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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Arterielle Hypertonie und ihre Folgen

Erhéhter Blutdruck fihrt jahrlich weltweit zu geschatzten 9,4 Millionen Todesfallen und
ist damit einer der wichtigsten globalen Risikofaktoren flir Morbiditat und Mortalitat (65).
Die Pravalenz der arteriellen Hypertonie liegt in Europa zwischen 30 % und 45 % und
steigt mit dem Lebensalter an (73). Im Rahmen der bundesweiten Studie zur
Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1) lag bei 29,9 % der Frauen und 33,3
% der Manner eine Hypertonie vor (80). Damit hat fast jeder dritte Erwachsene einen
nachgewiesenen Bluthochdruck.

Mit einer arteriellen Hypertonie steigt das Risiko von typischen Folge- und
Begleiterkrankungen, wie Retinopathie, koronare Herzkrankheit, Linksherzinsuffizienz
sowie zerebrovaskulare Schadigungen im Sinne von Schlaganféllen oder Blutungen.
Des Weiteren koénnen sich auf dem Boden atherosklerotischer Veranderungen
Aneurysmata und arterielle Verschlusskrankheiten entwickeln (36).

Im Rahmen der Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie nimmt die Niere eine
besondere Rolle ein: sie kann sowohl Ursache des Bluthochdrucks als auch Zielorgan
einer hypertensiven Endorganschadigung sein. Diese Schaden sind neben dem

Diabetes die haufigste Ursache fiir eine terminale Niereninsuffizienz (54).
1.2 Arterielle Hypertonie und die Niere
1.2.1 Blutdruckregulation

Der arterielle Blutdruck wird maRgeblich durch das Herzzeitvolumen und den
peripheren Widerstand bestimmt. Uber diese StellgréRen kann der Korper den
Blutdruck weitestgehend konstant halten und auf Druckschwankungen reagieren.
Dabei werden kurzfristige, sowie mittel- und langfristige Mechanismen zur
Blutdruckregulation unterschieden.

Kurzfristige Veranderungen werden meist reflektorisch Uber das vegetative
Nervensystem gesteuert. Zu diesem Regelkreis gehdren unteranderem die
Barorezeptoren, die je nach GefaRdehnung Einfluss auf das vegetative Nervensystem
nehmen und damit peripheren Widerstand und Herzzeitvolumen entsprechend

regulieren.



Einleitung

Zu den mittel- bis langfristigen Anpassungsmechanismen zahlen das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) und die Regulation des extrazellularen
Volumens Uber den Elektrolyt-Wasser-Haushalt (55). Diese Systeme werden im
Wesentlichen durch die Niere gesteuert und beeinflusst.

Sinkt der arterielle Druck in den Nieren wird Renin aus dem juxtaglomeruldren Apparat
freigesetzt und fuhrt zu einer vermehrten Bildung von Angiotensin |, das dann durch
das Angiotensin-Konversionsenzym (ACE) zu Angiotensin Il transformiert wird. Das
Gewebshormon Angiotensin Il wirkt vasokonstriktorisch und bewirkt eine Ausschuttung
von Vasopressin, Aldosteron und Adrenalin. Aldosteron fordert u.a. die
Natriumrickresorption und damit eine Wasserretention. Diese Mechanismen steigern

den Blutdruck und wirken einer Minderperfusion entgegen.

1.2.2 Arterielle Hypertonie

Definitionsgemal gilt ein systolischer Blutdruck > 140 mmHg und/oder ein diastolischer
Blutdruck > 90 mmHg als arterielle Hypertonie. Die Mehrzahl der Patienten leidet unter
der primaren Form der Hypertonie (90%). Bei der sogenannten essentiellen Hypertonie
sind keine sekundaren Krankheitsursachen nachweisbar. Es handelt sich um eine
multifaktorielle, polygene Erkrankung. Als Risikofaktoren fur die Entstehung einer
essentiellen Hypertonie gelten Rauchen, erhéhter Alkoholkonsum, zunehmendes Alter,
Ubergewicht und korperliche Inaktivitat (73, 9). Neben der medikamentdsen
Behandlung stellen somit Anderungen im Lebensstil eine wichtige Saule der
antihypertensiven Therapiestrategien dar. So wird als Basistherapie allgemein eine
Gewichtsreduktion, ein Beenden des Nikotinkonsums, eine salzarme Diat, ein

moderater Alkoholkonsum und korperliche Aktivitat empfohlen (73).

