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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Zwei interagierende Kkardiovaskuldre Risikofakt oren: Hypertonie und

Albuminurie

Kardiovaskulare Erkrankungen sind weltweit die Hauptursache fur Morbiditat und
Mortalitdt und waren im Jahr 2005 allein fir 30% aller Todesfalle verantwortlich (WHO
2007). Neben einer steigenden Pravalenz in den westlichen Industrielandern stellen
Herz-Kreislauf-Krankheiten besonders in den Entwicklungslandern ein stark
zunehmendes gesundheitliches Problem dar. Bereits im Jahr 1990 wurden in
Entwicklungslandern annédhrend doppelt so viele Herz-Kreislauf-Erkrankungen
assoziierte Todesfalle verzeichnet wie in Industrielandern (Reddy et al., 1998). Eine
stetig steigende und é&lter werdende Weltbevdlkerung stellt die Medizin vor neue

Herausforderungen.

Ein lange bekannter Hauptrisikofaktor fir Schlaganfall, Herzinfarkt und Nierenversagen
ist der Bluthochdruck, wobei die Beziehung zwischen der Hohe des Blutdrucks und
kardiovaskularen Erkrankungen ab einem Wert von 115/75 mmHg log-linear verlauft
(Prugger et al., 2006). Obgleich die Festlegung eines exakten Grenzwerts zur Einteilung
gesund/krank aufgrund der kontinuierlichen Risikozunahme beim Blutdruck nur
willkdrlich ist, werden flr eine bessere Operationalisierung Werte von systolisch
>140 mmHg und diastolisch >90 mmHg als krankhaft erh6ht angesehen (Leitlinien der
Deutschen Hochdruckliga e.V.).

Ein Internationaler Vergleich der Pravalenz der Hypertonie bei 35-75-Jahrigen belegt fur
Deutschland alarmierend hohe Werte. Mit durchschnittlich 55% sind hierzulande
doppelt so viele Menschen von Bluthochdruck betroffen wie in den USA und Kanada.
Hierbei steigen die systolischen Blutdruckmittelwerte in der Bevdlkerung mit
zunehmendem Alter kontinuierlich an und in der Gruppe der tber 65-Jahrigen betragt
die Hypertoniepravalenz Uber 80% (Wolf-Maier et al., 2003). Insgesamt 26% aller
Todesfélle in Deutschland stehen im Zusammenhang mit Bluthochdruck (Prugger et al.,
2006).

Obwohl der Bluthochdruck seit vielen Jahren Gegenstand intensiver Forschung ist,

kdnnen auch heute in 95% der Félle keine organischen Ursachen fiur die Hypertonie
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nachgewiesen werden. Bei dieser Form des Bluthochdrucks, die als primare, essentielle
oder auch idiopathische Hypertonie bezeichnet wird, handelt es sich um eine komplexe,
multifaktoriell beeinflussbare, polygenetische Erkrankung. Neben Umweltfaktoren und
GroRen der individuellen Lebensfihrung wie Ubergewicht, Kochsalz- und
Alkoholaufnahme sowie kdrperlicher Aktivitat, haben vor allem genetische Faktoren
einen grofRen Einfluss von 30-40% auf die Hypertonieentwicklung. Die Ubrigen 5% der
Hypertonieformen, bei denen der Bluthochdruck als Folge einer anderen
Grunderkrankung auftritt, werden als sekundare Hypertonie bezeichnet (Kreutz,
Bolbrinker, Ganten, 2007).

Trotz der Schwierigkeiten die genauen Mechanismen, die zur Ausbildung einer
essentiellen Hypertonie fiuhren, aufzuklaren, deuten zahlreiche Studien auf eine
Schlusselrolle der Niere in der Pathogenese der Krankheit hin. Die Schadigung dieses
zentralen Regulationsorgans des Wasser- und Elektrolythaushaltes, kann sowohl Folge
als auch Ursache eines Bluthochdrucks sein (Hall et al., 1996; Nadim et al., 2004,
Rettig, Grisk 2005).

Die gravierende Rolle der Niere in der Pathogenese der Hypertonie wird zum einen
durch die Aufklarung verschiedener monogenetischer Hypertonieformen deutlich. Alle
bislang charakterisierten Veranderungen betreffen Gene, welche die Volumen- und
Elektrolytregulation der Niere steuern (Lifton et al., 2001; Vehaskari 2007; Williams
2007). Hierbei lassen sich die Erkrankungen zwei Gruppen zuordnen. Bei der ersten
Gruppe ist die Natriumreabsorption im kortikalen Sammelrohr durch eine Mutation
hochreguliert. Beispielhaft hierfiir sind das Liddle-Syndrom, das Gordon-Syndrom sowie
der augenscheinliche Mineralkortikoidexzess. Bei der zweiten Gruppe kommt es zu
einer Uberproduktion adrenerger Steroidhormone, welche den Mineralkortikoidrezeptor
im distalen Nephron stimulieren. Hierzu gehoéren der glukokortikoidreagible
Aldosteronismus, die familiare Glukokortikoidresistenz sowie der kirzlich beschriebene
nichtglukokortikoidreagible Aldosteronismus (Geller et al., 2008; Vehaskari 2007).
Bekannt ist auRerdem, dass eine genetisch oder durch Stérungen der fetalen
Nierenentwicklung bedingte Reduktion der Nephronenanzahl, und somit der
glomerularen Filtrationsflache, fur eine Hypertonieentwicklung pradisponiert (Brenner et
al., 1988; GroR et al., 2005; Keller et al., 2003).

Auch Kklinische Beobachtungen von nierentransplantierten Patienten sowie

Transplantationsstudien zwischen normotensiven- und hypertensiven Rattenstimmen
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belegen die Relevanz der Niere bei der Hypertonieentwicklung. Es konnte gezeigt
werden, dass die Hohe des Blutdruckes nach einer Nierentransplantation im hdheren
MaflRe vom Genom der Spenderniere abhangt als vom Genom des Empfangers.
Normotensive Empfanger, die ein Organ von einem hypertensiven Spender bekamen,
entwickelten in der Folge meist ebenfalls einen Bluthochdruck und umgekehrt (Guidi et
al., 1996; Rettig, Grisk 2005).

Ein prognostisch aussagekraftiger Marker zur Friherkennung einer beginnenden
Nephropathie bei Diabetikern und Hypertonikern ist der Nachweis einer erhohten
Albuminausscheidung tber den Urin (Uap) (Atkins 2005; Mann et al., 2003; Parving et
al.,, 2006). Die Upp ist Ausdruck einer Storung des glomerularen molekularen
Filterapparates und/oder der tubularen Albuminriickresorption.

Die Durchlassigkeit des glomerularen Filters, der aus gefenstertem Endothel,
Basalmembran, Podozytenfortsatzen und Glykoproteinen besteht, hangt von der Gréle
und Ladung der Molekile ab. Grof3e und negativ geladene Proteine, wie Albumin,
werden physiologischerweise zurlckgehalten (Tryggvason et al., 2008). Erscheint
Albumin dennoch im Primarharn, wird es durch rezeptorvermittelte Endozytose in
proximale Tubuluszellen aufgenommen, lysosomal gespalten und resorbiert, so dass es
kaum im Urin erscheint (Zhai et al.,, 2000). Es wird vermutet, dass die Uap €ine
generalisierte endotheliale Dysfunktion reflektiert, die zu einer soweit erhéhten Menge
filtrierten Albumins fuhrt, dass die RuUckresorptionskapazitat entlang des Nephrons
Uberschritten wird (de Zeeuw et al., 2006; Deckert et al., 1989; Jensen et al., 1995).
GroRe Mengen filtrierten Albumins kdnnen zusatzlich eine toxische Wirkung auf den
proximalen Tubulus ausiben und durch eine nachfolgende tubulointerstitielle
Entzindung zur Ausbildung einer renalen interstitiellen Fibrose und weiterer
Verschlechterung der Nierenfunktion flihren (Zoja et al., 1997; Remuzzi 2000). Der
Nierenschaden kann aber auch primar tubular lokalisiert sein (Comper et al., 2008).
Beim Menschen ist der Schwellenwert zur Abgrenzung einer pathologisch erhéhten
Albuminausscheidung gegenuber physiologischen Werten praktikabel, aber relativ
willkdrlich, bei 30 mg/24h gesetzt. Bei einer Albuminausscheidung zwischen 30-300
mg/24h wird von einer Mikroalbuminurie gesprochen, ab Werten tber 300 mg/24h liegt

eine manifeste Proteinurie vor (de Zeeuw et al., 2006).
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Abb. 1: Mikroalbuminurie  und  Bluthochdruck  stellen zwei individuelle
Risikofaktoren  fur  kardiovaskulare Erkrankungen dar : deren
Pathophysiologie eng verknipft ist.

Neben der pradiktiven Bedeutung fir die Nierenfunktion liel3 sich ein linearer
Zusammenhang zwischen Ho6he der Albuminausscheidung und kardiovaskularem
Risiko nachweisen, welcher bereits bei Werten unterhalb der pathologischen Grenze
von 30 mg/24h besteht (Arnlov et al., 2005; Gerstein et al., 2001; Hillege et al., 2002).
Fur kardiovaskulare Risikopatienten, sowie Patienten mit Diabetes oder Bluthochdruck,
potenziert sich das Risiko einer Herz-Kreislauf-Erkrankung bei gleichzeitigem Vorliegen
einer Mikroalbuminurie (Biagazzi et al., 1998; Dinneen et al., 1997; Gerstein et al.,
2001; Jager et al., 1999; Weir 2004). Aber auch in der Gesamtbevdlkerung stellt die
Mikroalbuminurie einen aussagekraftigen, unabhéngigen kardiovaskularen Risikofaktor
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dar (Hillege et al., 2002). Die Framingham Studie untersuchte die Assoziation zwischen
Albuminausscheidung und kardiovaskularem Risiko sowie Mortalitdt gezielt bei
normotensiven Personen, mit uneingeschrankter Nierenfunktion und ohne Diabetes
(Arnlov et al., 2005). Das Ergebnis, dass eine positive Korrelation zeigte, belegt, dass
eine bestehende Uy, auch bei Patienten ohne typisches Risikoprofil als prognostischer
Marker angesehen werden kann (Abb. 1).

Eine 2007 von Bramlage et al. im Rahmen der HYDRA Studie verdffentlichte
Untersuchung gibt Auskunft Uber die Verbreitung der Mikroalbuminurie in der hiesigen
Bevolkerung (Bramlage et al., 2007). Deutschlandweit wurden 39025 Hausarztpatienten
(Durchschnittsalter 52,8 Jahre) einmalig getestet, von denen sich bei insgesamt 19%
eine Mikroalbuminurie feststellen lie3. In Beziehung zu Diabetes- und Bluthochdruck
gesetzt ergaben sich folgende Prévalenzen: Diabetespatienten mit Bluthochdruck
36,3%, Diabetespatienten ohne Bluthochdruck 20,6 - 29,2%, Patienten ohne Diabetes
mit Bluthochdruck 19,8%, Patienten ohne Diabetes und Bluthochdruck 13,3 — 15,6%.
Die Beziehung zwischen Hohe der Albuminausscheidung und Mafd der Komorbiditat
verlief hierbei linear. Die Daten zeigen, dass die Mikroalbuminurie in der o6ffentlichen
Gesundheitsversorgung einen ernstzunehmenden Faktor darstellt, von dem rund jeder
funfte Patient betroffen ist (Bramlage et al., 2007). Ahnliche Studien, mit vergleichbaren
Ergebnissen, wurden in den USA, Kanada und einigen europaischen Landern
durchgefthrt (Atkins et al., 2005; Gerstein et al., 2001; Hillege et al., 2001; Parving et
al., 2006).

Bei der Betrachtung der Verteilung von kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat fallt
aulRerdem auf, dass Manner deutlich haufiger betroffen sind als Frauen. Auch eine
erhohte Albuminausscheidung lasst sich bei Méannern gut zwei Mal so haufig
nachweisen, wie bei Frauen; ein Phanomen, dass heute noch nicht hinreichend
erklarbar ist (Verhave et al., 2003).

Wie bei anderen komplexen Erkrankungen besteht auch bei der Albuminurie neben
diversen aufReren Einflissen eine genetische Komponente bei der Manifestation und
Auspragung der Krankheit. Eine Studie, die den Phano- und Genotyp von 2589
Personen aus hypertensiven Familien untersuchte, fand Hinweise fur Albuminurie-
regulierende Gene auf den Chromosomen 19 und 12 (Freedman et al., 2003). Eine

andere, im Rahmen der Framingham Heart Study durchgefiihrte Studie, fand dagegen
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auf Chromosom 8 eine Region, fir welche die wahrscheinlichste Assoziation mit Uajp
bestand (Fox et al., 2005). Weitere Albuminurie-regulierende Regionen beim Menschen
sind auf Chromosom 13 (Freedman et al., 2008), 20 (Arar et al., 2007), 2, 15 (lyengar et
al., 2007), 7 (lyengar et al., 2007; Krolewski et al., 2007), 5 und 22 (Krolewski et al.,
2007) beschrieben. Da bei diesen Studien unterschiedliche Populationen mit
verschiedenen Grunderkrankungen betrachtet wurden, ist eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse nur bedingt mdglich.

Grol3e interindividuelle Unterschiede, sowohl den genetischen Kontext betreffend, als
auch bezlglich Umwelteinflissen und Lebensfihrung, begriinden die Limitation
humaner Studien. Die hohe Pravalenz der Mikroalbuminurie in der Bevolkerung und
ihre gleichzeitige Brisanz im Rahmen von Nieren- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen
machen jedoch eine sorgfaltige Erforschung von genetischen Ursachen und
Pathomechanismen notwendig, um zuklUnftig moglichst frihzeitig in das

Krankheitsgeschehen eingreifen zu kbnnen.

1.2. Tiermodelle zur Untersuchung komplexer Erkrank  ungen

Bei der Suche nach Chromosomenregionen, welche ein oder mehrere Gene umfassen,
die die Auspragung komplexer Erkrankungen beeinflussen, so genannten QTL
(Quantitative Trait Loci), stellen ingezichtete Rattenmodelle eine interessante
Alternative zu klinischen Studien dar.

Um einen ingeziichteten Stamm zu generieren, bei dem ein bestimmter Phénotyp
genetisch fixiert ist, werden solche Tiere einer Kolonie, welche den Phanotypen von
Interesse zeigen, gezielt untereinander verpaart, bis samtliche Nachkommen diesen
Phanotyp aufweisen. Nach ca. 20 Generationen kontrollierter Bruder-Schwester
Verpaarung unter diesen Nachkommen, wird eine fast vollstindige genetische
Homogenitat von tUber 99% innerhalb des neu etablierten Stammes erzielt (Kreutz,
Hubner 2002).

Auf diese Weise konnten in den vergangenen Jahrzehnten zahlreiche verschiedene
Inzuchtstamme  entwickelt werden, welche verschiedene Krankheiten wie
kardiovaskulére-, Nieren- oder Stoffwechselerkrankungen als ein spontan auftretendes-
oder induzierbares Merkmal aufweisen. Hierbei stellt jeder ingeziichtete Stamm einen

eigenen Subtyp der jeweiligen komplexen Erkrankung dar. Aufgrund der gut
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bestimmbaren genetischen Homogenitat sowie regulierbarer Umwelteinflisse erlauben
ingezuchtete Rattenstdimme gezielte Kreuzungsexperimente im Rahmen von
genetischen Kosegregations- und Kopplungsanalysen, welche humanen Studien weit

Uberlegen sind (Kreutz, Hibner 2002).

1.3. Die Rattenmodelle MWF und SHR

Die Munich Wistar Fromter-Ratte (MWF) ist Beispiel eines ingezichteten
Rattenstammes, welcher fir die Erforschung genetischer Grundlagen und
Pathomechanismen von chronischen Nierenerkrankungen besonders geeignet ist. Der
Inzuchtstamm MWEF wurde seit 1978 als Sublinie der Munich Wistar-Ratte fir den
Phanotypen ,subkapsulare Glomeruli® gezichtet, um die Durchfihrung von
Mikropunktionsstudien zu erleichtern (Hackbarth et al., 1980). Es konnte ein Tiermodell
etabliert werden, bei welchem sich Glomeruli direkt unter der Nierenoberflache im
Cortex corticis befinden, einer Zone die normalerweise keine Glomeruli enthéalt
(Hackbarth et al., 1983).

Phanotypische Untersuchungen des MWF-Stammes zeigten, dass die Tiere neben dem
Vorkommen subkapsuléarer Glomeruli eine VergréRerung des Bowmann’'schen
Kapseldurchmessers sowie eine spontane Hypertonie und frihzeitige Proteinurie
aufweisen (Hackbarth et al., 1983; Hackbarth et al., 1991). Bei der Proteinurie macht
Albumin den gréf3ten Anteil der ausgeschiedenen Proteine aus (Remuzzi et al., 1992).
Kreuzungsexperimente mit nierengesunden Wistar-Ratten ergaben eine Korrelation von
Bluthochdruck und Proteinurie mit der Anzahl subkapsularer Glomeruli (Hackbarth et
al., 1991). Eine weitere Auffalligkeit der MWF-Ratte ist eine verglichen mit Lewis- und
Wistar-Ratten um 27-50% verminderte Anzahl der Gesamt-Nephrone (Kaufmann,
Hackbarth 1990; Fassi et al., 1998). AulR3erdem kommt es bei den Tieren im Verlauf der
mit zunehmendem Alter progredienten Nephropathie zur Ausbildung einer leichten
Glomerulosklerose (Fassi et al., 1998)

Der MWF Inzuchtstamm wird seit 1996 in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Reinhold
Kreutz, Institut flr Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Charité-
Universitdtsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin (CBF) untersucht. Die
phanotypischen Eigenschaften des Stammes konnten durch verschiedene Studien
bestatigt werden (Kreutz et al., 2000; Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003; Schulz et
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al., 2007; Schulz et al., 2008). Zuséatzlich zur Glomerulosklerose wurde die Entwicklung
einer tubulointerstitiellen Schadigung und renaler interstitieller Fibrose nachgewiesen
(Schulz et al., 2003). Gegenuber SHR-Mannchen weisen die MWF-Mannchen eine um
27% reduzierte Anzahl der Gesamt-Nephrone auf (Schulz et al., 2007).

Wie auch beim Menschen kann Dbei vielen Ratteninzuchtstdimmen ein
geschlechtsspezifischer Effekt bei der Auspragung von kardiovaskuldren Krankheiten
beobachtet werden. Die Ursachen hierfir sind noch recht unerforscht. Bei der MWF-
Ratte drickt sich dieser sexuelle Dimorphismus in einer geringeren Auspragung der
Hypertonie, sowie einer weit moderateren Albuminexkretion im Urin und dem
Ausbleiben einer Glomeruloskleroseentwicklung bei den Weibchen aus (Kreutz et al.,
2000; Remuzzi et al., 1988; Schulz et al.,, 2008). Im Vergleich zu nierengesunden
Wistar-Weibchen zeigen jedoch auch MWF-Weibchen eine deutliche Reduktion der
Gesamt-Nephronenanzahl (Remuzzi et al., 1988; Remuzzi et al., 1998). Mdglicherweise
liegt bei den Weibchen ein protektiver Faktor vor, der die Progression einer

Nephropathie verhindert.

