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ABSTRACT

Hypertension affects a large part of the human population across the world and is associated
with the development of cardiovascular morbidity and mortality. The chronic elevation of
blood pressure is regarded as a multifactorial complex disease caused by both genetic and
environmental factors. Despite the progress in the field of genetic and genomic research, the
genetic determinants of hypertension are largely unclear. This work investigates the role of a
naturally genetic variant occurring in rat models that mirrors phenotypically the
insertion/deletion (I/D) polymorphism in intron 16 observed in humans. This work also
explains its regulating influence on the angiotensin-converting enzyme (ACE) gene (Ace in
rat) expression. To this end, we established a novel congenic rat strain termed
SHRSP.WKY-Acepioratta2-p10rat12) from stroke-prone spontaneously hypertensive (SHRSP)
rats where a chromosomal fragment of rat chromosome 10 was replaced by the Wistar-
Kyoto (WKY) rat locus. Specific hypertensive rat strains selectively bred over several
generations are suitable to overcome the limitations inherent to functional genetic studies in
human populations. By comparison of blood pressure, plasma ACE activity, tissue ACE
messenger RNA (mRNA) and enzyme activities in kidney, lung, and left ventricle (LV) of the
heart in adult animals, we showed that a genetically determined high ACE expression linked
to WKY Ace remains unchanged in the hypertensive background of SHRSP.WKY-
Acepioratia2-D10Rat12). 1hus, a significant twofold increase in plasma ACE activity compared to
SHRSP was observed in the congenic strain (p<0.05). Likewise, the elevated tissue ACE
mRNA expression and the enzyme activity in kidney, lung, and LV observed in WKY
compared to SHRSP rats was also observed in the congenic strain (SHRSP.WKY-
Acepioratia2-D10rati2) VS. SHRSP, p<0.05). In contrast, both systolic and diastolic blood
pressure were not different between SHRSP.WKY-Ace p1orati42-p10rat12) and SHRSP. Based
on these results and due to analysis of angiotensin in LV tissue and renin in plasma, the
induction of compensatory mechanisms is proposed, where a possible pathway relies on
buffering properties of the renin-angiotensin system by a downregulation of angiotensin | and
renin concentrations in congenic animals. This observation is in keeping with the finding that
development of spontaneous hypertension in SHRSP.WKY-Acepiorat142-D10rat12) IS Not
affected and aggravated despite a higher ACE expression. Although the mechanisms
underlying the compensatory mechanisms in the congenic SHRSP.WKY-Ace p1oratt42-D10Rat12)
strain remain to be elucidated this work clearly demonstrates that fairly hypertensive SHRSP

rats can cope with an inborn twofold increase of ACE expression in plasma and tissue.



ZUSAMMENFASSUNG

Die essentielle arterielle Hypertonie stellt eine komplexe und multifaktorielle Erkrankung mit
sehr hoher Pravalenz dar, welche dem Einfluss einer polygenen Veranlagung als auch
diverser Umwelteinflisse unterliegt und mit Folgeerkrankungen kardiovaskularer, renaler
und zerebrovaskularer Art assoziiert ist. Fur die Aufklarung der genetischen Ursachen der
Hypertonie ist der Insertions-Deletions-(I/D)-Genpolymorphismus auf Intron 16 des fur die
Expression des ACE (Angiotensin-Converting-Enzym) verantwortlichen Gens beim
Menschen von Bedeutung und ein zentraler Gegenstand der modernen kardiovaskularen
Forschung. Im Rahmen dieser Dissertation wurde zur Untersuchung der Bedeutung der
ACE-Genexpression im Zusammenhang mit arterieller Hypertonie ein neuer kongener
Rattenstamm SHRSP.WKY-Acep1orat142-D10rat12) €tabliert. Dieser wurde gekreuzt aus einem
hypertensiven Rattenstamm (stroke prone hypertensive rat, SHRSP) als Akzeptor und
einem normotensiven Rattenstamm (Wistar Kyoto rat, WKY) als Donor, der Uber eine
genetisch erhohte ACE-Genexpression verfugt. Dabei wurde der Ace-Locus, der sich auf
Chromosom 10 befindet, vom normotensiven WKY-Stamm auf den hypertensiven SHRSP-
Stamm Ubertragen. In der phanotypischen Analyse besitzt der kongene Stamm eine
zweifach hohere ACE-Aktivitat im Plasma und in den pulmonalen, renalen und kardialen
Geweben sowie eine zweifach erhohte ACE-mRNA-Expression in der Lunge, in der Niere
und im linken Ventrikel vergleichbar dem WKY-Stamm. Zudem verflgt der kongene Stamm
Uber die hypertensiven Eigenschaften des SHRSP-Stammes. Diese Unterschiede sind
signifikant zum jeweils anderen Parentalstamm (p<0,05). Die erhdhte ACE-Genexpression
im linken Ventrikel fuhrte im kongenen Stamm in Kombination mit niedriger Ang I-und
Plasmareninkonzentration zu vollstandiger Kompensation und damit nahezu gleichwertigen
Ang lI-Konzentrationen. Es kommt im kongenen Stamm durch die Ubertragung des Ace-
Locus von WKY auf den hypertensiven Hintergrund der SHRSP zur keiner statistisch
signifikanten Veranderung der ACE-Genexpression in allen untersuchten Geweben im
Vergleich zum WKY-Parentalstamm und zu keiner statistisch signifikanten Veranderung des
Bluthochdrucks im Vergleich zum SHRSP-Parentalstamm. Die Ergebnisse stitzen die
Annahme ausgepragter homdostatischer Effekte innerhalb des Renin-Angiotensin-Systems
(RAS). Die Kompensationsmechanismen innerhalb des RAS tragen dazu bei, dass es trotz
einer durchschnittlich verdoppelten ACE-Genexpression zu keiner weiteren Erhéhung der

spontanen Hypertonie bei den kongenen Tieren kommt.
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1. EINLEITUNG

1.1 Die arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie (Bluthochdruck, nachfolgend vorwiegend als Hypertonie
bezeichnet) beschreibt die chronische Erhdhung des Blutdrucks. Sie betrifft 20 bis
30 Prozent der Weltbevolkerung (Kearny et al., 2005), wobei die Bundesrepublik
Deutschland im internationalen Vergleich mit einer Pravalenz von 55 Prozent eine
Spitzenposition erreicht (Wolf-Maier et al., 2003). Hypertonie ist Uberwiegend ein
Problem der fortschrittlichen Industrienationen, da vorrangig Personen im Alter ab etwa
45 Jahren aus schwacheren und mittleren sozialen Schichten betroffen sind (Lawes et
al., 2008). Manner unterscheiden sich deutlich von den Frauen. Obwohl jingere Frauen
zwar seltener einen erhdhten Blutdruck etwickeln als Manner, kehrt sich das Verhaltnis
im Alter jedoch um. Sie sind dann auch starker von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
betroffen (Tschaftary und Oertelt-Prigione, 2014).

Hypertonie begunstigt die renale, kardio- und zerebrovaskulare Morbiditat und Mortalitat.
Im globalen Mal3stab sind 13,5 Prozent aller Todesfalle, 54 Prozent der Schlaganfalle
und 47 Prozent der ischamischen Herzerkrankungen auf erhdhten Blutdruck
zuruckfihrbar (Lawes et al.,, 2008). Typische, auf chronischen Bluthochdruck
zurickgehende Erkrankungen sind beispielsweise die Koronare Herzkrankheit (KHK),
Hypertonie-bedingte  Herzinsuffizienz und zerebrovaskulare sowie periphere
Gefalierkrankungen. Weitere Endorganschaden betreffen die Herzhypertrophie und
Nephrosklerose (Collins und MacMahon, 1994; Mosterd et al., 1999). Im Allgemeinen
liegt eine Hypertonie vor, wenn der Blutdruck 139 mmHg (systolisch) oder 89 mmHg

(diastolisch) oder beide Schwellenwerte gemeinsam Uberschreitet (=140/90 mmHg).

In Abhangigkeit der atiologischen Entwicklung wird zwischen primarer (essentieller) und
sekundarer Hypertonie unterschieden. Die primare Hypertonie ist vorherrschend und
umfasst Spielarten, deren Pathomechanismus nicht identifiziert werden kann und daher
lediglich einer symptomatischen Behandlung zuganglich ist. Dagegen liegt der
sekundaren Hypertonie eine bekannte Ursache zugrunde. In diesen Fallen kann der
Blutdruck haufig durch gezieltes und rechtzeitiges therapeutisches Eingreifen
normalisiert werden. Die sekundare Hypertonie liegt nur in 5 bis 10 Prozent der Falle vor

(Ganten und Ritz, 1998) ist aber bei der Diagnose als Ausschlusskriterium hilfreich.
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Ein Grund fur die Unsicherheiten sind die zahlreichen und divergierenden Einflisse auf
den Blutdruck.

Die Abbildung 1 zeigt ein vereinfachtes Schema der Blutdruckregulation: Die Aktivitat
der barorezeptorischen Afferenten (1) wird zentralnervdos durch Vagus (2) und
Sympathikus (3) beantwortet. Neurohormonale Informationen beeinflussen u. a. das
Renin-Angiotensin-System, den Wasser-Salz-Haushalt (4), das Herzzeitvolumen und
den peripheren Widerstand. Der arterielle Blutdruck (5) schlie3t den Regelkreis (Peters,
2008).

Zentralnervensystem

4

r N

Kardialer l—, | Efferenter . J
Vagus Sympathikus — Reﬂmk

I v @

Angiotensin

5 Arterieller

orhod s H* Renale Na*- & Aldosteron 1

H,0-Exkretion " | Mineralkortikoide

TPW | T
V +
Hev o \VanBser Rickstrom I asnpressmlc
SV i
Blutvolumen
Herzfrequenz < — VJasser.
L&ﬂi‘.l’.l.ﬂhﬂ.l:‘ Haushalt

Abb. 1: Darstellung zur Blutdruckregulierung beim Menschen, HZV, Herzzeitvolumen;
SV, Schlagvolumen; TPW, totaler peripherer Widerstand (Peters, 2008)

Zur medikamentdsen Behandlung der arteriellen Hypertonie stehen 5 Substanzklassen
als Medikamente der ersten Wahl zur Auswahl, die ein breites Therapiespektrum
ermdglichen. So kdnnen die Vertreter dieser Substanzklassen auch miteinander
kombiniert werden, um eine starkere Senkung des Blutdrucks zu erzielen. Da eine
Monotherapie oftmals nicht ausreicht, betonen die nationalen und internationalen
Leitlinien die Notwendigkeit zur Kombination von zwei oder mehr Praparaten bei
Hochrisikopatienten (Deutsche Hochdruckliga e.V. DHL®, 2014).
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1.2 Das Renin-Angiotensin-System

1.2.1 Eigenschaften und Funktion

Bei der Regulierung des Blutdrucks und der physiologischen Elektrolytbilanz spielen das
Renin-Angiotensin-System (RAS) und seine Komponenten eine zentrale Rolle (Abb. 2).
Der Regelkreis ist seit Ende des 19. Jahrhunderts bekannt, doch wird er nach wie vor
immer noch unzureichend verstanden (Cat und Touyz, 2011; Zhuo und Li, 2011).
Traditionell wird das RAS als endokrines System aufgefasst, das von der Kontrolle durch
Renin und von der Wirkung des Angiotensins Il und des Typ-1-Rezeptors AT;
beherrscht wird. Detaillierte graphische Ubersichten zum RAS finden sich bei Smithies
et al., 2000, Agata et al., 2006 und Bérard et al., 2014.

Renin ist ein Vertreter aus der Reihe der Proteasen (C-N-Hydrolasen). Das Enyzm wird
in den Zellverbanden des juxtaglomerularen Apparats der Niere sezerniert. Die
Voraussetzung dafir ist ein vorausgehender Abfall des Blutdrucks, worauf die
Barorezeptoren der arteriellen Nierengefal’e die Ausschittung des Renins einleiten. Die
Na*-Konzentration im distalen Tubulus spielt dabei eine Schliisselrolle. Im ersten Schritt
der Kaskade spaltet Renin katalytisch eine Leucin-Leucin-Bindung im aus der Leber
stammenden Plasmaprotein Angiotensinogen, wodurch das physiologisch inaktive
Dekapeptid Angiotensin | (Ang |) freigesetzt wird. Die Abspaltung von zwei Aminosauren
aus Ang | durch Einwirkung von ACE (s. u.) fuhrt zum physiologisch wirksamen
Angiotensin Il (Ang Il). Ang Il wirkt starker vasokonstriktorisch als Noradrenalin
(Auterhoff, Knabe und Holtie, 1999, S. 517) und kurbelt in den Nebennieren die
Produktion von Aldosteron an, das die tubulare Ruckresorption von Natrium begunstigt.
Ang Il und andere grundlegende RAS-Bestandteile werden in geringem Umfang auch im
Herzen exprimiert (Morgan et al., 1994). Durch systemische Zirkulation wird Ang Il im
peripheren Gewebe verbreitet und kann seine vielfaltige biologische Aktivitat Gber zwei
heterotrimere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-protein-coupled receptors, GPCR),
AT4 (Ang Il Typ I-Rezeptor) und AT, (Ang Il Typ lI-Rezeptor) entfalten. Die Bindung von
Ang Il an den AT+- oder AT,-Rezeptor hat gegenteilige und damit sehr unterschiedliche
Konsequenzen (Levy, 2005). Fir die Entwicklung von Bluthochdruck ist die Bindung an
den AT-Rezeptor ausschlaggebend, da alle hierfir notwendigen Parameter
(Blutvolumen, Vasokonstriktion/Gefaldverengung, Herzkontraktion) beeinflusst werden
(Bérard et al., 2014).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der ersten molekularen Schritte der Renin-
Angiotensin-Kaskade und Effekte von ACE durch Bildung von Ang Il und Aktivierung der
AT4- und AT,-Rezeptoren. Spaltung von Angiotensiogen zu Angiotensin | durch Renin,
weitere Spaltung von Ang | zu Ang Il durch ACE, gleichzeitig spaltet ACE Bradykinin in

seine inaktiven Fragmente (rechts).

Der ATq-Rezeptor ist im Vergleich zu seinem Komplementar AT, der (patho-)
physiologisch wirksamere. Es ragen die vasokonstriktorischen und
proliferationsfordernden Effekte hervor (Verheijen et al., 2004). Ang Il vermittelt Gber den
AT -Rezeptor neben einer Vasokonstriktion der Blutgefal’e eine Stimulierung der
Aldosteron- und Adrenalinfreisetzung in der Nebenniere und die Freisetzung von ACTH
und Vasopressin in der Hypophyse. Es folgt eine Natrium- und Wasserretention und
eine Minderung der glomeruldren Filtrationsrate, womit ein Durstgefihl einhergeht und
AT -Rezeptoren im Hypothalamus stimuliert werden. Die chronische Stimulierung dieser
Rezeptoren fuhrt zur Proliferation der glatten Muskelzellen und Myozyten, zu vaskularer
und kardialer Hypertrophie, Nephrosklerose und endothelialer Dysfunktion (Schelling et
al., 1991; Verheijen et al., 2004). Der AT2-Rezeptor ist hinsichtlich der Primarstruktur
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(Aminosauresequenz) nur zu 34 Prozent dem AT -Rezeptor homolog (Cat und Touyz,
2011). Seiner mutmalllich nachgeordneten Bedeutung entsprechend wird der
AT,-Rezeptor in vergleichsweise geringen Mengen im Organismus gefunden. Die
Expression wird durch pathologische Vorgange stimuliert - neben Hypertonie sind das
auch Nieren- und Herzversagen sowie Diabetes (Cat und Touyz, 2011). Die
Stimulierung des AT,-Rezeptors induziert Vasodilatation, Natriurese und Apoptose, was
uber eine Stimulierung von NO und cGMP vermittelt wird (Savoia et al., 2006; Yayama
und Okamoto, 2008).

Ratte und Maus verflgen im Vergleich zum Menschen Uber zwei zusatzliche
AT4-Rezeptorsubtypen AT, und AT, (Sasamura et al., 1992). Diese beiden Rezeptoren
sind bezuglich ihrer Primarstruktur zu 95 Prozent und bezuglich ihrer Nukleotid-Basis zu
92 Prozent identisch. Sie unterscheiden sich durch ihr C-terminales Ende (Manaka et
al., 2011). Pharmakologisch sind beide Subtypen nicht zu unterscheiden, da die
Bindung von Liganden und die Signaltransduktion einen ahnlichen Verlauf nehmen
(Manaka et al., 2011). Gleichwohl unterscheiden sie sich bezuglich der Verteilung im
Gewebe, da sie Produkte unterschiedlicher Gene (Agtria, Agrt1b) sind und
dementsprechend eine unterschiedliche Expression und Regulierung erfahren (Iwai und
Inagami, 1992; Sasamura et al., 1992; Yoshida et al., 1992). Der AT,-Rezeptor ist in
den meisten Organen vorherrschend, wahrend der ATq,-Rezeptor vor allem in der
Nebenniere und der Hypophyse zu finden ist (Burson et al., 1994, Premer et al., 2013).
Fir den ATq,-Rezeptor gibt es im Menschen keine Entsprechung, gleichwohl aber fur
den AT ,-Rezeptor (Manaka et al., 2011). Die Pharmakologie der Ang II-Rezeptoren,
speziell in der Niere, ist eingehender untersucht worden (de Gasparo und Levens, 1994;
de Gasparo et al., 2000). Das RAS wurde lange Zeit als linearer Prozess aufgefasst. Zu
der klassischen Kaskade des ACE existieren allerdings parallele Wege (Abb. 3). Neuere
Ergebnisse erfordern daher eine Adaption und Verfeinerung der klassischen
Vorstellungen. Mit den Methoden der modernen Molekulargenetik nahm das Wissen
Uber die ACE-Expression und die Blutdruckregulierung deutlich zu; beispielsweise
wurde mit der Entdeckung von ACE2 ein moglicher Komplementar zum herkdmmlichen
ACE gefunden. So wandelt ACE2 Ang | zum vasoldilatierend wirkenden Ang 1-9 um
(Kamilic et al., 2010) und Ang Il zu Ang 1-7 (s. u.). Desweiteren wird die Bildung von
Ang Il auch durch Cathepsin G oder durch die hauptsachlich im Herzen vorkommende
Serinprotease Chymase katalysiert (Urata et al., 1996). Zu den weiteren wichtigen

aktiven Metaboliten der Angiotensine zahlt Ang 1-7. Die Bildung von Ang 1-7 erfolgt
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entweder aus Angiotensin | durch die Endopeptidase Neprylisin oder aus Angiotensin |l
durch ACEZ2. Durch die Anbindung an seinen Ang 1-7 Rezeptor kommt es u. a. zu
Vasodilatation und Natriurese. Ang 1-7 hat im Gegensatz zu Ang |l eine
kardiorenalprotektive Wirkung durch Bindung an den MAS-Rezeptor. Ang 1-7 wird durch
ACE in verschiedene inaktive Metabolite gespalten z. B. Ang 1-5 oder Ang 1-4.
Ebenfalls zu den wesentlichen Neuerungen zahlt die Identifizierung eines Renin-
Prorenin-Rezeptors, von Ang Il abgeleitete funktionelle Peptide (Ang 1 bis Ang 12) und
der Umstand, dass das RAS nicht auf die Niere beschrankt ist (Cat und Touyz, 2011;
Bérard et al., 2014).

Angiotensinogen ]

[ Angiotensin 1-12 ] Renin m

Endopeptidase

Angiotensin | Angiotensin 1-9

Chymase
Cathepsin G
Angiotensin Il

[ Angiotensin 1-7](—[ ACE 2 ]——[ Angiotensin Il Anglotensin 1\
( Angiotensin (1-7)R ] | ATR1 | [ ATR2 | [ ATR3 | [ ATR4 |
Inhibition
von MAP Vasodilatation Vasokonstrlktlon Antiproliferation Unbekannt Plasminogen-
Kinase- Natriurese Natriumretention Vasodilatation Aktivator-
Phosphatase- Antiproliferation  Proliferation A Apoptose A Inhibitor-1 A
Weg Thrombosegefahr

Abb. 3: Einfluss Ubergreifender Komponenten und deren Zusammenhange im Renin-
Angiotensin-System (RAS). Klassischer Weg von Angiotensinogen zu Angiotensin | und
Il (ATq-Rezeptor) durch Renin und ACE und bekannte Parallelmechanismen uber
Chymase, Cathepsin G, Endopeptidase und ACE2 zu den verschiedenen
Spaltprodukten der Angiotensine (Ang 1 bis Ang 12) (Alreja et al., 2011).
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1.2.2 Das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)

Das Angiotensin-Converting-Enzym, kurz ACE (Synonyme: EC 3.4.151,
Zinkmetallopeptidase, Peptidylpeptidase A oder Kininase II; bei der Ratte: Ace) ist eine
membranstandige Carboxypeptidase, die extrazellular das physiologisch unwirksame
Ang | durch Abspaltung eines Dipeptids (His-Leu) in wirksames Ang Il umwandelt (vgl.
die Angaben zum RAS). ACE war ab Mitte der 1980er Jahre als zentraler Bestandteil
des RAS Ausgangspunkt fur die Entwicklung der ACE-Hemmer (Antihypertensiva). Das
und die Verbreitung der Hypertonie in den Industrienationen bedingen den hohen
Bekanntheitsgrad von ACE auch auf3erhalb der Fachwelt. Obwohl die Rolle des ACE
bei der Regulierung des Blutdrucks und des Elektrolythaushalts frih erkannt wurde,
blieben die genetischen Faktoren, die zur Ausschittung von ACE flihrten, lange Zeit
ungeklart. Erst die Entwicklung der modernen Molekulargenetik gestattete einen tieferen

Einblick in die physiologischen Mechanismen der ACE-Expression.

Die molekulare Struktur von ACE ist uneinheitlich und variabel, weswegen sie von
zahlreichen Autoren haufig ignoriert wird (Abb. 4). Die Struktur wird von der lokalen
Positionierung, der katalytischen Aktivitat und der Bindung (Komplexierungen) von Zink
und Substraten mal3geblich beeinflusst (Natesh et al., 2003). Das menschliche ACE
existiert in zwei Isoformen (somatic ACE, testis ACE). Im somatischen Gewebe liegt das
Enzym separat als Polypeptid mit 1277 Aminosauren vor (sACE). Es enthalt zwei
homologe Domanen (N- und C-Domaéane), die zur Komplexierung von Zink(ll)-lonen
befahigt sind. Beide Domanen unterscheiden sich in ihrer physiologischen Funktion,
dem chlorid-abhangigen Aktivierungsprofil und der Selektivitat gegenuber Substraten
(Wirkstoffe, Inhibitoren). In Spermien findet sich eine modifizierte Glycoform aus
701 Aminosauren (tACE) (Natesh et al., 2003; Fleming, 2006). ACE generiert nicht nur
physiologisch wirksames Ang |IlI, sondern bewirkt auch die Deaktivierung der
vasodilatorisch wirkenden Peptide Bradykinin und Kallidin als Folge einer
enzymatischen Spaltung (Dorer et al., 1974; Kokkonen et al., 2000; Yang et al., 1970).
Die ACE-Aktivitat hangt von der Gegenwart von Chlorid ab, was ein Hinweis auf die
Regulierung des Elektrolythaushalts ist, und wirkt in diesem Zusammenhang
substratspezifisch. ACE findet sich daher vornehmlich auf der Oberflache endothelialen
Gewebes, da hier die plasmatische Chlorid-Konzentration im Blut nur wenig vom
durchschnittlichen Wert von 100 mM abweicht, der fur die Transformierung von Ang | in

Ang Il optimal ist (Shapiro et al., 1983). ACE ist dennoch in sehr unterschiedlichem,
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nicht-vaskularem  Gewebe mit variierender  Chlorid-Konzentration  (Gehirn,
Knochenmark, Bauchspeicheldrise, Niere, Fettgewebe) nachgewiesen worden
(Paul et al., 2006). Auch im intrazellularen Bereich wurde ACE festgestellt
(Abadir et al., 2011), obwohl die Chlorid-Konzentration mit etwa 5 mM hier sehr gering
ist. Daraus folgt zwangslaufig, dass die katalytische Aktivitat fir die Generierung
vaskular wirksamer Peptide der Chlorid-Konzentration entsprechend unterschiedlich
ausfallt (Yates et al., 2014). Die ACE-vermittelte Signaltransduktion ist von Fleming,

2006 nachgezeichnet worden.
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Abb. 4: Molekulare Struktur des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE). Links das
Substrat Lisinopril als Enzym-Hemmer (gecco!®modlab der Goethe-Universitit
Frankfurt am Main, 2004).