1.2.3 Hypertensive Nephropathie

Die hypertensive Nephropathie ist zweithaufigste Ursache einer terminalen
Niereninsuffizienz und erhdéht das Risiko flr diese um das 20fache (54). Als
Risikofaktoren sind eine langjahrige arterielle Hypertonie, positive Familienanamnese,
mannliches Geschlecht, Mikroalbuminurie, Diabetes mellitus, linksventrikulare
Hypertrophie, Alter > 50, Rauchen und ethnische Abstammung zu nennen. Es werden
drei Stadien unterschieden:

1. Mikroalbuminurie (30 — 300 mg/Tag)

2. Benigne hypertensive Nephrosklerose mit Albuminurie (> 300 mg/Tag)

3. Niereninsuffizienz bei arterio-arteriolosklerotischen Schrumpfnieren.
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Es kdnnen pathologisch zwei Formen unterschieden werden: die maligne und die
benigne Nephrosklerose. Haufiger ist die benigne Nephrosklerose, welche mit
mikrovaskularen Veranderungen, wie Hyalinose der glomeruldren Arteriolen,
Intimaverdickung und Verbreiterung der Lamina elastica interna einher geht. Sie ist
gekennzeichnet durch einen langsamen Krankheitsverlauf und fuhrt nur selten zu einer
terminalen Niereninsuffizienz. Bei der malignen Nephrosklerose kommt es histologisch
zu fibrinoiden Nekrosen und myointimalen Hyperplasien verursacht durch exzessiven
Bluthochdruck (110). Diese flhren im Verlauf zu einem Verlust der Autoregulation in
den afferenten Arteriolen und somit zu einer intraglomerularen Druckbelastung. Eine
fokale segmentale Glomerulosklerose (FSGS) und glomerulare Hypertrophien sind die
Folge (77). Die entstehende interstitielle Fibrose kann Uber eine chronische Hypoxie im
Bereich des Tubulointerstitiums erklart werden, die profibrotisch auf Tubuluszellen,
interstitielle Fibroblasten und Endothelzellen wirkt. Die Ursachen dieser Hypoxie sind
multifaktoriell. Dazu zahlen eine Imbalance vasoaktiver Substanzen, eine renale
Anamie und ein gesteigerter Metabolismus tubuldrer Zellen. Ein fortgeschrittener
tubulointestinaler Schaden ist mit dem Verlust peritubularer Kapillaren und Fibrose
verbunden, die wiederum die Sauerstoffversorgung der umliegenden Zellen
verschlechtert. Es resultieren Atrophien und Nekrosen, die wiederum profibrotisch
wirken - ein Circulus vitiosus (78).

Klinisch lasst sich als erster Hinweis auf eine renale Schadigung eine Mikroalbuminurie
feststellen (110). Die Diagnose wird bei langjahriger Hochdruckanamnese mit neu
aufgetretener Proteinurie und steigenden Retentionsparametern sowie hypertensiven

Folgeschaden anderer Organsysteme gestellt.

1.2.4 Prophylaxe und Therapie

Die aktuellen europaischen Leitlinien flir das Management der arteriellen Hypertonie
stellen die Fruherkennung und Pravention in den Mittelpunkt. Eine Blutdruck-
Screening-Messung wird bei einem Blutdruck < 120/80 mmHg alle finf Jahre und bei
hochnormalem Blutdruck (130-139/85-89 mmHg) mindestens jahrlich empfohlen
(120).