Der weltweit am haufigsten verwendete Ratteninzuchtstamm zur Erforschung
kardiovaskularer Krankheiten ist die Spontan Hypertensive-Ratte (SHR). Dieser Stamm
wurde 1963 von Okamoto und Aoki, von der Wistar-Ratte ausgehend, etabliert
(Okamoto, Aoki 1963, Pinto et al., 1998). Bei diesen Tieren manifestiert sich im Alter
von 5 bis 6 Wochen ein spontaner Bluthochdruck, der bei adulten Mannchen auf
systolische Werte von 180 — 200 mmHg ansteigt (Pinto et al., 1998). Obgleich bei
SHR-Ratten im Vergleich zu Wistar-Ratten eine verminderte Glomerulianzahl vorliegt,
weisen die Tiere eine histologisch gesunde Nierenstruktur mit nicht vergroRerten
Glomeruli auf (Skov K et al., 1994). Auch eine erhdéhte Albuminausscheidung tber den
Urin lasst sich bei der SHR-Ratte nicht nachweisen (Poyan Mehr et al., 2003; Schulz et
al.,, 2003). Vaskuldre Fehlfunktionen, welche haufig im Zusammenhang mit
Bluthochdruck beobachtet werden, und die zu Schlaganfall, Atheriosklerose sowie
Thrombosen fiihren kdnnen, sind ebenso untypisch fur dieses Tiermodell (Pinto et al.,
1998).
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1.4. Identifizierung krankheitsrelevanter Genloci b  ei komplexen Krankheiten

Eine erfolgreiche Methode zur Identifizierung unbekannter Genloci komplexer
Krankheiten ist die Kosegregations- und Kopplungsanalyse. Das Prinzip dieser
Methode beruht auf der gekoppelten Vererbung von Krankheitsgenen mit bestimmten
Mikrosatelliten. Eine ausreichend grof3e Studienpopulation ist Voraussetzung. Bei
Mikrosatelliten handelt es sich um tUberwiegend innerhalb nicht kodierender Abschnitte
vorkommender, sich wiederholender Sequenzen von Di-, Tri- oder Tetranukleotiden, die
zwischen unterschiedlichen Ratteninzuchtstdmmen polymorph sein kénnen. Da die
Mikrosatelliten auf den Rattenchromosomen (RNO1-20 + Gonosomen) gut kartiert sind,
kdnnen sie als Marker dienen. Aus zwei phanotypisch kontrastierenden ingezilichteten
Stammen wird eine heterozygote F1-Generation generiert. Anschlieend wird eine F2-
Generation oder durch Ruckkreuzung mit Parentaltieren eine Backcrossgeneration
gezuchtet. Mikrosatellitenmarker, die sehr dicht am Krankheitslocus liegen,
kosegregieren mit dem Phé&notyp, wahrend weiter entfernt liegende Marker unabhéngig
vom Phénotyp vererbt werden. Das gesamte Genom der F2- oder Backcrosstiere wird
im ungefdhren Abstand von 10 cM untersucht und die Wahrscheinlichkeit einer
Kopplung von Markern mit dem Phanotypen mit Hilfe eines Computerprogramms
(Mapmaker) errechnet. Diese, als Logarithmus ausgedrickte Zahl nennt sich LOD-
Score (Rapp 2000, Kreutz, Hibner 2002). Nach Lander und Kruglyak liegt bei der
Backcrossgeneration eine wahrscheinliche Kopplung zwischen Mikrosatellit und
Krankheitslocus bei einem LOD-Score von 21,9 und eine signifikante Kopplung bei
einem LOD-score von 23,3 vor. Wird eine F2- Generation betrachtet ist ab einem LOD-
Scroe von 22,8 eine wahrscheinliche- und ab einem LOD-Score von 24,3 eine

signifikante Kopplung gegeben (Lander, Kruglyak 1995).

Zur Verifizierung beschriebener QTL werden konsome Stamme entwickelt, bei denen
das QTL-tragende Chromosom von einem ingezichteten Stamm in den isogenetischen
Hintergrund des kontrastierenden Stammes uUberfuhrt wird. Hierfir werden zwei
Parentaltiere der kontrastierenden ingezichteten Stamme zu einer heterozygoten F1-
Generation verpaart. Es folgt eine Serie von Ruckkreuzungen jeder Filialgeneration mit
dem Empfangerstamm (Backcross). Bei der Auswahl der Tiere wird die natirliche
genetische Varianz innerhalb jeder Backcross-Generation ausgenutzt. Durch

markergestltzte Genomanalyse werden jeweils solche Tiere zur Weiterzucht gewabhlt,
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die das Zielchromosom in heterozygoter Form tragen und zusatzlich fur alle
Hintergrundchromosomen ein moglichst homozygotes Empfangergenom aufweisen.
Nach 4 bis 8 Backcross-Generationen ist eine Generation entstanden, deren
genetischer Hintergrund zu Uber 99% dem des Empfangerstammes entspricht, und das
transferierte Spenderchromosom in heterozygoter Form aufweist. Werden zwei solche
Tiere der letzten Backcross-Generation durch Bruder-Schwester-Verpaarung
miteinander gekreuzt, finden sich unter den Nachkommen konsome Tiere, welche flur
alle Allele des Empfangergenoms homozygot sind und auch ein homozygotes
Spenderchromosom in ihrem Genom tragen. (Cowley et al., 2004; Kreutz, Hubner,
2002; Wakeland et al., 1997).

Ratte Mensch
T QTL R
B z.B. Sequenzierung,
T differentielle Genexpressionsanalyse,
- ____ | |----- ] I, | _ Homologievergleiche mit humanem

1 Genom
T ca. 20-40
-+ Gene

kranker ~ konsomer kongener

Stamm Stamm Stamm

Chr. A Chr. B
Abb. 2: Identifizierung krankheitsrelevanter Gene bei polygenetischen
Erkrankungen.

QTL die im Tiermodell ermittelt wurden, kdénnen durch Zichtung konsomer
Stamme verifiziert werden. Kongene Stamme ermdglichen eine Eingrenzung des
QTL auf unter 1 cM, wodurch eine effiziente Suche nach Kandidatengenen
erfolgen kann. Durch Homologievergleiche mit dem humanen Genom kdnnen
entsprechende chromosomale Regionen beim Menschen detektiert werden.

Chr. = Chromosom
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Ausgehend von konsomen Tieren kdnnen in der Folge kongene Linien etabliert werden,
bei denen der Senderchromosomenabschnitt verkleinert wird. Auf diese Weise ist eine
Eingrenzung des Krankheitslocus auf einen Bereich, der kleiner als 1 centiMorgan
(1 cM = 2x10° Basenpaare ca. 40 Gene) ist, moglich (Kreutz, Hilbner, 2002).

Die Identifizierung krankheitsverursachender Gene, zum Beispiel durch nachfolgende
differentielle Genexpressionsanalysen, kann auf diese Weise durch die gezielte
Betrachtung bestimmter Gene weitaus effizienter durchgefuhrt werden. Durch
Homologievergleiche mit dem humanen Genom kénnten wichtige Ruckschlisse auf
analoge pathogene Mechanismen im menschlichen Korper gezogen werden. Aufgrund
der so gewonnenen Erkenntnisse wird es moglich kausale, patientenangepasste

Therapiekonzepte und Praventionen zu entwickeln (Stoll et al., 2000) (Abb. 2).

1.5. Albuminurie-QTL bei der Ratte

Tierexperimentelle  Untersuchungen bei der Ratte unter Verwendung der
Kosegregations- und Kopplungsanalyse fuhrten bislang zu der Identifizierung von Uber
270 wabhrscheinlichen und signifikanten  Blutdruck-QTL auf verschiedenen
Chromosomen (Cowley 2006; Rapp 2000). Auch bei der Suche nach Albuminurie-QTL
konnte diese Methode bereits erfolgreich angewendet werden. Finf ingezlchtete
proteinurische Rattenmodelle, die Fawn-hooded hypertensive-Ratte (Brown et al., 1996;
Shiozawa et al., 2000), die Dahl salz-sensitive-Ratte (Garett et al., 2003; Garett et al.,
2006; Poyan Mehr et al 2003; Siegel 2004), die Buffalo/Mna-Ratte (Murayama S et al.,
1998), die Sabra-Ratte (Yagil et al., 2006) und die MWF-Ratte (Schulz et al., 2002;
Schulz et al., 2003) wurden in verschiedenen Kosegregations- und Kopplungsanalysen
mit nierengesunden Kontraststammen gekreuzt. Hierbei konnten auf insgesamt 14
Chromosomen verschiedene Albuminurie-QTL detektiert werden. Die Vielzahl der
beschriebenen  QTL  bestatigt den  polygenetischen  Einfluss bei  der
Albuminurieentstehung. Hierbei scheint die Auswirkungen der einzelnen Gene auf die
Uapp relativ gering zu sein und von Gen-Gen-Interaktionen abzuhangen (Schulz et al.,
2007).

Aufgrund ihres komplexen Phéanotyps, sowie einer Pathogenese, die den Vorgangen
bei menschlichen Nierenerkrankungen recht ahnlich ist, ist die MWF-Ratte ein

ausgesprochen interessantes Tiermodell zur Erforschung von Nephropathien.
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Untersuchungen zur Identifizierung krankheitsrelevanter Genloci der MWF-Ratte
wurden erstmals in dieser Arbeitsgruppe unternommen (Schulz et al., 2002; Schulz er
al.,, 2003). In einer der vorliegenden Arbeit vorangehenden Studie wurde eine
Kosegregations- und Kopplungsanalyse zwischen MWF- und SHR-Ratten durchgefihrt.
Mindestens acht QTL konnten in Zusammenhang mit Albuminurie identifiziert werden,
mit besonders eindeutigen Ergebnissen fur Chromosom 6 und 8. Beide QTL sind
zusammen fur 33,5% der Varianz der Albuminausscheidung verantwortlich (Schulz et
al., 2003). Wahrend das QTL auf RNO6 mit einer friihzeitig einsetzenden Albuminurie
assoziiert ist, ist fur das QTL auf RNOS8 eine Kopplung mit Albuminurie ab der 14.
Woche feststellbar. Um die Relevanz der beiden QTL getrennt zu bestimmen, wurden in
der Folge die konsomen Rattenstamme MWF-6"% und MWF-8%"R durch selektive
Zichtung etabliert. Bei diesen Tieren wurde das gesamte Chromosom 6 bzw. 8 der
SHR-Ratte in den isogenetischen Hintergrund der MWF-Ratte Gberfuhrt. In einer
kirzlich von der Arbeitsgruppe veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass die
Entwicklung einer frilh einsetzenden Uap im konsomen MWF-6°"R-Stamm in der 8.
Woche vollstdndig unterdrickt werden konnte. Auch die fir MWF typischen
strukturellen Nierenveranderungen und die verminderte Nephronenanzahl war im

konsomen Stamm normalisiert (Schulz et al., 2007).

1.6. Ziel der Arbeit

Bluthochdruck und Mikroalbuminurie stellen zwei individuelle, interagierende
Hauptrisikofaktoren fiir die Morbiditat und Mortalitét von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
dar. Die Niere nimmt als wichtigstes Regulatororgan des Wasser- und
Elektrolythaushalts eine zentrale Stellung in deren Pathogenese ein. Ein grof3er Einfluss
bei der Ausbildung kardiovaskularer Erkrankungen wird genetischen Faktoren
zugesprochen, welche fir die Entwicklung eines Nierenschadens pradisponieren
konnen. Geeignete Tiermodelle mit uniformem, genetischem Hintergrund erméglichen
die gezielte Erforschung physiologischer Ablaufe sowie zugrunde liegender genetischer
Ursachen und konnen zum Gewinn wichtiger Grundlagenerkenntnisse erheblich

beitragen.
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Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die phanotypische Charakterisierung des
konsomen Stammes MWF-8%"R um den Einfluss des QTL auf RNOS8 auf die
Entwicklung und Progression der frihzeitigen und adulten Albuminurie, sowie dessen
maogliche Assoziation mit strukturellen Verénderungen in der Niere zu ermitteln.

Uber einen Zeitraum von 32. Wochen wurde eine Altersverlaufsstudie durchgefiihrt und
zu verschiedenen Messzeitpunken die Parameter Blutdruck und Albuminausscheidung
bestimmt. Am Ende der Studie wurden zusatzlich organspezifische und Klinisch-
chemische Daten sowie Daten zur Nierenhistologie erhoben. Alle Ergebnisse wurden
mit denen der Parentaltiere verglichen. Aufgrund des bei MWF- und SHR-Ratten
vorliegenden sexuellen Dimorphismus wurden beide Geschlechter getrennt betrachtet,
um einen maglichen geschlechtsrelevanten Einfluss von RNOS8 nicht zu tibersehen.

In einem zweiten Schritt wurde eine konsome F1-(MWFxMWF-85HR

)-Generation
untersucht. Bei diesen Tieren liegt das RNOS8 in heterozygoter Form vor. Analog zu den
MWF-8°HR_Tieren wurde eine Altersverlaufsstudie der Albuminexkretion durchgefiihrt.
Der Gendosiseffekt bzw. eine Rezessivitdt oder Dominanz der tUberfuhrten Allele sollte
hierdurch ermittelt werden.

Da das QTL auf RNO8 mit ca. 30 cM einen relativ grol3en Bereich des Chromosoms
umfasst, wurde in der Arbeitsgruppe mit der Zichtung kongener Linien mit
unterschiedlich grofiem Spenderchromosomenabschnitt begonnen. Bislang gelang es 4
kongene Linien zu etablieren. Teil dieser Arbeit war die Bestimmung der
Albuminausscheidung dieser Tiere in der 8. Woche zur weiteren Eingrenzung des QTL.
Auf Grundlage der hier gewonnen Ergebnisse sollen in der Folge weitere kongene
Stamme gezlichtet werden, so dass eine zuséatzliche Einengung der Zielregion erfolgen
kann. Hierdurch wird eine anschlieRende gezielte Suche nach Kandidatengenen

maoglich.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien

Substanz Firma
Agarose Roth
Albumin, Rat; Polyklonaler Antikorper, Anti-Rat ICN
Bromphenolblau Merck
Chlorophorm Sigma
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma
Diethylmalonséure (98%) Aldrich
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck
dNTP’s (2,5 mM) Rapidozym
Essigsaure (100%) Merck
Ethanol (100%) J.T. Baker
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Merck
Formaldehyd (37%) J.T. Baker
Gelantine (75 bloom) Sigma
Glycerin Roth
Isopropanol Sigma
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Methanol J.T. Baker
Natriumchlorid Merck
Natriumdihydrogenphosphat-1-hydrat Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumdihydrogencarbonat Aldrich
Perjodsaure Merck
Ratten-Serum-Albumin (RSA) Sigma

5x Reaction buffer Fermentas
Schiffreagenz Merck
Schwefelsaure (96%) Merck
Sirius Rot Chroma
TagMan 2x Universal PCR MasterMix Applied Biosystems
3,3, 5,5’ Tetramethylbenzidin-Dihydrochlorid (TMB) Sigma
Trizma Base Sigma
Trizol Invitrogen
Tween 20 Roth
Wasserstoffperoxid (30%) Sigma
Xylen Cyanol FF Sigma
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2.1.2. Puffer und Losungen

Puffer/Lésung Bestandteile onzentration
5x PBS-Puffer Natriumchlorid 218,75 ¢
Kaliumdihydrogenphosphat 53759
Di-Nariumhydrogenphosphat-Dihydrat 3509
Aqua bidest. ad51,pH7,4
10x Laufpuffer Glycerin 50 %

Natriumdihydrogenphosphat-1-hydrat

Bromphenolblau

10,0 mM, pH 7,0
0,25 %

Xylen Cyanol FF 0,25 %
50x TAE Trizma Base 2,0M
Essigsaurde (100%) 5,71%
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat 50,0 mM
Coating solution Rattenserum-Albumin 0,2 mg/ml
Natriumhydrogencarbonat 0,1M
Formaldehydphosphat- Formaldehyd (37%) 10,8%
Puffer Dinatriumhydrogenphosphat 5,8%
Natriumdihydrogenphosphat 4,2%
Aqua bidest. 79,2%
Methacarn Methanol 60 %
Chloroform 30 %
Essigsaure 10 %
Phosphat Puffer Dinatriumhydrogenphosphat 5,8%
Natriumdihydrogenphosphat 4,2%
Aqua bidest. 90%
Puffer A Diethylmalonséaure 20,0 mM
Natriumchlorid 150,0 mM
Di-Natrium-EDTA-Dihydrat 0,1 mM, pH 8,0
Tween 20 0,1%
Gelatine 5¢
Aqua bidest. ad1ll,pH7,4
Rattenserum-Albumin- Rattenserum-Albumin 1,0 mg/ml
Stock-Losung Natriumhydrogencarbonat 0,1M
Substrat 3,3",5,5"TMB- Dihydrochlorid 2 Tabletten
Aqua bidest. 10 ml
Puffer A 10 ml
Wasserstoffperoxid 30 % 4 ul

2.1.3. Primer und Sonden fiir die TagMan-PCR

Gene Name Sequenz Firma
Kollagen 1lI Kollagen3-F TGTTAACGGACAAATAGAGAGTCTTATCAG
Kollagen3-R CATCTTGCAGCCTTGGTTAGG Proligo
Kollagen3-Sonde FAM-TTCTGCCACCCTGAACTCAAGAGCG-TAMRA
PBGD PBGD-F TGAAAACCTTGTACCCTGGCATA
PBGD-R TCCAATCTTAGAGAGTGCAGTATCAAGA Prolido
PBGD-Sonde FAM- TTGAAATCATTGCTATGTCCACCACAGG- 9

TAMRA
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2.1.4. Enzyme

Enzym Aktivitat Firma

Tag-Polymerase 5 U/ul Promega

Random Hexamer Primer 6 Aygo U/ml Fermentas Life Sciences
Reverse Transcriptase 20 U/ul Fermentas Life Sciences
RNAse Inhibitor 20 U/ul Fermentas Life Sciences

2.1.5. Betaubungsmittel

Substanz Firma
Esketaminhydrochlorid (KetanestS®) 25 mg/mi Pfizer
Xylazinhydrochlorid (Rompun®) 2% Bayer
2.1.6. Materialien und Futtermittel

Artikel Firma

Braunule (22G)

BD Biosciences

Haltungsfutter fir Ratten und Mause (Normalfutter) Altromin
Kanulen BD Biosciences
Lochzange fur Labortiere Esculap
Makrolonkafige Typ Il und Typ IV Ebeco
Objekttrager Menzel-Glaser
PCR-Tubes 0,2 ml Biozym
Reaktionsgefalle Safe-Lock 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Eppendorf
Restrainer Werkstatt UKBF
Standardpipetten Eppendorf
Einwegspritzen aus Kunststoff (20 ml) BD Biosciences
Standardtips 20 pl, 100 pl, 1000 pl Eppendorf
Stoffwechselkéfige fur Ratten bis 300 g Ehret
Szintillationsgefalie aus Glas (fiir die Histologie) Packard
Szintillationsgefalle aus Kunststoff Packard
Thermo-Fast 96-Mikrotiterplatten (ohne Rand) ABgene
Verpackungsfolie Saran

2.1.7. Geréate und Software

Artikel Firma

ABI Prism 7000 Sequence Detection System

Applied Biosystems

Agarose-Gelkammer

Bio-Rad

Analysen-Waage BP 610 Sartorius
Analytik Software SPSS
Bildanalyseprogramm Scion Image 1.62a Scion Co.
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Artikel Firma
Blutdruckmessgerat TSE
ELISA-MRX-Plate-Reader Dynex
Farbeautomat Robet-Stainer HM 760 Microm
Kihlzentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus Sepatech
Magnetruhrer mit Heizfunktion MR 2002 Heidolph
Mikrotiterplattenschuttler Roth

PCR-Cycler MJ Research
pH-Meter Knick

Photometer UV-1202 Shimadzu
Photomikroskop Axiophot Carl Zeiss, Oberkochen
Praparationsbhesteck Aesculap
Rotationsmikrotom HM 355 Microm
Tischzentrifuge 5415 R Eppendorf
Trockenschrank Heraeus Instruments
Ultra Turrax T25 Janke & Kunkell

2.2. Methoden

2.2.1. Parentaltiere

Im Jahr 1996 Ubernahm die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Reinhold Kreutz, Institut fur
Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin (CBF), Tiere der MWF/Ztm-Kolonie des Zentralen Tierlaboratoriums
der Medizinischen Hochschule in Hannover. Die Tiere wurden in der Arbeitsgruppe als
eigene Kolonie weitergefihrt und in der Folge als MWF/ry« bezeichnet. Die SHR/gkp-
Ratten entstammen der Kolonie von SHR/Mol-Ratten der Firma M&B, Bomholtvej,
Déanemark und wurden 1997 in die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kreutz eingefihrt.

Die Erhaltungszucht der beiden Inzuchtstdimme MWF/gry, und SHR/gry, erfolgt an der
Forschungseinrichtung fir Experimentelle Medizin (FEM) der Medizinischen Fakultat

der Charité — Universitdtsmedizin Berlin.

2.2.2. Haltung

Alle fur diese Arbeit verwendeten Tiere wurden an der Forschungseinrichtung fir

Experimentelle Medizin (FEM), in Absprache mit dem Institut flr Klinische
Pharmakologie und Toxikologie, CBF, unter streng standardisierten und kontrollierten
Bedingungen gehalten. Diese beinhalteten ein konstantes Raumklima von 22<C, einen
regelmanigen, durch eine automatische Lichtanlage imitierten, 12 h Tag-Nacht Zyklus

sowie freien Zugang zu Wasser und Futter. Die Unterbringung erfolgte, nach
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Geschlechtern getrennt, in Makrolonkafigen Typ IV mit maximal 4 Tieren pro Kafig. Fur
Verpaarungen wurden Makrolonkafige Typ Il benutzt.

