren, die die Pathomechanismen der Albuminurie
aktivieren.
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5 Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der Albuminurie ist polygenetisch determiniert und geht mit renalen
Endorganschaden und einem erhéhten kardiovaskularen Risiko beim Menschen einher. Des
Weiteren ist die Albuminurie als méglicher Pradiktor von arteriosklerotischen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen in nicht-diabetischen Individuen bekannt und kann eine generalisierte
vaskulare endotheliale Schadigung reflektieren. Die primare Hypertonie wiederum erhdht das
Risiko, chronische Nierenerkrankungen zu entwickeln. Eine adaptive Reaktion auf erhéhten
Blutdruck ist die vermehrte Stickstoffmonoxid (NO) Produktion, die praventiv gegen
Endorganschaden vorbeugt. Ein Defizit oder Verlust von NO fihrt wiederum zu
Bluthochdruck und Nierenschaden.

Die MWF-Ratte stellt ein genetisches Inzuchtmodell dar, das neben einem angeborenen
Nephrondefizit von 30-50%, eine spontane Albuminurie, eine moderate Hypertonie und eine
endotheliale Dysfunktion entwickelt. In vorangehenden Studien wurden wichtige Albuminurie-
QTL (Quantitative Trait Loci) auf Rattenchromosom (RNO)6 und RNOS8 identifiziert. Durch
den Transfer von RNO6 und RNO8 aus dem nierengesunden SHR-Stamm in den
isogenetischen MWF-Hintergrund konnte die Albuminurie jeweils deutlich gesenkt und die
strukturellen Nierenschaden reduziert sowie das Nephrondefizit eliminiert werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu ermitteln, ob mittels eines reziproken Ansatzes QTL
auf RNO6 und RNO8 in der Lage sind einen Albuminurie-Phanotyp im isolierten,
albuminurieresistenten Hintergrund der SHR-Ratten zu induzieren. Um die Suszeptibilitat
von Nierenschaden zu untersuchen, wurde zwischen der 6. und 24. Woche (Studie A) eine
Gruppe der Parentaltiere MWF und SHR und der konsomen Stamme SHR-6""F und
SHR-8""F mit normalem Wasser (Kontrolle), eine zweite Gruppe mit 20 mg/l N°-nitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME) behandelt und eine dritte Gruppe wurde unilateral
nephrektomiert (Nx). Aufgrund einer hohen Letalitdt bei parentalen SHR und konsomen
SHR-6""F unter L-NAME-Behandlung vor Erreichen der 24. Woche, wurde die Studie von
der 6. - 12. Woche wiederholt (Studie B).

In der bis zur 24. Woche gefilhrten Studie A zeigte sich, dass SHR und SHR-6""F eine
ausgepragte L-NAME Sensitivitat mit Todesfolge entwickelten, wahrend MWF und SHR-8""F
die Behandlung mit dem NO-Inhibitor ohne Ausfalle tolerierten. Im Verlauf der Studie A
demonstrierten SHR- und SHR-6"WF-Tiere unter L-NAME Behandlung ein stark
beeintrachtigtes Allgemeinbefinden das mit torti collis, Manegebewegung und hoher
Mortalitat zwischen der 12. und 15. Woche einherging. Der Parentalstamm MWF wie auch
der konsome Stamm SHR-8""F zeigten hingegen keine Beeintrachtigung und tolerierten die
L-NAME-Behandlung bis zum Studienende in der 24. Woche. MWF entwickelte bis zur 24.
Woche in der Kontrollgruppe einen signifikanten progressiven Anstieg der Albuminurie
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gegenilber den albuminresistenten SHR und den konsomen Stammen SHR-6""F und
SHR-8""F. Der konsome Stamm SHR-8""'F zeigte unter Kontrollbedingungen spontan einen
signifikanten Anstieg der Albuminurie im Vergleich zu SHR. Die Stamme MWF und
SHR-8"F entwickelten signifikant erhdhte Albuminurie-Werte in der L-NAME Gruppe
verglichen mit der Kontrolle in der 24. Woche.