1.3 Genetik der arteriellen Hypertonie

1.3.1 Allgemeine Angaben

Obwohl in den vergangenen Jahrzehnten das Wissen Uber die Blutdruckregulierung
deutlich erweitert wurde, harren die genauen genetischen Grundlagen der Hypertonie
nach wie vor einer Klarung (Delles et al., 2010; Delles und Padmanabhan, 2012;
Padmanabhan et al., 2012, Ehret und Caulfield, 2013). Eine wesentliche Triebkraft der
Forschung ist die Entwicklung neuer Medikamente, die an der genetischen Struktur
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ansetzen. Es ist sicher, dass der Hypertonie genetische Ursachen zugrunde liegen. Der
Beitrag einer chinesischen Arbeitsgruppe sieht einen signifikanten Einfluss des
ACE-I/D-Genpolymorphismus (s. u.) und der ACE-Aktivitat auf die Entwicklung der
Hypertonie (He et al.,, 2013). Sie wird gelegentlich im Rahmen der Mendelschen
Vererbungsgesetze diskutiert (Binder, 2007; Padmanabhan et al., 2009; Delles et al.,
2010). Studien belegen die Erblichkeit von Hypertonie und zugleich die Relevanz von
Umwelteinfliissen. Altere Beitrage, die Hypertonie an Zwillingen (Feinleib et al., 1977)
und an Familien beschreiben (Mongeau et al., 1986; Caulfield et al., 2003), suggerieren
eine Vererbungswahrscheinlichkeit von 15 bis 40 Prozent fir systolischen und 15 bis
30 Prozent fur diastolischen Bluthochdruck (Delles et al., 2010). Die Zahlen sind nur als
grober Hinweis auf die Erblichkeit von Hypertonie zu verstehen, denn neben
Messfehlern und der einseitigen Stichprobenauswahl leisten Umwelteinfliisse einen
signifikanten Beitrag. So ergab eine generationentbergreifende Untersuchung an
kanadischen Familien (Verwandtschaft 1. Grades, Vergleich von Eltern und biologischen
bzw. adoptierten Kindern), dass der Blutdruck zu 61 Prozent (systolisch) bzw.
58 Prozent (diastolisch) genetisch und entsprechend zu 39 bzw. 42 Prozent von nicht-
genetischen Einflissen, also Umweltfaktoren bestimmt wird. Bei Geschwistern wurde
der Blutdruck zu 33 Prozent von genetischen und zu 66 Prozent von nicht-genetischen
Faktoren bestimmt; letztere setzten sich aus sowohl die Eltern als auch die Kinder
gemeinsam begleitenden Umweltfaktoren (24 Prozent) und aus Generationen-typischen
Einflissen (43 Prozent) zusammen (Mongeau et al., 1986). Eine andere Arbeit setzt den
genetischen Anteil pauschal auf 30 bis 60 Prozent an (Binder, 2007), eine neuere Studie
(Xu et al.,, 2013) beziffert die Umwelteinflisse gar auf bis zu 82 Prozent. Nicht-
genetische Ursachen wie Ernahrung (nahezu alle Autoren verweisen auf das Risiko
eines hohen Salzkonsums), Alkoholkonsum, Fettleibigkeit und Belastung (Stress)
(Whelton, 1994), spielen bei der Beglnstigung von Hypertonie eine Rolle, die den
evidenzbasierten, nichtmedikamentésen Empfehlungen zugrunde liegen (Gobel, 2012).
Ein Grund flr die nur begrenzt verlasslichen Angaben Uber die genetischen Faktoren
des Blutdrucks ist die Unsicherheit bei der Eingrenzung und Definition phanotypischer
Merkmale (Delles et al., 2010). Hypertonie konzentriert sich auf fortschrittliche
Zivilgesellschaften und hangt mutmalfilich und primar von den Erndhrungsgewohnheiten
ab. So zeigten Angehdrige der in Ostafrika (Kenia, Tansania) beheimateten Luo-Ethnie
aus dem traditionellen landlichen Raum einen niedrigeren Blutdruck als jene, die im

urbanen Nairobi leben (Poulter et al., 1984). Dies ging mit Unterschieden im
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physiologischen Elektrolythaushalt einher. Stadtbewohner wiesen danach mehr Na* und
weniger K™ im Urin auf als Personen des landlichen Raums. Diese Beobachtungen
belegen die genetische Basis des Blutdrucks, denn die zentrale Rolle der Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Kaskade bei der Regulierung des zellularen Natriumhaushalts
(s. 0.) ist bei der Entwicklung von Hypertonie in modernen Sozialgesellschaften mit
hohem Salzkonsum ausschlaggebend. Umwelteinflisse konnen den genetischen
Einfluss auf den Phanotyp also deutlich Uberlagern, womit Fehlinterpretationen und

Fehldiagnosen wahrscheinlich werden.
1.3.2 Identifizierung hypertensiver Gene

1.3.2.1 Quantitative Trait Loci (QTL)

Bei der Analyse hypertensiver Gene spielen QTL (quantitative trait locus/loci) eine
zentrale Rolle. QTL sind relativ breite Chromosomenabschnitte (Regionen, Loci), die die
Auspragung quantitativer phanotypischer Merkmale (hier den Blutdruck) beeinflussen.
Wesentliche Erkenntnisse Uber QTL wurden an hypertensiven Rattenmodellen
ausgearbeitet (Rapp, 2000; Cowley Jr., 2006; Pravenec und Kurtz, 2010). Die
experimentelle Bestimmung von QTL wird durch Epistase und die beschrankten
statistischen Verfahren (d. h. eine vergleichende Bewertung zahlreicher Hypothesen)
erschwert. Zudem bewirkt ein diskreter QTL gewohnlich nur den Bruchteil einer
phanotypischen Variation, was einen geringen Zusammenhang zwischen Phanotyp und
Genotyp begrindet (Delles et al, 2010). Zwar wurden mit der Entwicklung
molekulargenetischer Standards und statistischer Verfahren (Bioinformatik) zahlreiche
QTL identifiziert, doch gelingt die vollstandige Aufklarung der den QTL
zugrundeliegenden Genetik nur schleppend (Glazier et al., 2002). Daher ist heute nicht
mehr die Identifizierung von QTL der den Fortschrit der Forschung
geschwindigkeitsbestimmende Schritt, sondern die Klarung der Genetik (Delles et al.,
2010). Ein zentrales Problem ist die ausgesprochen polygenetische Grundlage des
Blutdrucks. Aus ingezuchteten Tiermodellen wurde abgleitet, dass an der Kontrolle des
Blutdrucks mehrere Polygene beteiligt sein koénnten (Harrap, 1986). Auf die
Notwendigkeit eines holistischen Ansatzes wurde bereits hingewiesen.

Die Kartierung von QTL basiert gewohnlich auf dem interessierenden Phanotyp, womit
praktisch die vorausgehende Kenntnis der zugrundeliegenden Gene und deren

Funktionen entfallen. Deshalb fallt der Begriff QTL in erster Linie im Zusammenhang mit
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den genomweiten Verfahren (s. u.). Diese Vereinfachung erdffnet die Identifizierung
neuer, die Entwicklung von Krankheiten begunstigender Gene. Tiermodelle gestatten in
diesem Zusammenhang den Vorteil, durch Zuchtung kongener Stamme (Abb. 5)
zunachst die Existenz von QTL zu bestatigen, um anschlieBend durch selektive
Zichtung kongener Sub-Stamme eine genetische Feinanalyse und Feinkartierung zur
Reduzierung von QTL vorzunehmen (s. u.). Unter den Verfahren zur Aufdeckung von
QTL ragen die Kandidatengenanalysen und insbesondere die Kopplungsanalyse heraus
(Rapp et al., 2000).

1.3.2.2 Einteilung der Verfahren

Im Laufe der Jahre wurden unterschiedliche Ansatze zur Identifizierung hypertensiver
Gene entwickelt. Sie wurden in Beitrdgen zusammengefasst, die zugleich einen
Uberblick Uber die Genetik des Blutdrucks vermitteln (Rapp, 2000; Mein et al., 2004;
Binder, 2007; Delles et al., 2010; Kamble et al., 2011; Padmanabhan et al., 2012).
Wegen Uberschneidungen und des komplementaren Charakters ist eine Ordnung der
Verfahren schwierig; eine grobe Klassifizierung zeigt die Abb. 5. Danach lassen sich die
Ansatze in zwei Klassen einordnen: genomweite Verfahren und Kandidatengenanalyse.
Bei den genomweiten Verfahren ist eine Differenzierung zwischen Kopplungsanalysen
(linkage analyses, linkage studies) und genomweiten Assoziierungsstudien (genom-wide

association studies, GWAS) moglich.
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Molekulargenetische Verfahren
zur Erforschung der Hypertonie

Genomweite Analysen Kandidatengenanalysen

Kopplungsanalysen GWAS

Abb. 5: Molekulargenetische Verfahren zur Analyse des Blutdrucks. GWAS,

Genomweite Assoziationsstudien.

1.3.3 Das ACE-kodierende Gen

Das ACE-kodierende Gen ist ein wichtiges und gut untersuchtes Kandidatengen bei der
Erforschung der Hypertonie und anderer mit ACE assoziierten Erkrankungen. Das Gen
ist auf Chromosom 17 (17g23) des humanen Genoms lokalisiert und erstreckt sich mit
einer Grofle von 20 kD Uber 24 Exons (Ensembl-Datenbank; Sayed-Tabatabaei et al.,
2006).

Bei der Diskussion um das ACE-kodierende Gen spielt in Zusammenhang mit dem
Blutdruck ein Genpolymorphismus eine zentrale Rolle. Frihe molekulargenetische
Untersuchungen bestatigten zwei unterschiedliche Varianten des ACE-kodierenden
Gens beim Menschen (Rigat et al., 1990). Die beiden Allele unterscheiden sich um
287 Basenpaare; nach der akzeptierten Terminologie wird die langere Zustandsform mit
| (insertion) und die kurzere mit D (deletion) bezeichnet. Dieser funktionale
I/D-Polymorphismus bestimmt beim Menschen zur Halfte die plasmatische und renale
ACE-Aktivitat (Rigat et al., 1990). Ein analoger Polymorphismus wurde bei der Ratte
nachgewiesen, wo er eine unterschiedliche, gewebeabhangige Ace-Expression steuert
(Kreutz et al., 1995a). Abgesehen vom zirkulierenden ACE wurde auch im Gewebe
(lokales RAS) eine erhohte ACE-Aktivitat festgestellt, beispielsweise beim D-Allel im
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Myokard des Menschen (Danser et al., 1995), in der Niere (Mizuiri et al., 1998) und in
den T-Lymphozyten (Costerousse et al., 1993). Eine Beziehung zwischen dem
ACE-I/D-Polymorphismus und der arteriellen Hypertonie konnte bislang nicht
nachgewiesen werden wie zwei Metaanalysen zeigten (Staessen et al., 1997,
Agerholm-Larsen et al., 2000), gleichwohl wurde das D-Allel mit verschiedenen
kardiovaskularen Komplikationen assoziiert. Dazu gehoren ein hoheres Risiko fur
koronare Herzkrankheit (Staessen et al., 1997), Myokardinfarkt (Cambien et al., 1992;
Samani et al.,, 1996) und Schlaganfall (Markus et al., 1995; Kario et al., 1996). Ein
Zusammenhang zwischen dem D-Allel und einem erhdhten plasmatischen ACE-Level
wurde nachgewiesen (Rigat et al., 1990; Sayed-Tabatabaei et al., 2006; Abraham et. al.,
2002), wenngleich die klinische Relevanz des I/D-Polymorphismus bezuglich der Niere
und pharmagenetischer Effekte kontrovers diskutiert werden (Sayed-Tabatabaei et al.,
2006; Danser et al., 2007). Trotz der Fortschritte der Genetik in den vergangenen
Jahren (speziell die Analyse der genetischen Variabilitat mittels SNP und
Haplotypisierung) sind die genauen molekularbiologischen Ursachen der plasmatischen
ACE-Regulierung bis heute unklar, obwohl der I/D-Polymorphismus und damit die
divergierende, durch das jeweilige Allel abweichende ACE-Expression und die in
Zusammenhang stehende Evolution der Hypertonie eingehender untersucht wurde
(Sayed-Tabatabaei et al.,, 2006). Dabei wurden wesentliche Eigenschaften und
Funktionen des ACE-Gens mit Hilfe von Tiermodellen aufgeklart. Ein erster und
herausragender Schritt bestand in der experimentellen Kartierung eines QTL mit
Ace-Locus beim SHRSP-Rattenstamm. Diese anfangliche Intervallkartierung basierte
auf Fo-Kreuzungen zwischen SHRSP- und WKY-Ratten (Jacob et al., 1991; Hilbert et
al., 1991). Der Vergleich der Chromosomenkarten von Mensch und Ratte bestatigte die
Lokalisierung des ACE-Gens in Region BP/SP-1 auf Chromosom 10. Diese Region ist
far 20 Prozent der Blutdruckvarianz nach Salzbelastung und
15 Prozent der Basaldruckvarianz bei den hypertensiven Ratten verantwortlich. Eine
weitere Studie an Fp-Hybridpopulationen (WKY x SHRSP) belegte eine Kosegregation
von ACE und salzinduzierter Hypertonie (Nara et al, 1991). So zeigte die
Kosegrationsanalyse an einer Fx-Hybridpopulation (Kreuzung der Rattenstdmme
SHRSP-p x WKY-04p), dass die plasmatische ACE-Aktivitat sich in beiden Linien und
unabhangig vom Geschlecht der Tiere signifikant voneinander unterscheidet, worauf
eine Kopplung zum Ace-Locus nachgewiesen werden konnte (Kreutz et al., 1995a;

1995b). Es wurde ein kodominantes Vererbungsmuster festgestellt, bei dem der
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Ace-Locus zu 89% fur die Gesamtvarianz der ACE-Aktivitat im Plasma verantwortlich
war. Es konnte jedoch keine Korrelation zwischen der plasmatischen ACE-Aktivitat in
der F,-Generation und dem Blutdruck nachgewiesen werden. In derselben Arbeit
wurden auf der Grundlage eines geziichteten kongenen Stammes (WKY-1,p) im Lokus
BP/SP-1 zwei blutdruckregulierende, voneinander unabhangig segregierende Genorte
identifiziert und zwei unterschiedliche blutdruckrelevante Phanotypen definiert. Die
WKY-1yp-Linie mit dem Ace-Genlocus (Region BP/SP-1a) steht mit einem signifikant
hoheren basalen und salzinduzierten Blutdruck in Zusammenhang, die WKY-0up-Linie
(Genlocus BP/SP-1b) dagegen nicht, obwohl die ACE-Aktivitat im Plasma identisch war.
Das traf auch auf den SHRSPyp-Stamm zu. Letztlich wurde mit dem Beitrag von Kreutz
ein Einfluss der Allel-Variation innerhalb des Ace-Locus auf die plasmatische ACE-
Aktivitdt durch den Vergleich von WKY- und SHRSP-Rattenstammen nachgewiesen,
wobei das Niveau der ACE-Aktivitat in den Rattenstdmmen mit dem im menschlichen

Organismus vergleichbar ist (Kreutz et al., 1995a).

1.4 Tiermodelle

1.4.1 Allgemeine Angaben

In der Molekulargenetik stellen hypertensive Tiermodelle eine Alternative zu
Untersuchungen beim Menschen dar. Sie ermoglichen eine vereinfachte Betrachtung
komplexer phanotypischer Merkmale (Doggrella und Brown, 1998; Pinto et al., 1998;
Dornas und Silva, 2011). Zudem koénnen durch die Kontrolle der Zucht- und
Umweltbedingungen genetische und exogene Einflisse gezielt selektiert werden. Zur
ldentifizierung Hypertonie-relevanter Genorte wurden verschiedene Rattenmodelle
etabliert, darunter das konsome, kongene und das rekombinante Tiermodell (Rapp,
2000; Delles et al., 2010; Pravenec und Kurtz, 2010). In der Hypertonieforschung ist die
Identifizierung von relevanten Genen und die Beschreibung ihrer Funktionen
ausschlaggebend, um diese Erkenntnisse in die humane Forschung zu ubertragen. Im
Rahmen der Untersuchung am Tiermodell lassen sich Chromosomenkarten erstellen, so
dass die detektierten Kandidatengene nach dem Homologieprinzip auf das menschliche
Genom Ubertragen werden konnen. Die Ratte konnte sich in der hypertensiven
Forschung wegen des Mangels an Mdoglichkeiten geeigneter ingezichteter
Mausmodelle durchsetzen (Binder, 2007); ein Umstand, der zumindest in Teilen vom

einfacheren genetischen Muster der Ratte im Vergleich zur Maus (Rapp, 2000)
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kompensiert werden durfte. Im Vergleich mit anderen Versuchstierarten zeichnen Ratten
sich durch mehrere Vorteile wie die kurze Generationszeit und optimale Zucht- und
Haltungsbedingungen aus. Dazu kommt eine angemessene Korpergrofde, die neben
genetischen auch physiologische, biochemische und hamodynamische Untersuchungen
ohne Schwierigkeiten ermdglicht. Auf der Grundlage molekulargenetischer Studien
gelangen die Entschlisselung des Rattengenoms und dessen weitgehende Kartierung,
die in genetischen Datenbanken wie Ensembl und NCBI einzusehen sind. Hierdurch
konnten einige blutdruckrelevante Kandidatengene mit Hilfe des Genomscreenings

nachfolgend lokalisiert werden (Pravenec und Kurtz, 2010; Delles et al., 2010).

1.4.2 Hypertensive Rattenmodelle

Die Ratte erwies sich als ein wichtiges Tiermodell in der kardiovaskularen Forschung
(Pinto et al.,, 1998). Zahlreiche genetische, insbesondere genomweite Studien an
unterschiedlichen Rattenmodellen flhrten zur Identifizierung und Beschreibung
genetischer Loci und von Kandidatengenen, die mutmalilich an der Regulierung des
Blutdrucks beteiligt sind (Pravenec und Kurtz, 2010; Delles et al., 2010). Andererseits
sind die Eigenschaften, Funktionen und die pathophysiologische Bedeutung der Gene
bislang nur unzureichend verstanden. Es gelten die Einschrankungen, die bereits bei der

Vorstellung der Methoden zur Identifizierung hypertensiver Gene angefuhrt wurden.

1.4.2.1 Spontan hypertensive Ratte (SHR)

Die Inzucht homogener Rattenstdmme umgeht die genetische Heterogenitat und
gestattet kontrollierte Rahmenbedingungen. Die spontane hypertensive Ratte
(spontaneously hypertensive rat, SHR) entwickelte sich, neben der salzsensitiven Dahl-
Ratte (Binder, 2007), zu einem intensiv genutzten Tiermodell in der
molekulargenetischen hypertensiven Forschung (Pravenec und Kurtz, 2010). Tiere des
betreffenden quantitativen Phanotyps (hier der Blutdruck) werden selektiv iGber mehrere
Generationen miteinander verpaart. Zur Fixierung der beabsichtigten genetischen
Konstellation und zur Sicherung der genetischen Homozygositat werden ausschlief3lich
Paarungen zwischen Geschwistern Uber 20 Generationen vorgenommen; teilweise
werden sogar mehr als 50 Generationen angegeben (Delles et al., 2010). Parallel wird
ein Referenzstamm ohne diesen Phanotyp gezlchtet (Kontrollpopulation). Bei der
Untersuchung des Bluthochdrucks bedeutet das die gleichzeitige Verwendung eines

hyper- und eines normotensiven Rattenstamms (Kosegregationsanalyse). Der SHR-
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Stamm wurde ausgehend von Wistar-Ratten selektiv fur die Entwicklung spontaner
hoher Blutdruckwerte gezuchtet (Okamoto und Aoki, 1963). Er entwickelt im postnatalen
Verlauf ab der 6. Woche eine arterielle Hypertonie, die sich ab der 10. Woche
manifestiert. Dabei wird ein distinkter geschlechtsabhangiger Dimorphismus mit héheren
Blutdricken bei der mannlichen Population beobachtet. Die hypertensiven
Komplikationen im Tiermodell sind mit den humanen hypertensiven Komplikationen
vergleichbar. Zu den hauptsachlichen pathophysiologischen Mechanismen gehdren die
Erhéhung des totalen peripheren Widerstands, eine verstarkte Sympathikusaktivierung
und strukturelle, kardiovaskulare Veranderungen wie Myokardhypertrophie (Volpe et al.,
1990 und 1996). Die SHR-Population ist Ausgangspunkt fur die Entwicklung weiterer
Stamme durch selektive Zichtung. Jeder Unterstamm tragt genetische Faktoren, die fur
den jeweiligen Phanotyp verantwortlich sind und reprasentiert bedeutende Modelle fir

das Verstandnis pathogenetischer Mechanismen hypertensiver Komplikationen.

1.4.2.2 Stroke-Prone SHR (SHRSP)

Stroke-prone SHR (SHRSP) sind eine Weiterentwicklung des SHR-Rattenstammes.
Das wesentliche Merkmal dieses Subtyps ist das gehaufte Auftreten von Schlaganfallen.
SHRSP-Populationen entwickeln friih einen systolischen Blutdruck mit aulergewdhnlich
hohen Werten von bis zu 240 mmHg, der neben der besonderen genetischen
Veranlagung fur die fast vollstandige Inzidenz an Schlaganfallen verantwortlich ist. Die
Hypertonie wird hier von multiplen Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Wechselwirkungen
bestimmt (Delles et al., 2010). Die Uberlebenszeit nach Auftreten der initialen
Symptomatik eines Schlaganfalls liegt bei wenigen Tagen bis zu 24 Wochen. Die
durchschnittliche Lebenserwartung betragt fur mannliche Tiere 33 bis 41 Wochen und
far weibliche Tiere mehr als 66 Wochen. Weibliche Tiere scheinen demnach
Schlaganfallen gegentber resistenter zu sein. Die Insultinzidenz, Endorganschaden und
der letale Verlauf werden durch Salzbelastungen signifikant beeinflusst. Unter
Salzbelastung zeigen die SHRSP-Tiere vor Auftreten des Insultereignisses Veranderung
an den Gefalen (Volpe et al., 1990). Die Pathogenese der vaskularen Komplikationen
entwickelt sich vermutlich multifaktoriell. Die genetische Komponente fir die eigentliche
Insultanfalligkeit wurde durch Genomuntersuchung an einer F,-Population
(SHR x SHRSP) identifiziert (Rubattu, 1996). Damit wurde die Existenz primarer,
blutdruckunabhangiger genetischer Faktoren, die flir das Insultgeschehen

pradisponieren, nachgewiesen. Da die Population aus der Kreuzung von zwei
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hypertensiven Stammen mit identischen Zucht- und Umweltbedingungen hervorging,
konnten mit der arteriellen Hypertonie und diatetischen Faktoren zwei Wege zur
Beeinflussung der Schlaganfallinzidenz ausgeschlossen werden. Es wurden drei QTL-
Regionen identifiziert, die die Existenz genetischer und von der Hypertonie
unabhangiger Faktoren fur das Insultgeschehen belegen (STR-1 auf Chromosom 1,
STR-2 auf Chromosom 5 und STR-3 auf Chromosom X) (Rubattu et al., 1996). Die
Forschung am SHRSP-Stamm bietet den Vorteil, den Verlauf der arteriellen Hypertonie
und gegebenenfalls auftretende vaskulare Komplikationen zu beobachten und deren
pathophysiologische Mechanismen zu verstehen. Zudem lassen sich hamodynamische
Effekte einer antihypertensiven Therapie besser bestimmen und demzufolge

Therapiemdglichkeiten ableiten.

1.4.3 Normotensives Rattenmodell: Wistar-Kyoto-Ratten (WKY)

Bei der Wistar-Ratte (Rattus norvegicus var. albinos) handelt es sich um die Albinoform
der braunen Ratte (Rattus norvegicus). Nach Selektion der Albinoform sind diese Ratten
von Dean King ab dem Jahr 1909 am Wistar-Institut in Philadelphia gezuchtet worden.
Im Jahr 1960 hat Okamoto die Wistar Ratte aus dem Bestand der Universitat Kyoto
aufgrund eines spontanen Bluthochdrucks ausgewahlt. Gleichzeitg nahm er die
Selektion bei Tieren mit normalem Blutdruck vor, um ein Vergleichstier mit dem gleichen
genetischen Hintergrund zu haben (Okamoto et al., 1963). Die Wistar-Kyoto-Ratte hat
einen normalen Blutdruck und ist somit eine Inzucht-Linie. Die normotensive WKY-Ratte
erreicht ein Alter von ca. 3 Jahren. Bei den vergleichenden, molekulargenetischen
Versuchen werden haufig WKY als normotensive Kontrollpopulation verwendet. Sowonhl
die SHR- als die SHRSP-Tiere wurden aus dem WKY-Stamm durch selektive Zichtung
gewonnen. Daher zeigen sie ein hohes Mal} an genetischer Verwandtschaft. Durch
vergleichende Kandidatengenanalysen an SHR und SHRSP sind allerdings deutliche
genetische Unterschiede zwischen WKY aus unterschiedlichen Kolonien identifiziert
worden (St. Lezin et al., 1992).

1.4.4 Kongene Rattenmodelle

Bei kongenen Rattenstammen wird im Gegensatz zu konsomen Stammen, bei denen
ein komplettes Chromosom transferiert wird, lediglich ein Fragment eines Chromosoms
von einem normotensiven Tier auf ein hypertensives Tier oder umgekehrt Gbertragen.

Eine EinfUhrung in die Zucht kongener Stamme bietet Rapp, 2000. Es sind dabei zwei

29



verschiedene Strategien moglich. Entweder kann das fur die Blutdrucksteigerung
verantwortliche Allel (Plusallel) von einem hypertensiven auf einen normotensiven
Stamm Ubertragen werden oder das fur eine Blutdrucksenkung (Minusallel)
verantwortliche Allel von einem normotensiven auf einen hypertensiven Stamm. Zur
Zichtung kongener Stamme wird jeweils ein Tier des Donorstammes mit einem Tier des
Akzeptorstammes gekreuzt. Die heterozygote Fi-Generation wird anschliel3end auf den
Referenzstamm zuruckgekreuzt. Die serielle Ruckkreuzung auf den jeweiligen
Referenzstamm geht Uber ca. 8-10 Generationen und dient der Eliminierung des
genetischen Materials des Donorstamms im restlichen Genom. Durch Genotypisierung
jeder Backcross-Generation wird gepruft, ob die selektierte Region das genetische
Material vom Donorstamm verlustfrei Ubertragen bekommen hat. Anschliel3end wird die
Fixierung des etablierten kongenen Stammes Uber die Geschwister-Verpaarung
durchgefuhrt. Der den Blutdruck beeinflussende QTL gilt als erfolgreich isoliert, wenn
sowohl der QTL als auch der Phanotyp des Donorstamms im kongenen Stamm etabliert
wurden. Ist der Phanotyp bestatigt, kommen alle Gene innerhalb des Ubertragenen
Abschnitts als Kandidatengene in Frage. Im nachsten Schritt wird eine vergleichende
Expressionsanalyse an normo- und hypertensiven Tieren vorgenommen. Gene, die
einen Unterschied in der Expression zwischen hypertensiven und normotensiven Tieren

bewirken, werden naher untersucht.

Die Konzeption kongener Stamme galt anfangs als ideal, da fruhe Schatzungen von der
Beteiligung relativ weniger Basisgene (major effect genes) ausgingen und eine einfache
Kontrolle des Phanotyps suggerierten. Die genomweite Kartierung in den vergangenen
Jahren indizierte jedoch die Komplexitat grofRerer QTL-Abschnitte. Die Feinkartierung
mit Hilfe kongener Stamme minimiert den Abstand zwischen den QTL, senkt so die
Anzahl der zu betrachtenden Gene und erleichtert deren Identifizierung. Andererseits
weist der gelegentliche Verlust des Phanotyps bei der Einzelgenanalyse auf das
konzertierte Wirken multipler Gene hin. Zu den Nachteilen der kongenen Stamme gehort
die zeitaufwandige positionelle Feinkartierung in den verkleinerten kongenen Stammen
(minimal congenic strains). Selbst sehr minimale Sublinien kénnen multiple Gene in

ihren relevanten Abschnitten aufweisen (Pravenec und Kurtz, 2010).
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2. ZIELSTELLUNG

Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der
erhohten ACE-Genexpression und der erhohten ACE-Aktivitat auf die Entwicklung der
arteriellen Hypertonie in einem kongenen Rattenmodell. Dazu wurden der kongene
Stamm und die entsprechenden Parentalstamme WKY und SHRSP miteinander

verglichen.