Zur Kennzeichnung wurden die Tiere nach dem Absetzen von der Mutter im Alter von 4
Wochen systematisch fortlaufend nummeriert und unter Verwendung einer Lochzange

eine entsprechende Ohrmarkierung vorgenommen.

2.2.3. Zuchten

a) Zucht des konsomen Stammes MWF-

8SHR

In Vorarbeiten gelang es der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kreutz den konsome Stamm
MWEF-8°HR zu etablieren. Die Zucht erfolgte ausgehend von den Parentaltierstimmen
MWF/r und SHR/rkp nach dem Prinzip seriellen Ruckkreuzens und markergestitzter
Selektion (Schulz et al., 2008).

Um das Y-Chromosom vom Empfangerstamm MWF in allen m&nnlichen Nachkommen
zu fixieren, wurde initial ein MWF-Mannchen mit einem SHR-Weibchen zur F1-
Generation verpaart. Ein Mannchen dieser F1-Generation wurde mit vier MWF-
Weibchen zur ersten Backcross-Generation verpaart. Ein Mannchen der folgenden
Backcross-Generationen wurde seinerseits wieder mit vier MWF-Weibchen zur jeweils
nachsten Backcross-Generation verpaart. Nach 6 Generationen wurde der konsome
MWF-8°HR etabliert. Bei diesen Tieren liegt RNO8 von SHR homozygot vor. Alle

anderen Chromosomen entsprechen dem Genom von MWF (Abb. 3).

b) Zucht des F1-(MWFxMWF-8%"F)-Stammes

Durch Paarung von drei weiblichen konsomen MWF-8%"R-Tieren mit einem mannlichen
MWF-Tier wurde eine konsome F1-(MWFxMWF-85"F)-Generation etabliert. Die
konsomen F1-Tiere tragen ein SHR RNO8 und ein MWF RNOS8. Das Chromosom 8
liegt demzufolge in heterozygoter Form vor. Der Ubrige genetische Hintergrund der
konsomen F1-Tiere entspricht dem von MWF (Abb. 4).
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Spender Empfanger
SHR

MWF

Hintergrundgenom
Parental @g Anteil des
% Empfangergenoms in %
RR

F1

BC1

BC2

BC3

BC4

BC5

BC6

Bruder-Schwester-Intercrosse

F2 mit konsomem Stamm

Abb. 3:

Abb. 4:

—l_ 50%

M

99,7%

Zichtung des konsomen Stammes MWF-8 *"® durch serielles Riickkreuzen
uber 6 Generationen.
M = MWF-Allel; R = SHR-Allel; F = Filialgeneration; BC = Backcross-Generation

MWE-8SHR

Parena @T &n
& &

Konsome
F1-Generation

Genom der
konsomen F1-Tiere

B MwF

Il sHR-RNOS

Zuchtschema der F1-(MWFXMWF-8 S"R)-Generation.
Bei den konsomen F1-Tieren liegt nur RNO8 heterozygot vor.
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c) Zucht der kongenen Linien

Wahrend der Zucht des konsomen Stammes MWF-8%"R wurden zusétzlich solche Tiere
selektiert, die einen unterschiedlich langen Abschnitt des SHR RNO8 aufwiesen. Durch
markergestitzte RuUckkreuzungen und weitere Selektion konnten hieraus kongene
Linien geziichtet werden. Diese tragen einen durch zwei begrenzende Marker
definierten Abschnitt des SHR RNOS8. Alle Ubrigen Allele sind MWF-Allele (Abb. 5).
Bislang konnten folgende kongene Linien mit zunehmend kleineren Abschnitten des
Spenderchromosoms in der Arbeitsgruppe etabliert werden: MWF.SHR-(D8Rat71-
D8Rat163), MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat46), MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat35) und
MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat19). Der Marker D8Rat71 gibt hierbei jeweils den
Anfangspunkt des vorliegenden Abschnitts von SHR RNOS8 an, der zweite Marker den
Endpunkt. Die GroRe des Uubertragenen Chromosomenfragments wurde durch

Genotypisierung des entsprechenden Chromosoms nachgewiesen.

o -

— N o <t [Te) o N~ [e0] (o)) — —

[o] ® [] [o] ® [ © [o] [ [ [

= = = > = = = = = = =

RNOS8 I } } } } } } } } } |
Hypothetische
—— T — U Werte
MWF-gs"™ S 2.5 /24
Kongener Stamm 1 * 2,5 mg/24h
Kongener Stamm 2 [ 2.5 mo/24h
Kongener Stamm 3 * 20 mg/24h

1 |

Kongener Stamm 4 [ S 20 mo/24h
1 1

MWE N 20 g/24h
| |

Bl homozygot MWF
B romozygot SHR

Abb. 5: Prinzip der QTL-Eingrenzung mittels kongene  r Stamme.
Die Balken stellen beispielhaft die Allelverteilung auf RNO8 bei
Parentaltierstammen und kongenen Linien dar.
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2.2.4. Studiendesign
a) MWF-8°"R Altersverlaufsstudie

Fur die MWF-8°"R Altersverlaufsstudie wurden je 18 mannliche und weibliche Ratten bis

zur 24. Woche untersucht. Die Hélfte dieser Tiere, 9 mannliche sowie 9 weibliche,
wurden weiter bis zur 32. Woche gehalten. Wahrend dieses Intervalls wurde an 7
Zeitpunkten, in der 4., 8., 12., 14., 18., 24. sowie 32. Woche, ein 24h-Sammelurin fir
biochemische Analysen und die Bestimmung des altersabhangigen Verlaufs der
Albuminausscheidung abgenommen. In der 14. und 24. Woche wurde der systolische
Blutdruck der Tiere gemessen. Die Tiere wurden am Ende der Verlaufsstudie in der 24.
und 32. Woche zur Organ- und Gewebsentnahme prapariert.

7 zusétzliche mannliche MWF-8%"R—Tiere wurden bis zur 4. Woche gehalten. In diesem
Alter wurden bei den Tieren zur Bestimmung der Gesamt-Nephronenanzahl die Nieren

prapariert.

b) F1-(MWFxMWF-85"F) Altersverlaufsstudie

Die F1-(MWFxMWF-8°"R) Altersverlaufsstudie erfolgte mit je 10 mannlichen und
weiblichen Tieren. Ein 24h-Sammelurin wurde in der 4., 8., 14., 18., 24. und 32. Woche
abgenommen. Durch Vergleiche der Werte der konsomen F1-Generation mit MWF-
Tieren und dem konsomen Stamm, wurde der Dosiseffekt des heterozygoten RNOS8 auf

den Phanotyp untersucht.

c) Untersuchung der kongenen Linien
Zur Beurteilung der Albuminausscheidung der vier kongenen Linien wurde im Alter von
8 Wochen bei je 20 Tieren pro Stamm ein 24h-Sammelurin abgenommen und der

Albumingehalt bestimmt.

2.2.5. Blutdruckmessung

Die Messung des systolischen Blutdrucks wurde mittels der nicht invasiven Tailcuff-
Methode an wachen Tieren vorgenommen. Diese Methode funktioniert entsprechend
der Methode nach Riva-Rocci beim Menschen.

Uber eine an der Schwanzwurzel platzierte Druckmanschette und einem distal von
dieser platzierten Pulsaufnehmer wurde die Pulsationswelle der Schwanzarterie
aufgezeichnet und der systolische Blutdruck durch eine automatisierte,

computergestutzte, oszillatorische Technik erfasst. Hierzu wurden der Druck, bei dem
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die aufgepumpte Manschette eine Pulsation der Schwanzarterie unterband sowie der
Druck, der bei darauf folgendem Erschlaffen der Manschette eine erneute Pulsation der
Arterie ermdglichte, aufgezeichnet. Beide Werte wurden zu einem Blutdruckwert
gemittelt.

Um die Ratten warm zu halten und zu starke Bewegungen zu verhindern, wurden diese
wahrend der Messungen in, an ihre Korpergrof3e angepasste, Rohren aus Polyacryl
oder Metall gesetzt, welche dann in eine auf ca. 39 temperierte Warmebox platziert
wurden. Es erfolgten 3-10 Probemessungen pro Ratte, um die Tiere an die neuen
Verhaltnisse zu adaptieren. Die Ergebnisse dieser Messungen wurden verworfen. Nach
Eingewdhnung der Tiere wurde der Blutdruck jeder Ratte in drei getrennten Messungen
bestimmt und die Ergebnisse dieser Messungen auf einen Computer gespeichert.
Dieser Vorgang wurde an drei Tagen in der jeweiligen Woche unter gleichen
Bedingungen und unter Berlcksichtigung zirkadianer Rhythmen zu &hnlichen Zeiten
durch dieselbe Person wiederholt. Die Ergebnisse aller Messungen wurden gemittelt.

2.2.6. Uringewinnung in Stoffwechselkafigen

Fur die Beurteilung der mit dem Urin ausgeschiedenen Albuminmenge und der
Erhebung klinisch-chemischer Daten wurde jeweils ein 24h-Urin gesammelt. Die Ratten
wurden zu diesem Zweck einzeln unter ansonsten gleich bleibenden
Haltungsbedingungen in Stoffwechselkafige gesetzt. Durch eine einfache Konstruktion
wird in diesen Kéfigen der Urin getrennt von anderen Fazes aufgefangen.

Der uber 24 h gesammelte Urin wurde aus den Auffangbehéltern in ein
Szintillationsgefald aus Kunststoff dekantiert, an dem sich Albumin nicht ablagert. Zur
Volumenbestimmung der Urinmenge wurde der Urin ausgewogen, wobei davon
ausgegangen wurde, dass 1 g Urin etwa 1 ml entspricht. Fir die folgende
Albuminbestimmung wurde je ca. 1 ml Urin nach grindlichem Durchmischen in
vorbereitete 2,0 ml Eppendorfgefal3e abgefillt. Um Schmutzpartikel oder bakterielle
Verunreinigungen zu entfernen, wurde das Eppendorfgefald bei 900 Upm fir 10 min bei
RT zentrifugiert und der Uberstand in ein weiteres EppendorfgefaR dekantiert. Die
restliche Urinmenge wurde bei -20C in Szintillatio nsgefdl3en aus Polyethylen
aufbewabhrt.
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2.2.7. Messung der Albuminausscheidung

Die Messung der Albuminausscheidung erfolgte mittels eines, in der Arbeitsgruppe
etablierten, direkten, kompetitiven Albumin-ELISAs (enzyme linked immunosorbent
assay) (Schulz 2002). Bei dieser Methode wird in einem ersten Schritt gereinigtes
Rattenalbumin als Antigen an eine als feste Phase fungierende Mikrotiterplatte
gebunden. Nach Zugabe von Rattenurin sowie enzymgekoppelten Albumin-Antikdrpern
konkurrieren das im Urin enthaltene Albumin und das an die feste Phase gebundene
Albumin um die Bindung an die Antikérper. In einer zweiten Reaktion wird ein Substrat
durch das Enzym der an die feste Phase gebundenen Antikdrper umgesetzt und das
Produkt photometrisch bei 450 nm mittels eines ELISA-MRX-Plate-Readers gemessen.

Uber eine Eichgerade werden hieraus die Albuminwerte in den Proben errechnet.

2.2.8. Praparationen und Aufarbeitung von Organen und Geweben
Alle Tiere der MWF-8°HR-Verlaufsstudie wurden im Alter von 24 bzw. 32 Wochen zur

Organ- und Gewebsentnahme prapariert. Vor der Praparation wurden sie gewogen. Um
eine tiefe nebenwirkungsarme Narkose und Analgesie zu garantieren wurde den Tieren,
angepasst an ihr Gewicht, 87 mg/kg KG S-(+)-Ketamin und 13 mg/kg KG Xylazin
intraperitoneal injiziert. Zur Uberprifung der Wirksamkeit der Narkose wurden mit je ca.
30 Sekunden Abstand einige gezielte Schmerzreize gesetzt, bis eine Reaktion auf diese
komplett ausblieb. AnschlieBend wurde das Abdomen mit einem Medianschnitt eréffnet
und zur Plasma- und Serumgewinnung Uber eine Kanlle Blut aus der Aorta
abdominalis entnommen. Dieses wurde sofort in auf Eis stehende 2,0 ml
EppendorfgefalRe gefillt.

Der Thorax der Tiere wurde erdffnet, das Herz entnommen und zum Beenden der
Herzaktion in eine kardioplegische 1 molare Kaliumchloridldsung gegeben. Die Aorta
wurde herausprapariert, periaortales Gewebe entfernt und die Lange der Aorta
gemessen. Danach wurden beide Nieren enthommen, von den Nierenkapseln befreit
und gewogen. Die rechte Niere wurde mit einem Skalpell transversal am Nierenhilus
halbiert und die eine Halfte in einem 2,0 ml Eppendorfgefal’ in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Zur Fixierung fir die histologische Aufbereitung wurde die zweite
Nierenhélfte in ein vorbereitetes Methacarn-geflilltes Szintillationsgefald aus Glas
gelegt. Nach Erléschen der Herzaktion wurde das Herzgewicht bestimmt und
anschlieend der rechte Ventrikel von Septum und linkem Ventrikel abprapariert. Beide

Ventrikel wurden ebenfalls gewogen.
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Alle Gewebe und Organe wurden in 2,0 ml Eppendorfgefal3en in flissigem Stickstoff
schockgefroren und danach bei -80C gelagert. Das g ewonnene Blut wurde nach der
Praparation bei 6.000 Upm fir 15 min bei 4T zentrifugiert und der Uberstand
abpipettiert. Dieser wurde ebenfalls schockgefroren und bei -80C gelagert. Die
Nierenhalften wurden fur 24h unter Lichtverschluss in der Methacarnlésung belassen.
Danach wurde das Methacarn verworfen, die Nierenhalften in 80%igen Ethanol

gebracht und darin bis zu ihrer Paraffineinbettung gelagert.

Fur die Bestimmung der Gesamt-Nephronenanzahl wurde bei je sieben Tieren der
beiden Parentaltierstimme sowie des konsomen MWF-8°"F- Stammes in der 4. Woche
eine Niere entnommen. Die Tiere wurden wie oben beschrieben narkotisiert. Das
Abdomen wurde mit einem Medianschnitt eréffnet. Eine Braunile (22 G) wurde in die
Aorta eingefihrt und die Tiere mittels einer 20 ml Spritze mit Phosphatpuffer
perfundiert. Die Vena cava wurde mit einem kleinen Schnitt er6ffnet, um einen Abfluss
fur Blut und Puffer zu ermdglichen. Mit der Puffer-Perfusion wurde so lange
fortgefahren, bis die abflieRende Flussigkeit klar und die Tiere somit weitgehend blutleer
waren. AnschlieRend wurde Uber denselben Zugang mit einer 20 ml Spritze mit 4%
Formaldehyd-Phosphat-Puffer perfundiert, bis eine deutliche Fixierung erkennbar
wurde. Die Nieren wurden entnommen und in 4% Formaldehyd-Phosphat-Puffer

geflllte Szintillationsgefale aus Glas gelegt.

2.2.9. Biochemische Analysen

Die Bestimmung der biochemischen Parameter erfolgte durch Standardmethoden im
Labor 28 (Mecklenburgische Strasse 28, 14197 Berlin).

Aus den 24h-Urinen wurden die Kreatininkonzentrationen bestimmt. Durch zusatzliche
Ermittlung der Kreatininkonzentration im Serum konnte die Kreatininclearance nach

folgender Formel berechnet werden:

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

Kreatininclearance (ml/min) =
Sammelperiode (min) * Kreatinin im Serum (mmol/l)

Die Parameter Gesamtcholesterin, HDL, Triglyzeride und Harnstoff wurden ebenfalls im

Serum der Ratten erhoben.
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2.2.10. Bestimmung der Gesamt-Nephronenanzahl

Die Zahlung der Nephrone an den Formaldehyd-fixierten Nieren erfolgte Uber eine
Kooperation mit Prof. Dr. Jens Nyengaard, Aarhus University, Aarhus, Danemark.

Nach Entwasserung und anschlieRender Einbettung in Glycomethacrylat wurden die
Nieren mit einem Mikrotom génzlich in 20 um dicke Schnitte zerteilt. Jeder dreil3igste
sowie dessen angrenzender Schnitt wurden randomisiert ausgewahlt und paarweise mit
.Periodic Acid Schiff* (PAS) und Meyer's Hamatoxylin gefarbt. Die computergestiitzte
Zahlung erfolgte am Mikroskop an 6 Schnittpaaren pro Niere. Die Gesamt-

Nephronenanzahl wurde tber die ,physikal fraktionator” Technik abgeschétzt.

2.2.11. Histologie

a) Herstellung der Nierenschnitte

Nach Entwéasserung und Paraffineinbettung wurden aus den zuvor in Methacarn
fixierten und in 80%igem Ethanol gelagerten rechten Nierenhélften 3 um dicke
transversale Schnitte angefertigt. Auf drei Objekttrager pro Niere wurden jeweils 8
Schnitte Ubertragen, bei 37C getrocknet und anschlieend standardisiert im
Farbeautomaten nach Hamatoxylin-Eosin (HE), PAS und Sirius Red gefarbt. Fir die
folgende Auswertung wurden die Nierenschnitte systematisch geblindet.

b) Zahlung der subkapsularen Glomeruli

Die Bestimmung der Anzahl subkapsularer Glomeruli wurde am Lichtmikroskop an HE-
gefarbten Schnitten vorgenommen. Als subkapsulare Glomeruli wurden alle Glomeruli
definiert, die von der Kapsel ausgehend innerhalb des Cortex corticis in einer Zone von
einem durchschnittlichen Glomerulidurchmesser lagen. Hierbei wurden Glomeruli mit
Kapselkontakt von solchen ohne Kapselkontakt unterschieden. Bei den Glomeruli mit
Kapselkontakt bestand ein direkter Kontakt von Bowman’'scher Kapsel zur
Nierenkapsel. Die subkapsuldren Glomeruli ohne Kapselkontakt lagen in der oben
beschriebenen Zone, ohne dass ein direkter Kontakt zur Nierenkapsel vorlag. Die
Zahlung erfolgte in einer 40er VergréRerung an jeweils drei Schnitten pro Niere, wobei

die Ergebnisse im Anschluss gemittelt wurden.
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c) Glomeruoskeroseindex

Fur die Untersuchung der Glomerulosklerose wurde pro Tier 8 der nach PAS gefarbten
Schnitte ausgewahlt. Unter Verwendung eines Photomikroskops wurden insgesamt 40
Glomeruli, oberflachliche und juxtamedullare, in 200facher Vergréf3erung nach einem
Score von 0 bis 4 bewertet (Raij et al., 1984). Bei dieser semiquantitativen Bewertung
wurde die Ablagerung von PAS positivem Material in das Mesangium und um die
Kapillarschlingen mit Verlegung des extrakapillaren Raums als Schadigungsparameter
herangezogen. Der Grad der pathologischen Veranderung in Prozent zur Gesamtflache
der Glomeruli wurde Anhand einer Bewertungsskala mit 0,5-Abstanden angegeben,
wobei ,0“ keine Veranderungen, ,0,5* Veranderungen unter 12%, ,1* Verdnderungen
von 12 bis 25%, ,1,5" Veranderungen von 25 bis 37%, ,2" Verdnderungen von 37 bis
50%, ,2,5* Veranderungen von 50 bis 62%, ,3“ Veranderungen von 62 bis 75%, ,3,5"
Veranderungen von 75 bis 90% und ,4“ Verdnderungen von mehr als 90% des jeweils
untersuchten Glomerulums angaben. Aus den 40 Einzelwerten wurde der Mittelwert

berechnet.

d) Renale interstitielle Fibrose

Die computergestitzte Auswertung der renalen interstitiellen Fibrose (RIF) erfolgte bei
100facher VergroRerung unter dem Photomikroskop an 10 Bildausschnitten der Sirius
Red gefarbten Praparate pro Tier. Da die Sirius Red Farbung spezifisch fiur
Gesamtkollagen ist, lasst sich durch sie das Ausmald der interstitiellen Fibrose
guantifizieren. Fur die Bildausschnitte wurde der Bereich des auf3eren Nierenmarks
gewahlt, in dem sich die proximalen Tubuli, aber keine Glomeruli befinden. Dieser
Bereich wurde je mit einer FlachengréRe von 301146,94 um? aufgenommen, digitalisiert
und mit Hilfe des Programms Scion Image 1.62a ausgewertet. Die Software wandelt
das farbige Bild anhand von Grauwerten in ein Schwarz-Weil3-Bild um, wobei schwarze
Areale dem mit Sirius Red angefarbten Gesamtkollagen entsprechen. Es folgt eine
Messung des prozentualen Anteils der schwarzen Areale am Gesamtbild. Die Werte der

jeweils 10 ausgemessenen Bildausschnitte wurden gemittelt.

e) Tubularer Schadigungsindex
Die semiquantitative Bewertung der tubuldren Schadigung wurde an einem
Photomikroskop, bei 100facher VergréRerung an PAS gefarbten Schnitten

durchgefihrt. Bei dieser Methode wird der gesamte Nierenschnitt in 20 Quadranten
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eingeteilt, welche nach einem Score von 0-3 bewertet werden. Tubuliatrophie und
-dilatation sowie vorhandene Zylinder dienen hierbei als Schadigungsparameter, wobei
,0“ keine Verdnderungen im Tubulointerstitium, ,1* Verdnderungen von weniger als
30%, ,2“, Veranderungen zwischen 30 und 60% und ,3" Veranderungen von tber 60%
der Untersuchungsprobe darstellte. Aus den 20 Einzelwerten wurde der Mittelwert
gebildet (Raij et al., 1984).