In der 12. Woche der Studie B konnten mit Studie A vergleichbare Ergebnisse der
Albuminbestimmung generiert werden. SHR und SHR-8"F zeigten in Studie B erneut nur
eine milde Erhdéhung der Albuminurie gegeniiber der Kontrollgruppe, wihrend SHR-6""F
und MWEF eine signifikant héhere Albuminausscheidung gegentber der Kontrolle
demonstrierten. Durch den Transfer von RNO6 erhéhte sich nicht nur die
Albuminausscheidung unter L-NAME im Vergleich zur Kontrolle fir SHR-6""F und SHR, es
entwickelte sich zudem eine hohe Variabilitat der Einzelwerte im konsomen Stamm
SHR-6"F. Durch den Transfer von RNO8 dagegen erreichte die Kontrollgruppe von
SHR-8"F signifikant héhere Albuminwerte verglichen mit SHR. Desweiteren zeigten die
konsomen Stamme SHR-6"WF und SHR-8"WF signifikant mehr tubulointerstitielle
Schadigungen unter L-NAME gegenulber der Kontrolle, wahrend SHR und MWF nur milde
tubulointerstitielle Schadigungen unter L-NAME Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe
entwickelten. Der systolische Blutdruck war bei SHR, SHR-6""F und SHR-8""' signifikant in
der 12. Woche unter L-NAME-Behandlung verglichen mit der Kontrolle erhéht. Im MWF-
Stamm konnte kein signifikanter Unterschied der Blutdruckwerte zwischen Kontroll- und
L-NAME Gruppe ermittelt werden, jedoch zeigte dieser Stamm in beiden Gruppen signifikant
niedrigere Blutdriicke gegenliber den Ubrigen drei Stammen.

Fir SHR-6""F konnte in der Kontroll- und Nx-Gruppe keine Albuminurie ermittelt werden. In
der 18. und 24. Woche wurden dagegen unter Nx signifikant niedrigere Alouminwerte im
Vergleich zu SHR bestimmt. Kontrastierend zeigte SHR-8""F unter Kontroll- wie auch unter
Nx-Bedingungen eine spontane Albuminurieentwicklung, die signifikant héher gegenlber
SHR war, wahrend der Blutdruck in der Nx-Gruppe jedoch deutlich niedrigere Werte
erreichte. Bei der histologischen Beurteilung der Niere wiesen SHR-8"F- und MWF-Tiere in
der Kontrollgruppe eine signifikant erhéhte Glomerulosklerose im Vergleich zu SHR auf,
wahrend unter Nx nur MWF signifikant héhere Werte gegenliiber SHR demonstrierte.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass MWF-RNO6 im isolierten SHR
Hintergrund nicht in der Lage ist eine Albuminurie unter basalen Bedingungen bzw. unter
50%iger Reduktion der Glomeruli zu induzieren. Nach chronischer NO-Blockade wiesen
SHR-Tiere trotz erhdhtem Blutdruck keine Albuminurie auf. Im Gegensatz dazu konnte beim
konsomen Stamm SHR-6""F durch NO-Blockade ein Albuminurie-Phanotyp mit erhéhten
Blutdruckwerten ermittelt werden. Diese Ergebnisse lassen neben dem konfirmierten QTL fir
Albuminurie auf RNO6 einen mdglichen zweiten QTL vermuten, der durch die chronische
NO-Blockade induziert wurde und unabhangig agiert. Im Gegensatz dazu tolerierten
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SHR-8"™F und MWF die L-NAME-Behandlung wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraums. In der vorliegende Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden,
dass der isolierte Einfluss des QTL auf RNO8 eine spontane Albuminurie und
Nierenschaden in einem nierengesunden Hintergrund wie dem des SHR-Stamms unter
basaler als auch 50%iger Nephronreduktion induzieren konnte. Eine NO-Inhibition nahm
hingegen keinen Einfluss auf den Phanotyp.

Die Ergebnisse belegen, dass unter NO-Inhibition ein oder mehrere Gene auf RNO6 zur
Entwicklung der Albuminurie fihren. RNO8 dagegen agiert véllig unabhangig von
genetischen Faktoren des MWF-Hintergrunds und ist in die Entwicklung der Alouminurie und
struktureller Nierenschaden im isolierten SHR-Hintergrund involviert.