Vor diesem Hintergrund sollten in dieser Arbeit die folgenden Aspekte untersucht

werden:

» Die Auswirkung des aus WKY-Ratten Ubertragenen Ace-Genolcus auf die

Entwicklung des arteriellen Bluthochdrucks im hypertensiven Rattenstamm.

» Bestimmung der jeweiligen ACE-Genexpression und der ACE-Aktivitat im
Plasma und in den pulmonalen, renalen und kardialen Geweben der drei
untersuchten Rattenstamme und der Zusammenhang auf die Entwicklung der

arteriellen Hypertonie und der assoziierten Organveranderungen.

» Der Zusammenhang zwischen Ang |- und Ang ll-Konzentration und der ACE-

Genexpression und ACE-Aktivitat im kardialen Gewebe.

» Die Abhangigkeit zwischen plasmatischer Reninkonzentration und der ACE-

Aktivitat im Plasma und in den Organen (Lunge, Niere, Herz).

Far die vorhergehenden Fragestellungen soll in einem experimentellen Versuchsaufbau
ein kongener Rattenstamm aus einer normotensiven WKY und einer hypertensiven
SHRSP-Ratte mit einem definierten Ace-Locus etabliert werden. Durch mehrfache
Ruckkreuzungen soll der Ace-Genlocus auf 10 cM eingegrenzt werden, um den

potentiellen Einfluss anderer Gene auf die Entwicklung der Hypertonie zu minimieren.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Material und Chemikalien

Substanz

Firma

10x Polymerasereaktions-Puffer (10x PCR-Puffer)

Radiozym, Promega

10x Tris-Borat-EDTA-L6sung (10x TBE-Puffer) Gibco BRL
Aceton J.T.Baker
Acrylease Stratagene
Agarose zur DNA/RNA Elektrophorese Roth
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau, Natriumsalz Merck
n-Butanol Sigma-Aldrich
Century™Marker Template (RNA-Langenmarker) Ambion
Chloroform Sigma-Aldrich
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich
Diethylmalonsaure (98%) Aldrich
Dinatriumcitrat Merck
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat (Titrierkomlex I, Roth

MG=372,24)

dNTPs (2,5 mM)

Rapidozym, Promega

dNTPs, Ultrapure Solution (10 mM dATP, dCTP,
dGTP,dTTP)

Pharmacia Biotech

Ethanol J.T.Baker
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Merck
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Roth
Formamid (HCONH) Merck
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Substanz

Firma

Formaldehyd (37%)

J.T.Baker

Glycerin (99%)

Janssen Chimica

Harnstoff Roth
Isopropanol Sigma-Aldrich
Kaliumhydroxid Aldrich
Kinase-10x-Puffer Promega

Magnesiumchlorid (1,5 mM)

Rapidozym, Promega

Natriumchlorid Merck
Natriumhydrogenphosphat-1-hydrat Merck
Natriumhydrogencarbonat Aldrich
Natriumhydroxid (Platzchen) Merck
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 25:24:1 Sigma-Aldrich
Polyacrylamidgel (PAA-Gel) (Rotiophorese® Gel 40) Roth

Primer und Sonden

Genset Oligos, Life

Technologies, TIB MOLBIOL

Proteinase K

Sigma-Aldrich

Renin-Inhibitor Ro 42,5893

Hoffmann-La Roche

Rotiophorese (40% Acrylamid, 2% Bisacrylamid) Roth
Salzsaure (37%) Merck
Schwefelsaure (96%) Merck

SDS (Sodium Lauryl Sulfate) Sigma-Aldrich
Szintillationsflissigkeit Packard

RT-gPCR 2x Universal PCR Mastermix

Applied Biosystems

Temed (N, N, N’, N'-Tetramethyethylendiamin) Sigma-Aldrich
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck
TRIzol™ Sigma-Aldrich
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Substanz Firma
Wasserstoffperoxid (30%) Promega
Xylen Cyanol FF Sigma-Aldrich
3.1.2 Radionukleotide

Radionukleotid Firma
[a-**P]dCTP (50 pCi,3000 Ci/mmol, wassrige Lésung) | Amersham
[v-?P]dATP (1 mCi,3000 Ci/mmol, wissrige Lésung) Amersham
3.1.3 Kits

Name Sequenz
Advantage cDNA Polymerase mix Clontech
Bio-Rad DC Protein Assay Kit® Bio Rad

DNA Sequencing Kit® Applied Biosystems
Qiaex Il Qiagen
Qiagen Plasmid Kit® (Plasmid Mini) Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit® Qiagen

ACE-Kit® Trinity-Biotech
Sigma ACE-Kit Sigma Diagnostics
cDNA Synthesis Kit® Fermentas

3.1.4 Enzyme

Enzym Aktivitat Firma

AmpliTag® DNA-Polymersae 5U/ Perkin Elmer
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) | 50 U/l Trinity biotech
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Enzym Aktivitat Firma

Proteinase K 34 U/mg Sigma-Aldrich
T4-Polynukleotidkinase 5 U/ul Promega
Taqg-Polymerase 5 U/ul Rapidozym, Promega

3.1.5 Basenpaarleitern fir die Agarosegel-Elektrophorese

Marker Firma
1 kb-Leiter (1 pg/ul) Gibco BRL
100 bp-Leiter (1 pg/ul) Gibco BRL

3.1.6 Primer und Sonden fiir die RT-gPCR

Primer und Sonden von Referenzgenen

Gen Name Sequenz
18S 18S-F GGAGCCTGCGGCTTAATTT
18S-R CAACTAAGAACGGCCATGCA
18S-Sonde FAM-CAATCTGTCAATCCTGTCCGTGTCCG-TAMRA
PBGD | PBGD-F TGAAAACCTTGTACCCTGGCATA
PBGD-R TCCAATCTTAGAGAGTGCAGTATCAAGA
PBGD-Sonde | FAM-TTGAAATCATTGCTATGTCCACCACAGG-TAMRA

Primer und Sonden fiir RT-gPCR

Gen Name Sequenz
ACE ACE-F TTGTCTGTCACTGGAGCCTGGA

ACE-R GAAGAATTGCTTTGGGTGTGG

ACE-Sonde FAM-TGACAAATATAATGGCCACGTCCCGGT-TAMRA
ANP ANP-F GCGAGACAAGAGAGAGCAGG
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Gen Name Sequenz
ANP-R CAAAAGCAAGAAATAGGCTATG
ANP-Sonde FAM-TCCCAGGCCATATTGGAGCAAATCC-TAMRA

Primer fur die Genotypisierung s. Anhang 9.1 bis 9.5

3.1.7 Internetbasierte Literatur

Internetseite

Anwendung

http://ratmap.gen.gu.se/

Genet. Marker/Karten Rattengenom

http://rgd.mcw.edu/

Genet. Marker/Karten Rattengenom

http://www-genome.wi.mit.edu/rat/puplic/

Polymorphe Marker

http://www.informatics.jax.org/

Gen. Marker/Karten Rattengenom

http://www.invitrogen.com/vectors

Produktinformation und Gensequenzen
der Vektoren

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubMed/

National Library of Medicine, Literatur

http://www.niams.nih.gov/rtbc/ratgbase/inde
x.htm

Gen. Marker/Karten Rattengenom

http://www.nih.gov/rtbc/ratgbase/index.htm

Gen. Marker/Karten Rattengenom

http://www.ensembl.org/

Gendatenbank

http://gecco.org.chemie.uni-

frankfurt.de/fact_sheets/fact_sheet 006/ace.

html

modlab Datenbank
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3.1.8 Puffer und Losungen

Puffer/Losung Bestandteil Zusammensetzung /
Konzentration
10 x Laufpuffer Glycerin 50 %
Natriumdihydrogenphosphat-1-hydrat | 10 mM (pH 7,0)
Bromphenolblau 0,25 %
Xylen Cyanol FF 0,25 %
10x PCR Puffer Tris-HCI (pH 9,0) 100 mM
KCL 600 mM
Triton®X-100 1%
10x TAE-Puffer Tris 48,4 g
Essigsaure (100 %) 11,4 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 20 ml
Aqua bidest. ad 11
10x TBE-Puffer Tris-Base 108 g
Borsaure 559
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 40 ml
Aqua bidest. ad 11
10x Transkriptions- Tris-HCI (pH 8,0) 100 mM
Puffer KCl 500 mM
30x Formamid- Bromphenolblau 100 mg
Laufpuffer Xylen Cynol FF 100 mg

(Gelladepuffer)

Di-Natrium-EDTA-Dihydrat

Formamid

200 ul (0,5 M, pH 8,0)
10 ml

Denaturierungslosung | Natriumhydroxid 0,5M
Natriumchlorid 1,5M
DEPC-Wasser Diethylcarbonat 1 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) | Ethylendiaminessigsaure 93,059

Aqua bidest

ad 500 ml, auf pH 8,0
mit NaOH einstellen
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Puffer/Losung

Bestandteil

Zusammensetzung /
Konzentration

Homogenisierungs- Natriumhydrogenphosphat 20 mM
IF\)/Iueﬁrrew[ag:]fraktionen Sucrose 25 mM
MgCl,-hexahydrat 5mM
Aqua bidest. ad 900 ml, auf pH 7,5
titrieren, ad 1|
autoklavieren
Neutralisierungspuffer | Tris-HCI 0,5M,pH 7,5
Natriumchlorid 1,5M
Polyacrylamidgel- Harnstoff 31,59
Losung 10x TBE 7,0ml
Rotiphorese (40 % Acrylamid) 10,5 ml
Aqua bidest. 27,0 mi
Puffer A Diethylmalonsaure 20 mM
Natriumchlorid 150 mM
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat 0,1 mM, pH 8,0
ad 800 ml Aqua bidest. pH 7,4 mit
1 M Kaliumhydroxid
ad 11 Aqua bidest.
Gelatine 59
Substrat 3,3,5,5 TMB 2 Tabletten
Aqua bidest. 10 ml
Puffer A 10 mi
Wasserstoffperoxid 30 % 4 u
Tail-Puffer Tris-Puffer (1 M), pH 8,0 10 ml
NaCl-Lésung (2 M) 10 ml
EDTA (0,5 M) 40 ml
Aqua bidest. 120 ml
10 % SDS 20 ml
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3.1.9 Sonstige Materialien und Futtermittel

Produkt Firma

12 ml-Greiner-Rorchen Sarsted

BioMax MR-Réntgenfiime Kodak
Edelstahlklemmen Peq Lab
Gel-Blotting-Papier Schleicher & Schuell
Gelschlitten, Dichtungen, Kdmme, Agarosegel Biometra
Glasplatten, Spacer fur Polyacrylamidgele Peq lab
Haltungsfutter fir Ratten (Normalfutter) Altromin
Haifischzahnkamm Mikrotiterformat Peq Lab
Histoacryl-Gewebekleber Braun

Hybond N-Membranen Amersham/Pharmacia
Lochzange fur Labortiere Esculap
Makrolonkafige Typ Il und Typ IV Ebeco
Mehrkanal-Spritze (8-Kanal, 0-0,1 pl) Hamilton

Micro Amp Reaction Tube with Cap (0,2 ml, dinnwandig)

Perkin ElImer GeneAmp

Mikrotiterplatten 96-er Qualilab (F) Merck
Paketklebeband Tesa
Phosphoimagerplatten Raytest

Polystyrol-Réhrchen

Thermo Scientific

Polystyrol Immulon™ Mikroplatten

Nunc, Maxisorp, F96

Quick Spin-Saulen

Boehringer

Reaktionsgefalle Safe-Lock 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml

Eppendorf

RNAse AWAY® M&P-Molekular Bio-
Products

Rontgenkassetten, Typ G, 35 x43 cm Peq lab

Rundboden-Rdéhrchen aus Polypropylen Falcon
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Produkt Firma
Schweissfolie GENTEX
Selbstklebende Plastikfolie Thermowell ™ Costar
Standardpipetten Eppendorf
Standartips 20 pl, 100 pl, 1000 pl Eppendorf

Sterilfilter Tips 0,5-10 pl ART20E

Fisher Scientific

Sterilfilter Tips 10-100 pl ART100E

Fisher Scientific

Sterilfilter Tips 100-1000 pl ART20E

Fisher Scientific

Stoffwechselkafige fur Ratten bis 300 g Ehret
Thermo-Fast 96-Mikrotiterplatten (ohne Rand) ABgene
Verpackungsfolie Saran™
Watman Ppier 3M
Weithalsflaschen aus Polyethylen Roth

3.1.10 Gerate

Gerat Firma
%2P_Counter 1219 Rackbeta LKB Wallace
377 DNA Sequencer ABI Prism

ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System

Applied Biosystem

Agarosegelkammer

Bio Rad

Analysenwaage BP 610

Sartorius

Autoclav Varioclab® H+P Labortechnik
Automat fur Filmentwicklung X-OMAT 5000 RA Kodak
Blutdruckmessgerat TSE

Brutschrank

Heraeus Instruments

Brutschuttler

Eppendorf
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Gerat

Firma

Elektrophoresekammer fur Agarosegel

Biometra

Elektrophoresekammer fur grole PAA-Gele

Stratagene, Peqglab

ELISA-MRX-Plate-Reader Dynex
Folienschweil3gerat MDC
Hybridisierungsofen Biometra
Kuhlzentrifuge 5402 Eppendorf
Klvetten Peq lab
Magnetriher MR 2002 Heidolph
Mikrotiterplattenschuttler Roth
Minifuge RF (Zentrifuge) Eppendorf

PCR-Cycler MJ Research
pH-Meter Knick
Photometer UV 1202 Schimadzu
Polytron Homogenisator Ultra Turrax T25 Janke & Kunkell
Labortechnik
Polyacrylamid-Elecktrophoresekammer Peq Lab
Schuttelwasserbad Koéttermann

Stromversorgungsgerat fur Elektrophoresekammer

Biometra, Life Technologies

Szintillations-Zahler LKB Wallace
Tischzentrifuge 5402 Eppendorf
Tischzentrifuge 5415R Eppendorf
UV-Stratalinker Stratagene
Vortex VF2 Janke & Kunkell
Labortechik
Wasserbad GFL
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierhaltung

Die Tierzucht erfolgte in Absprache mit dem Institut flr Klinische Pharmakologie und
Toxikologie der Charité - Universitatsmedizin Berlin in der Forschungseinrichtung fur
Experimentelle Medizin (FEM/Charite). Die Ratten wurden nach Geschlecht getrennt in
Gruppen zu je 6 Tieren in Makrolonkafigen (Typ IV) untergebracht. Zur Paarung wurden
die Tiere in Makrolonkafige des Typs Il umgesetzt und mit Trinkwasser und
Standardfutter (0,2 % NaCl) versorgt. Eine automatische Lichtschaltung regelte einen
12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus bei einer konstanten Temperatur von 22 °C.
Jungtiere wurden im Alter von ca. 3 Wochen von der Mutter getrennt und erhielten mit
einer Lochzange eine Markierung am Ohr mit systematisch laufender Nummerierung.
Tierexperimentelle  Arbeiten wurden unter Einhaltung der Vorschriften des
Tierschutzgesetzes Uber die Genehmigungs-Nr. G 0368/97 des Landesamts fur

Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo) vorgenommen.

3.2.2 Zucht des kongenen Stammes SHRSP.WKY-Ace (p1orat99-D10Rat3)

Die Zucht des kongenen Stammes SHRSP.WKY-ACE pioratoo-D10rat3) €rfolgte in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Kreutz durch Paarung normotensiver
Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) mit hypertensiven SHRSP-Ratten. Die Ursprungskolonien
beider Parentalstamme SHRSPyp und WKYp-0 wurden an der Universitat Heidelberg
(HD) ingeztichtet. Die SHRSPp-Linie stammt von der urspriinglichen Kolonie von
Yamori und Aoki (Okamoto et al., 1963). Diese und die WKYpp-0-Linie wurden seit 1974
an der Universitat Heidelberg (HD) gezlchtet. Die WKY- und SHRSP-Stamme wurden
als eigene Kolonien bereits im Arbeitskreis von Prof. Kreutz verwendet und
molekulargenetisch charakterisiert (Schulz und Kreutz, 2012; Kreutz et al., 1995a und
1995b). Fur diese kongene Zucht wurde eine mannliche SHRSP-Ratte mit zwei
weiblichen WKY-Ratten gepaart. Die Tiere der resultierenden F-Generation sind
heterozygot und damit untereinander genetisch identisch. Vier bis funf weibliche Fq-Tiere
wurden mit dem jeweils entsprechenden parentalen SHRSP-Individuum (Vatertier)
zuruckgekreuzt. Im Rahmen der seriellen Backross-Verpaarung tber 8 Zyklen und

anschlieRende Geschwister-Verpaarung Uber mehrere Generationen (Abb. 6) wurde der
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ursprungliche kongene Stamm SHRSP.WKY-Acep1oratoo-D10rat3) fixiert. Der Ubetragene
Ace-Locus betrug 27,3 cM.

3.2.3 Zucht des kongenen Stammes SHRSP.WKY-Ace (p1orat142-D10Rat12)

Nach der in der Arbeitsgruppe Kreutz erfolgten Zucht des kongenen Stammes
SHRSP.WKY-ACE p1oratee-D10rat3) SOllte im Rahmen dieser Arbeit durch weiterfihrende
Zichtung der Ace-kodierende Abschnitt auf Chromosom 10 im Bereich 10g32.1 von
bislang 27,3 cM weiter eingeengt werden. Die serielle Ruckkreuzung zweier Stamme
fihrt dabei durch schrittweise Eliminierung des Donorgenoms zur Isolierung einer
chromosomalen Region. Die QTL-Region wurde selektiv vom Donor auf den Akzeptor

Ubertragen und anschliel3end mit flankierenden Markern gepruft.

Zunachst wurde eine Backcross-Verpaarung (BC) von 8 Weibchen des kongenen
Stammes SHRSP.WKY-Acepioratoo-D10rat3) Mit zwei Mannchen des parentalen
hypertensiven SHRSP-Akzeptors (SHRSP.WKY-Acepioratee-D10ratz) X SHRSP) zur
BC1-Generation (Abb. 6) durchgefuhrt. Die Tiere der fir den Ace-Locus heterozygoten
BC1-Generation wurden miteinander zur Generation G4 verpaart (BC4 x BC4). Die Tiere
der Gi-Generation wurden mit polymorphen Mikrosatellitenmarkern genotypisiert. Die
resultierenden homozygoten Tiere fur den Ace-kodierenden Abschnitt der
Gi-Generation wurden mit den vaterlichen hypertensiven SHRSP-Tieren erneut
zurickgekreuzt (G4 x SHRSP) zur BC,. Dieser Zuchtzyklus wurde mehrmals wiederholt
bis zur Generation BCs. Dabei wurde jede neue Generation mittels Genotypisierung
gepruft und Tiere, die heterozygot fir den Ace-kodierenden Abschnitt waren und
zugleich den héchsten homozygoten Anteil fir den SHRSP-Hintergrund enthielten zur
jeweils weiteren Zucht ausgewahlt. Die abschlieRende Fixierung des kongenen
Stammes erfolgte Uber zwei Intercrosse mittels Bruder-Schwester-Verpaarung. Der neu
etablierte kongene Stamm SHRSP.WKY-Ace (p1orati42-D10rat12) trégt den Ace-Locus des
Chromosoms 10 vom WKY-Donor vor dem Hintergrund des SHRSP-Akzeptors.
Die Bezeichnung SHRSP.WKY-Acep1orati42-p10rat12) folgt den Nomenklatur-Richtlinien
des Rat Genome Nomenclature Committee (RGNC) fur kongene Stamme, die auf der

Homepage der Rat Genome Database (www.rgd.mcw.edu) aufgefihrt sind.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Zucht und Etablierung des neuen kongenen
Stammes SHRSP.WKY-Acep1oratia2-D10rat12)- Erster Schritt: Etablierung des ersten
kongenen  Stammes  SHRSP.WKY-Acepioratoo-D10ratzy ~ Mit  Hilfe  von 8
Backcrossgenerationen zwischen Wistar-Kyoto (WKY, grin)- und stroke-prone
spontaneously hypertensive rat (SHRSP, rot)-Ratten und anschliellender Bruder-
Schwester-Verpaarung. Zweiter Schritt: Etablierung des neuen kongenen Stammes
SHRSP.WKY-Acep1orat142-D10rRat12) Uber 6 Backcrossgenerationen zwischen SHRSP-
(rot) und kongenen SHRSP.WKY-Acepiorate-D10rat3-Ratten  (rot-griin)  und
anschlieRender Bruder-Schwester-Verpaarung. RNO10, Rattenchromosom 10; F1,
Filialgeneration; BC, Backcross; G1, Generation; Ace-Locus (grun).
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3.2.4 Praparation

Fur die DNA-Isolierung wurde den Ratten im Alter von 4 Wochen ein ca. 0,5 cm langes
Stlck der Schwanzspitze abgenommen und bei -20 °C aufbewahrt. Die Wunde wurde
mit Histoacryl-Gewebekleber verschlossen. Bei den 16 Wochen alten Tieren aller drei
Stamme SHRSP, WKY und SHRSP.WKY-Ace p1orat142-D10rat12) (jeweils n= 6-12) wurde
das Korpergewicht gemessen. Die Blutentnahme erfolgte durch Dekapitieren der Tiere,
um eine Verfalschung der Ergebnisse durch stressbedingte Aktivierung des
RAS-Systems zu vermeiden. Nach dem Ausbluten wurde die Bauchhdhle der Tiere
geodffnet und es erfolgte die Entnahme des Herzens, das in den linken und den rechten
Ventrikel separiert wurde, der Nieren, deren Cortex von der Medulla getrennt wurde, und
der Lunge. Zur Bestimmung der Organgewichte wurden die Praparate ausgewogen. Fir
die spatere Bestimmung der Renin-Konzentration und der ACE-Aktivitat im Plasma
wurden 5 ml des aufgefangenen Blutes in ein mit 5000 IE/ml Heparin versetztes
gekuhltes Eppendorf-Réhrchen Uberfihrt. Das Herz wurde in eine 1,0 molll
Kaliumchloridlésung gegeben. Die Organe wurden unmittelbar nach der Entnahme in
ein frisches 2 ml-Eppendorf-Réhrchen Uberfihrt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Gewebeproben wurden bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C
aufbewahrt. FUr die Evaluierung des Herzphantoyps wurden die Tiere bezuglich des
linksventrikularen Gewichts als Mal} fur die Hypertrophie untersucht. Insgesamt wurden

versuchsabhangig fur jeden der drei Stamme 6-12 mannliche Tiere analysiert.

3.2.5 DNA-Isolierung

DNA wurde aus dem Rattenschwanz isoliert. Die Gewebeprobe wurde in einem 1,5 ml
Eppendorf-Gefall mit 700 ul Lysis-Puffer (Tail-Puffer) und 40 ul Proteinase K (10 mg/ml)
versetzt und anschlieend Uber Kopf drehend bei 55 °C im Hybridisierungsofen
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde der Ansatz aus dem Ofen entnommen und fir 5 min
auf Eis gestellt. Zur Fallung von Proteinen wurde der Ansatz bei 4 °C mit 300 pl
gesattigter 6 molarer NaCl-Lésung versetzt, intensiv durchmischt und bei 15 min,
14.000 U/min, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein 2,0 ml-
Eppendorf-Gefald dekantiert, zur Fallung von DNA mit 1 ml Isopropanol versetzt und gut
durchmischt. Im Anschluss wurden die Proben fir 50 min inkubiert und erneut
zentrifugiert bei 15 min, 14.000 U/min und 4 °C. Der Uberstand wurde abgetrennt und
das DNA-Pellet mit 500 pl kaltem 70%igem Ethanol (-20 °C kalt) gewaschen und noch

einmal zentrifugiert. Nach Abtrennung des Uberstandes wurde das DNA-Pellet 30 min
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bei Raumtemperatur getrocknet und anschliel3end in 200 pl Aqua bidest. aufgenommen
und bei 4 °C uber Nacht vollstandig aufgelost. Zur Bestimmung von Reinheit und
Konzentration wurde die Probe 1:20 mit Aqua bidest. verdinnt und photometrisch die
optische Dichte (A 260-280 nm) bestimmt. Die DNA-Konzentration wurde in der Einheit
Mg/ul angegeben.

Zur Festlegung einer einheitlichen Reihenfolge und flr eine effiziente genotypische
Charakterisierung der Tiere wurden DNA-Mikrotiter-Stockplatten fur die spater
durchzufihrende PCR angelegt. Pro Loch wurden jeweils 5 yl DNA-L6sung (10 ng/pl)
mit zusatzlicher Negativkontrolle mit Aqua bidest. pipettiert. Die Platten wurden
2 Stunden bei 55 °C getrocknet und anschlieRend bei -20 °C aufbewahrt. Das Volumen

des verdunsteten Wassers wurde bei der Pipettierung zur PCR wieder erganzt.

3.2.6 Genomanalyse mit Mikrosatellitenmarkern

Die Genomanalyse (Genotypisierung) der Tiere basiert auf der Nutzung von
Mikrosatellitenmarkern (short tandem repeats | STR, simple sequence length
polymorphism | SSLP, oder simple sequence repeats /| SSR). Bei den Markern handelt
es sich um kurze, repetitive, ein bis vier Nukleotide umfassende Sequenzen vorwiegend
in nicht-kodierenden DNA-Abschnitten. Aufgrund ihres ausgepragten Polymorphismus
dienen sie in Verbindung mit elektrophoretischen Trennverfahren zur Unterscheidung
genetischer Individuen oder Stamme mittels PCR (Beckman und Weber, 1992). So kann
ein zwischen den Parentalstammen als polymorph identifizierter DNA-Abschnitt
(z. B. ein repetitives Dinukleotid (CA), mit radioaktiv markierten Primern, deren
Lokalisierung aufgrund von Kartierungen bekannt ist) mit der PCR vervielfaltigt und
anschlielend zur Trennung der Amplifikate in Abhangigkeit ihrer Grofde auf ein
denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen werden. Uber ein Autoradiographie-
Verfahren ergibt sich z. B. fur die Individuen einer G,-Population der entsprechenden
Parentalstamme ein Bandenmuster, bei dem wahlweise fir das Vater- oder Mutter-Allel
jeweils homozygote, fir beide Allele heterozygote Amplifikate nachzuweisen sind.