2.2.12. Differentielle Genexpressionsanalyse

a) Isolierung der RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte durch die Trizol-Methode aus bei -80C
tiefgefrorenem Nierengewebe. Je 100 mg Gewebe wurden in 1 ml eisgekihltem Trizol
fur 2 x 30 sec. mit dem Ultra Turrax homogenisiert und anschlie3end bei 5000 Upm, fir
10 min, bei 4T zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und zur
Proteindenaturierung fur 40-60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden zur
Phasenseparation 200 pl Chloroform zugemischt und nach weiterer Inkubation von 2-3
min bei RT, fur 15 min bei 12000 Upm und 4 zentri fugiert. Die obere wassrige RNA-
haltige Phase wurde in ein neues Gefald pipettiert, 500 pl Isopropanol zur Ausféllung
zugegeben und nach 10 mindtiger Inkubation bei RT fir weitere 10 min bei 12000 Upm
und 4T zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfe n. Das so erhaltene Pellet wurde
mit 1 ml eisgekihltem 75%igem Ethanol gewaschen, 10 min bei 4900 Upm und 4T
zentrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. AnschlieRend wurde das Pallet 20
min luftgetrocknet und danach in 50 yl DEPC-Wasser (0,1%) bei 60C gel6st. Die
photometrische Konzentrationsmessung erfolgte bei 260 und 280 nm. Zur
Qualitatsprafung der RNA wurden 1 pl RNA (ca. 500 ng) und 1 pl Laufpuffer auf ein
1%iges Agarose-Ethidiumbromid Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei einer
Spannung von ca. 75 V und Stromstarke von 200 mA Uber einen Zeitraum von etwa 40

min.

b) cDNA Synthese durch reverse Transkription

Die cDNA Synthese wurde mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas Life
Sciences durchgefuhrt. Von jeder Probe wurden 42 ug RNA &quivalenter Volumina mit
DEPC-Wasser auf 10 ul aufgeflllt. In der PCR Maschine wurden die Proben nach
Zugabe von 1 pl Random Hexamer Primer zur Hybridisierung fur 5 min bei 70 € und 5

min bei 4T inkubiert. Anschlielend wurden 4 pl 5x Reaction Buffer, 1 pl RNAse
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Inhibitor, 2 pl 10 mM dNTP-Mix sowie zuletzt 2 ul reverse Transkriptase (M-MULV) auf
Eis zugefugt und der Ansatz in der PCR Maschine fir 10 min bei 25C, 60 min bei
37C, 10 min bei 70C und letztlich 10 min bei 4C inkubiert.

c) Quantitative Real-Time PCR

Kollagen 11l ist ein wichtiger Bestandteil des renalen Stutzgewebes und wird bei
fibrotischen Umbauvorgangen vermehrt gebildet. Die Quantifizierung der differenziellen
Expression von Kollagen Il im Nierengewebe der Parentaltierstdamme und des
konsomen Stammes wurde mittels der quantitativen Real-Time PCR nach dem TagMan
Prinzip vorgenommen (Livak et al., 1995). Bei dieser Methode wird das wéahrend der
PCR entstehende Produkt mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen wahrend der PCR-
Zyklen quantifiziert.

Eine Sonde, die an ihrem 3’ Ende mit einem Quencher und an ihrem 5’ Ende mit einem
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff  markiert ist, hybridisiert innerhalb des zu
amplifizierenden, von beiden Primern flankierten, cDNA Bereichs. Bei der intakten
Sonde wird die Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors durch die raumliche Nahe zum
Quencher durch strahlungsfreie Energietibertragung (FET) unterdrickt. Wéhrend eines
PCR-Zyklus schneidet und verdrangt die Tag-Polymerase aufgrund ihrer
Exonucleaseaktivitat das 5’-Ende und somit den Reporter von der Sonde. Hierdurch
werden die raumliche Nahe und der damit zusammenhangende FET zwischen Reporter
und Quencher aufgehoben und es kommt zur Fluoreszenz des Reporters. Diese steigt
mit jedem PCR-Zyklus proportional zum gebildeten PCR-Produkt an und wird mittels
des ABI Prism 7000 Sequence Detection System detektiert.

Fur die PCR-Reaktion wurden jeweils 2 ul cDNA mit 12,5 ul TagMan 2x Universal PCR
MasterMix, je 2,25 ul 10 uM sense- und antisense-Primer (Endkonzentration 900 nM),
0,5 pl 10 uM Sonde (Endkonzentration 200 nM) und nukleasefreiem Wasser zu einem
Gesamt-Reaktionsvolumen von 25 ul angesetzt.

Da die bei dieser Quantifizierung von mRNA erhaltenen Werte jeweils in Abhangigkeit
zur Gesamtmenge von RNA zu sehen sind, missen sie zur Vergleichbarkeit normiert
werden. Zu diesem Zweck wurde zusatzlich zu dem zu messenden Gen-Produkt jeweils
die Amplifikation eines konstant in den Zellen exprimierten Gens (housekeeping Gen)
durchgefiihrt. Fur die Niere hat sich hierfir das Porphobilinogen-Desaminase-Gen
(PBGD) als geeignet erwiesen. Uber bei jedem Lauf mitgefiihrten Standardkurven

wurde die Expression (E) des zu untersuchenden Gens sowie des Housekeeping-Gens
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gemessen. Die relative Expression (rE) des zu untersuchenden Gens Kollagen Il wurde
anschlieRend nach folgender Formel berechnet:

EKollagen 11}

rEkoliagen i1 =
EpscD

Alle Proben wurden als Dreifachansatz bestimmt und die Werte hieraus gemittelt. Die

Ergebnisse wurden mit der ABI Prism 7000 SDS Software ausgewertet.

2.2.13. Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe des Computerprogramms
SPSS 16.0. durchgefuhrt. Alle Werte wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung getestet. Bei Normalverteilung erfolgte die Auswertung bei zwei
Gruppen uber den T-Test und bei Drei- oder Mehrgruppenvergleichen uber eine
Varianzanalyse (ANOVA) mit anschliel3ender Post-Hoc-Testung (Bonferroni). Aufgrund
der nicht-Normalverteilung der Albuminwerte wurden diese fur die statistische
Auswertung logarithmiert.

Bei auch nach Logarithmierung nicht normal verteilten Werten fand die statistische
Auswertung mit dem Mann-Whitney-U-Test statt. Als Signifikanzschwelle wurde ein p-

Wert von p<0,05 definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Altersverlaufstudie A: Phanotypische Beurteilu ~ ng ménnlicher MWF-8 S"R- und
F1-(MWFXMWF-85HR)-Tiere

3.1.1. Frihzeitige Albuminausscheidung in der 4. und 8. Woche

Eine Urinsammlung in metabolischen Kafigen ist bei Ratten ab der 4. Woche maoglich.
In diesem Alter lie3 sich bei mannlichen Tieren aller betrachteten Stammen eine
Albuminausscheidung im physiologischen Bereich, unter 1 mg/24h, nachweisen
(SHR 0,09+0,09 mg/24h; MWF-85"R 0,06+0,03 mg/24h; MWF 0,12+0,05 mg/24h,
F1-(MWFxMWF-85"F) 0,11+0,04 mg/24h).

Es konnte gezeigt werden, dass bei MWF-Mannchen bereits in der achten Woche eine
55fache Erh6éhung der Albuminausscheidung gegenuber SHR-Tieren vorliegt
(18,14+8,39 mg/24h vs. 0,33%£0,23 mg/24h, p<0.001). Dieser friihzeitige Anstieg eines
Albuminverlusts tber die Nieren war im konsomen Stamm fast vollstandig aufgehoben.
Bei MWF-8%"R-Mannchen in der 8. Woche wurden Albuminwerte gemessen, die um
85% geringer waren als die der MWF-Tiere. Der Unterschied zwischen den Werten
beider Gruppen war hochsignifikant (2,64+2,43 mg/24h vs. 18,14+8,39 mg/24h,
p<0.001) (Abb. 6).

Um das Vorhandensein und Ausmald eines Gen-Dosiseffekts des SHR RNOS8 auf die
Entwicklung der Albuminurie zu untersuchen, wurde eine konsome F1-Generation aus
MWF-8°HR. und MWF-Tieren geziichtet. Bei diesem Stamm liegt ein heterozygotes
RNO8 vor. Im Alter von 8. Wochen unterschieden sich die Albuminwerte der
konsomen F1-Tiere nicht signifikant von denen des konsomen Stammes. Gegenuber
MWF-Méannchen waren die Werte der konsomen F1-Mannchen signifikant reduziert
(18.78 £ 8.19 mg/24h vs. 4,72 + 4,31 mg/24h, p<0.001) (Abb. 6).
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Abb. 6: Albuminexkretion im Urin mannlicher SHR-, M WF-85"*-  MWF- und

F1-(MWFXMWF-8%"R)-Ratten in der 8. Woche.
* p<0,0001 vs. SHR
** n<0,0001 vs. SHR, MWF-8°"% und F1-(MWFxMWF-8°"F)

3.1.2. Altersverlauf der Albuminausscheidung
a) Altersverlauf bei MWF-8%"R-Mannchen

MWF-Méannchen entwickeln mit zunehmendem Alter eine kontinuierlich ansteigende

Albuminausscheidung bis hin zu nephrotischen Werten (>150 mg/24h ab der 18.
Woche). Im Gegensatz hierzu zeigte sich bei den konsomen MWF-8°"R-Mannchen ein
deutlich moderaterer Anstieg der Albuminwerte, die von der 8. bis zur 32. Woche zu
jedem untersuchten Zeitpunkt hochsignifikant von den Werten der MWF-Mannchen
abwichen. Anders als bei den MWF-Tieren, deren Albuminwerte stetig weiter bis auf
Werte von 354,61+112,92 mg/24h in der 32. Woche anstiegen, erreichte die
Albuminexkretion der MWF-8%"R-Mannchen ab der 18. Woche ein Plateau. Bis zur 32.
Woche erfolgte bei den konsomen Mannchen kein weiterer signifikanter Anstieg der
Werte (18.Wo vs. 32.Wo. 21,13 + 13,73 mg/24h vs. 23,24 + 17,35 mg/24h).

Verglichen mit SHR-Mannchen, welche selbst im hohen Alter eine niedrige Albuminurie
um 2 mg/24h aufweisen, lieR sich bei MWF-8°""_Tieren ab der 8. Woche eine

signifikant erhéhte Albuminexkretion messen (Abb. 7).
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b) Altersverlauf bei F1(MWFxMWF-8°"F)-Mannchen

Bei konsomen F1-Mannchen wurden Albuminwerte gemessen, die ab der 8. Woche zu
allen untersuchten Zeitpunkten intermediar zwischen denen von MWF- und MWF-85"R-
Mannchen lagen (Abb. 6). In der 14. und 18. Woche wichen diese Werte signifikant und
ab der 24. Woche hochsignifikant von denen der MWF-8°"R-Tiere ab. Wahrend die
Albuminausscheidung der MWF-8%"R-Mannchen ab der 18. Woche stagnierte, stieg die
Uap der konsomen F1-Mannchen mit zunehmendem Alter weiter an. Gegenuber MWF-
Tieren war die Uap der konsomen F1-Mannchen zu allen untersuchten Zeitpunkten

aul3er in der 24. Woche signifikant bis hochsignifikant reduziert (Abb. 7).
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Abb. 7: Verlauf der Albuminexkretion im Urin mannli  cher SHR-, MWF-8SHR.
F1-(MWFXxMWF-8°"%)- und MWF-Ratten zwischen der 14.-32. Woche.
* p<0.001
# p<0,05

n.u., nicht untersucht
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3.1.3. Systolischer Blutdruck
Die Messung des systolischen Blutdrucks von MWF, SHR und MWF-8%"R"—Mannchen

wurde jeweils in der 14. und 24. Woche mittels nicht-invasiver Tailcuff-Methode
vorgenommen. Bei allen drei Stammen blieb der Blutdruck in diesem Zeitraum auf
einem konstanten Niveau mit vergleichbaren Werten zu beiden Messzeitpunkten.

In der 14. Woche lie3 sich bei den SHR-Mannchen ein hochsignifikant erhéhter
systolischer Blutdruck (177,5+7,2 mmHg) gegeniiber MWF-8"R- (155,9+8,1 mmHg)
und MWF-Méannchen (146,0+4,5 mmHg) nachweisen (p<0,001). Der Blutdruck der
MWEFE-Tiere war signifikant niedriger als der des konsomen Stammes (p<0,05).

Eine ahnliche Verteilung der Werte wurde fir die 24. Woche bestimmt. Auch zu diesem
Zeitpunkt war der Blutdruck von SHR (175,3£9,0 mmHg) hochsignifikant héher als der
von MWF-8%"R (161,1+7,2 mmHg) und MWF (145,1+4,7 mmHg), wobei sich MWF-8°"R

und MWF ebenfalls hochsignifikant voneinander unterschieden (Abb. 8).
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Abb. 8: Systolischer Blutdruck ménnlicher SHR-, MWF  -8%"R- und MWF-Ratten in der

24. Woche.
* p<0,0001 vs. MWF
** n<0,0001 vs. MWF und MWF-8°"?
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3.1.4. Biochemische Analysen

Zur Beurteilung einer Korrelation von Phanotyp und Grad der Organschadigung an
Niere und Herz wurden neun der MWF-8%"R-Mannchen in der 24. Woche zur Organ-
und Gewebsentnahme préapariert und die Befunde mit Daten der Parentaltiere
verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellt.

Obwohl adulte SHR- und MWF-Mannchen ein &hnliches Koérpergewicht erreichen,
weisen letztere, bezogen auf ihr Koérpergewicht, ein signifikant vermindertes
Nierengewicht auf (p<0,05). Verglichen mit den Parentaltieren zeigten auch die MWF-
85"R_Mannchen ein entsprechendes Korpergewicht. Das zum Kérpergewicht ins
Verhéltnis gesetzte, relative Nierengewicht der konsomen Tiere lag intermediar
zwischen den Werten der Parentaltiere und unterschied sich weder von MWF noch von
SHR in signifikanter Weise.

Fur absolutes und relatives Herzgewicht liel3 sich zwischen MWF und dem konsomen
Stamm MWF-8°"R kein Unterschied feststellen. Die Werte beider Stamme waren jedoch
signifikant niedriger als die der SHR-Tiere (p<0,0001). Das relative linksventrikulare
Herzgewicht differierte signifikant zwischen den Stammen. MWF-Mannchen zeigten den
niedrigsten Wert, gefolgt von den MWF-8%"R-Mannchen (p<0,05). Die Werte der SHR-
Mannchen wichen hochsignifikant von denen der anderen beiden Stamme ab
(p<0,0001).

Zwischen MWF-, MWF-8°"R. und SHR-Mannchen bestand kein signifikanter
Unterschied der Serum-Kreatininwerte sowie der aufs Korpergewicht bezogenen
Kreatininclearance. Die Serum-Harnstoff-Konzentration differierte dagegen signifikant
zwischen den Stammen, wobei die MWF-8%"R-Mannchen den hoéchsten Harnstoffgehalt
im Serum aufwiesen (p<0,0001).

Fur eine Einschatzung des Fettstoffwechsels wurden die Parameter Triglyzeride,
Gesamtcholesterin und HDL-Cholesterin im Serum bestimmt. Wahrend die Triglyzeride
im Serum mannlicher MWF-Ratten gegeniber SHR-Ratten signifikant erhéht waren
(p<0,05), konnte bei MWF-8%"R-Mannchen eine Reduktion der Triglyzeridwerte, auf
Werte, vergleichbar mit denen der SHR-Tiere, nachgewiesen werden. Sowohl MWF-
wie auch MWF-8"R-Mannchen wiesen fiir Gesamtcholesterin und HDL signifikant
hohere Werte auf als SHR-Mannchen. Im Vergleich mit MWF waren jedoch bei den
konsomen Tieren samtliche Werte der betrachteten Cholesterinparameter signifikant

geringer (p<0,05) (Tabelle 1).
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Tab. 1: Phéanotypische Charakterisierung von mannli chen SHR-, MWF-8SHR- und

MWEF-Ratten in der 24. Woche.

SHR MWE-8SHR MWE overall MWF vs.

MWFvs,  MWF-85"R

(n=10) (n=9) (n=9) ANOVA SHR MWF-8%"%  vs. SHR
Korper(%(;wmht 377,5+14,0 351,1420,4 363, 9+33,9 0,074
N'ere”(%‘iw'cm 2,23+0,08 1,9940,12 1,99+0,23 0,002 0,007 1,00 0,007
Nierengewicht / 5,90+0,16 5,66+0,27 5,44+0,18 0,0003 0,0002
KG (mg/q)
Herzgewicht (g) 1,11+0,04 0,84+0,06 0,83+0,05 <0,0001 <0,0001 1,00 <0,0001
Herzgewicht/ 2,93£0,10 2,40£0,12 2,30£0,11 <0,0001 <0,0001 0,19 <0,0001
KG (mg/q)
Rel. linksventri-
kulares Gewicht 2,51+0,09 2,00+0,13 1,86+0,68 <0,0001 <0,0001 0,02 <0,0001
(mg/g)
Harnstoff im 7,07+0,39 10,81+1,16 9,36+0,79 <0,0001 <0,0001 0,003 <0,0001
Serum (mmol/l)
Kreatinin im 35,7433 38,73,9 37,6434 0,20
Serum (umol/l)
Kreatinin im 11,3427 12,4+1,7 14,4423 0,024 0,02 0,25 0,87
Urin (umaol/l)
Kreatinin-
Clearance 0,48+0,07 0,51+0,09 0,46+0,15 0,55
(ml/min*100g)
Triglyzeride 0,70+0,12 0,77+0,19 1,08+0,37 0,008 0,009 0,04 1,00
(mmol/1)
Gesamt-
cholesterin 1,58+0,14 2,36+0,23 3,16+0,55 <0,0001 <0,0001 0,0002 0,0002
(mmol/l)
HDL (mmol/l) 1,2640,13 1,74+0,18 2,18+0,31 <0,0001 <0,0001 0,0008 0,0001
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3.1.5. Gesamt-Nephronenanzahl in der Niere

Die in der vierten Woche durchgefiihrte Ermittlung der Anzahl aller Nephrone pro Niere
zeigte fur die MWF-Mannchen (27027,9+3498,1) eine 27%ige Reduktion der Gesamt-
Nephronenanzahl gegeniiber den SHR-Mannchen (36979,2+5907,7) (p< 0,05). Diese
Verminderung der Gesamt-Nephronenanzahl konnte auch bei den MWF-85R-
Méannchen festgestellt werden (23770,8+3577,2). Verglichen mit SHR-Tieren wies der
konsome Stamm rund 36% weniger Nephrone pro Niere auf (p<0,0001). Insgesamt war
der fur die MWF-8"R-Mannchen ermittelte Wert am geringsten. Der Unterschied

zwischen konsomen- und MWF-Mannchen war jedoch nicht signifikant (Abb. 9).
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Abb. 9: Gesamt-Nephronenanzahl pro Niere bei mannli  chen SHR-, MWF-8 *"R- und

MWF-Ratten in der 4. Woche.
# p<0,0001 vs. SHR
* p<0,05 vs. SHR
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3.1.6. Histologische Untersuchung der Nieren

In Tabelle 2 findet sich eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der
histologischen Untersuchungen. Bei der Betrachtung der subkapsuléren Glomeruli
wurde zwischen solchen mit Kapselkontakt und solchen ohne Kapselkontakt
unterschieden. Gegentber ménnlichen SHR-Ratten, bei denen sich keine Glomeruli mit
Kapselkontakt und nur vereinzelt oberflachliche Glomeruli ohne Kapselkontakt
nachweisen lieRen, wiesen sowohl MWF- als auch MWF-8*"R-Mannchen eine
hochsignifikant erhdhte Anzahl subkapsuléarer Glomeruli auf (p<0,0001) (Abb. 10). Bei
diesen beiden Stammen fanden sich &hnlich viele kapselberiihrende Glomeruli. Die
oberflachlichen Glomeruli ohne Kapselkontakt waren beim konsomen Stamm
gegenuber MWF-Tieren signifikant reduziert (p<0,05).
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Abb. 10: Gesamtanzahl subkapsularer Glomeruli pro N ierenschnitt bei mannlichen

SHR-, MWF-8%"R- und MWF-Ratten in der 24. Woche.
* p<0,0001 vs. SHR

Der Glomeruloskleroseindex (GSI), der Index der tubulointerstitiellen Schadigungen
(TSI) und das Ausmald der renalen interstitiellen Fibrose (RIF), als Indikatoren einer
strukturellen Nierenschadigung, sind in den Nieren der MWF-Mannchen in der 24.
Woche im Vergleich zu den SHR-Mannchen hoch signifikant erhdht (p<0,0001). Die

37



Ergebnisse

Einfihrung von SHR RNO8 in den MWF Hintergrund zeigte keinen verbessernden
Einfluss auf die Auspragung dieser Veranderungen. Auch in den MWF-8%"R-Mannchen
waren alle drei Parameter gegentber den SHR-Mannchen hochsignifikant starker
ausgepragt (p<0,0001). Zwischen den Werten von MWF und MWF-85"R konnte

dagegen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Tab. 2: Auswertung der Nierenhistologie bei mannli  chen SHR-, MWF-85"R- und
MWEF-Ratten in der 24. Woche.