In weiterfiihrenden Studien soll die Pathophysiologie der Albuminurie und der Nierenschaden
im MWF-Stamm weiter geklart werden.
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6 Summary

Characterization of the genetic basis of albuminuria and renal
damage in the Munich Wistar Fromter (MWF) rat.

Albuminuria is an important polygenetic quantitative trait indicating renal target organ
damage and an increased cardiovascular risk in humans. Furthermore, primary hypertension
is a risk factor for the development of albuminuria and chronic kidney disease. Elevated
blood pressure values may lead to a compensatory increase in nitric oxide (NO) production,
which protects against end organ damages. In contrast, a reduction in NO availability leads
to higher blood pressure and kidney damage.

The Munich Wistar Fromter (MWF) rat is an inbred genetic model that develops spontaneous
and progressive albuminuria, moderate hypertension, a congenital nephron deficit of 30-
50%, and endothelial dysfunction. Previous studies showed that in MWF rats albuminuria
development is determined by an interaction between multiple quantitative trait loci (QTL).
Replacement of two major loci on rat chromosome 6 (RNOG6) or 8 (RNO8) leads to a marked
suppression of early onset albuminuria in these animals. The aim of this study was to test
whether QTL on RNO6 and RNOS8 are capable of inducing the albuminuria phenotype in
albuminuria-resistant SHR rats after isolation from the permissive disease background in
MWE. In order to analyse the susceptibility to renal damage, one set of parental MWF and
SHR and the consomic strains SHR-6""F and SHR-8"F was treated with normal tap water
(Sham), while a second set was treated with 20 mg/l N®-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) between 6 and 24 weeks of age, respectively, while a third set was unilaterally
nephrectomised (Nx) (study A). Because of premature deaths of parental SHR and consomic
SHR-6""F under L-NAME treatment before the scheduled end of the observation period at
week 24, the study was repeated between 6 and 12 weeks of age (study B).

In response to L-NAME until week 24 (study A) the overall condition of SHR and SHR-6""*
rats were markedly impaired and they demonstrated premature death between week 12 and
15. In contrast, MWF and SHR-8""'F rats tolerated the L-NAME treatment between 6 and 24
weeks of age. Sham treated MWF developed a significant increase in UAE up to week 24
compared with albuminuria-resistant SHR and consomic SHR-6""F and SHR-8"WF. In
response to L-NAME MWEF exhibited mean UAE levels that were significantly higher

compared with Sham. Consomic SHR-8""'F

animals demonstrated a significant increase of
albuminuria in the Sham group compared to SHR Sham. Under L-NAME treatment UAE in
MWF and SHR-8 " increased significantly compared to Sham in week 24.

At 12 weeks of age (study B), UAE levels were comparable with the data obtained in study A.
In study B, UAE under L-NAME treatment in SHR and SHR-8""F were still low and only

slightly higher compared with Sham, while SHR-6""F and MWF exhibited significant higher
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UAE levels compared to Sham. Transfer of RNOG6 resulted in significantly higher UAE values
demonstrating a large variability in SHR-6""'F L-NAME compared with SHR-6""" Sham and
L-NAME-treated SHR. Transfer of RNO8 resulted in a significant higher mean UAE level in
the Sham group of SHR-8"F compared with SHR Sham. Furthermore, SHR-6""F and
SHR-8"F showed significantly increased tubulo-interstitial damage in the L-NAME group
compared with Sham, while SHR and MWF only exhibited low or no change of tubulo-
interstitial damage under L-NAME treatment compared to Sham. Systolic blood pressure
(SBP) revealed a significant increase of SBP at 12 weeks of age in L-NAME treated SHR,
SHR-6""F and SHR-8""F compared to Sham. MWF under L-NAME treatment showed no
significant changes in blood pressure vales compared to Sham, but significantly lower SBP
compared with the other strains in both the Sham and the L-NAME group.

SHR-6M"F exhibited no albuminuria under Sham and Nx conditions. However, UAE was
significantly lower in week 18 and 24 of age compared to SHR in the Nx group. In contrast,
SHR-8"F developed a significant increase in albuminuria under Sham and Nx conditions,
with significantly higher values compared to SHR. In contrast, SBP of SHR-8""F Nx was
markedly lower. SHR-8""F and MWF showed a significantly increased glomerular damage
index compared to SHR in the Sham treated group, while under Nx only MWF exhibited
significant glomerular damages compared to SHR.