Die Angaben fir polymorphe Mikrosatellitenmarker zwischen den Parentalstdammen
WKY und SHRSP wurden dem Whitehead Institute for Biomedical Research
(http://www.broadinstitute.org/rat/public/) entnommen. Fur die Lokalisierung der
einzelnen Marker wurde die Datenbank Rat Genome Database (www.rgd.mcw.edu)
verwendet (Anhang 9.5).
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3.2.7 Radiomarkierung mit einer Polynukleotidkinase

Zum Nachweis des Hybridisierungsprodukts wurden radioaktiv = markierte
Oligonukleotidsonden fur den jeweiligen Primer erstellt. Dazu wurde die zu markierende
Sequenz am 5'-Ende dephosphoryliert und anschliefend mit radioaktiv markiertem
Phosphat rephosphoryliert. Die T4-Polynukleotidkinase diente als Katalysator flr den
Transfer von [Y-BZP]-ATP. Far die Primer-Kinasierung wurde von jedem Primerpaar der
Sense-Primer am 5'-Ende durch radioaktives Phosphat in ¥-Stellung markiert, um die in
der PCR-Reaktion entstehenden Amplifikate mittels Autoradiographie sichtbar zu
machen. In einem Eppendorf-Réhrchen wurden 0,04 pl 10x Kinase-Puffer, 0,017 pl
T4+Polynukleotidkinase (10 U/ul) und 0,0583 pl [¥3?P]-ATP (3000 Ci/mmol) gemischt.
Von diesem Gemisch wurden 0,011 pl zu 0,22 ul von dem 6 pM Sense-Primer gegeben
und anschlieRend fir 45 min bei 37 °C und fur 10 min bei 65 °C im PCR-Gerat inkubiert.

3.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Vorbereitung der PCR wurde zunachst eine Mischung aus 1,3 pl 10x PCR-Puffer,
0,39 pyl 50 mM MgCly,, 1,1 yl 2,5 mM dNTPs, 0,07 ul Tag-Polymerase, 0,22 yl 6 pM
Antisense-Primer, 8,91 ul Aqua bidest. und dem kinasierten Sense-Primer hergestellt.
Pro Ansatz wurden 50 ng genomischer DNA in die Mikrotiterplatte vorgelegt und
10 ul der vorbereiteten Mischung zugesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde anschlie3end mit
Schweil¥folie verschlossen und der PCR unterzogen. Die Amplifikation begann mit einer
initialen Denaturierung bei 92 °C flr 2 min, gefolgt von 30 Zyklen bestehend aus
15 sec bei 92 °C, 1 min bei der primerspezifischen Annealing-Temperatur und 1 min bei
72 °C. Die finale Elongation erfolgte bei 72 °C fur 7 min. Fur bestimmte Primer wurden
Touch-Down-Programme verwendet. Diese Programme laufen nach folgendem
exemplarisch angegebenen Schema ab: 94 °C fir 3 min, 55 °C fur 45 sec, 72 °C fur
45 sec, 94 °C fur 30 sec, 53 °C fur 45 sec, 72 °C fur 45 sec, 94 °C fur 30 sec, 52 °C flr
45 sec, 72 °C fur 45 sec, 94 °C fur 30 sec, 51 °C fur 45 sec, 72 °C fur 45 sec, 94 °C fur
30 sec, 50 °C fur 45 sec, 72 °C fur 45 sec, 94 °C fur 30 sec, weitere 29 Zyklen
bestehend aus 50 °C fur 45 sec, 72 °C fur 45 sec, 94 °C fur 30 sec und anschlie3end
5 min bei 72 °C. Im Anschluss wurden die Proben bei 4 °C aufbewahrt.

3.2.9 Gelelektrophorese

Die PCR-Amplifikate wurden elektrophoretisch unter Verwendung 0,4 mm dicker

denaturierender Polyacrylamid (PAA)-Gele (Abb. 7) getrennt. Zur Herstellung des Gels
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dienten zwei Glasplatten (35 x 45 cm). Eine der Glasplatten wurde mit Ethanol (70 %)
und Aceton behandelt, die andere wurde nach der Reinigung mit Ethanol (70 %)
zusatzlich mit wasserabweisender Acrylease™ impragniert. Nach der Reinigung wurden
die Platten mit zwei seitlich eingelegten 0,4 mm dicken Spacern zusammengefugt und
an den Seiten mit Paketklebeband und Klammern fixiert. Die flissige PAA-Gelmischung
wurde umgehend luftblasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm
umgekehrt an der oberen Schmalseite ca. 5 mm in die Gelflussigkeit des Gels platziert.
Nach Beginn der Polymerisation (ca. 1-2 h bei Raumtemperatur) wurden das Klebeband
und die Klammern entfernt, der Kamm gezogen und umgedreht, so dass dessen
Spitzen ca. 1-2 mm ins Gel ragten und Geltaschen bildeten. Die Gelplatten wurden in
die Elektrophoresekammer gelegt und die Gelkammern mit 1x TBE-Puffer gefullt. Die zu
untersuchenden DNA-Proben wurden mit 10 pl 2x Formamid-Gelladepuffer versetzt und
im PCR-Gerat denaturiert (5 min, 94 °C). Die Geltaschen wurden mit einer 8-Kanal-
Glaspipette mit ca. 3 pl der jeweiligen Probe beladen. Dann erfolgte die
elektrophoretische Trennung fur 2-3 Stunden bei 60-70 Watt. Im Anschluss wurde das
Gel entnhommen und die mit Acrylease™ impragnierte Glasplatte abgehoben. Das Gel
wurde auf Gel-Blotting-Papier Ubertragen und mit Saran™-Folie verpackt. Zur
Darstellung der radioaktiv markierten DNA-Abschnitte wurde das Gel zusammen mit
Biomax-Filmen in eine Rontgenkassette gelegt und bei -20 °C fur 8-16 h je nach

Signalstarke exponiert.
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Abb. 7: Prinzip der Genotypisierung mittels polymorpher Mikrosatellitenmarker.
Dargestellt ist exemplarisch ein Dinukleotidrepeat (CA), unterschiedlicher Lange bei den
Parentaltieren SHRSP und WKY und bei den Filial- und Backcross-Tieren. Der Kasten
unten symbolisiert das Polyacrylamidgel (PAA). Die Auftrennung der PCR-Amplifikate
ergibt ein homozygotes Bandenmuster fir SHRSP (rot) bzw. fir WKY (grtin) und ein
heterozygotes Bandenmuster fur ein Filial- oder Backcross-Tier (rot und grun). (CA),,

CA-Repeat mit stammspezifischer Lange; BC, Backcross; F1, 1. Filialgeneration.
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3.3 Phanotypisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mannliche Tiere der beiden Parentalstamme WKY,
SHRSP und des neu etablierten kongenen Stammes SHRSP.WKY-Acep1orati142-D10Rrat12)

im Alter von 16 Wochen untersucht.

3.3.1 Blutdruckmessung mittels Tail-Cuff-Verfahren

Bei der nicht-invasiven Tail-Cuff-Methode und computergestitzter Oszillation (TSE
Blutdruck-Monitor, Mehrkanal-System) wird der systolische Blutdruck der WKY-Ratten
mit Hilfe einer aufblasbaren Manschette am Rattenschwanz ermittelt. Ein spezieller
Pulssensor registriert hierbei Druckschwankungen in den arteriellen Gefalden. Diese
werden in elektrische Signale umgewandelt, aus denen ein Computer mit der
entsprechenden Software die Werte des systolischen Blutdrucks und die Herzfrequenz
errechnet. In Vorbereitung der Messungen des systolischen Blutdrucks erfolgte eine
Trainingsphase uUber zwei Tage mit dem Ziel, die Ratten (n= 6) an die Messsituation zu
gewohnen. Die Untersuchung ist nichtinvasiv und wird an wachen und nicht
narkotisierten Tieren durchgefihrt. Die Tiere wurden in einem Restrainer innerhalb einer
auf 32 °C temperierten transparenten Box aus Kunststoff fixiert, um Bewegungen zu
verhindern. Zur Gewahrleistung einheitlicher, vergleichbarer Werte wurden die
Messungen dem zirkadianen Rhythmus entsprechend zu gleichen Tageszeiten
durchgeflhrt. Zur eigentlichen Werteermittiung erfolgten an drei aufeinander folgenden
Tagen drei Messdurchgange mit je zwei Messungen. Die Ergebnisse aller Messungen

wurden anschlief3end gemittelt.

3.3.2 Blutdruckmessung mittels Radiotelemetrie

Die radiotelemetrische Messung erfolgte extern in Zusammenarbeit mit Ralph Plehm,
MDC-Berlin. Die Blutdruckwerte des SHRSP und des kongenen Stammes im Alter von
16 Wochen wurden radiotelemetrisch erfasst. Dazu wurde ein Druck-Transducer in die
Abdominalhdhle der 12 Wochen alten Tiere verbracht und ein mit dem Transducer
verbundener Kapillarschlauch im Lumen der Aorta abdominalis verankert. Nach einer
Regenerationszeit von 4 Wochen wurde die eigentliche Blutdruckmessung
vorgenommen. Die Messung erfolgte in individuellen Kafigen an 10 Tagen Uuber
24 Stunden im 2-Minuten Intervall fur jeweils 10 Sekunden. Die Kafige standen jeweils
auf einem Empfanger fur die implantieten Sender. Der Empfanger wandelte das
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empfangene Signal in ein digitales Signal um, das mit einem Computersystem
ausgewertet wurde. Aus drei =zufallig gewahlten Perioden der Tag- und

Nachtaufzeichnungen wurden die Werte gemittelt.

3.3.3 ACE-Aktivitat im Plasma und Gewebe (Membranproteine)

Die spektralphotometrische Dokumentation der kinetischen ACE-Aktivitat basiert auf der
Verwendung des synthetischen Tripeptids N-[3-(2-Furyl)acryloyl]-L-phenylalanyl-glycyl-
glycin (Synonym N-[3-(2-Furyl)acryloyl]-Phe-Gly-Gly, kurz FAPGG) (Holmquist et al.,
1979). Das Verfahren basiert auf der katalytischen Wirkung des ACE bei der
hydrolytischen Spaltung des FAPGG unter Abbau zu Furylacryloyl-Phenylalanin (FAP)
und Glycylglycin (GG). Die Hydrolyse bewirkt eine der enzymatischen Aktivitat
proportionale Abnahme der Absorption bei A = 340 nm. Die Aktivitat im Probenansatz
wird durch Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeit in der Probe mit der des ACE-
Kalibrators ermittelt. Eine Einheit ACE-Aktivitdt entspricht definitionsgemald der
Enzymmenge, die unter den konkreten Bedingungen der Untersuchung die Bildung
eines Mikromols (umol) FAP pro Minute katalysiert. Der ACE-Kalibrator ist ein
lysophilisiertes Praparat; es enthalt tierisches ACE (Schwein) auf gepufferter

Humanserumbasis mit Stabilisatoren und Konservierungsmitteln.

, ACEx">_ .
FAPGG FAP + Glycyl-Glycin

Bei der Messung der ACE-Aktivitat sollte die Temperatur des Reaktionsgemisches in
einem konstanten Bereich zwischen 30 und 37 °C liegen. Nach Uberfiihrung der
Plasma- oder Proteinproben in Einmalklvetten wurden sie in einem Thermoblock 5 min
bei 37 °C inkubiert und die erste photometrische Messung (A = 340 nm) der Probe und
des ACE-Kalibrators durchgefihrt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 5 min
wurden beide Proben erneut gemessen. Fur die Berechnung der Aktivitat wurde bei
jeder Bestimmungsserie ein Kalibrator mitgefihrt. Die Einheit der ACE-Aktivitat im
Plasma wurde in U/, fir das Gewebe in U/g angegeben. Fur die Messung wurde
zunachst 1 ml ACE-Reagenz in eine Einmalklvette pipettiert und im Thermoblock auf
die Reaktionstemperatur von 37 °C erwarmt. 0,1 ml der Probe wurden in das
vorgewarmte ACE-Reagenz pipettiert, die Losung durchmischt und anschlief3end in die
Messkulvette Uberflhrt. Die Inkubationszeit betrug 5 min bei 37 °C. Die Absorption (A)

der Probe und des Kalibrators wurden bei einer Wellenlange von 340 nm gegen Wasser
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als Referenz bestimmt. Diese ersten OD-Werte ergaben INTIAL A. Nach 5 min erfolgte
die zweite OD-Messung. Diese Werte ergaben FINAL A.

Berechnung:

A A pro 5 min (Probe) = INTIAL A Probe — FINAL A Probe

A A pro 5 min (Kalibrator) = INTIAL A Kalibrator — FINAL A Kalibrator
ACE-Aktivitat des Kalibrators bei 37 °C betragt 50 U/l (fur Sigma Kit: 67 U/l)

ACE (U/l)= A A/'5 min Probe / A A/ 5 min Kalibrator x ACE-Aktivitat des Kalibrators
3.3.4 ACE-mRNA

3.3.4.1 Bestimmung der Gesamt-RNA (TRIzol™)

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte aus bei -80 °C tiefgefrorenem Gewebe (Lunge,
linker Ventrikel, Nierencortex und Nierenmark) mit der TRIzol™-Methode (Chomczynski
et al., 1993). Die Materialien, die nicht autoklavierbar sind, wurden zur Reinigung mit
RNAse AWAY® oder mit autoklaviertem DEPC-H,0 behandelt. In einem 20 ml Greiner-
Zentrifugenrohrchen wurden 100 mg der Organprobe in 1 ml Trizol fur 3x 30 sec. auf Eis
homogenisiert. Das Gemisch wurde anschlieiend in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen
Uberfihrt und bei 5000 U/min fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert, um grobe Partikel zu
entfernen. Der Uberstand wurde separiert und zur vollstandigen Dissoziation der
Nukleoprotein-Komplexe bei Raumtemperatur eine Stunde inkubiert. Die
Phasenseperation erfolgte durch Zugabe eines Gemisches aus 200 pl Chloroform,
Inkubation bei Raumtemperatur fir 2-3 min und anschlieRendem Zentrufigieren fir
15 min, bei 12.000 U/min, 4 °C. Als Resultat der Zentrifugation definierten sich drei
Phasen. Aufgrund der Unldslichkeit in der sauren phenolischen Phase verblieb die RNA
in der oberen wassrigen Phase. In der weil3en Interphase befand sich die DNA, in der
unteren roten Phase die Proteine, die fur die ACE-Aktivitatsbestimmung der jeweiligen
Gewebe verwendet wurden. Die obere durchsichtige Phase mit der RNA wurde
abpipettiert, in ein Eppendorf-Rohrchen transferiet und zur Prazipitation mit
500 pl Isopropanol / 1 ml Trizol Gemisch versetzt. Nach 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die RNA fur 10 min bei 12.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das entstandene Pellet wurde mit 1 ml 75%igem -20 °C

kaltem Ethanol gewaschen und fir 10 min bei 4900 U/min und 4 °C zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde dekantiert und die Proben auf Eis gelagert. Nach erneutem
Waschen mit 1 ml 75%igem -20 °C kaltem Ethanol und Zentrifugieren fr 10 min bei
4900 U/min und 4 °C, wurde das RNA-Pellet 5 min luftgetrocknet und dann in 0,1%
DEPC-H,O durch Inkubation fir 5 min bei 65 °C geléost. Fur die
Konzentrationsbestimmung wurden die Proben 1:200 mit RNase-freiem Wasser (DEPC-
H2,0) verdinnt. Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) erfolgte mit einem UV-
Spektralphotometer bei A = 260 nm und 280 nm. Der berechnete Quotient aus den
Absorptionsmaxima (A260/A280, Verhaltnis RNA zur Proteinkonzentration) ist ein
Kennzeichen fir die Reinheit des Produkts. Die Qualitatskontrolle der isolierten RNA
wurde mittels Gelelektrophorese durchgefuhrt.
1 pl (500 ng) RNA-Probe wurde mit 1 yl Laufpuffer versetzt und auf ein 1%iges Agarose-
Ethidiumbromid-Gel aufgetragen. Das Agarosegelgemisch bestand aus 30 ml 1x TAE
und 3 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml). Der Gellauf erfolgte bei einer Spannung von 75 V
und einer Stromstarke von ca. 200 mA Uber etwa 40 min. Bis zur weiteren Verwendung
wurden die Proben bei -80 °C aufbewahrt. Die Berechnung wurde folgendermalen

vorgenommen:
Crna [MG/MI] = E (260 nm) o ¢ (RNA = 40) e Verdinnung (200) / 1000
e= Extinktionskoeffizient

OD =1 bei 260 nm (E260) entspricht 40 ug/ml RNA

Zur Bestimmung der Reinheit erfolgte die Messung bei 280 nm.

3.3.4.2 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription (RT-PCR)

Die Expressionen der ACE-mRNA in den verschiedenen Gewebeproben wurden mit der
Reversen-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion  (RT-PCR) untersucht. Nach
Isolierung der Gesamt-RNA wird durch die RT-PCR zu jedem mRNA-Molekdul in der
Probe die cDNA (complementary DNA) mittels des Retrovirenenzyms Reverse
Transkriptase erstellt. Die cDNA dient in der anschlielRenden quantitativen PCR als
Matrix. Fur die Synthese der cDNA wurden 1 pg RNA-Probe mit 0,1%igem DEPC-
Wasser auf 20 pl aufgefullt. Desweiteren wurden 2 pl Random-Hexamer zur
Primerhybridisierung zugesetzt. Die Probe mit einem Gesamtvolumen von 22 ul wurde
im PCR-Gerat zunachst fur 5 min auf 70 °C erhitzt und danach fur weitere 5 min auf
4 °C abgekihlt. Fur die Uberschreibung der RNA in ¢cDNA wurden anschlieBend
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8 ul 5x Reaktionspuffer, 2 ul RNAse-Inhibitor, 4 pl 10 mMol dNTP-Mix und zudem
4 ul Reverse Transkriptase (M-MULV) zu einem Gesamtvolumen von 40 ul zugegeben.
Die Inkubation erfolgte in mehreren Schritten: 10 min 25 °C, 60 min bei 37 °C, 10 min
bei 70 °C und 10 min bei 4 °C. Fir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden
1 ul cDNA, 5 ul 10 x PCR-Puffer, 4 ul dNTP (2,5 mM), 3 ul Magnesiumchlorid (25 mM),
2,5 yl Sense-Primer (6 mM), 2,5 pl Antisense-Primer (6 mM), 1 pl Tag-Polymerase mit
Wasser auf 50 pl aufgefullt. Die Inkubation erfolgte zur initialen Denaturierung 3 min bei
90 °C, 30 sec bei 94 °C, 45 sec bei 57 °C, flr das Annealing 1 min bei 72 °C, fir die
finale Elongation 6 min bei 72 °C, 10 min bei 4 °C Uber insgesamt 39 Zyklen. Die
Qualitatskontrolle der cDNA erfolgte mittels 2%igem Agarosegel. Dazu wurden

5 pl Probe mit 3 pl Loading-Blaupuffer versetzt und aufgetragen.

3.3.4.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)

Die Genexpressionsanalyse im Gewebe der einzelnen Rattenmodelle wurde durch
quantitiative Polymerase-Kettenreaktion nach dem RT-gPCR-Prinzip durchgefuhrt. Die
PCR-Produkte wurden quantitativ Gber die Hybridisierung mit einer fluorogenen Sonde
bestimmt. Im ABI Prism 7000 Sequence Detection System wird bei jedem Zyklus die
Fluoreszenz des Reporters, die proportional zur Menge der gebildeten PCR-Produkte

ansteigt, gemessen.

Die Ace-Gensequenz (NM 012544) zum Design des Primers fur den Ace-kodierenden
Genabschnitt sowie die Informationen zu Exons und Introns wurden der Datenbank
Ensembl (www.ensembl.org) und National Center for Biotechnological Information
(NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) entnommen. Die ACE Primer-Sequenz st
introntberspannend (Exon 15 - Intron 16 - Exon 16) mit einer Produktlange von
76 Basenpaaren (s. Anhang 9.4). Zur Auswertung des PCR-Assays wurde eine relative
Quantifizierung mit Hilfe von Standardkurven vorgenommen. Mit Hilfe der Expression
eines sog. Referenzgens (Housekeeper) werden daraufhin die Expressionslevel des zu
untersuchenden Gens auf die Expressionslevel des Referenzgens normiert. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Referenzgene 18S rRNA und PBGD fur die
Untersuchung von Gewebeproben verwendet (Fink et al., 1999). Die Verwendung einer
Standardkurve beinhaltete sieben serielle 1:10-Verdinnungen bekannter Konzentration.
Die relative Expression (rE) des zu untersuchenden Gens wurde berechnet nach der
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Formel:
rEace = Eace/ Epsep 0der

rEace = Eace/ E1ss

Jeweils 2 ul cDNA, 12,5 yl TagMan 2x Universal PCR MasterMix, je 2,25 pl 10 uM
Sense-Primer und Antisense-Primer in einer Endkonzentration von 900 nM, 0,5 ul
10 uM Sonde der Endkonzentration 200 nM und nukleasefreies Wasser wurden zu
einem Reaktionsvolumen von 25 pl angesetzt. Jede Probe wurde drei Mal gemessen
und aus den Messungen der Mittelwert gebildet. Da der Quotient einheitslos ist, wurde
zur Auswertung der Mittelwert der Kontrollgruppe (WKY-Stamm) als 100 Prozent
definiert und die Mittelwerte der anderen Gruppen relativ dazu als Expression zur
Kontrolle angegeben. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels ABI Prism
7000 SDS Software.

3.3.5 Bestimmung der plasmatischen Reninkonzentration

Die Bestimmung der plasmatischen Reninkonzentration erfolgte in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Danser in Rotterdam, Niederlande. Das Blut wurde
unmittelbar nach dem Dekapitieren der Tiere gewonnen. Die Probe wurde in ein
Dinatriumcitrat-Polystyrol-Réhrchen  mit 0,2 ml Citratibsung in 10 ml Bilut
(Endkonzentration 0,013 mol/l) Gberfuhrt. Die Probe wurde bei 1000 g fur 10 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Das Plasma wurde bei -70 °C gelagert und innerhalb
einer Woche untersucht. Die plasmatische Reninkonzentration wurde in Anlehnung an
van Kats et al., 1998 durchgeflihrt. Die Bestimmung erfolgte mittels Enzym-Assay mit
einem Renin-Substrat, wobei die Bildung von Angiotensin | bei pH 7,4 und Inkubation
auf 37 °C unter gleichzeitiger Inhibition der Serinprotease, ACE und Angiotensinase

gemessen wurde.

3.3.6 Bestimmung von Angiotensin | und Il im Herzen

Die Bestimmung der Angiotensinkonzentration erfolgte ebenfalls in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Danser in Rotterdam, Niederlande. Das linksventrikulare
Gewebe wurde wie nachfolgend beschrieben aufgearbeitet, mittels HPLC aufgetrennt
und mittels eines Radioimmunassays vermessen (Danser et al, 1994).
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Extraktion, Trennung mittels HPLC und Messung von Angiotensin | und Il

Das mit FlUssigstickstoff gefrorene Herzgewebe wurde mit einer Schere in kleine Stlicke
geschnitten und mit einem Polytron Homogenisator Ultra Turrax T25 in einer Eislosung
von 0,1 mol/l HCI / 80% Ethanol homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 20.000 g fur
20 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand fiir 12 h bei -20 °C aufbewahrt. Das
Pellet wurde verworfen. Der nach einer weiteren Zentrifugation bei 20.000 g fir 20 min
bei 4 °C erhaltene Uberstand wurde im Verhaltnis 1:1 mit 0,1 % Phosphorséure
verdinnt und fiir 4-6 Stunden bei 4 °C gelagert. Der verdiinnte Uberstand wurde erneut
bei 20.000 g fur 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde weiter
verdinnt mit 0,02 % Phosphorsaure und anschlieend mittels reversibler Absorption an
Octadecyilsilylsilikat (Sep-Pak C18) konzentriert. Die Sep-Pak Kartusche wurde mit
4 ml Methanol aufbereitet und zweimal mit 4 ml kaltem Aqua bidest. aquilibiert. Die
Proben wurden bei 4 °C durch die Kartusche gegeben und diese anschlielfend 2x mit
4 ml kaltem Wasser gespult. Das adsorbierte Angiotensin wurde mit 3 ml Methanol unter
Vakuum-Rotation bei 4 °C in einem Speed-Vac-Gerat verdampft. Die Trennung erfolgte
mittels HPLC mit Phasenumkehr. Die gewonnene Fraktion, die Ang | und Ang Il enthalt,
wurde mit 0,5 mol/l Natriumhydroxid neutralisiert und bei 4 °C vakuumgetrocknet. Die
Ang |- und Il-Konzentrationen wurden mittels Radioimmunassy bestimmt. Die
Bestimmung der Angiotensine nach der Homogenisierung, der Extraktion und HPLC-
Trennung erfolgte durch Zusatz von 129) Ang | oder 129) Ang Il zum Gewebe
(ca. 10.000 cpm/g) vor dem Homogenisieren. Die Konzentrationen von intaktem '%°| Ang

| und '?°I Ang Il in den HPLC-Fraktionen wurden mittels Gammazéhler bestimmt.

3.4 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde die Software IBM SPSS
17.0 Statistics verwendet. Ist keine Normalverteilung nach Logarithmierung festgestellt,
wird zur Auswertung der Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Bei normalverteilten
Ergebnissen wurde zwischen zwei Gruppen der t-Test durchgefuhrt. Bei Vergleich von
drei Gruppen wurde die Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieRendem post-hoc-Test
nach Bonferroni angewandt. Als Signifikanzschwelle wurde ein p-Wert < 0,05 festgelegt.
Fir die graphische Darstellung der MeRwerte wurde die Software GraphPad

Prism 6 verwendet.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Genotypisierung des kongenen Stamms

Die Etablierung des kongenen Stammes SHRSP.WKY-Acep1orati42-D10rat12) baut auf
Erkenntnissen aus der Arbeitsgruppe um Prof. Kreutz auf. Das Ace-Gen befindet sich
auf Chromosom 10, Position 68,71 cM (Abb. 8, Anhang 9.5). Das Ace-Fragment auf
Chromosom 10 der kongenen Ratten konnte in den vorangegangen Arbeiten mit den
flankierenden Markern D10Rat99 (64,3 cM) und D10Rat3 (91,5 cM) fur SHRSP
homozygot auf 27,3 cM verkleinert werden (Dissertation Junge, 2009).