SHR MWF-85HR  MWF overall MWF vs. MWFvs.  MWF-8°"®
(n=10) (n=9) (n=9) ANOVA SHR MWF-g°® vs. SHR

Subkapsulare
Glomeruli ohne 0,310,3 13,2+1,7 16,7+3,1 <0,0001 <0,0001 0,003 <0,0001
Kapselkontakt (n)

Subkapsulare
Glomeruli mit 0,0+0,0 4,4+1,8 3,842,2 <0,0001 0,0002 1,00 <0,0001
Kapselkontakt (n)

Gesamtanzahl
subkapsulérer 0,3+0,3 17,7+2,6 20,6+4,9 <0,0001 <0,0001 0,16 <0,0001
Glomeruli (n)

Glomerulosklerose-

index (Grad 0-4) 0,92+0,17 1,68+0,30 1,64+0,25 <0,0001 <0,0001 1,00 <0,0001
Tubuléarer
Schadigungsindex 0,04+0,03 0,50+0,21 0,3840,14  <0,0001 0,0004 0,29 <0,0001
(Grad 0-3)
Renale interstitielle 3,10+0,46 7,54+1,07 75¢1,30  <0,0001 <0,0001 1,00 <0,0001

Fibrose (%)

3.1.7. Differentielle Genexpressionsanalyse

Fur eine bestmoégliche Einschatzung einer Nierenschadigung wurde neben den
histologischen Auswertungen bei mannlichen SHR-, MWF-8%"R- und MWF-Tieren in der
24. Woche eine differentielle Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Die relative mRNA
Expression von Kollagen Ill, als Parameter einer fortschreitenden Nierenfibrosierung
und damit in Zusammenhang stehender Funktioneinschrankung des Organs, wurde per
Real-Time-PCR ermittelt. Bei MWF-Mannchen liel3 sich gegentber SHR-Mannchen
eine hochsignifikante Steigerung der Kollagen Il Expression nachweisen (5,1+0,6 vs.
11,3+0,8, p<0,0001). Die Kollagen Il Expression der konsomen MWF-8%"R-Tiere war
deutlich geringer ausgepragt als die der MWF-Tiere (8,4+0,5 vs. 11.3+0.8, p<0,05). Es
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lieRen sich bei den konsomen Tieren Werte messen, die intermediar zwischen denen
der Parentaltiere lagen, und von beiden signifikant abwichen (Abb. 11). Im Vergleich
hierzu ist in Abbildung 12 die Auspragung der renalen interstitiellen Fibrose als zweiten

Parameter der Nierenfibrosierung dargestellt.
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Abb. 11: Relative Kollagen Ill Expression bei mannl  ichen SHR-, MWF-8 5"R- und MWF-
Ratten in der 24. Woche.
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Abb.12: Renale interstitielle Fibrose bei mannliche n SHR-, MWF-85"R- und MWE-

Ratten in der 24. Woche.
* p<0,0001 vs. SHR
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3.1.8. Entwicklung im Alter — 32. Woche
In weiterfihrenden Untersuchungen wurden anhand einer Subgruppe von 9 MWF-

SHR
8 -

Mannchen die Entwicklungen bis zur 32. Woche betrachtet. Wie bereits in Kap. 3.1.2.
dargestellt, manifestiert sich eine Alouminurie bei mannlichen MWF-Tieren progredient
mit steigendem Alter. Bei den konsomen MWF-8%"R-Mannchen verlief diese
Entwicklung deutlich moderater, so dass sich bei ihnen in der 32. Woche eine 15fach
geringere Uap iIMm Vergleich zu MWF-Tieren nachweisen liel3 (23,24 £17,35 mg/24h vs.
354,61+112,92 mg/24h, p<0,0001) (Abb. 7).

Die Auswertung der zur Beurteilung der Nierenfunktion erhobenen Daten zeigte bei den
MWF-8°HR-Mannchen im Vergleich zu den MWF-Mannchen eine signifikant geringere
Harnstoff- sowie Kreatininkonzentration im Serum (Abb. 13). Fur die auf 100 g
Kdrpergewicht bezogene Kreatininclearance wurden fir beide Stamme vergleichbare
Werte erhoben (Abb. 14).

Wie bereits in der 24. Woche liel3 sich fir den konsomen Stamm auch in der 32. Woche
eine signifikante Reduktion der Gesamtcholesterin-, und HDL-Konzentration im Serum
gegenilber MWF-Tieren nachweisen. Die MWF-8%"R-Mannchen wiesen zudem eine

signifikant geringere Triglyzeridkonzentration im Serum auf (Abb. 15-16).

Das Korpergewicht sowie das absolute und relative Nierengewicht entwickelten sich bei
MWF-8°HR- und MWF-Mannchen bis zur 32. Woche gleich. MWF-8%"R-Mannchen
wiesen ein signifikant hoheres absolutes und relatives Herzgewicht sowie ein héheres

relatives linksventrikulares Gewicht auf (p<0,05). Alle Werte sind in Tabelle 3 erfasst.
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Abb. 13: Harnstoffkonzentration im Serum Abb. 14: Kreatininclearance S‘pro 100g Korpergewicht
mannlicher MWF-8 3"*. und MWF-Ratten mannlicher MWF-8 *"R- und MWEF-Ratten in der
in der 32. Woche. 32. Woche.
* p<0,05
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Abb. 15: Gesamt-Cholesterinkonzentration im Serum Abb. 16: Triglyzeridkonzentration im Serum
mannlicher MWF-8 S*R- und MWF-Ratten in der mannlicher MWF-8 "*. und MWF-Ratten
32. Woche. in der 32. Woche.
* p<0,0001 * p<0,05
Tab. 3: Phanotypische Charakterisierung von mannli chen MWF-85"F. und
MWF-Ratten in der 32. Woche.
MWF-85R MWF Statistik
(n=9) (n=9)
Kérpergewicht (g) 397,0+25,3 390,0+28,1 0,56
Nierengewicht (g) 2,18+0,19 2,15+0,17 0,78
Nierengewicht / KG (mg/g) 5,48+0,42 5,53+0,25 0,78
Herzgewicht (g) 0,96+0,07 0,86+0,04 0,001
Herzgewicht / KG (mg/g) 2,43+0,18 2,21+0,19 0,02
Rel. linksventrikulares Gewicht (mg/g) 2,00+0,13 1,85+0,11 0,01
Harnstoff im Serum (mmol/l) 9,1+1,3 10,7+1,6 0,03
Kreatinin im Serum ( pmol/l) 38,8+2,2 41,2423 0,04
Kreatinin-Clearance (ml/min*100g) 0,38+0,17 0,46+0,06 0,21
Triglyceride (mmol/l) 0,98+0,39 2,44+40,72 <0,0001
Gesamtcholesterin (mmol/l) 2,27+0,36 3,91+0,61 <0,0001
HDL (mmol/l) 1,64+0,23 2,3140,33 0,0001
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3.2. Verlaufstudie B: Phéanotypische Beurteilung wei  blicher MWF-8 S"R- und
F1-(MWFXMWF-8°"F)-Tiere

Um den Einfluss des SHR RNO8 im weiblichen Geschlecht zu untersuchen und
geschlechtsspezifische  Unterschiede in  der  ph&notypischen  Auspragung
herauszuarbeiten, wurde analog zu den Mannchen auch bei den MWF-8%"R-weibchen
eine Altersverlaufsstudie durchgefiihrt. Die hierbei erhobenen Werte wurden

anschlielRend mit den Befunden der Mannchen verglichen.

3.2.1. Verlauf der Albuminausscheidung bis ins Alter
a) Altersverlauf bei MWF-8%"R-Weibchen

In der 4. Woche lag die Albuminausscheidung bei allen Stammen unterhalb 1 mg/24h.

Der Verlauf der Albuminexkretion von der 8.-24. Woche ist in Abbildung 14 dargestellt.
SHR-Weibchen entwickeln ab der 8. bis zur 24. Woche keinen Anstieg der
Albuminwerte Uber 1 mg/24h. MWF-Weibchen zeigen bis zur 24. Woche einen
kontinuierlichen Anstieg der Albuminurie auf Werte von 24,02+22,77 mg/24h.
Gegeniiber MWF zeigten die konsomen MWF-8°HR-Weibchen ab der 8. Woche zu allen
betrachteten Zeitpunkten eine hochsignifikant verminderte Albuminausscheidung. Bei
ihnen war eine deutliche moderatere Progression der Albuminurie mit Werten von
2,38%£3,67mg/24h in der 24. Woche zu beobachten, was einer 10fachen Reduktion
entsprach.

Zwischen der 24. und 32. Woche konnte bei den MWF-Weibchen kein weiterer Anstieg
der Albuminurie vermerkt werden. Die Albuminwerte der konsomen Tiere stiegen in
diesem Zeitraum geringfligig weiter an, waren aber auch in der 32. Woche
hochsignifikant reduziert gegentber den Albuminwerten gleichaltriger MWF-Weibchen
(18,6+8,61 mg/24h vs. 3,11+3,75 mg/24h, p<0,0001) (Abb. 17).

b) Altersverlauf bei F1-(MWFxMWF-8"F)-Weibchen

Bei konsomen F1-Weibchen zeigte sich ab der 8. bis zur 24. Woche an jedem
untersuchten Zeitpunkt eine hochgradige Verminderung der Albuminausscheidung
gegeniber MWF-Weibchen (p<0,0001). Wahrend dieses Zeitraums waren die
Albuminwerte der konsomen F1-Weibchen vergleichbar mit denen der MWF-8"R-

Weibchen. In der 32. Woche lagen die Albuminwerte der konsomen F1-Weibchen
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intermediar zwischen den Werten von MWF- und MWF-8%"R-Weibchen und wichen von
beiden nicht signifikant ab (Abb. 17).
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Abb. 17: Verlauf der Albuminexkretion bei weibliche n SHR-, MWF-8°"R.
F1-(MWFXMWF-8%"R)- und MWF-Ratten zwischen der 8. - 32. Woche.
* p<0.001
# p<0,05

n.u., nicht untersucht

3.2.2. Systolischer Blutdruck

Die in der 14. und 24. Woche durchgefihrte Messung des systolischen Blutdrucks
ergab fir beide Messzeitpunkte signifikante Unterschiede zwischen MWF-, MWF-85"R-
und SHR-Weibchen. Innerhalb der Stamme lieBen sich an beiden Messzeitpunkten
ahnliche Werte erheben. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 4 dargestellt.

Der Blutdruck der SHR Weibchen war am hochsten und wich in der 14. und 24. Woche

8SHR_ und

hochsignifikant von den Werten der anderen beiden Stamme ab. Fur MWF-
MWEF- Weibchen lie3en sich an beiden Messzeitpunkten vergleichbare Blutdruckwerte

messen, die nicht signifikant unterschiedlich waren.
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Tab. 4: Systolischer Blutdruck (SBP) von weibliche  n SHR-, MWF-8°"%- und MWF-
Ratten in der 14. und 24. Woche.

SHR MWE-85"R  MWE  overal MWFvs. MWFvs. MWE-8%"®

(n=10) (n=9) (n=9) ANOVA SHR MWE-8%""  vs. SHR
SBP in Woche 14 102 6169 148,3+6,4 142,575 <0,0001 <0,0001 0,05 0,004
(mmHg)
SBP in Woche 24 155 9,91 140,3+4,7 138,5#4,8 <0,0001  <0,0001 1,00 <0,0001

(mmHg)

3.2.3. Biochemische Analysen

In der 24. Woche zeigten alle Tiere &hnliche Werte fir Kdrpergewicht sowie absolutes
und relatives Nierengewicht. Es lieRen sich bei den SHR-Weibchen signifikant hohere
Werte fur absolutes und relatives Herzgewicht sowie fir das relative linksventrikulare
Gewicht gegeniiber MWF- und MWF-8%"R-Weibchen ermitteln (p<0,0001).

Die Harnstoff- (p<0,0001) und Kreatininkonzentration (p<0,05) im Serum war bei MWF-
und MWF-8°"R-Weibchen im Vergleich zu SHR-Weibchen signifikant erhoht. Die
hochste aufs Kérpergewicht bezogene Kreatinin Clearance liel3 sich bei den konsomen
Weibchen messen, wobei der Unterschied nur gegenuber MWF-Weibchen signifikant
war (p<0,05).

Wahrend alle drei Stamme Serum-Triglyzerid-Konzentrationen aufwiesen, die nicht
voneinander differierten, lie3en sich fur die Parameter des Cholesterinstoffwechsels
signifikante Unterschiede zwischen den drei Stammen nachweisen. Gesamtcholesterin-
und HDL-Werte der MWF-Weibchen waren hochsignifikant gegentber den Werten der
SHR-Tiere erhoht (p<0,0001). Die Werte der konsomen MWF-8%"R-weibchen lagen
intermediar zwischen den Werten der Parentaltiere und wichen in beide Richtungen
signifikant ab (p<0,05) (Tabelle 5).
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Tab. 5: Phanotypische Charakterisierung von weibli ~ chen SHR-, MWF-85"R- und
MWEF-Ratten in der 24. Woche.

SHR MWF-gSHR MWE overall MWFvs.  MWFvs.  MWF-85R

(n=10) (n=9) (n=9) ANOVA SHR MWF-85"% s, SHR
Korperg;"‘”cm 208,0+17,5 204,4+7,3 207,236 0,78
N'ere”(%‘iw'cm 1,28+0,15 1,17+0,05 1,20+0,08 0,070
Nierengewicht /
KG (mglg) 6,15+0,51 5,71+0,24 5,78+0,39 0,051
Herzgewicht (g) 0,77+0,10 0,58+0,02 0,62+0,02 <0,0001 <0,0001 0,73 <0,0001
Herzgewicht/ 3,67+0,32 2,85+0,08 2,98+0,07 <0,0001  <0,0001 0,59 <0,0001
KG (mg/g)
Rel. linksventri-
kulares Gewicht 3,02+0,23 2,49+1,15 2,42+0,12 <0,0001 <0,0001 1,00 <0,0001
(mg/g)
Harnstoff im
Serum (mmolfl) 6,8+0,8 9,4+0,7 9,3+1,2 <0,0001 <0,0001 1,00 <0,0001
Kreatinin im
Serum (umoll) 35,645,0 42,9427 41,943,6 0,001 0,005 1,00 0,002
Kreatinin im
Urin (umol/l) 9,8+1,8 5,943, 7,621,9 0,01 0,25 0,44 0,01
Kreatinin-
Clearance 0,47+0,15 0,52+0,10 0,38+0,05 0,03 0,25 0,03 0,9
(ml/min*100g)
Triglyzeride
(mmol/l) 0,98+0,24 0,77+0,14 1,05+0,32 0,07
Gesamt-
cholesterin 1,67+0,16 2,09+0,14 2,31+0,22 <0,0001 <0,0001 0,04 0,0001
(mmol/l)
HDL (mmol/l) 1,39+0,14 1,65+0,09 1,90+0,16 <0,0001 <0,0001 0,001 0,0009

8SHR_Weibchen wurde in der 32. Woche untersucht und

Eine Subgruppe von 9 MWEF-
die Ergebnisse mit Daten von MWF-Weibchen verglichen. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 dargestellt.

Zu diesem Zeitpunkt ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich des Kérpergewichts,
des absoluten und relativen Nierengewichts sowie des absoluten Herzgewichts. Das
relative Herzgewicht sowie das relative linksventrikulare Gewicht waren bei den MWF-

8°"R.Weibchen gegeniiber MWF-Weibchen signifikant erhoht (p<0,05).
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Die Harnstoff- und Kreatininkonzentration im Serum differierte nicht zwischen den
beiden Stammen. Wie bereits in der 24. Woche liel3 sich auch in der 32. Woche bei
MWF-8°HR-Weibchen eine gegeniiber MWF-Weibchen signifikant héhere Kreatinin-
Clearance nachweisen (p<0,05). Die Trigylzeridkonzentration im Serum konsomer
Weibchen war signifikant geringer als die der MWF-Weibchen (p<0,05). Fiur die
Parameter des Cholesterinstoffwechsels ergaben sich fir beide Stamme vergleichbare

Ergebnisse.
Tab. 6: Phanotypische Charakterisierung von weibli ~ chen MWF-8°"?- und MWF-
Ratten in der 32. Woche.
MWF-85H% MWF Statistik
(n=8) (n=9)

Korpergewicht (g) 222,8+13,3 220,6+10,5 0,07
Nierengewicht (g) 1,26+0,62 1,24+0,07 0,39
Nierengewicht / KG (mg/g) 5,68+0,37 5,60+0,24 0,58
Herzgewicht (g) 0,65+0,04 0,61+0,03 0,05
Herzgewicht / KG (mg/g) 2,934+0,13 2,79+0,09 0,02
Rel. linksventrikulares Gewicht (mg/g) 2,45+0,1 2,3340,08 0,02
Harnstoff im Serum (mmol/l) 9,040,7 9,3+1,0 0,61
Kreatinin im Serum ( pmol/l) 43,243,3 45,1+5,1 0,40
Kreatinin-Clearance (ml/min*100g) 0,45+0,08 0,33+0,04 0,003
Triglyceride (mmol/l) 0,76%0,1 1,03+0,28 0,03
Gesamtcholesterin (mmol/l) 2,34+0,13 2,3540,29 0,91
HDL (mmol/l) 1,74+0,11 1,65+0,19 0,26

3.2.4. Untersuchung der Nieren
Bei MWF-Weibchen findet sich im Vergleich zu SHR-Weibchen eine hoch signifikant

vermehrte Anzahl subkapsuléarer Glomeruli (p<0,0001). Bei den konsomen Weibchen
lieBen sich nicht so viele subkapsuldare Glomeruli nachweisen wie bei den MWF-
Weibchen (p<0,05), verglichen mit SHR-Weibchen findet sich jedoch auch bei den
konsomen Weibchen eine hochsignifikant erhdhte Anzahl subkapsularer Glomeruli
(p<0,0001).