Die Therapie der arteriellen Hypertonie richtet sich nach der Héhe des Blutdrucks und
dem Vorliegen von Risikofaktoren, Endorganschaden, Diabetes mellitus und
kardiovaskularen oder renalen Erkrankungen. Aus diesen Faktoren lasst sich das
kardiovaskulare Gesamtrisiko abschatzen. Bereits ab einem hochnormalen Blutdruck
(130-139/85-89 mmHg) und 1-2 Risikofaktoren werden Lebensstil-dndernde

Maflnahmen empfohlen. Dies beinhaltet:
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e Eine Einschrankung der Kochsalzzufuhr auf 5-6 g pro Tag.

e Eine Beschrankung des Alkoholkonsums auf nicht mehr als 20-30 g Alkohol pro
Tag bei Mannern und nicht mehr als 10-20 g pro Tag bei Frauen.

e Ein erhdhter Konsum von Gemiise, Friichten und Milchprodukten mit niedrigem
Fettgehalt.

e Eine Gewichtsreduktion auf einen BMI von 25 kg/m? und einen Taillenumfang
von < 102 cm bei Mannern und < 88 cm bei Frauen.

¢ Regelmalige Bewegung, z.B. moderates dynamisches Training fir mindestens
30 Minuten an 5 bis 7 Tagen pro Woche.

e Eine Raucherberatung, mit dem Ziel das Rauchen zu beenden.

Eine zusatzliche medikamentése Therapie ist ab einem Blutdruck > 140/90 mmHg
indiziert. Zur Auswahl stehen Diuretika, Betablocker, Calciumantagonisten,
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)-Hemmer und Angiotensin-Rezeptorblocker
(ARB). Je nach Grunderkrankung, Kontraindikation und Begleiterkrankungen sind
einzelne Antihypertensiva zu bevorzugen (68).

Endorganschaden, wie die hypertensive Nephropathie, verlaufen meist ohne klinische
Symptome und flhren oft zu einer chronischen Niereninsuffizienz. Zu den Friihzeichen
gehoren die Albuminurie und eine reduzierte glomerulare Filtrationsrate (GFR). Diese
Parameter dienen nicht nur der Einschatzung der renalen Situation, sondern auch des
kardiovaskularen Gesamtrisikos. Ab einer Albuminurie > 10 mg/Tag, beziehungsweise
eine Albumin-Kreatinin-Ratio von > 10 mg/g steigt das Risiko einer Niereninsuffizienz
und kardiovaskularer Komplikationen (69, 1).

Bei bestehender arterieller Nephropathie wird eine konsequente Blutdruckeinstellung <
130/80 mmHg empfohlen (73). Substanzklasse der ersten Wahl sind ACE-Hemmer,
ARB und direkte Renin-Inhibitoren, deren nephroprotektive Wirkung belegt ist (73).
Uber die Beeinflussung des RAAS wird die Proteinurie und die Progression der
Niereninsuffizienz im Vergleich zu Antihypertensiva anderer Substanzklassen effektiver
gehemmt (29, 51).

1.2.41 Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)-Hemmer

Zur Medikamentengruppe der ACE-Hemmer gehért unter anderem das
Antihypertensivum Captopril. Als Inhibitor des Angiotensin-Converting-Enzyms hemmt
es die Bildung von Angiotensin Il aus Angiotensin |. Dadurch sinkt die Konzentration

von Angiotensin Il und Aldosteron. Indiziert ist Captopril bei einer arteriellen Hypertonie
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zur Blutdrucksenkung, bei Herzinsuffizienz im Besonderen nach Myokardinfarkt um ein
Remodelling gunstig zu beeinflussen und zur Nephroprotektion bei diabetischer

Nephropathie.

1.2.4.2 Sport

Es ist allgemein anerkannt, dass regelmalige kdrperliche Aktivitdt positive
kardiovaskulare Effekte auf die Entwicklung und Behandlung von Bluthochdruck und
seine Folgeschaden hat.