Taken together the results demonstrate that isolation of the RNO6 QTL by transfer from
MWEF into the SHR background is not capable of inducing an albuminuria phenotype during
normal conditions or after 50% nephron reduction. After NO inhibition, normal SHR rats
showed no albuminuria, although SBP was increased in these animals. In contrast, in

response to NO inhibition consomic SHR-6""F

exhibited an albuminuria phenotype. Thus,
transfer of MWF-RNOG6 into SHR influences albuminuria and blood pressure development
during NO inhibition. This suggests that these genetic mechanisms are probably different
from the QTL responsible for the induction of albuminuria identified on RNO6 in the MWF
strain. In contrast, SHR-8""'F and MWF animals tolerated treatment with L-NAME during the
entire observation period. Moreover, this study shows for the first time the induction of
spontaneous albuminuria and renal damage by transfer of albuminuria QTL on RNOS8 into a
resistant recipient background in a consomic rat strain under both normal conditions and
50% nephron reduction, but not under NO inhibition. These findings demonstrate that one or
more genes on RNOG6 contribute to the development of albuminuria during NO inhibition.
Moreover, genes on RNO8 act independently of other genetic factors and were involved in
the pathophysiology of both albuminuria and structural kidney damage in the SHR
background. Further studies should elucidate the pathophysiology of albuminuria and renal

damage in the MWF rat strain.
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der Kontroll- und L-NAME -Gruppe

Tab. 4 Phanotypische Charakterisierung der Stamme SHR, SHR-8"WF und MWF der
Kontroll- und Nx-Gruppe

7.3 Abkiurzungen

° Grad

% Prozent

A. Arteria

Abb. Abbildung

ADH Adiuretin

Ang Angiotensin

ANOVA Analysis of variance
Aqua bidest. Aqua bidestillata
BC-Generation Backcross-Generation
bzw. beziehungsweise

C Celsius

ca. cirka

cDNA Cyclic DANN

cM Centimorgan

Coll 3 Kollagen 3

Cr Cycle Treshold

D Delta

DNA Desoxiribunukleinacid
E Expression
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Verzeichnisse

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
eNOS endotheliale Stickoxidsynthase
etal. et alia

F forward

F1-Generation 1. Filialgeneration
F2-Generation 2. Filialgeneration

iNOS induzierbare Stickoxidsynthase
nNOS neuronale Stickoxidsynthase
cGMP Cyclic Guanosinmonophosphat
GTP Guanosintriphosphat

GFR Glomarularefiltrationsrate

GSI Glomeruloskleroseindex

h Stunde

HE Hamatoxylin-Eosin

kg Kilogramm

KG Kérpergewicht

KIM 1 Kidney Injury Molecule 1

L Liter

LOD Logarithmic odd ratio

L-NAME NC-Nitro-L-Arginin-Methylester
mmHg Milimeter Quecksilberséule

min Minuten

mRNA massager RNA

MWF Munich Wistar Fromter

N. Nervus

NaCl Natriumchlorid

NGAL Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin
nm Nanometer

nM nano Mol

n. u. nicht untersucht

NXx Nephrektomie

PAS Periodic Acid Schiff

PBS Phosophate buffered saline
PBGD Porphobilinogen deaminase
PCR Polymerase Chain Reaction
QTL Quantitative Trait Loci

RAS Renin-Angiotensin-System
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Verzeichnisse

RAAS
RNA
RNO
ROS
RT
S. C.
sec
SHR
Tab.
TAE
TSI
u. a.
UAIb
Upm

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Ribunukleinacid

Rattus norvegicus

Reaktive Oxygen Species
Raumtemperatur

sub cutan

Sekunden

Spontanues Hypertensive Rat
Tabelle

Tris-Acetat-EDTA
Tubulointerstitielle Schadigung
unter anderem

Albumin gemessen im Urin
Umdrehungen pro Minute
Vena

Woche

7.4 Tierversuchsantragsnummer

G 0278/07
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