Die Auswertung der zur Abschéatzung des Nierenschadens erhobenen Parameter RIF,

TSI sowie relative Kollagen Ill Expression, ergab fir die MWF-8HR-Weibchen
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Ergebnisse, die mit denen der SHR-Weibchen vergleichbar waren. Die Werte der MWF-
Weibchen waren bei allen betrachteten Parametern gegenuber den Werten der SHR-
und MWF-8°"R-Weibchen signifikant erhéht (p<0,05).

Die Glomerulosklerose war bei den Weibchen aller drei Stamme wenig ausgepragt.

Signifikante Unterschiede liel3en sich nicht zeigen (Tabelle 7).

Tab. 7: Auswertung der Nierenhistologie bei weibli  chen SHR-, MWF-8°"R- und
MWEF-Ratten in der 24. Woche.

SHR MWE-8"R  MWEF overall MWEvs.  MWFvs,  MWF-85"®

(n=10) (n=9) (n=9) ANOVA SHR MWF-g5® vs. SHR
Gesamt-Anzahl
subkapsulérer 1,0+1,0 17,0+2,7 21,3+4,8 <0,0001 <0,0001 0,02 <0,0001
Glomeruli (n)
Glomerulosklerose- 0,90£0,41 1,14:0,22 0,93£0,08 0,15
index (Grand 0-4) D T T ’
Tubularer
Schéadigungsindex 0,07+0,07 0,03+0,04 0,3+0,14 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1,00
(Grad 0-3)
Renale interstitielle
Fibrose (%) 3,99+0,74 3,3440,41 4,87+0,94 0,0007 0,05 0,005 0,19
Kollagen [1I/PBGD 3,81+0,87 5,02+0,98 7,77+2,11 <0,0001 <0,0001 0,001 0,23
3.3. Untersuchung des sexuellen Dimorphismus beim k  onsomen MWF-8 SHR-

Stamm

3.3.1. Albuminexkretion

Wie beim MWF-Stamm zeigte sich auch bei den konsomen MWF-8°"R-Tieren bei der
Albuminausscheidung ein ausgepréagter Geschlechterunterschied. Die Uap-Werte der
konsomen Weibchen waren von der 8. — 32. Woche rund 6-13x geringer als die der
Mannchen. Die Einfuhrung von SHR RNO8 in den konsomen Stamm hatte bei
mannlichen und weiblichen Tieren eine vergleichbare Auswirkung auf die
Albuminexkretion. Bei beiden konnte zu allen Messzeitpunkten eine ca. 83-93%
geringere Albuminausscheidung gegentber gleichgeschlechtlichen MWEF-Tieren
beobachtet werden. Beispielhaft ist in Abbildung 18 die 32. Woche dargestellt.
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Abb.:18: Albuminexkretion bei weiblichen und mannl ichen MWF-8°"R. und MWF-
Ratten in der 32. Woche.
Die Prozentangaben geben die Hohe der Uap, konsomer MWF-8%"R-Tiere in
Relation zu der Uy, gleichgeschlechtlicher MWF-Tieren an.
* p<0,0001 vs. MWF-85"®

Bei den konsomen F1-Tieren konnte dagegen bei Weibchen und Mé&nnchen ein
unterschiedlicher Gendosiseffekt des heterozygoten SHR RNO8 beobachtet werden.
Wahrend die Albuminausscheidung der konsomen F1-Mannchen bereits ab der 14.
Woche signifikant hoher war als die der MWF-8°"R-Mannchen, lieRen sich bei den
konsomen F1-Weibchen Werte messen, die zu keinem Zeitpunkt signifikant von denen
der MWF-8%"R-Weibchen abwichen. In der 32. Woche stellte sich bei den konsomen
F1-Weibchen eine leicht erhdhte Albuminausscheidung gegeniiber MWF-83HR-
Weibchen ein, der Unterschied erreichte dabei nicht das Signifikanzniveau.

3.3.2. Systolischer Blutdruck

Fur den systolischen Blutdruck besteht bei SHR-Tieren ein sexueller Dimorphismus. Die

Werte der Mannchen sind gegenuber den Weibchen in der 24. Woche um fast
20 mmHg erhoht (p<0,0001). Dieser Dimorphismus war bei den MWF-Tieren nicht so
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stark ausgepragt, zwischen beiden Geschlechtern besteht nur eine leichte, nicht
signifikante Blutdruckdifferenz.

Die Uberfiihrung von SHR RNOS fiihrte bei den konsomen Mannchen zu signifikant
erhohten Blutdruckwerten gegeniber MWF-Mannchen. Bei den konsomen Weibchen
lieRen sich dagegen Werte messen, die nicht signifikant von denen der MWF-Weibchen
abwichen. Der Blutdruckunterschied zwischen MWF-8%"R-Weibchen und -Mannchen
betrug rund 20 mmHg (p<0,0001), damit war der sexuelle Dimorphismus hinsichtlich
des systolischen Blutdrucks beim konsomen Stamm genauso pragnant wie beim SHR-
Stamm (Abb. 19).
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Abb. 19: Systolischer Blutdruck méannlicher und weib licher SHR-, MWF-8 *HR- und

MWEF-Ratten in der 24. Woche.
* p<0,0001 vs. weibliche Tieren des gleichen Stammes

3.3.3. Strukturelle Veranderungen der Niere

Die bei MWF-Méannchen nachweisbaren strukturellen Veranderungen an der Niere sind
beim weiblichen Geschlecht deutlich moderater ausgepragt. Signifikante Unterschiede
zu SHR-Weibchen lassen sich dennoch belegen. Der fir den MWF-Stamm typische
sexuelle Dimorphismus beim Grad der renalen Organschadigung lie3 sich auch beim
konsomen Stamm nachweisen und zeigte sich bei hier sogar noch deutlicher. Wahrend

bei den konsomen Weibchen Glomerulosklerose, tubulointerstitielle Schadigung, renale
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interstitielle Fibrose sowie Kollagen Il Expression auf ein Mal3 reduziert waren, dass
sich nicht signifikant von den SHR-Weibchen unterschied, waren diese Parameter bei
den konsomen Mannchen gegenuiber gleichgeschlechtlichen SHR-Tieren signifikant
erhoht wie bei den MWF-Mannchen (Abb. 20-22).

Die Auszahlung der oberflachlichen Glomeruli an histologischen Nierenschnitten ergab
dagegen keinen Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen MWF-8%"R-Tieren
(Abb. 23). Die Anzahl oberflachlicher Glomeruli war bei beiden Geschlechtern

gleichwertig und gegentiber SHR-Tieren hoch signifikant erhdht (Tabellen 2 und 7).
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Abb. 20: Renale interstitielle Fibrose bei Abb. 21: Glomeruloskleroseindex bei
weiblichen und mannlichen weiblichen und mannlichen
MWF-8%"R-Ratten in der 24. Woche. MWF-8%"R-Ratten in der 24. Woche.
* p<0,0001 # p<0,05
_35, — 24
>
% 08 * g
=)} e 20
c
3 0,7 o
= O
= ~ 16
g 0,6 3
A 05 2 12
) )
E 0,4 §
% 03 S 8
[J)
£ 02 2 .
o
3 01 N
= 0,0 | I_T_I < 9 :
Mannchen Weibchen Mannchen Weibchen
Abb. 22: Tubulointerstitieller Schéadigungsindex Abb. 23: Anzah| subkapsularer Glomeruli bei
bei  weiblichen und mannlichen weiblichen und mannlichen
MWF-8%"R.Ratten in der 24. Woche. MWF-8"R.Ratten in der 24. Woche.

* p<0,0001
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3.4. Beurteilung der Albuminurie kongener Tiere in der achten Woche

Bislang gelang es in der Arbeitsgruppe vier kongene Linien zu etablieren, die
verschieden lange Abschnitte von SHR RNO8, bei sonst isogenetischem
MWF-Hintergrund in ihrem Genom tragen.

Die kongene Linie MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat163) besitzt mit 79,2 cM den langsten
SHR RNOB8-Abschnitt, der sich von Marker D8Rat71 bis D8Rat163 erstreckt. Beim der
MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat46)-Linie ist der SHR RNO8-Abschnitt 68,4 cM lang und
reicht von Marker D8Rat71 bis D8Rat46. Der nachst kleinere SHR RNO8-Abschnitt
findet sich bei der MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat35)-Linie, dieser ist 47,2 cM lang und
reicht von Marker D8Rat7l bis D8Rat35. Der mit 28,6 cM kirzeste
SHR RNOB8-Abschnitt reicht von Marker D8Rat71 bis D8Rat19 und kennzeichnet die
MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat19)-Linie (Abb. 24)

RNO8
D8Rat71 _

St IlOCM

D8Ratl12 4

79,2 cM
68,4 cM
472 ¢M
28,6 ctM

D8Ratl19 J

D8Rat136
D8Rat23

D8Rat34
D8Rat35 A

D8Rat42 -

D8Rat46 |

D8Rat163 -

D8Rat53
D8Rat68 -

D8Rat56
D8Rat70

MWF.SHR(D8 Rat 71-D8Rat163)
MWF.SHR(D8 Rat 71-D8Rat46)
MWF.SHR(D8 Rat 71-D8Rat35)
MWF.SHR(D8 Rat 71-D8Rat19)

D8Rat57 1 7 Bl homozygot fir MWF
Tl ??Ratﬁ § § B homozygot firr SHR
Tteel = =
Abb. 24 Cytogenetische und genetische Karte von RNO 8. Auf der rechten Seite ist

die Allelverteilung auf RNO8 bei MWF- und MWF-8 S"R_-Tieren sowie den 4
kongenen Linien dargestellt.
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Zur Detektierung von Unterschieden in der Hohe der Albuminexkretion zwischen den
kongenen Linien wurden in der achten Woche 24h-Sammelurine abgenommen. Bei den
beiden kongenen Linien mit dem langsten Abschnitt des SHR RNOB8-Allels
MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat163) und MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat46) wurden mit
1,61+£1,24 mg/24h und 1,43%£1,17 mg/24h die niedrigsten Uap-Werte der kongenen

Stamme gemessen. Diese Werte unterschieden sich nicht signifikant von Uap-Werten
gleichaltriger konsomer MWF-8%"R_Tiere (Abb. 25).
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Abb. 25 a) Albuminausscheidung bei MWF-8 *"R- kongenen, und MWF-Tieren in der

8. Woche. Die Reihung der Stamme in der Abbildung e rfolgte nach Gréfe
des Ubertragenen SHR RNO8-Abschnitts.

* p<0,0001 vs. MWF-8%"R  MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat163),
MWF.SHR- (D8Rat71-D8Rat46) und MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat35)

b) Prozentuale Verminderung der U ,p der kongener Linien und des

konsomen Stammes MWF-8 "R in Relation zur U 5, von MWF-Tieren in der
8. Woche.
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Die kongene Linie MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat35) zeigte mit einer durchschnittlichen
Albuminausscheidung von 4,45+4,01 mg/24h leicht hohere Werte als die beiden eben
beschriebenen Linien, der Unterschied war hierbei jedoch nicht signifikant. Somit waren
die Uap-Werte des konsomen Stammes MWF-8%HR
MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat163), MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat46) und MWF.SHR-

(D8Rat71-D8Rat35) gleichartig und gegenuber den Werten von MWF-Tieren in der

und der drei kongenen Linien

achten Woche hochsignifikant um 75 — 92% reduziert.

Bei der kongenen Linie MWF.SHR-(D8Rat71-D8Ratl19), welche den kirzesten
Abschnitt des SHR RNOS tragt, lie3en sich mit 15,98+6,11 mg/24h die héchsten Uap-
Werte messen. Die Hohe der Albuminausscheidung bei dieser Linie war nicht signifikant
unterschiedlich von der gleichaltriger MWF-Tiere. Gegenuber des konsomen Stammes
und der drei kongenen Linien mit gré3eren Abschnitten des SHR RNO8 war die
Albuminexkretion der MWF.SHR-(D8Rat71-D8Ratl19)-Tiere hochsignifikant erhéht
(Abb. 25).

Der Umschlag von niedrigen zu hohen Uap-Werten befindet sich zwischen den beiden
Linien MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat35) und MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat19). Die
Albuminausscheidung steigt von der MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat35)-Linie im Vergleich
zur MWF.SHR-(D8Rat71-D8Rat19)-Linie sprunghaft um rund 11,5 mg/24h an. Das
diskriminierende Intervall entspricht dem Bereich zwischen den Markern D8Rat35 und
D8Rat19. Dieser Abschnitt ist 18,6 cM lang.
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4. Diskussion

In der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen stellt die Mikroalbuminurie als
Marker einer beginnenden Nierenschadigung neben der arteriellen Hypertonie einen
Hauptrisikofaktor dar (Gerstein et al., 2001; Hillege et al.,, 2002). Die Ursachen
chronisch albuminurischer Nephropathien, welche zu terminalem Nierenversagen
fuhren kénnen, sind vielfaltig. Die Nierenschadigung kann als eine Folgeerkrankung
auftreten, durch Stérungen der fetalen Nierenentwicklung oder durch pradisponierende
genetische Einflusse bedingt sein (Tryggvason et al., 2006; Schreuder Nauta 2007,
Wolf, Ziyadeh 2007). Eine erblich bedingte verminderte Nephronenanzahl ist ein
frihzeitiger Indikator fur die spatere Entwicklung von arterieller Hypertonie, glomerulérer
Hyperfiltration und nachfolgenden Nierenerkrankungen (Amann et al., 2006; Brenner et
al., 1988; Gross et al., 2005; Zandi-Nejad et al., 2005). Unabh&ngig von der zugrunde
liegenden Ursache scheinen die pathologischen Entwicklungen chronisch
albuminurischer Nephropathien in einen typischen finalen Verlauf zu minden, bei dem
eine erhohte tubuldre Albuminreabsorption zu einer interstitiellen Entzindung mit
nachfolgender renaler interstitieller Fibrose fuhrt (Hirschberg, Wang 2005; Schulz et al.,
2003).

Die Munich Wistar Fromter-Ratte stellt ein aus klinischer Sicht hochinteressantes
Tiermodell dar, an dem sich dieser Verlauf beobachten l&asst. Die Tiere entwickeln eine
spontane Hypertonie und frihzeitig Alouminurie. Bei adulten Ratten lassen sich eine
leichte Glomerulosklerose, tubulointerstitielle Schadigungen und eine renale interstitielle
Fibrose nachweisen. Weitere interessante, phanotypische Auffalligkeiten sind das
Vorkommen subkapsularer Glomeruli sowie eine verminderte Anzahl der Gesamt-
Nephrone pro Niere.

Die Albuminurie stellt ein quantitatives Merkmal dar, dessen Ausprdgung neben
Umwelteinflissen durch viele verschiedene Gene beeinflusst wird. Hierbei sind die
Auswirkungen der einzelnen Gene voneinander sowie vom Hintergrundgenom
abhangig. Die Genomabschnitte auf denen sich Gene befinden, welche quantitative
Merkmale beeinflussen, werden als Quantitative Trait Loci bezeichnet (Rapp 2000).
Dass die Albuminurie auch bei der MWF-Ratte einem polygenetischen Einfluss
unterliegt, konnte durch zwei Kosegregations- und Kopplungsanalysen belegt werden,
bei denen mindestens 11 Albuminurie-QTL nachgewiesen wurden (Schulz et al., 2002,

Schulz et al., 2003). Zwei QTL mit herausragender Kopplung zur Albuminurie wurden
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durch Untersuchungen von MWFxSHR-Backcrosspopulationen auf MWF RNO6 und
RNOS8 detektiert (Schulz et al., 2003). Fur den QTL auf Chromosom 6 konnte diese
Kopplung bereits bei jungen Ratten im Alter von 8 Wochen nachgewiesen werden, die
mit steigendem Alter der Tiere weiter zunahm. Der QTL auf RNO6 ko-lokalisierte zudem
mit einem QTL fur renale interstitielle Fibrose. Fir den QTL auf RNOS8 liel3 sich eine
Kopplung mit Albuminurie bei &alteren Tieren, ab der 14. Woche feststellen. Eine Ko-
Lokalisation mit einem QTL fur RIF oder einem anderen Merkmal lag hier nicht vor
(Schulz et al., 2003). Durch Zichtung konsomer und kongener Stamme koénnen
bestimmte QTL vor einem festgelegten genetischen Hintergrund untersucht werden. So
konnte in einer vorangehenden Arbeit gezeigt werden, dass im konsomen MWF-6°"F
Stamm die Entwicklung der Albuminurie fast vollstandig unterdriickt werden konnte.
Zudem wiesen diese Tiere nicht die fur den MWF-Stamm charakteristische Reduktion
der Gesamt-Nephronenanzahl auf und zeigten im Vergleich zu diesen auch deutlich

moderatere strukturelle Veranderungen der Niere (Schulz et al., 2007).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mannliche und weibliche Tiere des neu

etablierten konsomen MWEF-85"R

-Stammes in einer Altersverlaufsstudie phanotypisch
untersucht, um den Einfluss des QTL auf RNOS8 auf die Albuminurie junger und adulter
Tiere gezielt zu ermitteln und weiterhin die Auswirkungen dieses QTL auf systolischen
Blutdruck, strukturelle Nierenverdnderungen und Nephronenanzahl herauszuarbeiten.
Die so erhobenen Daten wurden mit Daten der Parentaltierstamme verglichen. Da bei
der MWF-Ratte ein geschlechtspezifischer Unterschied bei der Ausprdgung von
Blutdruck, Albuminurie und renalen Veranderungen besteht, der mit einer starkeren
Auspragung der Phanotypen beim mannlichen Geschlecht einhergeht, wurden die
Kosegregations- und Kopplungsanalysen an mannlichen Tieren durchgefihrt. Welche
Bedeutung den auf diese Weise nachgewiesenen QTL beim weiblichen Geschlecht
zukommt, konnte in diesen Studien nicht beantwortet werden. Auch beim Menschen
fallt bei der Betrachtung von Inzidenz und Progression kardiovaskuléarer und chronisch
renaler Erkrankungen auf, dass Manner haufiger betroffen sind als gleichaltrige
pramenopausale Frauen (Neugarten 2002; Pechére-Bertschi, Bunier 2004; Reckelhoff
2001). Die genauen Ursachen und Mechanismen, die zu diesem Phanomen fuhren,
sind noch weitgehend unbekannt. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit,
die Auswirkungen des QTL auf RNO8 auf den Phanotyp beider Geschlechter getrennt

betrachtet und die Daten vergleichen und mégliche Unterschiede zu erfassen.
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Die Ergebnisse der Alterverlaufsstudie zeigen, dass durch Uberfiihrung des SHR RNOS8
in den isogenetischen MWF-Hintergrund die Manifestation der Albuminurie bei
mannlichen und weiblichen konsomen MWF-8%"R-Tieren signifikant verzégert und ihre
Progression hochgradig reduziert werden konnte.

Bei MWF-Tieren manifestiert sich eine erhohte Albuminurie zwischen der 4.- und
8. Woche. In der Kosegregations- und Kopplungsanalyse zwischen MWF- und SHR-
Mannchen war eine Kopplung des QTL auf RNO8 mit Albuminurie jedoch erst ab der
14. Woche nachweisbar. Somit schien es sich hierbei um einen QTL zu handeln,
welcher erst mit zunehmendem Alter der Tiere an Bedeutung gewinnt.
Interessanterweise zeigte sich dagegen bereits bei jungen MWF-8°"R-Tieren in der 8.
Woche ein entscheidender Einfluss des Ubertragenen SHR RNO8 auf die Auspragung
der Albuminurie. So waren die Albuminwerte konsomer MWF-8%"?-Mannchen in der 8.
Woche gegenuber MWF-Mannchen um 85% reduziert (p<0,0001). Bei den jungen
konsomen  Weibchen konnte sogar eine 92%ige Verminderung der
Albuminausscheidung gegeniber gleichaltrigen MWF-Weibchen verzeichnet werden
(p<0,0001). Méglicherweise liegt der Albuminurieentwicklung junger MWF-Tiere eine
Interaktion multipler Gene, mit jeweils kleinem Einfluss, zugrunde. Der frihzeitige
Einfluss des QTL auf RNOS8 auf die Albuminausscheidung konnte hierdurch in der
Kosegregations- und Kopplungsanalyse nicht detektierbar gewesen sein.