Um weitere Verkleinerungen des betreffenden Intervalls zu erreichen, wurde zunachst
die Reinheit des kongenen Stamms mit dem genannten Ace-Fragment bestatigt. Daftr
wurden insgesamt 170 Mikrosatellitenmarker getestet, die polymorph zwischen SHRSP
und WKY sind und sich Uber das gesamte Genom erstrecken. Sie weisen einen
Abstand von ca. 1-10 cM voneinander auf. Der neue kongene Stamm wurde Uber
6 Backrossgenerationen und 2 Bruder-Schwester-Verpaarung erweitert und verfugt Gber
einen Ace-Locus von 9,63 cM. Das Ubertragene Fragment wird mit den Markern des
homozygoten WKY von D10Mit1 (68,71 cM) bis D10Mgh4 (73,41 cM) flankiert und tragt
das Ace-kodierende Gen. Die nachsten angrenzenden Marker fir den homozygoten
SHRSP sind D10Rat142 (66,5 cM) und D10Rat12 (76,13 cM), Abb. 8 und Abb. 9.

Insgesamt wurden fur den Ace-Locus mehr als 30 polymorphe Marker getestet.
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Abb. 8: Chromosomenkarte zum Rattenchromosom 10. Rechts der untersuchte Ace-
Locus mit den flankierenden Markern D10Rat142 und D10Rat12 (Angabe in cM), in der
Mitte die beiden Blutdruck-relevanten Genloci BP/SP-1a und BP/SP-1b (rote Balken).
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cM Chromosom 10 Mannchen Weibchen
D10Rat99 SHRSP
D10Rat142 SHRSP
D10Mit1 WKY

D10Rat204 WKY
D10Rat13 WKY
D10Mgh4 WKY
D10Rat12 SHRSP

erhaltene Zucht | erhaltene Zucht

Abb. 9: Detaillierter Ausschnitt der Chromosomenkarte aus Abb. 8 fir Mannchen und
Weibchen der erhaltenen Zucht; in grin das Ubertragene Ace-Fragment beinhaltet das
Ace-Gen (D10Mit1) und in rot die flankierenden Marker fur homozygot SHRSP.

4.2 Phanotypisierung des kongenen Stammes

4.2.1 Korper- und Organgewichte

Im Zuge der Phanotypisierung wurden bei den 16 Wochen alten mannlichen Tieren das
Kérpergewicht sowie die Organgewichte des gesamten Herzens, des linken Ventrikels
(LV) und der Nieren ermittelt. Die Organgewichte wurden in Relation zum Korpergewicht

gesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.

Generell wiesen die normotensiven Ratten des WKY-Stammes ein hoheres
Kérpergewicht auf als die SHRSP- und die kongenen Tiere. Das durchschnittliche
Gewicht der SHRSP-Ratten betrug 256 + 5 g und lag damit um 14,7 % niedriger im
Vergleich zu den WKY-Tieren (300 £ 7 g), wahrend der kongene Stamm SHRSP.WKY-
Ace(p1orat142-D10Rat1i2) Mit 278 £ 14 g nur um 7,3 % vom WKY-Stamm abwich. Der
Unterschied zwischen dem WKY- und dem SHRSP-Stamm ist signifikant (p<0,05).
Einen gegenteiligen Verlauf nahmen die relativen Gewichte der Organe. Das
Herzgewicht der hypertensiven SHRSP-Ratten (4,44 + 0,11 g) sowie der Tiere der
kongenen Linie (4,33 £ 0,19 g) zeigte im Vergleich zu den normotensiven Parentaltieren
(3,07 = 0,88 g) signifikante Unterschiede (p<0,05). Die SHRSP-Ratten demonstrierten
ein um 44,6 % und die kongenen Ratten ein um 41,0 % hoheres Herzgewicht als die
WKY-Tiere. Das relative linksventrikulare Gewicht des kongenen SHRSP.WKY-
Acep1orat142-D10Rat12-Stammes  betrug 3,24 * 0,12 mg/g und des SHRSP-Stammes
3,21 + 0,89 mg/g. Beide Stamme zeigten damit um 43,4 % bzw. 42,0 % erhdhte Werte
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(p<0,05) als der WKY-Stamm (2,26 = 0,24 mg/g). Das relative Nierengewicht lag mit
4,21 + 0,08 mg/g fur SHRSP um 22,4 % und mit 4,24 + 0,13 mg/g fur SHRSP.WKY-
Acep1oratta2-D10Ratt2y UM 23,3 % hoher im Vergleich zum Parentalstamm WKY
(3,44 = 0,07 mg/g). Insgesamt liegen die Werte fur den SHRSP- und den kongenen
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rRat12-Stamm  fur die drei betrachteten Organe jeweils

signifikant Uber den Werten fur den Parentalstamm WKY (p<0,05).

4.2.2 Blutdruck, Herzfrequenz

Neben der Messung der Kdrper- und Organgewichte ist die Bestimmung des Blutdrucks
ein wichtiger Parameter im Zuge der Phanotypisierung. Die radiotelemetrisch ermittelten
Blutdricke (Tab. 1) lagen erwartungsgemaf bei den SHRSP-Ratten im hypertensiven
Bereich (235 £ 3 mmHg systolisch, 176 + 4 mmHg diastolisch). Die kongene Linie wies
Werte von 233 £ 7 mmHg (systolisch) und 178 + 6 mmHg (diastolisch) auf und zeigte
damit ein sehr ahnliches Muster wie der Parentalstamm SHRSP. Beide Parameter
demonstrierten bezlglich des SHRSP- und des kongenen Stammes uber einen
Zeitraum von 24 Stunden keine signifikante Anderung hinsichtlich der durchschnittlichen
Werte. Auch ein signifikanter Einfluss des 12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus wurde

nicht beobachtet.

Die Bestimmung des Blutdrucks bei den normotensiven WKY-Parentaltieren (Tab. 1)
erfolgte mit der Tail-Cuff-Methode; das Ergebnis von 124 + 3 mmHg (systolisch)
bestatigte die Erwartungen. Dagegen wurde bei den SHRSP-Tieren und dem kongenen
Stamm ein signifikant erhohter systolischer Blutdruck im Vergleich zu den WKY-Tieren
(p<0,05) detektiert, was ebenfalls den Erwartungen entspricht. Im Zusammenhang mit
der Blutdruckmessung wurde die Herzfrequenz dokumentiert (Tab. 1). Dabei wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den drei untersuchten Stdmmen festgestellt. Die
durchschnittichen Werte lagen bei 361 + 18 Herzschlagen pro Minute fir die
SHRSP-Parentaltiere, 363 + 14 fir SHRSP.WKY-Acep1orat142-D10rRat12) Und 353 + 9 fiir
die WKY-Parentaltiere.
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Tab.1: Generelle Charakteristik der normotensiven WKY-, der kongenen SHRSP.WKY-
Ace(p1oratta2-D10rat12) UNd der hypertensiven SHRSP-Tiere; Mittelwerte + SE fur 6-12
mannliche Versuchstiere pro Gruppe. KG, Korpergewicht; Herzgewicht (HG), LV +
S/KG, relatives Feuchtgewicht des linken Ventrikels (LV) inklusive Septum (S); NG/KG,
relatives Feuchtgewicht der Niere (NG); Hf, Herzfrequenz; SBD, systolischer Blutdruck;
DBD diastolischer Blutdruck; *p<0.05 vs. SHRSP, *p<0.05 vs. SHRSP und
SHRSP.WKY- Acep1orati142-D10Rat12)-

WKY SHRSP.WKY-Acep1orati42p10rat12) | SHRSP
KG [g] 300 £ 7* 278 £ 14 256 +5
HG/KG [mg/g] 3,07+0,88" |4,33+0,19 4,44 + 0,11
LV+S/KG [mg/g] | 2,26 +0,24* | 3,24 +0,12 3,21+0,89
NG/KG [mg/g] 3,44 +0,07" | 4,24+0,13 4,21 +0,08
Hf [1/min] 353+9 363+ 14 361+18
SBD [mmHg] 124 +2,7* 23317 235+3
DBD [mmHg] nicht ermittelt | 178 + 6 176 £ 4

4.2.3 ACE-Aktivitat im Plasma

Die plasmatische ACE-Aktivitat bei den normotensiven WKY-Tieren war im Vergleich zu
den hypertensiven SHRSP-Parentaltieren deutlich mehr als doppelt so hoch
(217,7 £ 11,7 vs. 82,2 + 6,3 U/l, p<0,05) (Abb. 10a). Einen dhnlichen hohen Anstieg der
plasmatischen ACE-Aktivitat zeigten die kongenen SHRSP.WKY-Acep1orat142-D10Rat12)-
Tiere (195,2 £ 23,0 U/l, p<0,05), wohingegen die SHRSP-Tiere nur Werte von
82,2 £ 6,3 U/l aufwiesen. Somit befand sich die plasmatische ACE-Aktivitat im kongenen
Stamm in etwa auf dem Niveau des WKY-Parentalstammes.

4.2.4 Reninkonzentration im Plasma

Die plasmatische Reninkonzentration (Abb. 10b) fallt beim normotensiven WKY-Stamm

mit 3,79 £ 0,64 ng Ang I/ml/h am niedrigsten aus und ist demgegenuber beim
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hypertensiven SHRSP-Stamm mit 6,78 + 1,55 ng Ang I/ml/h nahezu verdoppelt.
Interessanterweise nimmt der kongene Stamm mit 4,72 £ 1,44 ng Ang I/ml/h hier eine
mittlere Position ein. Der Unterschied ist signifikant zwischen WKY und SHRSP
(p<0,05).

-
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[ H

350+ B WKY
Bl SHRSP.WKY-Acen prat142-D10Rat12)

3001 Bl SHRSP
250+
200+
150+

1001

Plasmatische ACE- Aktivitat (U/L)

10b

10+ B WKY
I SHRSP.WKY-Ace(pgrat142-D10Rat12)
I SHRSP

g *

(ng Ang l/imlfh)
i

f-%

Plasmatische Reninkonzentration

Abb. 10: Plasmatische ACE-Aktivitat (10a) und plasmatische Reninkonzentration (10b)
des normotensiven WKY-Stammes (links), des kongenen SHRSP.WKY-Acep1orati4z-
p1oRat12-Stammes (Mitte) und des SHRSP-Stammes (rechts). Mittelwerte + SE fur
10-12 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe fur die ACE-Aktivitatsmessung und
6 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe fir die Bestimmung der plasmatischen
Reninkonzentration. Plasmatische ACE-Aktivitat: *p<0,05 SHRSP vs. WKY bzw.
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12-Ratten.  Plasmatische Reninkonzentration: *p<0,05
SHRSP vs. WKY; SHRSP vs. kongene SHRSP.WKY-Acepiorati42-D10rat12-Ratten
(p=0,12).
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4.2.5 ACE-mRNA- und ANP-mRNA-Expression, ACE-Aktivitat und Ang I- und Ang

Il -Konzentration in den Organen und im Gewebe

Die differentielle Genexpressionsanalyse erfolgte mittels Real-Time-PCR. Bei der
Darstellung der Messwerte prasentieren die Daten zum WKY-Stamm die Basis
(Vergleichreferenz) und nehmen bei der Angabe der relativen Werte den relativen
Mittelwert von 100% an (z. B. Mittelwert von ACE/PBGD).

4.2.5.1 ACE-mRNA und ACE-Aktivitat in der Lunge

Die Ergebnisse der mittels Real-Time-PCR gemessenen differentiellen Expression von
ACE-mRNA in der Lunge der drei untersuchten Stamme WKY, SHRSP.WKY-
Acep1orat142-D10rat12) UNd SHRSP zeigt Abb. 11. Die gemessenen Werte wurden auf die
entsprechenden parallel gemessenen Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA-
Spiegel normiert. Die normierte pulmonale ACE-mRNA-Expression betrug im
normotensiven WKY-Parentalstamm 46,6 + 17,3 und lag 61% Uber dem
entsprechenden Wert der hypertensiven SHRSP-Tiere (29,0 £ 13,7, p<0,05).
Interessanterweise unterschied sich die ACE-mRNA-Expression von 52,5 + 10,8 der
kongenen SHRSP.WKY-Acepioratia2-D10rat12-Tiere  nicht — signifikant vom WKY-
Parentalstamm, lag jedoch bei dem 1,8-fachen des Expressionswertes der SHRSP-
Tiere (p<0,05).
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Abb.11: Relative ACE-mRNA-Expression in der Lunge von WKY- (links), kongenen
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12)- (Mitte) und SHRSP-Ratten (rechts). Mittelwerte + SE
fur jeweils 10-12 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe; *p<0,05 vs. WKY bzw. kongene
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12-Ratten.  Auf  Porphobilinogendeaminase (PBGD)
mMRNA normierte ACE-mRNA-Spiegel wurden verglichen.
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Abbildung 12 zeigt die gemessenen pulmonalen ACE-Gesamtaktivitaten. Es fanden sich
vergleichbar hohe Aktivitaten bei normotensiven WKY-Ratten (276,8 + 108,5 U/g) und
den kongenen SHRSP.WKY-Acep1oratis2-Di1orat12)-Tieren (257,9 + 87,0 U/g), wahrend
bei hypertensiven SHRSP-Tieren nur 47 bzw. 50% dieser Aktivitdten nachweisbar
waren. Die kongenen und normotensiven Tiere wiesen einen signifikanten Unterschied

zu den hypertensiven Parentaltieren auf (*p<0,05).
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Abb. 12: Pulmonale ACE-Gesamtaktivitdt von normotensiven WKY- (links), kongenen
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12- (Mitte) und hypertensiven SHRSP-Ratten (rechts).
Mittelwerte £ SE fur jeweils 10-12 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe; *p<0,05 vs.
WKY bzw. SHRSP.WKY-Ace p1orat142-D10rat12)-Ratten.
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4.2.5.2 Renale ACE-mRNA und ACE-Aktivitat

Nierencortex

Ebenfalls mittels Real-Time-PCR wurde die differentielle Expression von ACE-mRNA im
Nierencortex bestimmt. Die Ergebnisse fur die drei untersuchten Stamme WKY,
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12) Und SHRSP zeigt Abb. 13. Die gemessenen Werte
wurden auch hier —auf die entsprechenden parallel gemessenen
Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA-Spiegel normiert. Die normierte renale ACE-
MRNA-Expression des Nierencortex betrug im normotensiven WKY-Parentalstamm
0,69 + 0,17 und lag 2,1-fach Uber dem entsprechenden Wert der hypertensiven SHRSP-
Tiere mit 0,33 = 0,09 (p<0,05). Die ACE-mRNA-Expression von 0,73 = 0,21 der
kongenen SHRSP.WKY-Ace p1orati42-D10rat12)- T i€re unterschied sich nicht signifikant vom
WKY-Parentalstamm, lag jedoch 2,2-fach Gber dem Expressionswert der SHRSP-Tiere
(p<0,05).
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Abb. 13: Relative ACE-mRNA-Expression im Nierencortex von WKY- (links), kongenen
SHRSP.WKY-Acep1oratt42-p10rat12)- (Mitte) und SHRSP-Ratten (rechts). Mittelwerte + SE
fur jeweils 10-12 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe; *p<0,05 vs. WKY bzw. kongene
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12-Ratten.  Auf  Porphobilinogendeaminase (PBGD)
mRNA normierte ACE-mRNA-Spiegel wurden verglichen.
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Nierenmedulla

Die Ergebnisse der mittels Real-Time-PCR gemessenen differentiellen Expression von
ACE-mRNA in der Nierenmedulla der drei untersuchten Stamme WKY, SHRSP.WKY-
Acep1oratta2-D10rat12) UNd SHRSP zeigt Abb. 14. Die auf die parallel gemessenen
Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA-Spiegel normierte renale ACE-mRNA-
Expression der Nierenmedulla betrug im normotensiven WKY-Parentalstamm
0,61 £ 0,21 und lag 45% uber dem entsprechenden Wert der hypertensiven SHRSP-
Tiere mit 0,42 £ 0,16 (p<0,05). Somit unterschied sich die ACE-mRNA-Expression von
0,69 + 0,30 der kongenen SHRSP.WKY-Acep1orat142-D10Rat12)- Tiere nicht signifikant vom
WKY-Parentalstamm, lag jedoch 64% Uber dem Expressionswert der SHRSP-Tiere
(p<0,05).
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Abb. 14: Relative ACE-mRNA-Expression in der Nierenmedulla von WKY- (links),
kongenen SHRSP.WKY-Acepiorati42-D10rat12- (Mitte) und SHRSP-Ratten (rechts).
Mittelwerte + SE fir jeweils 10-12 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe; *p<0,05 vs.
WKY bzw. kongene SHRSP.WKY-Acep1orat142-p10rat12)-Ratten. Auf
Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA normierte  ACE-mRNA-Spiegel wurden

verglichen.
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ACE-Aktivitat in der gesamten Niere

Die renale ACE-Gesamtaktivitat wird in Abb. 15 gezeigt. Bezogen auf die gesamte Niere
fand sich eine erhohte ACE-Aktivitdt sowohl bei den WKY-Tieren als auch bei den
kongenen SHRSP.WKY-Acep1orat142-D10rRat12)- T ieren mit Messwerten von 98,7 + 7,6 U/g
bzw. 104,8 + 18,8 U/g. Der hypertensive SHRSP-Stamm zeigte Werte von
66,2 + 7,9 U/g. Somit waren fur den hypertensiven SHRSP-Stamm nur 67% bzw. 63%
der Aktivitaten der beiden oben genannten Stdmme nachweisbar. Dieser Unterschied

war jeweils signifikant (p<0,05).
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Abb. 15: Renale ACE-Gesamtaktivitat von normotensiven WKY- (links), kongenen
SHRSP.WKY-Acep1oratt42-p10rat12- (Mitte) und hypertensiven SHRSP-Ratten (rechts).
Mittelwerte £ SE fur jeweils 10-12 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe; *p<0,05 vs.
WKY bzw. kongenen SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12)-Ratten.
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4.2.5.3 ACE-mRNA und ACE-Aktivitat im linken Ventrikel

ACE-mRNA-Expression im linken Ventrikel

Weiterhin mittels Real-Time-PCR wurde die differentielle Expression von ACE-mRNA im
linken Ventrikel ermittelt. Die Ergebnisse fur die drei untersuchten Stamme WKY,
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12) Und SHRSP zeigt Abb. 16a. Die gemessenen Werte
wurden auch hier —auf die entsprechenden parallel gemessenen
Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA-Spiegel normiert. Die normierte kardiale
ACE-mRNA-Expression des linken Ventrikels betrug im  normotensiven
WKY-Parentalstamm 0,50 £ 0,15 und lag 62% Uber dem entsprechenden Wert der
hypertensiven SHRSP-Tiere mit 0,31 £ 0,09 (p<0,05). Die ACE-mRNA-Expression von
0,53 + 0,16 der kongenen SHRSP.WKY-Acepioratt42-D10Rat12)-Ti€re unterschied sich
nicht signifikant vom WKY-Parentalstamm, lag jedoch bei dem 1,7-fachen des
Expressionswertes der SHRSP-Tiere (p<0,05).

ACE-Aktivitat im linken Ventrikel

Die linksventrikulare ACE-Aktivitat (Abb. 16b) zeigte Werte von 110,3 + 17,7 U/g fir den
WKY-Parentalstamm, 107,2 + 54,6 U/g fur den kongenen SHRSP.WKY-Acep1orati4z-
p1orRatt2-Stamm und 38,2 + 13,2 U/g fur den hypertensiven SHRSP-Stamm. Damit
weisen sowohl der normotensive Stamm als auch die kongenen Tiere signifikant hohere
Werte als die hypertensiven Ratten auf (p<0,05). Die ACE-Aktivitat der SHRSP-Tiere
betrug nur etwa ein Drittel der gemessenen ACE-Aktivitaten des normotensiven

WKY-Parentalstammes und des kongenen SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12-Stammes.

Die ermittelten Werte zur ACE-Aktivitat fur die verschiedenen Organe Lunge, Niere und
Herz sind miteinander vergleichbar, wenn auch die absoluten Werte in der Reihenfolge

Lunge, Herz und Niere abnehmen.
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Abb. 16: Relative ACE-mRNA-Expression im linken Ventrikel (LV) (16a) und
linksventrikulare ACE-Aktivitat (16b) von WHKY- (links), kongenen SHRSP.WKY-
Acep1oratta2-D10rat12)- (Mitte) und SHRSP-Ratten (rechts). Mittelwerte = SE fur jeweils
10-12 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe fir die Messung der ACE-mRNA-
Expression und 6-8 mannliche Tiere fir die Bestimmung der ACE-Aktivitat; *p<0,05 vs.
WKY bzw. kongene SHRSP.WKY-Acep1orat142-D10rat12)-Ratten. Auf
Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA normierte  ACE-mRNA-Spiegel wurden

verglichen.
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ANP-mRNA-Expression im linken Ventrikel

Die Ergebnisse der mittels Real-Time-PCR gemessenen differentiellen Expression von
ANP-mRNA im linken Ventrikel der drei untersuchten Stamme WKY, SHRSP.WKY-
Acep1oratta2-D10rat12) UNd SHRSP zeigt Abb. 17. Die auf die parallel gemessenen
Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA-Spiegel normierte kardiale ANP-mRNA-
Expression im linken Ventrikel betrug im SHRSP-Parentalstamm 35,4 + 8,2 und lag
2,8-fach Uber dem normotensiven WKY-Parentalstamm mit 12,7 + 7,3 (p<0,05). Damit
unterschied sich die ANP-mRNA-Expression von 41,8 + 12,2 der kongenen
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12)-Tiere nicht signifikant vom SHRSP-Parentalstamm,
lag jedoch 3,3-fach Uber dem Expressionswert der WKY-Tiere (p<0,001).
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Abb. 17: Relative ANP-mRNA-Expression im linken Ventrikel von WKY- (links),
kongenen SHRSP.WKY-Acepiorati42-D10rat12- (Mitte) und SHRSP-Ratten (rechts).
Mittelwerte + SE fur jeweils 6-8 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe; *p<0,001 vs.
SHRSP bzw. kongene SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12)-Ratten. Auf
Porphobilinogendeaminase (PBGD) mRNA normierte  ANP-mRNA-Spiegel wurden
verglichen.
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4.2.5.4 Angotensin I- und Angiotensin II-Spiegel im linken Ventrikel

Die Ergebnisse der Ang I-Konzentration im linken Ventrikel wurden mittels
Radioimmunassay nach HPLC-Trennung bestimmt und sind in Abb. 18a dargestellt. Die
Ang |-Konzentration betragt beim normotensiven WKY-Stamm 199,3 + 76,9 fmol/g,
dagegen zeigten die hypertensiven SHRSP-Ratten eine um ein Drittel geringere
Ang I-Konzentration (134,4 + 21,1 fmol/g). Die Ang I|-Konzentration der kongenen
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12)-Ratten lag mit 60,8 + 28,6 fmol/g nochmals niedriger.
Dieser Messwert machte nur 45% der Ang I-Konzentration der hypertensiven SHRSP-
Parentaltiere und nur 31% der Konzentration der normotensiven WKY-Parentaltiere aus.
Es konnte ein signifikanter Unterschied sowohl zwischen den WKY- und den kongenen
Tieren als auch zwischen den SHRSP- und kongenen Tieren verzeichnet werden
(p<0,05).

Abb. 18b zeigt die ebenfalls mittels Radioimmunassay nach HPLC-Trennung
untersuchte Ang llI-Konzentration. Ein leichter, aber nicht signifikanter Anstieg ist in der
Reihenfolge normotensiver WKY-Parentalstamm mit 12,8 + 7,9 fmol/g, kongener Stamm
SHRSP.WKY-Acep1oratta2-D1oratt2) Mmit 15,0 = 3,4 fmol/lg und hypertensiver
SHRSP-Parentalstamm mit 18,0 £+ 5,9 fmol/g feststellbar.

Bei der Betrachtung des Verhaltnisses Ang Il/ Ang | (Abb. 18c), welches als Mal} fur die
ACE-Aktivitat zu verstehen ist, zeigte der kongene Stamm SHRSP.WKY-Acep1orati42-
p1orRatt2) den hochsten Wert mit 0,22 + 0,03, wobei der Wert fir den hypertensiven
SHRSP-Parentalstamm 0,14 + 0,03 und flr den normotensiven WKY-Parentalstamm
0,09 + 0,05 betragt.
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Abb. 18: Angiotensin I-Konzentration (18a), Angiotensin II-Konzentration (18b) und das
Verhaltnis Ang II/Ang | (18c) im linken Ventrikel (LV) des normotensiven
WKY-Parentalstammes (links), des kongenen SHRSP.WKY-Ace p1oRrati42-D10Rat12)-
Stammes (Mitte) und des hypertensiven SHRSP-Parentalstammes (rechts).
Mittelwerte + SE flr jeweils 6 mannliche Tiere pro Versuchsgruppe; *p<0,05 vs. WKY-
und SHRSP-Tiere.
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5. DISKUSSION

5.1 Allgemeine Aspekte

Die komplexe, multifaktorielle und polygenetische Natur der primaren Hypertonie
erschwert die Analyse der genetischen Ursachen und pathophysiologischen
Mechanismen von Hypertonie-Erkrankungen deutlich (Hubner et al., 1994). Eine
japanische Arbeitsgruppe, die sich ebenfalls mit der Etablierung kongener
Rattenstdamme zur Untersuchung der Hypertonie befasste, wies explizit darauf hin, dass
in Abhangigkeit der GroRe des kongenen Intervalls auf einem Chromosom — mehr als
ein blutdruckregulierendes Gen im betreffenden Abschnitt enthalten sein kann, sowie
hunderte andere, nicht mit dem Blutdruck zusammenhangende Gene (Wang et al.,
2008). Voneinander unabhangige Studien an hypertensiven Rattenmodellen weisen auf
mindestens funf unterschiedliche, den Blutdruck beeinflussende QTL auf RNO10 hin
(Saad et al., 2007). Die chromosomale Region auf RNO10 zeigt im Vergleich zu den
Eigenschaften des humanen Chromosoms 17q eine hochkonservierte Syntenie und
enthalt neben dem Gen Ace auch das Gen Serin/Threonin-Protein-Kinase (WNK4), fur
das ebenfalls ein Einfluss auf die Entwicklung einer Hypertonie angenommen wird
(Monti et al.,, 2003). So verursachen Mutationen des humanen WNK4 eine
monogenetisch bedingte arterielle Hypertonie infolge eines Typ-II-
Pseudohypoaldosteronismus  (Wilson et al.,, 2001). Davor wurde durch
Kopplungsanalysen am Humanmodell (primare Hypertonie) eine Verbindung zum
Chromosom 17q nachgewiesen (Baima et al., 1999; Julier et al., 1997; Levy et al.,
2000). Das auf den neuen kongenen Stamm SHRSP.WKY-Acep1orati42-D10rat12)
Ubertragene chromosomale Fragment ist im Vergleich zur Gréfke des urspriinglichen
QTL BP/SP-1b sehr klein (Kreutz et al., 1995b).

Innerhalb der komplexen Regelkreise der Blutdruckregulation hat sich das Ace-
Kandidatengen als bedeutender Parameter fur die Blutdruckhomoostase erwiesen.
Rigat et al. waren durch die Entdeckung des Insertions/Deletions-Polymorphismus fur
zahlreiche nachfolgende Forschungsarbeiten zur genetischen Bedeutung des
ACE-Gens vor dem Hintergrund kardiovaskularer Erkrankungen wegbereitend (Rigat et
al., 1990). So ist dieser Insertions-Deletions-(I/D)-Genpolymorphismus auf Intron 16 des
fir die Expression des ACE (Angiotensin-Converting-Enzym) verantwortlichen Gens

beim Menschen ein zentraler Gegenstand der modernen kardiovaskularen Forschung
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sowie wichtig fur die Aufklarung der genetischen Ursachen der Hypertonie. ACE ist ein
Schlisselenzym des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) und katalysiert die hydrolytische
Spaltung von Angiotensin | (Ang |) zu Angiotensin Il (Ang Il), das Uber seine Rezeptoren
auf die Vasokonstriktion der BlutgefaRe wirkt und damit die Regulierung des Blutdrucks
beeinflusst. Daher wird dem |I/D-Polymorphismus als genetische Basis des Blutdrucks
bei der Begunstigung von Hypertonie eine maf’gebende Rolle zugeschrieben, doch sind
die genauen molekulargenetischen Mechanismen bislang nur unzureichend verstanden.
Tiermodelle sind in diesem Sinne bei der Aufklarung ausgesprochen hilfreich, da zur
Analyse der genetischen Ursachen des Bluthochdrucks selektiv ingezichtete,

hypertensive Rattenmodelle zur Verfigung stehen.

In der Literatur finden sich zahlreiche Berichte Uber die Beziehung zwischen
I/D-Polymorphismus und der plasmatischen ACE-Aktiviat, dem Blutdruck sowie
kardiovaskularen Erkrankungen. Frihere wichtige Hinweise flr die Abhangigkeit
zwischen |/D-Polymorphismus und der plasmatischen ACE-Aktivitat ergeben sich aus
den Arbeiten von Rigat et al., 1990; Tiret et al., 1998; und Abraham et al., 2002. Diese
Arbeiten zeigten eine Assoziation zwischen D-Allel und einer erhdhten plasmatischen
ACE-Aktivitat. Ein direkter Zusammenhang zwischen I/D-Polymorphismus und Blutdruck
konnte bislang nicht belegt werden (Berge und Berg, 1994; Harrap et al., 1993; Barley et
al., 1996). Hinsichtlich der Assoziation zwischen dem |/D-Polymorphismus und
anderweitigen kardiovaskularen Erkrankungen existieren unterschiedliche Berichte wie
linksventrikulare Hypertrophie (Pan et al., 2007; Tiret et al., 1998), Myokardinfarkt
(Lindpaintner et al., 1995), diabetische Nephropathie (Miller et al., 1997). Dartber hinaus
gibt es Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen dem I/D-Polymorphismus und
der salzabhangigen Hypertonie. So stellte sich heraus, dass die Patienten mit dem
lI-Genotyp einen signifikant hoheren Blutdruck nach Salzbelastung hatten als
Studienteilnehmer mit dem ID- oder DD-Genotyp (Giner et al., 2000; Hiraga et al., 1996).

Die ersten Beitrage aus der ersten Halfte der 1990er Jahre beinhalteten die
Identifizierung eines Blutdruck-regulierenden QTL anhand von SHRSP-Ratten (Hilbert et
al., 1991). Nachfolgend wurden unterschiedliche plasmatische ACE-Aktivitaten im
Vergleich zwischen SHRSP- und WKY-Ratten beobachtet (Fernandez-Alfonso et al.,
1994). Die ACE-Aktivitdt im normotensiven Referenzstamm WKY war um etwa das
Doppelte erhoht, was in nachfolgenden Arbeiten auf allelische Variationen des
Ace-Locus zuruckgefuhrt wurde (Kreutz et al., 1995a). Die Ergebnisse entsprachen
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denen, die aus Studien am Menschen (Humanmodell) abgeleitet wurden (Kreutz et al.,
1995a). Die F,-Mischpopulation (Rattenstamm SHRSP x WKY) in dem Beitrag der
Arbeitsgruppe Kreutz et al. wies eine signifikant hohere plasmatische ACE-Aktivitat auf,
obwohl keine Unterschiede des Blutdrucks festgestellt wurden. Im Rahmen der
genetischen Analyse konnte ein kodominantes Vererbungsmuster, das fur 89% der

Gesamtvarianz verantworlich ist, nachgewiesen werden (Kreutz et al., 1995b).

Auch andere Tiermodelle lieferten Erkenntnisse zur genetischen Regulierung der
ACE-Expression und -Aktivitat (Paul et al., 2006). Krege et al. fanden mittels
Gentitrationen am Knock-out-Mausmodell des Ace-Gens, dass die Zahl der Ace-Loci (1-
3) mit der ACE-Aktivitat im Serum korreliert, wobei der Blutdruck sich ebenfalls neutral
verhielt (Krege et al., 1997). Neuere Ergebnisse zum Zusammenhang zwischen
I/D-Polymorphismus, plasmatischer ACE-Aktivitat und zirkulierender ACE-mRNA-
Expression hinsichtlich der primaren Hypertonie weisen auf einen signifikanten Einfluss
der ersten beiden Parameter auf die Entwicklung von Hypertonie beim Menschen hin
(He et al.,, 2013). Daher stellt sich die Frage nach der eindeutigen Dissoziation der
genetischen Determinanten fur den Bludruck und die plasmatische ACE-Aktivitat. Dies
solite in weiterfihrenden Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit durch die
kontrollierte Zucht eines kongenen Stammes aus den bisher gut untersuchten SHRSP-
und WKY-Parentalstammen eruiert werden. Die Zucht des neuen kongenen Stammes
SHRSP.WKY-Acep1orat142-p10Rat12) gelang durch Paarung normotensiver Wistar-Kyoto-
(WKY)- (Donorstamm) mit hypertensiven SHRSP-Ratten (Akzeptorstamm). Auf diesem
Weg wird der Ace-Locus auf Chromosom 10 von den normotensiven WKY-Tieren
erfolgreich auf den hypertensiven SHRSP-Hintergrund Gbertragen. Somit unterscheidet
sich der kongene Stamm vom hypertensiven Parentalstamm SHRSP lediglich durch das

Vorhandensein der Ace-kodierenden Region auf Chromosom 10.

Die Zichtung erfolgte gemall Zuchtvorschriften und Zuchtprotokollen fur kongene
Stamme. Die Integritat der Ubertragung wurde durch ein Genomscreening bestatigt. Die
Reinheit konnte durch Verwendung verschiedener polymorpher Marker nachgewiesen
werden. Der ursprunglich Ubertragene Abschnitt im Rahmen einer Vorarbeit betrug
27,3 cM (Junge, 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde durch weitere Verkleinerung
durch mehrfache Rickkreuzung und Geschwisterverpaarungen das Ace-Fragment bis
auf 10 cM von D10Rat12 (76,13 cM) bis D10Rat142 (66,5 cM) erfolgreich verkurzt und

damit der neue kongene Stamm SHRSP.WKY-Acepioratia2-Di0rat12)  etabliert.
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Dies erfolgte vor dem Hintergrund der Isolierung des Ace-Gens, um weitere mogliche
Weckselwirkungen mit anderen Genen oder anderen chromosomalen Regionen, die
den Blutdruck beinflussen kdnnten, zu minimieren. Das Ace-Gen liegt bei 68,71 cM und
damit innerhalb des Ubertragenen Abschnitts. Die Etablierung und Genotypisierung des
kongenen Stammes erschien sinnvoll, um durch die Verkleinerung des Ace-Locus

veschiedene Wechselwirkungen und Einflisse anderer Gene auszuschliel3en.

5.2 Blutdruck

Die radiotelemetrische Bestimmung des Blutdrucks ergab vergleichbare Werte fir den
kongenen Stamm SHRSP.WKY-Acep1orati42-D10rat12) IM Vergleich zum normotensiven
Referenz- und hypertensiven SHRSP-Stamm. Nach Literaturangaben pendelt sich der
Blutdruck bei hypertensiven Ratten wie SHR und SHRSP ab einem Alter von etwa 12
Wochen auf ein konstantes Niveau ein. Die Tiere zeigen nur eine unwesentliche
Zunahme des Blutdrucks bis zur 16. Woche. Fur WKY-Ratten normalisiert sich der
Blutdruck ab etwa 8 Wochen mit ebenfalls nur unwesentlichen Steigerungen mit
fortschreitendem Alter. Zahlreiche Studien (Chiba et al., 2012; Kochi et al., 2013)
vernachlassigen den diastolischen Blutdruck und beschranken sich auf den systolischen
Wert. Fur zehn Wochen alte Tiere findet sich ein durchschnittlicher Blutdruck von 122 +
7 bzw. 127 £+ 13 fur WKY, 165 + 7 fir SHR und 190 + 9 bzw. 188 + 13 mmHg fir
SHRSP (Chiba et al., 2012; Kochi et al., 2013). Der systolische Blutdruck ist ebenfalls
altersabhangig. Der Vergleich der Ergebnisse aus der vorliegenden Dissertation mit
denen von Chiba et al. zeigten, dass bei der WKY-Linie spatestens nach zehn Wochen
ein ausgereiftes und nahezu identisches Blutdruck-Niveau erreicht wird, wahrend der
systolische Blutdruck der SHRSP-Linie auch nach einem Alter von zehn Wochen weiter
steigt (Chiba et al., 2012). Die kongenen Tiere haben &hnliche Blutdriicke wie der
hypertensive SHRSP-Parentalstamm. Schlussfolgernd ist zu vermuten, dass fir den
Blutdruck und die damit zusammenhangenden Organveranderungen der hypertensive
Hintergrund ausschlaggebend ist und nicht der Uubertragene Ace-Locus. Eine
Einschrankung in der vorliegenden Dissertation stellt die fehlende Salzbelastung unter
der radiotelemetrischen Blutdruckmessung dar. Wegen der Neigung zu teilweise letalen
Schlaganfallen im Fall der hypertensiven Stamme SHRSP und SHRSP.WKY-
Acep1orat142-D10rat12) bei Salzbelastung (Kreutz et al., 1995¢) wurde auf diese Intervention
in dieser Arbeit verzichtet. Daher kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass das in
dem kongenen Stamm Ubertragene Fragment einen Blutdruck-relevanten QTL enthalt,
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der den salzabhangigen Blutdruck in der SHRSP-Linie beeinflusst. Von Interesse ist in
diesem Zusammenhang der Einfluss einer verhaltnismafig hohen ACE-Expression auf
Organschadigungen im SHRSP-Stamm als Folge einer Salzbelastung (Stier et al.,
1989).

5.3 Plasmatische ACE-Aktivitat

In einer fruheren Arbeit wurde auf der Grundlage von F»-Populationen, die aus der
Kreuzung von WKY-0yp und SHRSPyp hervorging, abgeleitet, dass 89 Prozent der
erfassbaren ACE-Aktivitdt vom Ace-Locus beeinflusst werden (Kreutz et al., 1995a).
Dagegen weist der direkte Vergleich der Parentalstamme WKY und SHRSP im Rahmen
der vorliegenden Dissertation, bei der das genetische Muster wesentlich detaillierter
erfasst werden konnte, auf einen vollstandigen Einfluss des Ace-Locus hin. In dieser
Hinsicht kann die Existenz weiterer genetischer Einflisse (d. h. konkrete, potentielle
Allel-Variation auf QTL aulerhalb des Ace-Locus) auf die Expression und Regulierung
von ACE nicht gestitzt werden (Kammerer et al., 2004). Dieser Sachverhalt stande in
Einklang mit Ergebnissen, die auf der Grundlage eines anderen kongenen
Rattenmodells, das auf der Kreuzung zweier normotensiver Parentalstamme mit
einander abweichenden allelischen ACE-Expressionen basiert, abgeleitet wurden
(Pueyo et al., 2004). Daruber hinaus lage ein Widerspruch zu humanen Studien vor, in
denen Hinweise auf den Einfluss eines zweiten QTL (auf Chromosom 4) auf die

ACE-Expression beobachtet werden konnten (Kammerer et al., 2004).

Die plasmatische ACE-Aktivitat fiel im normotensiven WKY-Stamm verglichen mit dem
hypertensiven SHRSP-Stamm (217,7 £ 11,7 U/l vs. 82,2 + 6,3 U/l, p<0,05) mehr als
doppelt so hoch aus, wahrend der kongene SHRSP.WKY-Acep1orati42-D10rat12)-Stamm
ahnliche Werte wie die normotensiven Ratten aufwies (195,2 + 23,0 U/l). Dies ist ein
Beleg fur den erfolgreichen Transfer des WKY-Ace-Locus in das Genom des SHRSP-
Stammes und damit fUr die Etablierung des neuen kongenen Stammes. Als Grund flr
die niedrigere plasmatische ACE-Aktivitat im hypertensiven SHRSP-Parentalstamm im
Vergleich zum normotensiven WKY-Parentalstamm kame eine Herunterregulierung bei
erhohtem Blutdruck in Frage. In diesem Falle mussten die kongenen Tiere eine
vergleichbare plasmatische ACE-Aktivitat wie die des SHRSP-Stammes aufweisen, was
jedoch nicht beobachtet wurde. Stattdessen ergeben sich zwei vom Phanotyp

hypertensive Stamme mit unterschiedlichen plasmatischen ACE-Aktivitatslevel. Das
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wlrde belegen, dass die plasmatische ACE-Aktivitat zwar mit dem Ace-Genotyp
korreliert, jedoch keine Verbindung zum Blutdruck aufweist. Eine sekundare
Beeinflussung der plasmatischen ACE-Aktivitat durch den Blutdruck kann damit
ausgeschlossen werden. Der Sachverhalt wurde auf der Basis eines Mausmodells
bestatigt (Krege et al., 1997). In dieser Studie wurde eine Gentitration an transgenen
Mausen mit jeweils einer, zwei oder drei Kopien des Ace-Gens durchgefuhrt. Dabei
zeigte sich, dass die ACE-Aktivitat im Serum mit jeder weiteren Kopie linear anstieg,
wahrend der Blutdruck unverandert blieb. Die Autoren gaben eine homoostatische
Kompensation innerhalb des RAS als mogliche Ursache flr den unveranderten
Blutdruck an. Derartige Mechanismen zur Beibehaltung eines normotensiven Blutdrucks
wurden auch in Zusammenhang mit anderen Genexperimenten (gene targeting,
Mausmodell) als Ursache bestatigt (Cole et al., 2003; Bernstein, 2006).

5.4 Korper- und Organgewichte

In der vorliegenden Arbeit weisen die hypertensiven Stamme ein niedrigeres
Kérpergewicht auf als der normotensive Donorstamm. Der Unterschied zwischen den
Parentalstammen WKY und SHRSP war signifikant. Literaturangaben sind wegen des
abweichenden Alters fur einen Vergleich nur bedingt geeignet (Stier et al., 1989).
Werden nur aktuellere Beitrage berucksichtigt, wird in qualitativer Hinsicht der Trend,
wonach Tiere des normotensiven WKY-Stammes signifikant bis zu 30 Prozent schwerer
werden als Tiere des SHRSP-Stammes, bestatigt (Akasaki et al., 2006: WKY, SHRSP,
Alter: 32 Wochen; Chiba et al., 2012: WKY, SHR, SHRSP, 4 und 10 Wochen; Inomata
et al., 2005: WKY, SHR, SHRSP, 13 Wochen, mannlich/weiblich; Kochi et al., 2013:
WKY, SHRSP, 10 Wochen; Sekiguchi et al., 2002: Wistar, WKY, SHRSP,
16-18 Wochen; Tanase et al, 1982a: alle gangigen Rattenstamme im Alter von
10 Wochen). Auch in Beitragen, bei denen jingere (Inomata et al., 2005; Chiba et al.,
2012; Kochi et al., 2013) und altere Ratten (Akasaki et al., 2006) verwendet wurden,
sind die WKY-Ratten signifikant schwerer als die SHRSP-Ratten. Bei Sekiguchi et al.
wiegen WKY-Tiere im Alter von 16 Wochen durchschnittlich 368 g, deutlich mehr im
Vergleich zu den eigenen Ergebnissen (durchschnittliches Gewicht: 300 + 7g)
(Sekiguchi et al., 2002). Die Korpergewichte der WKY-Tiere lagen um 14,7% hoher im
Vergleich zu SHRSP mit durchnittlich 256 + 5 g, wahrend der kongene Stamm
SHRSP.WKY-Acep1oratta2-D10rRat12) €in€n  zwischen den beiden Parentalstammen
liegenden Mittelwert von 278 + 14 g einnahm, und damit um 7,3 % leichter als WKY war.
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Somit zeigte der WKY-Stamm einen signifikanten Unterschied zum SHRSP-Stamm
(p<0,05) aber nicht zum kongenen Stamm. Das Gewicht der SHRSP-Tiere in der Arbeit
von Sekiguchi et al. stimmt mit durchschnittich 254 g mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit Uberein. Akasaki et al. geben fir 32 Wochen alte Individuen
durchschnittliche Kérpergewichte von 451 g fur WKY bzw. 336 g fur SHRSP an (Akasaki
et al., 2006).

Fur das Herzgewicht stehen wenige fur einen Vergleich geeignete Studien zur
Verfigung, da Tiere in unterschiedlichen Altersklassen untersucht wurden. Das
Herzgewicht scheint bei der Ratte unabhangig vom Stamm ab einem Alter von etwa
16 Wochen ausgereift zu sein, wobei der Anteil des linken Ventrikels im Vergleich zum
rechten unabhangig vom Stamm >80 % des Gesamtherzgewichts erreicht. Die Werte
fur die SHRSP-Tiere Uubersteigen diejenigen fur die WKY-Tiere, was durch
Literaturangaben bestatigt werden kann (Tanase et al., 1982b). Bei hypertensiven
Stammen steigt das Herzgewicht im Verhaltnis zum Blutdruck, bei normotensiven
Stammen hingegen nicht (Tanase et al., 1982a). Der genetische Einfluss fur dieses
Phanomen wurde von den Autoren auf 65 - 75 % geschatzt. Die Generationen, die aus
der Paarung verschiedener Rattenstamme hervorgingen, waren von hoher Variabilitat in
Bezug auf das Herzgewicht, was zu 45 - 65 % genetisch bedingt ist. Aus diesem Grund
wurde auf eine Erblichkeit des Herzgewichts bei der Ratte geschlossen (Tanase et al.,
1982a). Von Interesse sind die Angaben bei Inomata et al., die eine Anhebung des
relativen Herzgewichts fur 13 Wochen alte SHRSP-Ratten um 64 % verglichen mit
WKY-Tieren beobachten konnten (Inomata et al., 2005). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen flr das relative Herzgewicht einen héheren Wert von
446 %. Das Korpergewicht und das relative Herzgewicht sind auch hier ein
phanotypisches Schllsselkriterium bei der Bewertung von F,-Populationen vom Typ
WYK x SHRSP.

Das Verhaltnis des linksventrikularen Herzgewichts zum Korpergewicht ist ein Indikator
fur die Myokardiale Hypertrophie. Hypertonie ist die wichtigste Ursache flr
linksventrikulare Hypertrophie (LVH), wenngleich der Zusammenhang zwischen dem
arteriellen Blutdruck und der Schwere der Hypertrophie eher gering ist. Hypertonie stellt
durch eine hamodynamische Belastung einen bedeutenden Faktor fir die Entstehung
einer kardiovaskularen Hypertrophie dar. Allerdings ist lediglich ein kleiner Teil der

interindividuellen Variabilitdt der LVH durch einen erhohten Blutdruck erklarbar. Auch in
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dieser Arbeit wurde das linksventrikulare Herzgewicht bestimmt und in Relation zum
Korpergewicht ermittelt. Das relative linksventrikulare Herzgewicht des kongenen
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10rat12-Stammes und des SHRSP-Stammes zeigten daher
um 434 % bzw. 42,0 % signifikant hohere Werte (p<0,05) im Vergleich zum
WKY-Stamm. Dieses Ergebnis deutet auf einen Einfluss des hypertensiven
Hintergrunds auf die beobachteten kardialen Veranderungen hin (SHRSP und kongen
im Vergleich zu WKY). Durch Induktion der Enzymkaskade besitzt Ang Il eine inotrope
Wirkung und I6st somit eine Zellproliferation hinsichtlich einer Hypertrophie der
Myozyten aus. Da das kardiale RAS eine Homoéostase zwischen Induktion und Inhibition
von Zellwachstum und Proliferation aufrechterhalt, fihrt die erhohte ACE-Aktivitat im
kongenen Stamm zu keiner weiteren Zunahme der linksventrikularen Hypertrophie. Da
in vitro-Studien an primaren Zellkulturen eine eingeschrankte Extrapolation der
Ergebnisse zur phanotypischen Regulierung auf reale Organismen gestatten, sind in
vivo-Untersuchungen an Tiermodellen zuverlassiger bei der Beurteilung von Blutdruck-
beeinflussenden Komponenten (Tanase et al., 1982b; Harrap et al., 2002; Feron et al.,
1996). In diesem Zusammenhang wurden QTL-Regionen identifiziert, die das
linksventrikulare Herzgewicht in Abhangigkeit vom Blutdruck beeinflussen (Grabowski et
al., 2013; Innes et al., 1998).