Im weiteren Altersverlauf zeigten sowohl MWF-8%"R-Mannchen als auch MWF-85R-
Weibchen eine deutlich moderatere Progression der Albuminausscheidung. Die Werte
der konsomen Tiere waren zu jedem Zeitpunkt um 83 — 93% gegenuber den Werten
gleichgeschlechtlicher MWF-Tiere vermindert (p<0,0001). Bei MWF-Mannchen steigt
die Albuminausscheidung mit dem Alter bis hin zu nephrotischen Werten. Diese
Entwicklung konnte durch den genetischen Austausch des RNO8 vollstandig
unterdruckt werden.

Wie beim MWEF-Stamm lag auch beim konsomen Stamm ein starker sexueller
Dimorphismus hinsichtlich der Albuminausscheidung vor, mit weit niedrigeren Werten
bei den Weibchen. Die Auswirkung des Uberfuhrten SHR RNO8 auf die Uap war
trotzdem bei den beiden Geschlechtern ahnlich. So konnte bei konsomen Mannchen
und Weibchen eine vergleichbar starke Reduktion der Albuminurie gegeniber
gleichgeschlechtlichen MWF-Tieren festegestellt werden. Unter dem polygenetischen
Aspekt der Albuminurie betrachtet ist es bemerkenswert, dass der genetische

Austausch eines einzigen RNO einen derart grof3en Einfluss auf den Ph&notypen hat.
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Durch Betrachtung einer konsomen F1-Generation war es moglich den Gen-Dosiseffekt
eines heterozygoten RNOS8 auf die Albuminexkretion zu testen. Bemerkenswerterweise
konnte hierbei bei mannlichen und weiblichen Tieren eine unterschiedliche Auswirkung
des einzeln vorliegenden MWF RNO8 auf den Phanotypen festgestellt werden. Bei
konsomen F1-Mannchen war die Albuminexkretion bis zur einschliel3lich 8. Woche
vergleichbar mit der von MWF-8%"R-Mannchen. Ab der 14. Woche kam bei den
konsomen F1-Mannchen jedoch ein Dosiseffekt des MWF RNO8 zum tragen. Die
Albuminausscheidung der Tiere war ab diesem Alter signifikant hoher als die der MWF-
8°"R_.Mannchen (p<0,05). Eine maximale Reduktion der Albuminausscheidung
gegenidber MWF-Mannchen war beim mannlichen Geschlecht also nur beim Vorliegen
von zwei SHR RNOB8 Allelen gegeben.

Beim weiblichen Geschlecht konnte demgegentber bereits durch ein SHR RNOS8 Allel
die Albuminexkretion fast vollstandig reduziert werden. Zwischen den Uap-Werten der

8SHR_Weibchen lieRen sich zu keinem

konsomen F1-Weibchen und denen der MWF-
Zeitpunkt signifikante Unterschiede feststellen.

Die Gene des QTL auf MWF RNO8 scheinen beim weiblichen Geschlecht sowie bei
jungen mannlichen Tieren einen rezessiven Einfluss auf die Hohe der
Albuminausscheidung zu haben. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit
zahlreichen Studien, die vielen rezessiven Genen eine Beteiligung bei der
Albuminurieentwicklung zusprechen (Garett et al., 2003; Murayama S et al., 1998;
Shiozawa et al., 2000; Schulz et al., 2002; Schulz et al., 2003). Bei alteren mannlichen
Tieren kommt es dagegen bereits beim Vorliegen eines heterozygoten MWF RNOS8 zu
einer erhohten Albuminausscheidung. Es ist denkbar, dass sich auf dem QTL auf RNO8
Gene befinden, die insbesondere die Progression der Albuminurie bei Aalteren
mannlichen Tieren beginstigen. Die Ergebnisse der Kopplungsanalyse, bei der eine
Kopplung des QTL auf RNO8 mit Albuminurie erst ab der 14. Woche nachweisbar war,
unterstitzen diese Annahme. Ursachlich hierfur kbnnten Gen-Gen-Interaktionen sein,
die bei alteren mannlichen Tieren eine andere Auswirkung haben als bei weiblichen.
Des Weiteren ist es moglich, dass geschlechtsspezifische Unterschiede des renalen
Blutflusses und des Renin-Angiotensin-Systems sowie der direkten Einflisse der
Sexualhormone altersabhangig zuséatzlich protegierende Risikofaktoren bei ménnlichen

Tieren darstellen (IJpelaar et al., 2007).
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Um auszuschlieRen, dass die Verbesserung der Nierenfunktion bei den konsomen
Tieren durch eine Senkung des systolischen Blutdrucks bedingt worden war, wurde der
Blutdruck weiblicher und mannlicher MWF-8°"R-Tiere in der 14. und 24. Woche
bestimmt. Die beiden Parentaltierstamme MWF und SHR weisen einen arteriellen
Hypertonus auf (Fassi et al., 1998; Kreutz et al., 2000; Pinto et al., 1998; Remuzzi et al.,
1992; Schulz et al., 2003; Schulz et al., 2007). Hierbei ist der Blutdruck der SHR-Tiere
signifikant hoher als der der MWF-Tiere (Schulz et al., 2007; Schulz et al., 2008). Die
Messung des systolischen Blutdrucks der konsomen MWF-8%"R-Tiere ergab ebenfalls
fur beide Geschlechter zu beiden Messzeitpunkten erhdhte Befunde. Beim Vergleich
von mannlichen mit weiblichen konsomen Tieren lieBen sich jedoch verschiedene
Auswirkungen des uberfliihrten SHR RNOS8 auf den Blutdruck der Tiere herausarbeiten.
Bei den konsomen Weibchen wurden Werte gemessen, die sich nicht signifikant von
denen der MWF-Weibchen unterschieden. Dagegen zeigten die MWF-8%"R-Mannchen
Blutdruckwerte, die intermediar zwischen denen von MWF und SHR lagen und von
beiden signifikant abwichen (p<0,0001). Die Uberfiihrung des SHR RNOS8 brachte also
nur bei den mannlichen Tieren eine signifikante Blutdruckerhéhung gegeniber MWF-
Méannchen mit sich.

Die SHR-Ratte ist ein seit tber 30 Jahren intensiv studiertes Tiermodel, fur welches auf
verschiedenen Chromosomen blutdruckregulierende QTL beschrieben sind (Pravenec
et al., 2008; Rapp 2000; Siegel et al., 2004). Eine 1997 von Kren et al. veréffentlichte
Studie schreibt einer Region auf SHR RNO8 einen Einfluss auf Bluthochdruck und
kardiale Hypertrophie zu, die mit einem 1995 von Schork et al. detektierten Blutdruck
QTL Ubereinstimmt (Kren et al. 1997; Schork et al., 1995). Kurzlich konnte auf SHR
RNOS8 ein weiterer QTL gefunden werden, der bei den Tieren die Herzfrequenz anhebt
und somit ebenfalls eine Hypertonie beglnstigen kdnnte (Silva et al., 2008). Da diese
Studien an mannlichen Ratten vorgenommen wurden, bieten sie ein plausibles
Erklarungsmodell fir den bei MWF-8°"R-Mannchen gegeniilber MWF-M&nnchen
beobachteten Blutdruckanstieg. Es ist gut moglich, dass blutdrucksteigernde Gene mit
dem SHR RNO8 in das MWF-Genom eingefihrt wurden. Dass bei konsomen
weiblichen Tieren kein Blutdruckanstieg gegentuber MWF-Weibchen festgestellt werden
konnte, konnte an dem Vorhandensein protektiver Faktoren oder dem Fehlen
zusatzlicher Risikofaktoren beim weiblichen Geschlecht liegen.

Die Blutdruckuntersuchungen machen die Relevanz des QTL auf RNO8 deutlich. Bei
mannlichen und weiblichen MWF-8%"R-Tieren filhrten die SHR RNO8 Allele zu einer
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drastischen Reduktion der Albuminausscheidung, obwohl zumindest bei den konsomen
Mannchen als zusatzlicher Risikofaktor ein gegenuber MWF-Mannchen erhohter
Blutdruck vorlag. Hieraus wird deutlich, dass die Uberfiihrung von SHR RNOS8 eine
Verbesserung der Albuminausscheidung bewirkte, die unabhangig von der Hohe des

arteriellen Blutdrucks zu sehen ist.

Zur makroskopischen Beurteilung der Organschadigung wurden alle Tiere am Ende der
Verlaufsstudie prapariert, Herz und Nieren entnommen und die relativen, zum
Kdrpergewicht ins Verhaltnis gesetzten Organgewichte verglichen. Das Kérpergewicht
differierte nicht signifikant zwischen den Stammen, wobei die Mannchen gut 150 g
schwerer waren, als die Weibchen. Als Zeichen einer kardialen Hypertrophie weisen
SHR-Tiere in der 24. Woche gegenuber gleichgeschlechtlichen MWF-Tieren ein
hochsignifikant erhohtes relatives Herzgewicht und erhohtes linksventrikulares Gewicht
auf (p<0,0001). Fur mannliche MWF-8°"R-Tiere lieBen sich in der 24. Woche ein
relatives Herzgewicht und linksventrikulares Gewicht bestimmen, die gegenlber denen
der SHR-Mannchen hochsignifikant vermindert waren (p<0,0001). Verglichen mit MWF-
Mannchen wiesen MWF-8%"R-Mannchen zwar ein &hnliches relatives Herzgewicht auf,
das relative linksventrikulare Gewicht war bei den konsomen Mannchen jedoch
signifikant hoher (p<0,05). In der 32. Woche konnten fur das relative Herzgewicht und
linksventrikulare Gewicht der konsomen Mannchen signifikant hohere Werte
verzeichnet werden als fir gleichaltrige MWF-Mannchen (p<0,05). Diese Erhdhung
konnte mit dem gegenuber MWF-Tieren erhthten systolischen Blutdruckwerten der
konsomen Mannchen assoziiert sein und eine Anpassungsreaktion auf die
hypertoniebedingte Mehrarbeit des Organs darstellen.

Der systolische Blutdruck der konsomen Weibchen unterschied sich bis zur 24. Woche
nicht von dem der MWF-Weibchen. In Einklang hiermit stehen die in der 24. Woche
erhobenen Préparationsdaten. Fur relatives Herzgewicht und linksventrikulares Gewicht
lieRen sich fur MWF-8%"R- und MWF-Weibchen vergleichbare Werte ermitteln. In der
32. Woche zeigte sich bei weiblichen MWF-8°"R- gegeniiber MWF-Tieren eine
signifikante Erhohung des relatives Herzgewichts und linksventrikularen Gewichts
(p<0,05). Ob diese Veranderungen mit einer Zunahme des systolischen Blutdrucks der
konsomen Weibchen nach der 24. Woche einhergehen oder ob es sich um einen

Zufallsbefund handelt, muss in nachfolgenden Studien untersucht werden.
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Das relative Nierengewicht mannlicher MWF-Ratten ist gegeniber SHR-Ratten
signifikant vermindert. Mogliche Ursache hierfur konnte die fortschreitende
Sklerosierung und Fibrosierung des Organs sein. Das in der 24. Woche gemessene
relative Nierengewicht der konsomen Méannchen lag intermediar zwischen den Werten
der Parentaltierstdmme mit nicht signifikanter Abweichung in beide Richtungen. Auch in
der 32. Woche differierten die relativen Nierengewichte der MWF- und MWF-8°HR-
M&annchen nicht.

Bei den MWF- und MWF-8°"R-Weibchen lieRen sich weder in der 24., noch in der 32.
Woche Unterschiede hinsichtlich des relativen Nierengewichtes feststellen.

Es lasst sich folgern, dass das relative Nierengewicht weiblicher und ménnlicher MWF-
8°"R_Tiere nicht mit der gegeniiber gleichgeschlechtlichen MWF-Tieren verminderten
Albuminausscheidung korreliert. Trotz verbesserter Albuminwerte bei den konsomen
Tieren unterschied sich deren relatives Nierengewicht zu keinem Zeitpunkt signifikant
von dem der MWF-Tiere.

Ein weiterer wichtiger Parameter zur Einschatzung der Nierenfunktion ist die
glomerulare Filtrationsrate (GFR). Diese Grol3e gibt an, wie viel Primarharn von beiden
Nieren zusammen pro Zeiteinheit filtriert wird. Zur Abschatzung der GFR hat sich die
Bestimmung der Kreatininclearance als praktikabel erwiesen (Levey et al., 2003), die
Methode birgt jedoch einige Fehlerquellen. Kreatinin ist ein Stoffwechselprodukt des
Muskelgewebes, das frei im Glomerulus filtriert wird und durch die Niere weder
rickresorbiert noch metabolisiert wird. Bei Einschrdnkungen der Nierenfunktion wird
Kreatinin jedoch zusatzlich vermehrt tubuldr sezerniert, wodurch ein glomerularer
Schaden relativ lange kompensiert werden kann und sich durch alleinige Berechnung
der Kreatininclearance nicht erfassen lasst. Erst bei einer starken Einschrankung der
Nierenfunktion steigt das Serumkreatinin an. Neben der Nierenfunktion hangt die
Kreatininkonzentration im Serum zusétzlich von der Muskelmasse und diese wiederum
von Alter und Geschlecht ab. Aufgrund dieser Limitationen miussen die Ergebnisse der
Kreatiniclearanceberechnung sehr kritisch betrachtet werden. Durch die zusatzliche
Berticksichtigung der Harnstoffkonzentration im Serum kann eine genauere
Einschatzung der Nierenfunktion erfolgen (Stevens, Levey 2005).

In der 24. Woche lie3 sich bei den Mannchen aller drei Stamme eine vergleichbare
Kreatiniclearance errechnen. Die Serum-Harnstoff-Konzentration war jedoch bei MWF-
und MWF-8%"R-Mannchen gegeniiber SHR-Mannchen signifikant erhéht (p<0,0001),
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was auf eine beginnende Einschradnkung der glomerularen Filtrationsleistung bei diesen
beiden Stammen hinweist. Auch in der 32. Woche zeigten MWF- und MWF-8%HR-
Mannchen eine &hnlich hohe Kreatininclearance. Zu diesem Zeitpunkt waren die
Harnstoff- und Kreatininkonzentrationen im Serum mannlicher MWF-Tiere signifikant
gegeniiber denen von MWF-8%"R-Mannchen erhéht (p<0,05). Méglicherweise spiegelt
dieser Befund die schnellere Progression der Nierenfunktionseinschrdnkung bei MWF-
M&annchen wieder.

Die MWF-8%"R-Weibchen wiesen in der 24. Woche eine héhere Kreatininclearance auf
als gleichaltrige SHR- und MWF-Weibchen, wobei der Unterschied nur gegentber den
MWF-Weibchen signifikant war (p<0,05). Zu diesem Zeitpunkt wurde bei MWF-85R-
und MWF-Weibchen eine gleichwertige, gegentber SHR-Weibchen signifikant erhéhte
Serumharnstoff- und Serumkreatininkonzentration gemessen. Der in der 32. Woche
durchgefiihrte Vergleich von MWF- und MWF-8%"R-Tieren filhrte zu &hnlichen
Ergebnissen. Bei MWF-8%"R-Weibchen konnte eine hohere Kreatininclearance
festgestellt werden, als bei MWF-Weibchen. Die Serumharnstoff- und Serumkreatinin-
konzentrationen der beiden Stamme differierten jedoch nicht voneinander.

Unter Berticksichtigung der Limitationen der Methode lasst sich festhalten, dass sich die
hinsichtlich der Uap verbesserte Nierenfunktion der konsomen MWF-8%"R-Tiere nicht
eindeutig in den Parametern Kreatininclearance, Serumharnstoff- und Serumkreatinin-
konzentration als Ausdruck der GFR widerspiegelt. Lediglich bei den Mannchen in der

32. Woche zeichnete sich eine Tendenz ab.

Charakteristische Symptome einer hochgradigen Nierenfunktionsstérung, bis hin zum
nephrotischen Syndrom sind neben einem massiven renalen Proteinverlust das
Auftreten von peripheren Odemen, Hypoalbuminamie sowie Dyslipidamie (Hull,
Goldsmith 2008). Hierbei korreliert die Schwere der Nierenfunktionseinschrankung mit
dem Grad Dyslipidamie, welche sich bereits in friihen Stadien der Nierenschadigung
manifestieren kann und einen zusatzlichen kardiovaskularen Risikofaktor darstellt
(Kronenberg 2005; Tsimihodimos et al., 2008). Typische Merkmale der Dyslipidamie bei
Nierenfunktionsstorungen sind erhohte Triglyzerid- und Cholesterinwerte bei
unveranderten oder verminderten HDL-Werten (Tsimihodimos et al., 2008).

Um einen Eindruck uber den Fettstoffwechsel der Parentaltierstimme und des
konsomen Stammes zu bekommen wurden die Parameter Triglyzeride, Gesamt-

Cholesterin und HDL im Serum der Tiere bestimmt. Bei MWF-8%"R-Mannchen lieRen
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sich in der 24. Woche Triglyzeridwerte messen, die sich nicht von denen der SHR-
Méannchen unterschieden und gegeniber MWF-Mannchen signifikant erniedrigt waren
(p<0,05). Die Gesamt-Cholesterin und HDL Bestimmung ergab fir die konsomen
Mannchen Werte, die intermediéar zwischen denen der Parentaltierstdmme lagen und
von beiden signifikant abwichen (p<0,05). Die Triglyzeridwerte der MWF-Mannchen
stiegen bis zur 32. Woche stark an, wahrend bei den MWF-8°"R-Mannchen in diesem
Zeitraum nur ein moderater Anstieg der Werte zu beobachten war. Fir die
Cholesterinparamter war bei MWF-8"R- und MWF-Mannchen bis zur 32. Woche kaum
ein Anstieg zu verzeichnen, die Werte der konsomen Mannchen waren signifikant
niedriger als die der MWF-M&annchen.

Die Triglyzeridwerte der SHR-, MWF- und MWF-8%"*-Weibchen unterschieden sich in
der 24. Woche nicht signifikant voneinander. Wie bei den Mannchen lagen auch die
Gesamt-Cholesterin- und HDL-Werte der MWF-8°"R-Weibchen in der 24. Woche
intermediar zwischen den Werten der beiden Parentaltierstamme. Bis zur 32. Woche
stiegen die Triglyzeridwerte der MWF-8%"R- und MWF-Weibchen nicht weiter an.
Gesamt-Cholesterin- und HDL-Werte der Weibchen beider Stamme differierten zu
diesem Zeitpunkt nicht voneinander.

Bei den MWF-Tieren lie3 sich ein sexueller Dimorphismus bei den Parametern des
Fettstoffwechsels feststellen, mit héheren Werten bei den Mannchen. Méannliche und
weibliche MWF-85"R-Tiere hatten dagegen vergleichbare Werte und somit keinen
sexuellen Dimorphismus. Wahrend der genetische Austausch von RNOS8 bei
mannlichen MWF-8°"R-Tieren zu einer signifikanten  Verbesserung der
Fettstoffwechselparameter gegeniiber MWF-Mannchen fiihrte, war bei den MWF-85R-
Weibchen keine eindeutige Verbesserung der Parameter gegenuber den MWEF-
Weibchen nachzuweisen.

Um zu Uberpriifen ob die verminderte Albuminausscheidung der konsomen MWF-8°"R-
Tiere mit einer Normalisierung der strukturellen Nierenverdnderungen einhergeht,
wurden die Nieren der Tiere in der 24. Woche histologisch untersucht und die
Parameter Glomerulosklerose, renale interstitielle Fibrose und tubulare Schadigung
bestimmt. Die Uberfiihrung von SHR RNOS8 zeigte bei MWF-8°"?-Mannchen keinen
verbessernden Einfluss auf die strukturellen Nierenveranderungen. GSI, TSI und RIF
waren bei den konsomen Mannchen ebenso stark ausgepragt wie bei den MWEF-

Mannchen und gegenuber SHR-Tieren hoch signifikant erhéht (p<0,0001). Lediglich die
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Bestimmung der Kollagen Il Expression, als zusatzlichen Parameter der
Nierenfibrosierung, ergab fir MWF-8"R-Mannchen signifikant niedrigere Werte als fiir
MWF-Méannchen (p<0,05). Verglichen mit SHR-Mannchen waren die Werte der
konsomen Mannchen jedoch immer noch signifikant erhoht (p<0,05). Die Befunde
unterstitzen die Ergebnisse der Kosegregations- und Kopplungsanalyse, bei der das
QTL auf RNO8 nicht mit einem QTL fur RIF oder GSI ko-lokalisierte. Eine wichtige
Erkenntnis hierbei ist, dass die Albuminausscheidung bei den konsomen MWF-85"R-
Méannchen unabhangig von den strukturellen Nierenverdnderungen reduziert wurde.