5.5 ACE-Genexpression

Die Untersuchung der ACE-mRNA-Expression erfolgte auf lokaler Ebene zur Ermittlung
des Expressionsverhaltens in den verschiedenen Blutdruck-relevanten Organen im
hypertensiven kongenen Stamm. Die relative ACE-mRNA-Expression der kongenen
Tiere auf pulmonaler, renaler und kardialer Ebene zeigte ein sehr ahnliches
Expressionsmuster in jedem der drei Gewebearten und ist vergleichbar mit dem bei den
WKY-Tieren. Die héhere ACE-Aktivitat im Falle des WKY- und des neuen kongenen
Stammes war signifikant hoher im Vergleich zum SHRSP-Stamm (p<0,05). Das
bestatigt die genetische Determinierung der ACE-mRNA-Expression des Ace-Locus.
Auch andere tierexperimentelle Studien zeigten, dass die ACE-mRNA-Expression auf
lokaler Ebene demselben genetischen Einfluss wie die plasmatische ACE-Aktivitat
unterliegt. Costerousse et al. untersuchten die ACE-mRNA-Expression und die
ACE-Aktivitat in der Lunge, im Herzen, in der Niere und im Duodenum (Costerousse et
al., 1999). Analog zu den Ergebnissen dieser Dissertation wurden auch dort signifikant
hohere ACE-mRNA-Expressionen und ACE-Aktividten bei WKYyp im Vergleich zu
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SHRSPyp festgestellt (Costerousse et al., 1999). Die kongenen Tiere in den
vorliegenden Ergebnissen verhielten sich bezuglich ACE-mRNA-Expression als auch
ACE-Aktivitat in allen untersuchten Geweben wie die WKY-Parentaltiere und hinsichtlich
der Hypertonie wie die SHRSP-Parentaltiere. Durch die ermittelten gleichen
Blutdruckwerte von SHRSP und kongenen Tieren lasst sich feststellen, dass trotz
zweifach erhohter ACE-Genexpression kein Einfluss auf die Entwicklung einer
spontanen Hypertonie erkennbar ist. Diese Feststellung bestatigt die Dbereits
nachgewiesene blutdruckunabhangige genetische Determinierung der ACE-Aktivitat
(Kreutz et al., 1995a). Die signifikant hohere plasmatische ACE-Aktivitat bei WKY-Tieren
im Vergleich zu SHRSP bestatigen frihere Ergebnisse von Kreutz und Mitarbeitern
(Fernandez-Alfonso et al., 1994). Allerdings weist die mittlere Positionierung des
kongenen Stamms SHRSP.WKY-Acepiorat142-D10Rat12) aus der vorliegenden Arbeit auf
einen regulierenden Effekt des Ace-Locus auf die ACE-Aktivitat in allen vier
untersuchten Geweben hin. Nach Fernandez-Alfonso et al. spiegelt das Ausmal der
ACE-Aktivitat deren Wichtigkeit im jeweiligen Gewebe wider; die Autoren weisen explizit
auf die Wichtigkeit von ACE in gréReren Gefalen hin. Die Analyse des neuen kongenen
Stammes SHRSP.WKY-Acep1gratt42-D10rat12), der durch Transfer des WYK-Ace-Locus in
den hypertensiven SHRSP-Stamm erfolgreich etabliert wurde, belegt eine analoge hohe
plasmatische ACE-Aktivitat im Vergleich zum normotensiven WKY-Donorstamm. Die
Expression von ACE-mRNA und die enzymatische ACE-Aktivitat in der Lunge, in der
Niere und im kardialen Gewebe zeigen ebenfalls kongruente Muster im direkten

Vergleich von WKY und dem kongenen Stamm SHRSP.WKY-Ace p1orat142-D10Rat12)-

5.6 Renin Angiotensin System

Neuere experimentelle Ergebnisse suggerieren, dass die Vorstellung, nach der
Ang | ausschlief3lich durch enzymatische Einwirkung von Renin gebildet wird,
aufgegeben werden muss (Agata et al., 2006 und Bérard et al., 2014). Am schrittweisen
Abbau der Angiotensine sind verschiedene, sich Uberlagernde Mechanismen beteiligt.
Dieser Vorgang ist daher aulRerst komplex. So hangt das Schicksal von Ang | zwar von
der ACE-Aktivitat, jedoch auch von anderen Enzymen ab. Ang | kann zu Ang Il oder
Ang-(1-9) oder Ang-(1-7) abgebaut werden, wobei ACE bekanntermalien die Bildung
von Ang |l bewirkt. Andere Enzyme hingegen wie Neprilysin (Endopeptidase) in der
Niere, Cathepsin A im Herzen, ACE2, Chymase sowie Enzyme mit einer Wirksamkeit
vergleichbar der Carboxypeptidase fuhren zu Ang-(1-9). Ang-(1-9) wiederum wird durch
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ACE und die Endopeptidase Neprilysin zu Ang-(1-7) abgebaut, das wiederum durch
ACE2 aus Ang Il entsteht. Ang-(1-12) wird zu Ang Il im Blutkreislauf transformiert,
dagegen wird es in der Niere durch Neprilysin via Ang-(1-9) in Ang-(1-7) umgewandelt
(Agata et al., 2006; Bérard et al., 2014). Wegen der komplexen und sich teilweise
Uberlagernden Abbauvorgange sind experimentelle Ergebnisse, die sich auf die
Dokumentation von ACE und auf wenige Angiotensine (gewohnlich Ang | und Ang II)
beschranken, nur eingeschrankt aussagekraftig, da die Konzentration von Ang | und
Ang Il nicht ausschlieBlich von der ACE-Aktivitat abhangt und umgekehrt ACE an der
Spaltung anderer Angiotensine (Bérard et al., 2014 und Ocaranza et al., 2006) und an
anderen Prozessen (,Kinin-Kallikrein-Kaskade®, Sayed-Tabatabaei et al., 2006) beteiligt
ist. Abweichungen in der Literatur werden methodisch begriindet, da die Bestimmung
von Ang Il und anderer Angiotensine experimentell aufwandig ist (Ocaranza et al.,
2006). Ocaranza et al. ermittelten, das der ACE-Genpolymorphismus in der Ratte nicht
nur mit der ACE-Aktivitdt und dem Ang ll-Level, sondern auch mit Ang-(1-7) im
Blutkreislauf assoziiert ist. Danach verursachen hohere ACE-Level, die auf den ACE-
Genpolymorphismus zurtickgehen, héhere Ang II- (und niedrigere Ang-(1-7)-) Level und
umgekehrt. Allerdings wurde bis dahin kein Zusammenhang zwischen Polymorphismen
und plasmatischen Ang IlI-Levels weder beim Menschen noch im Rattenmodell
nachgewiesen. Eine hohere ACE-Genexpression geht aber mit einer erhdhten Ang II-

Konzentration einher (Ocaranza et al., 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation stutzen die Annahme ausgepragter
homoostatischer Effekte innerhalb des RAS. Die puffernde Wirkung und die Fahigkeit
zur Regulierung der genetischen Variation und deren Folgen (Steuerung der
ACE-Ausschuttung, Einstellung des Blutdrucks) und die multigenetischen Grundlagen
der Hypertonie sind belegt (Smithies et al., 2000). Im Unterschied zu den angefihrten
Studien, die sich auf Mausmodelle stitzen, zielt die vorliegende Arbeit auf natirliche
genetische Variationen und auf die ACE-Expression im SHRSP-Modell. Dartiber hinaus
unterscheiden sich die hier angewandten Malistdbe und experimentellen
Rahmenbedingungen betrachtlich von denen bei Smithies et al., 2000; Cole et al., 2003
und Bernstein, 2006. Im Gegensatz zu den genannten Arbeiten, bei denen Mause als
Versuchstiere eingesetzt wurden, erfolgten die vorliegenden Untersuchungen
ausschlieBBlich an Ratten. Die Ergebnisse sind daher nur bedingt miteinander

vergleichbar, da durch potenzielle Spezies-Unterschiede zwischen Maus und Ratte

83



verschiedene physiologische Mechanismen aktiviert werden, die in ihrer kombinierten

Wirkung und Dynamik das Gesamtbild verandern konnen.

5.7 Das Lokale RAS in der Niere und im linken Ventrikel

Die Aufgabe der verschiedenen lokalen Renin-Angiotensin-Systeme (RAS) besteht vor
allem in der Regulation und Kompensation der organspezifischen Blutdruckhomodostase.
In der Niere wird im Falle eines niedrigen Arteriendrucks kurzfristig Renin freigesetzt und
damit die plasmatische Renin-Aktivitat stark erhoht. Durch Aktivierung der RAS-Kaskade
kommt es zur Bildung von Ang Il und Aldosteron und anschlieRender Blutdruckerhéhung
(Klinke und Silbernagel, 2009). Eine vermehrte Bildung von Ang Il wird mit
Nierenschadigungen in Verbindung gebracht (Mervaala et al., 2000; Luft, 2002).
Ang Il hat neben den hamodynamischen und mikrohdmodynamischen Effekten (z. B.
Plasmafluss, Ischamie, Zentraler Venendruck) einen wichtigen zusatzlichen Einfluss auf
nichthamodynamische Faktoren. Die Aktivierung nichthamodynamischer Faktoren wie
inflammatorischer Zytokine und Chemotaktischer Faktoren fuhrt demnach zur
Nierenfibrose ~ und  Glomerulosklerose  und letzendlich zu irreversiblen
Nierenschadigungen (Weir et al.,, 1999). Aufgrund der ermittelten erhdhten
plasmatischen Reninkonzentration im kongenen Stamm im Vergleich zum
normotensiven Stamm und der damit ebenfalls zu erwartenden erhdhten
Ang ll-Konzentration, ist die Wahrscheinlichkeit flr Nierenschaden durch die vom
Ang Il angestofRenen nichthamodynamischen Effekte bei den kongenen Tieren erhoht.
Die ermittelte plasmatische Reninkonzentration im kongenen Stamm war zwar niedriger
als im SHRSP-Stamm, jedoch nicht statistisch signifikant. In den Messungen sind die
ACE-mRNA-Expression und die ACE-Aktivitat in der Niere bei den kongenen Tieren
signifikant hoher als bei den SHRSP-Tieren. Analog zu den im kardialen Gewebe
ermittelten Werten (s. u.) ist daher zu vermuten, dass auch hier die verstarkte
ACE-mRNA-Expression und die ACE-Aktivitat insofern kompensiert werden, dass es zu
einem ahnlichen Ang ll-Level in der Niere wie bei den SHRSP-Tieren kommt. Diese
Kompensation auf lokaler Ebene konnte allerdings langfristig nicht aufrechterhalten
werden. Somit kann vermutet werden, dass es mit hdherem Alter der kongenen Tiere zu
einem weiteren Anstieg der Ang Ill-Konzentration und somit zusatzlich zu der
hamodynamischen Wirkung zu weiteren Endorganschéaden kommen wird. Ahnliche
Ergebnisse zeigten tierexperimentelle Untersuchungen, die die Aktivierung des lokalen
RAS bei herzkranken Tieren nachwiesen (Schunkert et al., 1993).
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In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Ichihara et al., 2006) fiel in der vorliegenden
Dissertation die plasmatische Renin-Konzentration beim SHRSP-Stamm hoher aus als
bei den normotensiven WKY-Ratten, wohingegen sie im kongenen Stamm intermediare
Werte aufwies. Das kann als Hinweis auf eine kompensatorische Downregulation der
renalen Renin-Ausschuttung gewertet werden. Da die Ausschuttung von Ang | und
Ang Il im Herzen an die Expression des Renins in der Niere gekoppelt ist (Danser et al.,
1994; Katz et al., 1997), bot sich die Untersuchung der Angiotensin-Peptide im linken
Ventrikel an, um daraus Rickschlisse auf die Folgen dieser kompensierenden Effekte

zu ziehen, wenngleich dieses Vorgehen zwangslaufig gewebeabhangig ist.

Das Herz ist flr derartige Untersuchungen pradestiniert, da das Gewebe des linken
Ventrikels am ehesten der systemischen Hypertonie ausgesetzt ist. Die herausragende
Bedeutung des kardialen RAS besteht in der Aufrechterhaltung einer Hoomostase
innerhalb der verschiedenen kardialen Prozesse, z.B. der Zellproliferation. Das ACE
kommt im kardialen Gewebe von Epikard, Endokard und Klappen und in den Gefalien
der Koronarien vor (Lu et al., 2015). Die hypertensiven Stamme SHRSP und
SHRSP.WKY-Ace p1orat142-p10Rat12) WeiSEN neben vergleichbar hohen Blutdriicken auch
ahnliche ANP-mRNA-Expressionen (Atriales natriuretisches Peptid) sowie eine
identische Hypertrophie des linken Ventrikels auf. Gestltzt durch die These, dass die
Ang |-Ausschittung im LV an die renale Renin-Expression gekoppelt ist, zeigten sich
beim kongenen Stamm signifikant geringere Werte fur Ang | im Vergleich zum
SHRSP-Stamm. Fur Renin waren ebenfalls geringere Werte fur den kongenen Stamm
im Vergleich zum SHRSP-Parentalstamm nachweisbar, wenngleich der beobachtete
Trend nicht signifikant war. Trotz der niedrigeren Werte beim Ang | des kongenen
Stammes im Vergleich zu SHRSP weist beim Ang Il der kongene Stamm &hnliche
Werte wie der SHRSP-Stamm auf. Dies kann mit der erhhten ACE-mRNA-Expression
des kongenen Stammes im LV im Vergleich zum SHRSP-Stamm begrindet werden.
Die erhdhte ACE-mRNA Expression fiuhrte im kongenen Stamm in Kombination mit
niedrigem Ang I-Level zur vollstandigen Kompensation und damit zu einem
gleichwertigen Ang lI-Niveau wie bei den SHRSP-Ratten. Das Verhaltnis Ang Il / Ang |
ist bei den kongenen Tieren im linken Ventrikel am hochsten, so dass das Verhaltnis als
Mafly fir die ACE-Aktivitat betrachtet werden kann. Dagegen fielen die Ang I- und
Ang II-Niveaus im linken Ventrikel bei den WKY- und SHRSP-Tieren trotz der
unterschiedlichen Renin-Konzentrationen bei beiden Stammen &hnlich aus. Als

mogliche Erklarungen fur diese Diskrepanz konnen Unterschiede in der Reninaufnahme
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und im Vorhandensein von Angiotensinogen und / oder Angiotensin | abbauenden
Enzymen z. B. Chymase, Endopeptidase und ACE2 zwischen WKY und SHRSP in

Betracht gezogen werden.

Unter der Annahme, dass die Renin-Expression im Herzen gering ist, erfolgt die
Umwandlung von Angiotensinogen zu Ang | durch Renin aus dem zirkulierenden
System und anschliel3ender organspezifischer Bildung von Ang Il durch lokales ACE
(Katz et al., 1997). Die lokale Synthese von Ang Il im Myokard-Gewebe konnte unter
bestimmten pathophysiologischen Verhaltnissen durch die Produktion von Renin und
Angiotensinogen reguliert werden. Diese These baut auf der Annahme, dass die
kardiale Ang II-Bildung teilweise ohne Rickkopplung auf die systemischen
RAS-Komponenten erfolgt. Lokal bindet Ang Il an seine beiden Rezeptoren ATq und AT,
und moduliert somit verschiedene Prozesse. So initiiert Ang Il Uber die Bindung an
seinen AT¢-Rezeptor in den Koronargefallen vasokonstriktorische Effekte. Das Herz ist
in der Lage, im Falle einer Schadigung oder im pathologischen Zustand
kompensierende Mechanismen und Adaptionsprozesse, wie eine Myozytenhypertrophie
einzuleiten, um die kardiale Funktion weiterhin zu gewahrleisten (Enseleit et al., 2001).
Dies fUhrt auf Dauer dennoch zu irreversiblen Schaden bis hin zum Herzinfarkt und

Herzversagen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass trotz der zweifach erhdhten ACE-Genexpression
im kongenen Stamm SHRSP.WKY-Ace p1orat142-D10Rat12) hauptsachlich
kompensatorische Mechanismen innerhalb des RAS fur den unveranderten Blutdruck
verantwortlich sind. Es lassen sich allerdings alternative Puffersysteme im Rahmen des
RAS und/oder andere blutdruckregulierende Systeme nicht sicher ausschlie3en. Da das
RAS bislang nicht vollstandig aufgeschlisselt ist, sind unbekannte Feinmechanismen,
die innerhalb des RAS wirken, moglicherweise ebenfalls beteiligt. Unabhangig von den
bislang nicht aufgedeckten Mechanismen, die im kongenen Stamm SHRSP.WKY-
Acep1orati42-D10Rat12) Vorliegen, bestatigen die Ergebnisse dieser Dissertation, dass ein
offensichtlich hypertensives Tier dennoch eine angeborene erhdhte ACE-

Genexpression durchaus kompensieren kann.

Die Diskussion in der aktuellen Literatur suggeriert die Existenz bislang nicht
identifizierter Einflisse, Faktoren und dynamischer Mechanismen innerhalb des RAS.
So wird erstens der Einfluss weiterer Enzyme wie z. B. ACE2 und Chymase neben ACE

auf die Blutdruckregulierung vermutet. Zweitens sind mit hoher Wahrscheinlichkeit
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bislang unbekannte physiologische Puffersysteme beteiligt. Mdoglich ist auch die
Beteiligung anderer Puffersysteme aulerhalb des RAS. Einen dritten Punkt stellen
potenzielle Folgemechanismen dar, die als Antwort auf den Bluthochdruck und
spezifische, grundlegende RAS-Mechanismen ausgelést werden und die eine
Wiedereinstellung (Re-Justierung) des Blutdrucks auf normotensive Werte bewirken
konnten. Ein Beispiel sind Enzyme aus der Reihe der Nox-Familie, die als Folge einer

Ang II-Typ-1-Rezeptoraktivierung verstarkt exprimiert werden.

Abschliellend lasst sich zusammenfassen, dass durch funktionelle und strukturelle
Veranderungen die arterielle Hypertonie langfristig zu Endorganschaden und weiter bis
hin zur Manifestation von Folgeerkrankungen, insbesondere kardialer, renaler,
zerebraler und vaskularer Art fuhren kann. Durch die chronische Druckbelastung bei der
arteriellen Hypertonie am Herzen kommt es zur vermehrten Bildung von Bindegewebe
zwischen den Muskelfasern. Hierdurch konnen sich strukturelle Veranderungen wie z. B.
Minderdurchblutung, erhohte Herzfestigkeit bis hin  zur linksventrikularen
Funktionsstorung entwickeln, in deren Folge sich eine linksventrikulare Hypertrophie
(LVH) manifestiert (Grabowski et al., 2015).

87



6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die essentielle arterielle Hypertonie stellt eine komplexe und multifaktorielle Erkrankung
dar, welche dem Einfluss einer polygenen Veranlagung als auch diverser
Umwelteinflisse unterliegt. Die arterielle Hypertonie ist mit Folgeerkrankungen
kardiovaskularer, renaler und zerebrovaskularer Art assoziiert und zeigt eine sehr hohe
Pravalenz. Die Charakterisierung der beteiligten Gene ist ein wichtiger Schritt bei der
Erforschung der pathogenen Prozesse. Bei der Suche nach Kandidatengenen spielt das
Angiotensin-Converting-Enzym-(ACE)-Gen eine zentrale Rolle. Als ein wichtiges
Schlisselenzym des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) katalysiert ACE
die hydrolytische Spaltung von Angiotensin | zu Angiotensin Il, das Uuber seine
Rezeptoren auf die Vasokonstriktion der Blutgefalde einwirkt und somit die Regulierung
des Blutdrucks beeinflusst. Die Verwendung von Tiermodellen ermdglicht es, durch die
Kontrolle der Zucht- und Umweltbedingungen genetische und exogene Einflisse gezielt
zu selektieren, so dass komplexe phanotypische Merkmale einer vereinfachten
Betrachtung unterliegen kénnen. Insofern stellen bei der Erforschung des Blutdruckes
hypertensive Tiermodelle eine Alternative zu Untersuchungen beim Menschen dar. Zur
ldentifizierung Hypertonie-relevanter Genorte wurden verschiedene Rattenmodelle
etabliert, darunter das kongene Rattenmodell. Daher wurde im Rahmen dieser
Dissertation aus einem hypertensiven Rattenstamm (stroke prone hypertensive rat,
SHRSP) als Akzeptor und einem normotensiven Rattenstamm (Wistar Kyoto rat, WKY)
als Donor, der eine genetisch erhohte ACE-Expression aufweist, ein neuer kongener
Stamm SHRSP.WKY-Acep1oratia2-D10rat12) etabliert. Dieser verfligt sowohl uber die
hypertensiven Eigenschaften als auch Uber die erhdhte ACE-Genexpression der beiden
Parentalstamme. Zur Optimierung der phanotypischen Ergebnisse wurde der auf dem
Rattenchromosom 10 liegende Ace-Locus durch mehrfache Rickkreuzung und Bruder-
Schwester-Verpaarungen auf 10 cM verkurzt. Mithilfe des kongenen Rattenmodells
wurde der Zusammenhang zwischen der erhdhten ACE-Genexpression und der
erhdhten ACE-Aktivitdt im Plasma und in den pulmonalen, renalen und kardialen
Geweben auf die Entwicklung der arterielien Hypertonie untersucht sowie
Organveranderungen betrachtet. Desweiteren erfolgte die Bestimmung der Ang I- und
Ang lI-Konzentrationen im kardialen Gewebe sowie der Reninkonzentration im Plasma.
Auf der Grundlage der experimentellen Untersuchungen konnen folgende Ergebnisse

formuliert werden: In der phanotypischen Analyse besitzt der kongene Stamm zum
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einen eine zweifach hohere ACE-Aktivitat im Plasma, im linken Ventrikel, in der Lunge
und in der Niere sowie eine zweifach erhdhte ACE-mRNA-Expression in der Lunge, in
der Niere und im linken Ventrikel vergleichbar mit dem WKY-Stamm. Andererseits zeigt
der kongene Stamm die hypertensiven Eigenschaften des SHRSP-Stammes. Trotz der
zweifach erhohten ACE-Genexpression unterscheiden sich die Blutdruckwerte sowie die
linksventrikularen Gewichte und die ANP-mRNA-Expression des kongenen Stammes
nicht signifikant von den Werten des SHRSP-Parentalstammes. Die plasmatische
Reninkonzentration fallt beim normotensiven WKY-Stamm am niedrigsten aus und ist
beim hypertensiven SHRSP-Stamm nahezu verdoppelt. Der kongene Stamm nimmt hier
eine mittlere Position ein. Die erhdhte ACE-mRNA-Expression im linken Ventrikel fuhrt
im kongenen Stamm in Kombination mit erstaunlich niedriger Ang |-Konzentration zu
vollstandiger Kompensation und damit nahezu gleichwertigen Ang Il-Konzentrationen
wie beim SHRSP-Parentalstamm. Die Ergebnisse, die im Zuge dieser Dissertation
gewonnen wurden, suggerieren einen vollstandigen Einfluss des Ace-Locus auf die
erfassbare ACE-Aktivitat. Da die Ubertragung des ACE-Fragments keine weitere
Steigerung des Bluthochdrucks im Vergleich zu SHRSP bewirkte, wird die Existenz
puffernder Eigenschaften im Rahmen des RAS postuliert. Die
Kompensationsmechanismen des RAS tragen dazu bei, dass trotz der verdoppelten
ACE-Expression keine Erhohung der spontanen Hypertonie bei den kongenen Tieren zu
beobachten ist. Die homoostatische Kompensation des Blutdrucks konnte
moglicherweise auf bislang unentdeckte Mechanismen des RAS zurlickzufiihren sein.
Damit ergibt sich folgendes Gesamtbild: Es kommt im kongenen Stamm durch die
Ubertragung des Ace-Locus von WKY in den hypertensiven Hintergrund der SHRSP-
Ratte zu keiner statistisch signifikanten Veranderung der ACE-Genexpression in allen
untersuchten Geweben im Vergleich zum WKY-Parentalstamm. Dartiber hinaus ist trotz
der Ubertragung des Ace-Locus keine Veranderung des Bluthochdrucks im Vergleich
zu SHRSP zu beobachten. Die Kompensationsmechanismen innerhalb des Renin-
Angiotensin-Systems tragen dazu bei, dass es trotz einer durchschnittlich verdoppelten
ACE-Genexpression zu keiner weiteren Erhéhung der spontanen Hypertonie bei den
kongenen Tieren kommt. Die genauen molekulargenetischen Mechanismen, die den
homdoostatischen Effekten zugrunde liegen und auf die Regulierung des Blutdrucks
ausstrahlen, bedurfen weiterer Aufklarung. Da die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt
haben, dass das Renin-Angiotensin-System uber Feinmechanismen der Kompensation
verfugt, ist die Erforschung weiterer Details in dieser Hinsicht von Bedeutung.
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9. ANHANG

9.1 Mikrosatellitenmarker fiir die Genomanalyse

Marker Sequenz Sense-Primer Sequenz Antisense-Primer
D1Rat1 GCAATGCCATGGGTTTACTC AAAAGTTATCCCCTTCCCCC
D1Rat13 |AACAATGCTTGGAATGGGTC TTCCACAGGAACCTGAGCTT
D1Rat20 |GGCCCTCACACTGTCTTCTT GTTCGGAGGACAAACCAGAA
D1Rat261 |TTGGTCTTGAGCAGGAGTGA TTCTCGCCGAACAAGAATCT
D1Rat37 |AGGGCAATAGGGGCAGTATC TGATTCCCCTCATGGATCAT
01Rat40 |TGCACATGGTGCACATACAT GGTGGAGATTGGACTTCTCG
D1Rat51 |CCCTCAGTTCAAGAGTAACCTCA |TTGCCTGAGAGACTGTGCC

D1 Rat68 |TTCTGCAATGGGTCAGACAA TTCGGAAATGTAACCGCTTT
D1Rat71 |TCTCTCCTTCTTCTTTACTGCCA |GTACACCGGTCAGGTCAGGT
D1Rat75 |GCAGTTTGTTCTTGTGATGAATA |TGTTTCCAAATTTGAATACACTGA
D1Rat90 |AACCTAAGGTGAAGGGAGGC AATTAAACTTCCTCAGAAGTAAGG
D2Rat1 AGAATCTGGTCACTGGGTGG ATGTTCTCTAGCCGCCACAT
D2Rat191 |CAGCAGCTGCTGTTTTCACT AGAGTCATGGACGATCTGGC
D2Rat6 CCTGGGCCTTTAAAACCTTT TTTCCCAACCCTAAAATGGTC
D2Rat10 |CGTGGCACACCTACCACTAC CATCCCAGGCCTCTTTTAAA
D2Rat17 |TATCCTGAAAGGGCAACACC TCACACACACTCAGGCTCGT
D2Rat75 |TGCATGTTTCTATCTGCCCA GGTGGGTGGATGAATGGATA
D2Rat33 |TCTAAACTGGGTTAGCAGCCA |CATCAGAAATGCCCCTTCAT
D2Rat115 |GAGCGAACTGCCATAGGATT CAAGTTTTGGGGAATTCTTCC
D2Rat126 |GGCAGGTTTCTACGGTTTGA CACCCTTTTCTTGCATCCAT
D2Rat55 |AAAGGGTAGGGCTTAGGTGG TTCTGTTACCTGCTTGGCAA
D2Rat106 |CCTTTTTAGGTCCTAGACTGAAC |TCTGGAGTTTATGTTATCCGTCA
D2Rat70 |CATGGGAACATAAACGCACA TGCTACTGGAAAATCTGGCA
D3Rat47 |CACATACGCACACACACAGAA |ACAAGTAGCACAGTGTGCCC
D3Rat110 |GGAGGAAATACTGCATGCTTT |CCCAAATGGCTCCTCTTTCT
D3Rat38 |TGCTTCCAGTTACAGCAGTGA |AGGCGCTCAATACCAGATAGA
D3Rat35 |GTAAGTGGCTCCAGTTTGGG CCTGGGTTCGATTCCTAACA
D4Rat3 GGATGTGGACTATGGTTGGG TTGTGACTGACAGCCTCAGG
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Marker

Sequenz Sense-Primer

Sequenz Antisense-Primer

D4Rat125 |AGAATACTTTTGAATAGGGCTTT |TGTCACCTCTGTGTCTCGCT
D4Rat11 |CTGTCTTCCTCTGAACCCCA TGCAATACTGTTTCAGTGAAGGA
D4Rat154 |TGCGTATCCAAGTAGACACTGG |TCAACAAGTAAATTTCTCTCAAGG
D4Rat33 |GACACAAGAGAGCCTGCCTC TGATTGTTTTAACAATGACGATTT
D4Rat34 |CCCTGTAGTTTAATTCTCCAAAT |AAGAGCATAAGCACGTGCG
D4Rat54 |GAGCCCCTCATGTGAGGATA CAGGCCAGACGTCTAAGATG
04Rat60 |[TTTTCGAACTAATCCCAGGC CTCTGCCTTAGAGTTTTGTGCA
D4Rat67 |GTCTGAGCCATCTCCTCAGC AACCACCAGTTTCACATGCA
D4Rat71 |CCTCAAAGACACTAAAGGATGAA|AGAAGGCTCCTTCCTTTTGC
D5Rat116 |TCTGTTGATGGACTTGGGTG GGGAATAGTCTGGTGGTCTTAAA
D5Mgh1 TCTAGACCAACCCTAGCTTTGC |TGAGTATGGAACTTTCTTTAGGGG
D5Rat189 |CATGGGCTCAAGAAATCAAA CCAAAATCCTCAGAGAAGGC
D5Rat4 TCTGAGCATTGAGGGTTATTGTT |AACACAAGACCTCAGGAGCG
D5Rat154 |CAACTGTCTCCAACTTCGCA CCAACTGCGATCCCTTTAAA
D5Rat35 |CAGCCAGAGAAAAAGCCAAG GTGTGGGAGGGACTGAGAGA
D5Rat43 |AGCCCTTAAGCTGAGCTACAGA |GGCACCAGGCATACTCATG
D5Rat204 |GACTCCCTCAGGAAGATCCC TTTCCAATTCCATCCCTTTT
D5Rat49 |AAAATGACAGCAGCCAAAGG CCCACTTTAACCCTTTGCAA
D6Rat36 |ACCTGAACATCCCCTCCC CTGATGGCATTTCAAGCAGA
D6Rat30 |TCTCAGATGTCAGATGATAGTGC |TATTGGCACAGGTCAGCTTG
D6Rat24 |CAGCAGGAGTCATACTCACCC |GTCCTTCTTCCTCTCCACCC
D6Rat63 |CCAAGTGGACCAATAGGCAC TGCACCATTTTAACCCCTTC
D6Rat9 GGTACAGCATATCCCTTCTGC |ACCAGCACACTGCTGTGAAC
D6Rat4 CTAATTTCCCTTCCTTAGACACC |[TTCCACCCACCTCTATCTGG
D7Rat63 |TTGCATAACACCAGTTACAGGG |CCAAGCCATGGGTAGCTAAC
D7Rat29 |CTCCTCCATTTGTGGAAAGG GCCATAAGGATATGGTTTGGAA
D7Rat103 |GTGTCAAACTGTGGGGATCC CTGGTGCTTTTGGGTCTGTT
D7Rat145 |CCATAGACAAATGCTACTCTCAG |ATGTCTTCCAGATTCACCGC
D7Rat86 |AAAGACACTTTTCAATCCCCC TGTAGAAATCCTTCACAAACTTGA
D7Rat15 |AACCCACTTGTCTAGAGACCAAA |TTTGACACATGGCAATTCCA