Bei den Weibchen aller drei Stamme liel3 sich keine Glomerulosklerose nachweisen.
Die Ubrigen Parameter RIF, TSI sowie relative Kollagen Il Expression waren bei den
MWF-8°HR-Weibchen auf das MaR der SHR-Weibchen reduziert und gegeniiber den
Werten der MWF-Weibchen signifikant vermindert (p<0,05). Anders als bei den
Mannchen fiihrte die Uberfilhrung von SHR RNOS8 in das MWF-Genom bei den

Weibchen also zu einer Normalisierung der strukturellen Nierenveranderungen.

Eine postnatale Entwicklungsstérung fihrt bei MWF-Tieren zum Auftreten von
subkapsuldaren Glomeruli. Auch bei méannlichen MWF-8%"R-Tieren lieR sich eine
entsprechend hohe Gesamtanzahl subkapsuléarer Glomeruli ermitteln wie bei MWF-
Mannchen. Gruppiert nach subkapsularen Glomeruli mit Kapselkontakt und solchen

ohne Kapselkontakt, zeigte sich bei den MWF-85"R

- gegenuber MWF-Méannchen eine
signifikante Verminderung der Glomeruli ohne Kapselkontakt (p<0,05), wahrend die
Anzahl der Glomeruli mit Kapselkontakt bei beiden Stdmmen vergleichbar war.
Gegeniiber mannlichen SHR-Ratten wiesen MWF- und MWF-8%"R-Mannchen eine
hochsignifikant erhéhte Anzahl subkapsularer Glomeruli auf (p<0,0001).

Bei den MWF-8°"R-Weibchen lieR sich eine Abnahme der subkapsularen Glomeruli
gegenidber MWF-Weibchen nachweisen (p<0,05). Im Verhéltnis zu SHR-Weibchen war
jedoch auch bei den konsomen Weibchen die Anzahl subkapsularer Glomeruli
hochsignifikant erhdht (p<0,0001).

Der genetische Austausch des RNO8 fuhrte bei konsomen Mannchen und Weibchen zu
einer leichten Reduktion, aber keiner Normalisierung der Anzahl subkapsularer
Glomeruli ohne Kapselkontakt. Da die Methode, mit der die subkapsuldren Glomeruli
bestimmt wurden, zu einem gewissen Grad untersucherabhdngig ist, muss das
Ergebnis kritisch betrachtet werden. Ob der Befund reproduzierbar ist und beim

konsomen Stamm tatsachlich eine Reduktion der subkapsularen Glomeruli ohne
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Kapselkontakt bzw. der Gesamtanzahl subkapsularer Glomeruli gegentber dem MWF-
Stamm vorliegt, ist zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig feststellbar. Es ist jedoch
maoglich, dass sich auf RNO8 ein QTL mit geringem Einfluss auf Expression
subkapsuléarer Glomeruli befindet, welcher bei der urspringlichen Kopplungsanalyse
nicht identifiziert wurde.

Hackbarth et al. konnten bei MWF-Ratten eine Korrelation der Anzahl subkapsularer
Glomeruli mit der Hohe der Albuminausscheidung und des systolischen Blutdrucks
zeigen (Hackbarth et al., 1991). Dagegen dass es sich hierbei um einen rein
funktionellen Zusammenhang handelt spricht, dass bei weiblichen MWF-Ratten trotz
der wesentlich geringeren Albuminexkretion als bei MWF-Mannchen, eine gleich hohe
oder erhdhte Anzahl subkapsuléarer Glomeruli vorliegt (Remuzzi et al., 1988; Schulz et
al., 2007). Auch die Beobachtung, dass beim konsomen MWF-8"R-Stamm im
Vergleich zum MWE-Stamm trotz nur geringflgig reduzierter Anzahl subkapsularer
Glomeruli eine hochgradige Verminderung der Albuminausscheidung vorliegt, deutet
darauf hin, dass die subkapsuldaren Glomeruli nur bedingt Einfluss auf die
Nierenfunktion austiben. Die Albuminurie der MWF-Tiere kann demzufolge eine
Eigenschaft darstellen, die bei der initialen Etablierung dieses Stammes fir den
Phanotypen subkapsuldre Glomeruli unbeabsichtigt mitselektiert wurde, aber nicht

ursachlich von diesen abhangig ist.

Eine angeborene reduzierte Nephronenanzahl pradisponiert fur die spatere Entwicklung
von Bluthochdruck und begunstigt durch glomerulare Hyperfiltration die Entstehung von
hieraus resultierenden Nierenschadigungen wie Proteinurie und Glomerulosklerose
(Brenner et al., 1988; Gross et al., 2005; Hoy et al., 2006; Keller et al., 2003; Schreuder
Nauta 2007; Zandi-Nejad et al., 2005). Folglich ist die Vermutung, dass bei der MWF-
Ratte eine pathophysiologische Verbindung zwischen der genetisch bedingten
reduzierten Nephronenanzahl und anderen phanotypischen Auffalligkeiten wie
Bluthochdruck, Albuminurie und strukturellen Nierenveranderungen besteht, nahe
liegend. Die vorhergehenden Untersuchungen am konsomen MWF-6°"R-Stamm
sprachen fur diese Theorie. Neben einer verminderten Albuminurie und normalisierter
Nierenstruktur wies dieser Stamm eine wesentlich hdhere Nephronenanzahl auf als der
MWF-Stamm (Schulz et al., 2007).

Uberraschenderweise ergab dagegen die Analyse der Gesamt-Nephronenzahl pro

Niere mannlicher MWF-8%"R-Tiere in der 4. Woche gegeniiber SHR-Mannchen eine um
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36% verminderte Anzahl der Gesamt-Nephrone (p<0,0001). Verglichen mit MWF-
Mannchen konnte bei den konsomen Tieren kein signifikanter Unterschied der Gesamt-
Nephronenzahl festgestellt werden. Wahrend die albuminuriesenkende Wirkung des
SHR RNO6 beim konsomen MWF-6°"R-Stamm auf die Normalisierung der Gesamt-
Nephronenanzahl zurtckgefihrt werden koénnte, scheint der QTL auf RNOS8 einen
unmittelbaren Einfluss auf die Albuminausscheidung auszutiben, der vollig unabhéangig

vom Nephronenmangel ist.

Die bislang nachgewiesenen pathologischen Veranderungen bei MWF-Tieren, welche
bei der Manifestation und Progression der Albuminurie mal3geblich beteiligt sein
konnten, betreffen vor allem glomerulare Strukturen. So beobachteten Macconi et al.,
dass Albuminurie und Glomerulosklerose bei MWF-Mannchen mit einem Untergang von
Podozyten sowie einer reduzierten Nephrinexpression assoziiert sind (Macconi et al.,
2006). lJpelaar et al. konnten zeigen, dass eine glomeruldre Hypertrophie der
Albuminurie und Glomerulosklerose voran geht. Weiterhin wurde bei albuminurischen
MWF-Méannchen eine verminderte Podoplanin- sowie gesteigerte Desminexpression
der Podozyten festgestellt (IJpelaar et al., 2008). In dieser Arbeit wurden zur
Einschatzung der glomerularen Beeintrachtigung die Faktoren Kreatininclearance,
Serumharnstoff- und Serumkreatininkonzenteration, Anzahl subkapsularer Glomeruli,
Anzahl der Gesamt-Nephrone sowie der Glomeruloskleroseindex betrachtet. Obwohl
die Ergebnisse keine Verbesserung der glomerularen Schadigungen bei den MWF-
8°"R_Tieren gegeniiber den MWF-Tieren erkennen lieBen, wiesen die konsomen Tiere
eine hochgradig reduzierte Albuminausscheidung auf. Diese Befunde deuten darauf
hin, dass die Albuminurie auch bei der MWEF-Ratte pathophysiologisch nicht
ausschlief3lich von der Anzahl der Gesamt-Nephrone und strukturellen Veranderungen
wie Glomerulosklerose und Nierenfibrose abhangig ist. Neben einem ursachlichen
glomerularen Problem kénnen bei MWF-Tieren zuséatzlich weitere albuminurieférdernde
Pathomechanismen, wie zum Beispiel eine tubulare Fehlfunktion, vorliegen.

Inwieweit das QTL auf RNO8 mit weiteren QTL, insbesondere dem QTL auf RNOG6,
interagiert, muss in nachfolgenden Studien untersucht werden. Hierbei kdnnte die
Etablierung und Untersuchung eines doppelkonsomen Stammes, bei dem sowohl
RNO6 als auch RNO8 von SHR in den isogenetischen MWF-Hintergrund lbertragen
werden wichtige Antworten liefern. Auch die Zichtung eines konsomen SHR-8“WF.

Stammes, bei dem das kranke RNO8 von MWF in den SHR-Stamm transferiert wird,
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kann dazu beitragen, Erkenntnisse uUber die Abh&ngigkeit der Allele auf RNO8 vom

Hintergrundgenom zu erlangen.

Das in der Kopplungsanalyse identifizierte QTL auf RNO8 erstreckt sich Uber einen
relativ grol3en Bereich von 30 cM und kann somit bis zu 1200 Gene enthalten (Rapp
2000). Die homologe Chromosomenregion dieses QTL kartiert im menschlichen Genom
in den Bereich 15922-15g25 (Schulz et al., 2003). Wie eingangs beschrieben, wurden in
den letzten Jahren mit Hilfe von Kopplungsanalysen beim Menschen bereits mehrere
Albuminurie-QTL auf verschiedenen Chromosomen detektiert, wobei nur in einer
einzigen Studie auf Chromosom 15 eine Kopplung zur Albuminurie bei Typ 2
Diabetikern nachgewiesen werden konnte (lyengar et al., 2007). Die dort beschriebene
Region 15026.3 befindet sich jedoch aul3erhalb des zum QTL auf RNO8 homologen
Bereichs. Da ingeziichtete Rattenstamme jeweils einen bestimmten Subtyp einer
polygenetischen Erkrankung wie Albuminurie darstellen, ist es dennoch gut mdglich,
dass sich in der 15922-15925 Region Gene befinden, die fur die Albuminurie beim
Menschen von Klinischer Bedeutung sind, auch wenn fir diesen Bereich in humanen
Studien bislang kein Zusammenhang mit Albuminurie belegt werden konnte. Ein
potentieller Einfluss der 15922-15g25 Region kdnnte bei bisherigen Kopplungsanalysen
aufgrund der Komplexitat der Krankheit, inrer Abhangigkeit von Gen-Gen-Interaktionen
und  Umwelteinflissen  sowie  der groRen  Heterogenitait — menschlicher

Studienpopulationen maskiert worden sein.

Da die vergleichende Analyse des Rattengenoms mit humanem Genom aufgrund der
GroRRe des QTL auf RNOS8 zu diesem Zeitpunkt noch wenig spezifisch ist, galt es, die
hierfir verantwortliche Genomregion weiter einzugrenzen, um eine effektive und
gezielte Gen-Suche zu ermdglichen. Zur Verkleinerung der Zielregion auf RNO8
wurden vier kongene Linien aus den Parentaltierstammen etabliert und in der 8. Woche
untersucht. Bei der Albuminausscheidung der kongenen Tiere lieRen sich eindeutige
Unterschiede erkennen. Zusammenfassend konnen die kongenen Linien aufgrund ihrer
Uap-Werte zwei Gruppen zugeordnet werden. Die erste Gruppe, der die drei kongenen
Linien mit den langsten SHR RNO8-Abschnitten angehéren, zeichnete sich durch eine
geringe Albuminausscheidung aus, die mit der des MWF-8%"R-Stammes vergleichbar
war. Der zweiten Gruppe gehorte lediglich die Linie mit dem kirzesten SHR RNO8-

Abschnitt an. Die Uap-Werte dieser Tiere waren vergleichbar stark erhéht, wie die des
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MWEFE-Stammes. Der Umschlagpunkt von niedrigen zu hohen Uap-Werten befindet sich
zwischen den Markern D8Rat35 und D8Rat19.

Es gelang, das QTL auf einen Bereich von 18,6 cM Lange zu verkleinern. Ausgehend
von diesen Erkenntnissen kann die Etablierung weiterer kongener Linien mit noch
kleineren Abschnitten des SHR RNOS8 erfolgen. Ziel ist es, die Region, auf der sich der
Kranheitslokus befindet, auf eine Lange von 0,3-0,5 cM (1x10° Basenpaare) zu
verkleinern. Das oder die krankheitsbeeinflussenden Gene sollen in nachfolgenden
Schritten identifiziert und analysiert werden. Homologe Regionen beim Menschen
kénnen mittels Single-Nucleotid-Polymorphismen- und Haplotypenanalysen untersucht
werden. Die Methode der Kopplungsanalysen und Zichtung kongener Rattenstamme
konnte zur Identifizierung albuminurierelevanter Gene bei der Ratte bereits erfolgreich
angewendet werden. Innerhalb eines QTL der FHH-Ratte (RF-2-Lokus) auf RNO1, der
fur 30-40% der Albuminausscheidung dieser Tiere ursachlich war, fand sich das
mutierte Gen Rab38. Die Mutation fuhrte bei den FHH-Tieren zu einem knockout
dieses Gens. Die homologe Region des RF-2-Lokus beim Menschen befindet sich auf
Chromosom 11 (Rangel-Filho et al., 2005). Interessanterweise konnte auch in humanen
Studien bereits eine Assoziation dieser Region mit Nierenschaden und Fokal-
Segmentaler-Glomerulosklerose nachgewiesen werden (Winn et al., 1999).

Die Relevanz der MWF-Ratte als aussagekraftiges Tiermodell fur die Erforschung der
genetischen und pathophysiologischen  Grundlagen von  Hypertonie und
albuminurischen Nierenerkrankungen wird durch die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit untermauert. Es konnte gezeigt werden, dass der QTL auf RNO8 einen grol3en
Einfluss auf die Manifestation und Progression der Albuminurie bei mannlichen und
weiblichen MWF-Ratten ausubt. Erkennbar wurde aulRerdem, dass die Pathogenese
und Progression der Albuminurie bei MWF-Tieren nicht ausschlieBlich auf die
angeborene verminderte Gesamt-Nephronenanzahl zurickzufihren ist.

Ein besseres Verstandnis des Krankheitsbildes albuminurischer Nierenschadigungen
sowie dessen Interaktion mit dem Herz-Kreislaufsystem ist aufgrund der hohen
Pravalenz dieser Erkrankungen von grof3er Kklinischer Relevanz. Die Ergebnisse dieser
Arbeit konnten durch nachfolgende Studien dazu beitragen eine friihzeitige Erkennung
von Risikopatienten zu gewahrleisten. Durch die Entwicklung von effektiveren und
individuellen Therapiestrategien koénnten die Heilungschancen Betroffener deutlich

verbessert werden.
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5. Zusammenfassung

Eine erhthte Albuminausscheidung tber den Urin (Uap) stellt einen unabhangigen
Risikofaktor fur die Entwicklung von chronischen Nieren- und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen dar. Es handelt sich hierbei um eine komplexe, polygenetisch und
multifaktoriell beeinflusste Erkrankung, deren pathogenetische Ursachen bislang
weitgehend unbekannt sind. Ein frihzeitiger Indikator fur die spatere Entwicklung von
arterieller Hypertonie, glomerularer Hyperfiltration und nachfolgenden
Nierenerkrankungen ist eine angeborene verminderte Nephronenanzahl.

Die Munich Wistar Fromter-Ratte (MWF) stellt ein ingezichtetes Tiermodell dar,
welches eine reduzierte Nephronenanzahl sowie eine spontane Hypertonie und
frihzeitig einsetzende Albuminurie (Uap) als ein erblich bedingtes Merkmal aufweist. In
einer in der Arbeitsgruppe durchgefihrten Kosegregations- und Kopplungsanalyse
zwischen der MWF- und der Spontan Hypertensiven-Ratte (SHR) konnte ein
signifikanter Quantitative Trait Lokus (QTL) mit Kopplung zur Albuminurie auf
Rattenchromosom (RNO) 8 nachgewiesen werden. Um den Einfluss dieses QTL auf
Albuminurie, Nierenstruktur und Nephronenanzahl zu testen wurde der konsome
Stamm MWEF-8°"R etabliert. Hierfiir wurde ausgehend von den Parentaltierstammen
MWF und SHR das SHR RNOS in den isogenetischen MWF Hintergrund Ubertragen.

Mannliche MWF-Tiere weisen bereits in der 8. Woche eine gegentiber SHR-Mannchen
55fach erhohte Uap auf. Im Gegensatz hierzu ergab die phanotypische Untersuchung

des konsomen Stammes MWF-85"R

eine fast vollstandige Eliminierung der friihzeitigen
Uab. Im weiteren Verlauf bis zur 32. Woche zeigte sich ein ahnlicher Befund. MWF-
Mannchen entwickeln in diesem Zeitraum eine steigende Uap bis in den fir Ratten
nephrotischen Bereich (> 150 mg/24h). Die Ua), der konsomen Ma&nnchen war dagegen
verglichen mit MWF-Mannchen zu jedem Zeitpunkt signifikant supprimiert. Die
Untersuchung der Gesamt-Nephronenanzahl in der 4. Woche ergab beim konsomen
Stamm eine gleichwertig verminderte Nephronenanzahl wie beim MWF-Stamm.
Gegenuber SHR-Tieren war die Nephronenanzahl der konsomen Tiere um 36%
reduziert (p<0,0001). Die zur Einschéatzung der strukturellen Nierenveranderungen
betrachteten Parameter Glomerulosklerose, tubulointerstitielle Schadigungen, renale
interstitielle Fibrose sowie renale Kollagen Il mRNA Expression waren in der 24.

Woche sowohl bei MWF- wie auch bei konsomen MWF-8%"R-Tieren signifikant hoher
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als bei SHR-Tieren. Bei Blutdruckmessungen in der 14. und 24. Woche lag der
Blutdruck der konsomen Tiere intermedidr zwischen den Werten der Parentaltiere. Um
zu prifen ob der Einfluss des QTL auf die Uap geschlechtsabhéngig ist, wurden
konsome MWF-8%"R-weibchen untersucht. Im Vergleich zu MWF-Weibchen wurden bei
diesen zu allen untersuchten Zeitpunkten hochsignifikant geringere Uap-Werte
nachgewiesen. Die Betrachtung von hetorozygoten konsomen F1-Tieren erlaubt
Ruckschlisse auf einen Gen-Dosis Effekt des MWF RNOS8. Es zeigte sich ein nicht
vollstandig rezessiver Einfluss auf die Albuminurie.

Um eine effektive Suche nach Albuminurie-Genen auf RNO8 durch Verkleinerung des
QTL zu gewahrleisten, wurde in der Arbeitsgruppe die Zucht kongener Linien aus den
Parentaltierstammen eingeleitet. Bei der Untersuchung vier bereits etablierter kongener
Linien zeigte sich ein sprunghafter Anstieg um 11,5 mg/24h von niedrigen zu hohen
Uap-Werten zwischen den beiden Stdmmen MWF.SHR(D8Rat71-D8Rat35) und
MWF.SHR(D8Rat71-D8Rat19). Aufgrund dieser Ergebnisse lasst sich die Zielregion,
die urspringlich 30 cM umfasste, auf einen 18,6 cM grol3en Bereich zwischen den
Markern D8Rat35 und D8Rat19 eingrenzen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass auf RNO8 mindestens ein Gen
liegen muss, welches die friihzeitige Manifestation und Progression der Uap bei MWF
entscheidend beeinflusst. Anders als bei bisher untersuchten QTL konnte hier
nachgewiesen werden, dass der Einfluss den das QTL auf RNO 8 auf die Uy, hat, vollig
unabhangig vom Nephronen-Defizit ist. Weiterhin wurde gezeigt, dass kein kausaler
Zusammenhang von strukturelle Nierenveranderungen oder Bluthochdruck mit der Uapp
besteht. Trotz eines sexuellen Dimorphismus bei MWF-Ratten, konnte die hohe
Relevanz des QTL auf RNO 8 fir die Uap flr beide Geschlechter belegt werden. Die

8SHR  sowie

vorliegenden Untersuchungen des konsomen Rattenstammes MWF-
kongener Linien ermdglichen die weitere ldentifizierung genetischer Faktoren und
molekularer Mechanismen die in der Pathogenese chronischer Nierenerkrankungen von

entscheidender Bedeutung sind.
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