D7Rat118

CATGAGTGAGAAGAGAGAGAGA

TGACAAGTTCAGGGATAGTGAAG
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Marker

Sequenz Sense-Primer

Sequenz Antisense-Primer

D7Rat94 |GCCTTATTTAACTTTTTGCTTCTC |AACTTATGAGGGCATTTGCG
D8Rat53 |TCCCAGGATGCTAATGAAGG CGCACAGGTAGGTATGCACA
D8Rat162 |TCACTGGCAGCAATTTACCA TCTGAGACCTCTTCAACTCTGTTG
D8Rat157 |AGCCAGCACAGCACTAAACC CCAAGATGAATCTCCCCAAA
D8Rat30 |CCTCCAGAGTCTCCAGTGCT TCCTCACCATGTGATCCAGA
DORat29 |TTTTTGTACTAGGGTGGGGG AACATCACATTAACCCATGGC
D9Rats7 |TGGGTACAAACTGACAGGCA TGTGCACGCATGTAGAGGTT
D9Rat26 |ACTCGTGACCAAAGTCCCAG AACCTGCAGACAAGCACCTC
D9Rat65 |CTAGCAGGTCAGCTGCCTTT CCCTGGGTTCAATAACCTGT
D9Rat4 TTGCTGCTGTCCTAGTTCCA GTCCAAACCTATGCAGGCAT
D9Rat109 |GCCTGGAAATTAGCTTGACG CAAGGCTTTCAATGGGTACA
D9Rat1 AACTGTGGGTCAGAAATTCTGTT |GATCTCACAAACATGCACGC
D11Rat22 |CCATTCTACTTAAGAAGCACACA |AGGTTGAGAAACCTCCAGGG
D11Rat17 |GCATATGGGAGTTTTGCCTG CCAGTTGCAGATGATTTCCA
D11Rat44 |GGTCTACTTCAATCTAAAAAGGG |TCCGTTGTACTGTCTCATGGA
D11Rat7 |ACATGGAGGACACATGATGG GTGTACCAGGAAGCCGAGTG
D11Rat47 |GTGCAGCCATACCATTCAAA TCTGGGGATTTGAAAGATGC
D11Rat37 |GGCATAAGGCCAAGCACATA TTTTATCCTGCCTTAGGAGATACA
D11Rat32 |GGTGGCTCTTCATCCTAGCA ACTCTGAGACTCTTGACTGTGGG
D11Rat33 |TGGGGTCCTGGTCTTTGATA CAGCAATTTTCAGACCTTTCC
D12Rat89 |GCAGTGAGAGACAGATGTGCA |CCTTGAAATTGGTTCTTGGC
D12Rat7 |GGCGACTCTGCTTCAATAGG CACATTTTCTGCAACTCTGGG
D12Mit4 | TGTGTGAGACTGTATGCATGTG |GGCTCCAGAGGAATGACATC
D12Rat23 |TTTCTGAATCATTCCTGGAGAA |CTAAGACTTCCTGCATGGGG
D12Rats5 |CGTCTTGAGTTGGAGGACTATG |CACAGCAGCAATCAAGGGTA
D13Rat2 |TGTTACTCAGTGGGAAGCCC AAGACACAAGCACATGCACG
D13Rat37 |CAATCTTCGAGGGACTCTGC CAAACACAAATACACAGATGCA
D13Rat87 |CATGGTGAGGCAAACCTCTT TTCAAGTGTGGAACTGCTGG
D13Rat88 |TACAGCAAAAGGGGTTGAGG AGCAAGGTGTGAAGCCTGAT
D13Rat30 |TGCACGAATCAGGTTGATGT CCAGGCTGGTCTTGATTGAT

D13Rat63

CACTTGATGTGTGTGTATGCATG

CGGGGTGACATTAAAGGTT
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Marker

Sequenz Sense-Primer

Sequenz Antisense-Primer

D13Rat131 |TATCGACTTGCCATTGTTCG CAGAATCTTGTGCCTCCTGA
D13Rat132 |TACCTCCCCACACAGCTCTC CTGTCATACATGTGCATGCG
D13Rat133 |AAAGACAACTGCCAGATGGG TCTTAACCACTGAGCCATTTTT
D13Rats4 |CTTAGATGTGAAGGCCCTGG TTGAGGGCATGTATAAGGGG
D13Rats0 |GGATGCAGCCTCCCTACATA GGACATTCTGAGGAACCTGC
D14Rat1 |CAGTCCCTGGGTTTTCACAT CTCCAAGACACAAAACGATCA
D14Rat75 |GCACACTGCAGTGAGACAAAA |TGACCCTTCAGTTGCAAATTC
D14Rat6 = |CAGGAACCAACTCATTTGCA TTGTCTTGTGATGTTCTGTCAGG
D14Arb4 |GTGTGTTTCGCCGAGAAGCAC |ACTAATCTTTCAAAGTCCCCC
D14Rat55 |GCAAAATTTTGATGGGTTTG CACAAATTTCAACCTTGGGC
D14Rat16 |AGAGCTGCAGAGATTTTCCA GTGTGAAAACCATAATCTAAAGGA
D14Rat90 |CCTGGGAATGTTAGGTCAATTC |TGACAGTTTTTCCCACTGCA
D15Rat2 |GGGGAGGGGAAGAGAAAAA TGCAGAGTTCAGGACACACA
D15Rats |GCTTCGTGTGTATTCTTCCTGA |GCCTATTGATCGGAGTTCCA
D15Rat30 |GAAGGTTGGTTGGTAGCCAA AATACCACTGTCTGCCAGAGAA
D15Rat13 |AAGAAGGTCATATCCCCTCTCA |TCCAGTGTACCCTGTTTCAAAA
D15Rat21 |TTGGTGGTCAAAGCTCTCCT TGCCAAGAACTGGATATCAGG
D15Rat29 |TGACCTATTTGCATTTGGCA AGAGGTGATGCCAAGTGCTT
D15Rat103 |TCAGTCCCATTCAGGGTCTC AGAGGGATTGAGGACACCAG
D16Rat31 |CTTTTAATACCTGGTAGAAAACG |TTTTCTGGCAAAGTCAGTGAA
D16Rat70 |ACCCTGGTCCTAGCCATTTC CCTCTGGCTTCTCCACAGTC
D16Rat18 |GTTGTGACATGCCTGGTTTG TAGCCCAAGAGAACGCTTGT
D16Rat64 |CCAGCCAGAGAAAGTTTGTTG |TGCTGGTGGGACACTGTCTA
DI6Rat58 |CCCTGCTGTTGTGTTAAACCT TGCTCTTTACCTGCCTTTCC
D17Rat4 |AGCTGAAGATCACAATGGGC GCCTAATTCTTGCACAGGGA
D17Rats |TACAGGTATGGGGCCTCAAC AGAAAACCTGGGAAGGAAGG
D17Rat17 |GGTCACATGTACCTGCTTGAGA |TTGAGGCTCCAGCATATGTG
D17Rat36 |ATTGCCTTGCTACTCGGTGT AGCCAATGTGGATGCATGTA
D17Rat133 | CAGAATAACCAACAACAGGGAA |AGTACTGTATCCCCACAACCG
D17Rat85 |TTGCAGGTGAGTTCTCAGACA |CCCTAGGTTTAATCTCCTGTACCA
D17Rat49 |GCCATTGATAAGCACCCTTT GCACAGAGACAGACCCAGGT
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Marker

Sequenz Sense-Primer

Sequenz Antisense-Primer

D18Rat48 |GCCCAGAATGAAGTTTATTCATT |CTGGCCTTCATGATGTCTACA
D18Rat24 |TCCTTCAAACAACTGGCTTTG GCACTGAAGTAAAATTCATAAAGG
D18Rat17 |GCCAAGGCATTTTAAAATTAACC |ACTCCTTTGGTTCTTGGCAA
D18Rat41 |TGGTACTTCGACCTCCCAGT TGTGAAGTCTGTCAGATTAACGTT
D18Rat13 |CCCATTTTCCCAGTCCAGTA AGGAAGGAAGGAAGGAAGGA
D18Rat12 |TGAGGTCCTGCTACAGTGGC TTACTCACTGCCCCACAACA
D19Rat19 |TGAGAGCGCTCTGCTTTTAA ACCACTGACCTTCACATGCA
D19Rat15 |GGTCTCACTGTGCTTTTCCC GCTGAGGCTGAGAAAAAGGA
D19Rat41 |TGCTGGTTCAGAAATCAACG GTCTGCACATACATGCCTGC
D19Rat70 |AAGCTGGACAACCTGCTTTG TGTGTAGGTCAGAGGACAACCT
D19Rat6 | TGTGAGCATACAAGGAAACTGG |ACTGGTAGAAAGCAGGGGGT
D19Rat59 |GTCTTGACCAAATGCAGGGT GGTTTGAATTTCTTGGCTGG
D20Rat1 |CATTCTTTCCTCCTCCCTTTT CATTCTTTCCTCCTCCCTTTT
D20Rat49 |TCACTGATTTAAGGTCCATCCC |GTAGGGTGCAAGGGTAGGGT
D20Rat22 |GCAGGAAAATACGAGCCCTT CCCTGTGAAAGTAGGAGGCA
D20Rat39 |GAAACACATCATTTACCCAC ATGGCGTGCATGCAGAAC
D20Rat38 |CTCAGGCAGTGAGGAAGAGC TGATGCTAAGAGTCATCGGCT
D20Rat19 |TGGTTTTCTTGAGCACAGCA CCAGGCTGTCAGCCTTAGTT
DXWox17 |ACCATGTAACCCCCTCTCATG |TGGAGGATAGACTCCCCTAGG
DXWox27 |CTGACTCCAGAAAGTTGTCCTC |GATCTTTCAGTTTTAAGTG
DXMit4 ACTCCAACACCCAGTCAACC GCCAAAGCATCTCCCTATCA
DXWox28 |GTCGCGGATAGCATAGGC TTCACTGGGGGCCTCTAGTGC
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9.2 Untersuchte Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 10

Marker Position | cM Abstand zum Polymorph zwischen
vorhergehenden Marker | SHRSP und WKY

D10Rat95 0,04 0,00 Ja
D10Rat96 0,08 0,04 Ja
D10Rat49 5,71 5,63 Ja
D10Rat121 9,18 3,47 Nein
D10Rat64 11,40 2,22 Ja
D10Rat46 20,45 9,05 Ja
D10Rat44 27,23 6,78 Ja
D10Rat43 27,27 0,04 Ja
D10Mit3 33,00 5,73 Nein
D10Rat72 31,76 4,49 Ja
D10Rat35 34,04 2,28 Ja
D10Rat38 34,04 0,00 Nein
D10Rat36 36,30 2,26 Nein
D10Rat73 41,90 5,60 Nein
D10Rat63 41,90 0,00 Nein
D10Rat85 41,90 0,00 Nein
D10Mgh8 44,19 2,29 Ja
D10Rat116 45,38 1,19 Nein
D10Mgh6 45,54 0,16 Ja
D10Rat30 46,57 1,03 Ja
D10Mit8 46,57 0,00 Nein
D10Mit1 46,57 0,00 Ja
D10Rat29 46,57 0,00 Ja
D10Rat69 46,57 0,00 Ja
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Marker Position | cM Abstand zum Polymorph zwischen
vorhergehenden Marker | SHRSP und WKY

D10Rat28 47,61 1,04 Nein
D10Rat70 47,61 0,00 Nein
D10Rat98 47,61 0,00 Nein
D10Rat123 49,50 1,89 Nein
D10Rat27 51,00 1,50 Nein
D10Rat25 51,00 0,00 Nein
D10Rat25 51,00 0,00 Nein
D10Rat26 51,03 0,03 Nein
D10Rat92 52,00 1,46 Ja
D10Rat93 57,43 4,94 Ja
D10Rat124 58,54 1,11 Nein
D10Rat107 58,54 0,00 Ja
D10Rat20 58,54 0,00 Ja
D10Rat99 64,27 5,73 Ja
D10Rat18 66,50 2,23 Ja
D10Rat142 66,90 2,20 Ja
D10Mit7 66,90 0,00 Nein
D10Rat84 67,60 1,10 Ja
D10Mit1 (ACE) | 68, 71 1,11 Ja
D10Rat17 69,01 0,30 Ja
D10Rat13 73,35 4,34 Ja
D10Rat16 73,35 0,00 Ja
D10Rat14 73,37 0,02 Ja
D10Rat12 76,13 2,76 Ja
D10Rat10 77,15 1,02 Nein
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Marker Position | cM Abstand zum Polymorph zwischen
vorhergehenden Marker | SHRSP und WKY

D10Mgh3 77,15 0,00 Ja

D10Rat132 78,96 1,81 Nein

D10Mgh1 83,01 4,05 Ja

D10Rat88 83,69 0,68 Ja

D10Rat7 87,00 3,31 Nein

D10Mgh2 87,04 0,04 Ja

D10Rat6 88,11 1,07 Ja

D10Rat3 91,53 1,63 Ja

D10Rat4 95,00 3,87 Ja
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9.3 Sequenzen der polymorphen Marker auf Chromosom 10

Rot: die flankierenden Marker des ACE-Fragments.

Marker Sequenz Sense-Primer Sequenz Antisense-Primer
D10Rat95 |[TTACACCTCTCCAACACTGCC |TCATAGGAGGGAATACGGACA
D10Rat96 |[CCTTTGGAGACCAGGGTCTT |GACACCTGACATGTTCCCCT
D10Rat49 |[CACTGACATACATGCAGACCAA |IATGCTGGGGACTAAAAGCAA
D10Rat64 |[TCTAACACCTAAGAAACATGTC |[TCAAAGGGAAAAAAAAAGGAGA
D10Rat46 |ATGACGGTTCTGCTTGCAG ATCCTTTGGGTTTGAAGGCT
D10Rat44 |AAAAGACATGCACGTAGGCC |CCCAACAGCAACTTCAATGA
D10Rat43 |GCCACAATAATTCAGGTGGTG |CATTTGCACATTGGACCATC
D10Rat72 |[CTTCGAGCACCAGTGTTCAA |AACCTTGATGTCTGTGTGTAGACA
D10Rat35 [TGTGTTTCCCCTCATTAGCA CTAAGCCCCAAACCTTCTCC
D10Mgh8 |AAGCCTGGAGTGTTAGTAAAGG|AAGAGGCCTGTATGCTGGGT
D10Mgh6 |CCTGCCTAAGTAATACAGTGGT |CCAGACCTTGTATGCTGGGT
D10Rat30 |[TGATAATGTGGTTAGAGGTGTG |TCCATTAACCCAATGTCCAAA
D10Mit2 |GAAGTCCCGAAGCCACATAA |GCTCAAATAAAGGTGGAAGGG
D10Rat29 |[TGGTGACAGCTAAGCGTATG |CCCATGATTTCACATGTGG
D10Rat69 |[TAAGTGCCTGATGGTTGCAA |AGGGGATCAGATGCTTTCCT
D10Rat92 |[ACCCTCAGCCTATGCAAACC |TCCCCTTTCTTCTGGGCTAT
D10Rat93 |[TGCCTTAAGCAGAATGCAATT |TCTGACATAAGGTCACTTTGGAGA
D10Rat107 |GTTTTCCTGGGTCTTCCACA CTTCTTCCCATTATGCCCAC
D10Rat20 |[AGTGATTGCCATACCTGCCT GAAATGGCCAGGATAAACCA
D10Rat99 |[CCTTTATCCAAAAATAGTGTGC |ATGAAGTCATTGGGGGTGTG
D10Rat18 |[AACTAGACAGGCGGTGCTGT |CTCTGGAGGGTCCACATCAT
D10Rat142| AAAAAGGGCCAGCAAGATG CTCCCACGGTCTATGGTCTA
D10Rat84 |[TTCTGTCTTGTCTCCCACCC GCTTTATCTCCTTTCTTGGTGG
D10Mit1 ~ |[ATAACACCAACATTACCATAGA |ATACTCAGTTCAGACTTTTCACCA
D10Rat17 |[TCTTTTCTTTGTCTTTGGGCA |CCATTCTCGTGTTGTGATGTG
D10Rat13 |[AGGCAATGGGGACTCTAGGT |GCATAGCAACCCAACATTGA
D10Rat16 |[CAGCCCTCAGCCTAAGAGAA |AGAGCCATCCAATCTCTCCA
D10Rat14 |AAATCAACCTTTGGGCCTTC TAGAGAGTTCMGGGCTGCC
D10Rat12 |CCTTGATTTTGTCTTTCTTTTCC |CGTCTTGAGGAAACCATTTGA
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Marker

Sequenz Sense-Primer

Sequenz Antisense-Primer

D10Mgh3

TATCAGGTTGACAACCACTATG

CATTGCCTAACACAAAGATATCAA

D10Mgh1

TTTTGCTTAAGAGAAAACAATC

ACACAAGGTGGACATCTCCTG

D10Rat88

TGTGTGTCTACACATACATGTG

GGTGGATATAATCAACATACGCC

D10Mgh2

TTCCTTTCAGCATCTAAATAAG

GAGGAACACCACATGCACAC

D10Rat6

AGCTAGCACTCTAGCCCCTT

CCAGAACTCCAATCCAAGGA

D10Rat3

GGTTCAAGGTCAACATCAAGC

ACTGTACTCGGTGTGCATGC

D10Rat4

TTTCCCCACTCCAAGTTCTG

CGAGCTTGTGAGCACGAGT
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9.4 ACE-Teil-Gensequenz (2257-2491 bp) der Ratte
Auswahl des Primerpaares fur RT-PCR intronUberspannend:

EXON15

2257 agtacaaccagatcctgctagacatggagacgacttacagtgtagccaatgtttgctaca 1316

Sense
2317 caaatggcacttgtctgtcactggagcctgga 2346
EXON16 ARGSERNSE INTRON 16 1

2346 tctgacaaatataatggccacgtcccggaaatacieaaiteoooiog 229 2405

2406 agctggcgagacaaggtggggagagccatcctteccttttccaagtacgtggacttc 2465
2466 tccaacaagatcgccaagctcaacgg 2491

EXONT7. .o
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D10Rat96 D10Rat94 DIORat261 D10Rat95
D10Rat218

D10Rat185 D10Rat6> D10Rat110 D10Rat184
DI10Rat103 D10Rat49 D10Mitl7 D10Rat?1
D10Rat259

D10Rat260

D10Rat51 DI10Rat117

D10Rat257 D10Rat50

D10Rat183 D10Rat47 D10Rat258
D10Rat12T

D10Rat64

D10Rat256

DI0Rat217

D10Rat182 DIORat181

D10Rat180

DI10Rat46 D10Ratl13 D10Mitl6 D10Rat118
D10Rat45

D10Rat2l&

D10Rat75

DI10Rar42 DIORatl00 DI0Ratdd
DI10Rarl79 D10Rat43 DIORatl78
D10Rat4l D10Rat177

D10Rat71

10Rat40

DI0Mit4 D10Rat72

D10Rat39 D10Rat! D10Rat254

DI10RatI74 DI0Rat250 D10Rat
DI0Rat173 DI0Ratl75 D10Rat21s

DI10Mghl0 DIORar34 DIORai37 DI0Rat35 DI0Rat3s
DI0Rat252 DIORat214

D10Rat251

D10Rat33 D10Rat172 D10Rat171

D10Asb2:

DIORar36 DIORat79 DI10Ratl04 DI0Mgh9
DI10Rat249 DI0ORat76 DI0Rarl68 DI1ORat167
DI10Rat169 DI0Rar213 DI0Ratl30 DI0Ratl 70
DI10Rat248 D10Rar246 DI0Ratl64 DI0Ratl6s
DIORat247

D10Rat126 D10Rat166
D10Rat73

D10Rat163 D10Rat245 D10Rat212
DI10Rat63 D10Rat81
DI0Rat162

D10Rat102 DIGRat244
DI10Rat32 D10MghS D10Rat31 D10ArbS:
DI0Rat119 DI0Ratli6 D10Rat243

D10Mgh6

D10Rat77

D10Rat161 D10Rat242 D10Rat239 D10Rat160
DI10Rat30 D10Rat157 D10Rat158 D10Mits
DI10Rat211 D10Rat69 D10Mit2 D10Ratl56
D10Rat133 D10Rat238 D10ArbS D10AH7 D10Rat80
D10Rat240 D10Rat241 D10Rat20 D10Ratl59
DI0Rar210 DI0Rar98 D10Rat28 D10Rat70
D10Rat155 DI0Arb27

DI0Rat27 DIORat25 DIORati3] D10Rat26
DI0Ratl53

D10Rat154

D10Rat24

D10Rato2

D10Rat269 D10Ratl51

D10Rat23

DI10Rat03

DI0Rat150

D10Rat106 D10Rat114 D10Rat128 D10Rat]124
D10Rat148 D10Rat20 D10Ratl46 D10Ratl47
D10Rat236 DI0Rat86 DI10Rat22 D10Rat149
D10Rat107 D10Ra2l D10Rat145

6 DI10Rat52

D10Rat85

DI10Rat209
D10Rat144
D10Rar]27 D10Rat208 D10Rat19
D10Rat99
D10Rat2
D10R 2 DI10LT DIOR 2 D10RAt203
DI10KatZ33

D DI0Rati4] D10Ra
DI04rbl]
DI10Rat140 D10Rat234 D10Mitl
D10Rat204 D10Ratl7
DI10Rar203 DI0Rat202
D10Rat233
Di0Rarl38 DIORarl3 DIORatl5 DI1ORatlé
DI0Rat139

D10Ratl4 DI0OMghd’
DI0Rati37 D10Ratl2
D10Rat? D10Ratl0 D10Mgh3 D10Rat1l

D10Rat267 DI0Rarl32 D}ﬂﬁa 2
D’ a

D]0Rat229 D10Rat230 D10Rat268 D10Rat228
DI10Rat8 D10Rat227
D10Rat

DI0OMgh2

D10Rat6

D10Rats

D10Rat3
D10Rat134 DI0Ratl108 D10Rat109
DI10Rat226 D10Ratl

D10Rat2

D10Rat135

D10Rat4

10 cm
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9.5 Genomkarte des Chromosoms 10 der Ratte

D10Rat96

"DI10Arb26 DIORarlls DIORat199 DI0Rar9s
D10Rat200 DIORat225 DI0Rai57 D10Rat89
D10Rat66

D10Rat198

D10Rat103 DIORard8 DIORar65 DIi0Rat91
D10Rat47

D10Rat64

"DI10Mit]6 DI10Rard3

DI10Rat113

D10Rat42

"DI10Rar43

D10Rat44

D10Rat41

D10Rat224

D10Rat38 DI10Rat32

D10Rat129 DI ORat37

D10Mghl0

D10Rat130 D10Rat265 D10Rat36 D10Rat76
D10Rat104 D10Rat175 D10Rat266 D10Rat79
"DI0ORatl26 DIORar223 DI10Rar246 D10Rat78
DIORatill

D10Rat125 D10Rat63 DI10Rat73

"DI0Rati®7 DIORar222 DI0ORar264 DI10Rar31
"DI0Rat] 96 DIORat32 DIORat62 DI0Rat81
"DI0Rati02 D10Rat119

D10Rat59

D10Rat61

D10Rat60

"DIORat77

"DI0ATbE

"DI0ORat238

D10Rat211 D10Rat69

"DI10Arb9 DI10Ratl95 DIORa30 DI10Rat6s
DI10Rat133

D10Arb27 D10Rat29

"DI0Ratl23

D10Rat28 DI0Rat70 D10Rat98

D10Rat58

D10Rat263

D10Rat221 D10Ratd0

D10Rat112 DIORat194 D10Rat26 DIORat87
"DI0ORati31 DIORat193 DI0Rar25 DIORat27
"DI10Rat57

D10Rat220

D10Rat92

"DI0ORati®2 DIORat219

"DI0Rat269 D10Rat93

D10Rat107 D10Rat21 D10Rat86

"DI10Arb21

D10Rat20

"DI0Rati06 DIORatl24 D10Ratl49
"DIORati®1

D10Rat190

/_DIORm‘J 27 DIORatl9

2\

D10Rat56

D10Rat120

D10Arb11 DIORarl22

"DI10Rar84

D10Mit12

D10Mitl D10Rat17 DI10Rat54

"DI10Rat]3 DI1ORatl4 DI10Rar203 DIORat74
"DI10Rat] 89 DIORat53

D10Mgh4 D10Ratls

D10Rat52

rTerr
D10Ratl2

D10Mgh3

D10Racl0 DI0ORatll

"DI0Rati32 D10Rat188 DI0Rar267
D10Rat7

"DI0ORat262

D10Ratl D10Rat105 D10Rat109
D10Rat187
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