Die aktuellen Leitlinien fur das Management der arteriellen Hypertonie (120) empfehlen
in jedem Stadium der arteriellen Hypertonie regelmafRige koérperliche Aktivitat. Der
Trainingsumfang ist nur ungenau definiert. Es wird beispielhaft zu Ausdauersport
(Schwimmen, Laufen, Joggen) flir mindestens 30 Minuten an 5-7 Tagen pro Woche
geraten.

Im Rahmen der arteriellen Hypertonie nimmt die Niere eine besondere Rolle ein da sie
sowohl Ursache als auch Zielorgan im Sinne einer hypertensiven Endorganschadigung
sein kann. Ein erhdhter Blutdruck gilt als wesentlicher Risikofaktor fur die Entstehung
einer chronischen Nierenerkrankung (30). Die genauen Auswirkungen von
kérperlichem Training auf bluthochdruckbedingte Nierenschaden sind jedoch weiterhin
unklar.

So konnte einerseits ein blutdrucksenkender Effekt durch Training beobachtet und
renoprotektive Adaptionsmechanismen dokumentiert werden (2, 15, 30, 45).
Andererseits gibt es jedoch auch, je nach Alter und Trainingsintensitat, Hinweise auf
einen schnelleren Progress hypertensiver Nierenschaden (18). Besonders kontrovers
ist die Datenlage in Bezug auf die Auswirkung von regelmafiger korperlicher Aktivitat
auf den Verlauf chronischer Nierenerkrankungen (7). Kuru et al. konnten eine
Zunahme der histopathologischen Nierenschaden (arterielle Wandverdickung, fokale
Tubulusathrophien, interstitielle entzindliche Infiltrate) in trainierten spontan
hypertensiven Ratten (SHR) unter NO-Inhibition (N-Nitro-L-arginin-methylester-
hydrochlorid) nachweisen (63). Regelmalige Bewegung bewirkte dagegen in einigen
Studien eine Abnahme der Glomerulosklerose am niereninsuffizienten Tiermodell (59).
Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass korperliche Aktivitdt in den Nieren
normotensiver Ratten andere Anpassungsvorgange induziert als in den hypertensiven
Kontrollen. Trainierte SHR zeigten einen Abfall der Kreatininclearance, eine erhéhte
Natriu- und Kaliurese sowie eine verminderte Angiotensin-II-Rezeptor Subtyp 1 (AT+-R)

Expression im Gegensatz zu den normotensiven Kontrollen (15). Auch Ito et al. (2013)
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wiesen nach, dass korperliche Aktivitdt oxidativen Stress in SHR reduzieren und

gleichzeitig in normotensiven Ratten erhéhen kann.

1.3 Versuchstiere

1.3.1 Spontan hypertensive Ratten

Die spontan hypertensive Ratte (SHR) ist das am haufigsten genutzte Tiermodell zur
Erforschung der essentiellen Hypertonie und seiner Folgeschaden (62, 90). Der SHR-
Stamm wurde 1963 erstmalig von Okamoto und Aoki durch die Kreuzung von Wistar
Kyoto Ratten mit erhéhtem Blutdruck gezichtet (83). Die Hypertonie wird
polygenetisch vererbt (92). Die Tiere entwickeln nach 12-14 Wochen einen
Bluthochdruck mit systolischen Werten zwischen 180 und 200 mmHg. Die weiblichen
Ratten sind durch niedrigere systolische Blutdruckwerte von 175 mmHg
gekennzeichnet (22, 90). Die ersten hypertensiven Nierenschaden sind ab der 30.
Lebenswoche nachweisbar und nehmen mit dem Alter zu. In der 60. Lebenswoche
sind ausgedehnte schwere Nierenschaden zu finden, die aber nicht immer zu einem
Nierenversagen flhren. Da die histomorphologischen Veradnderungen denen des
Menschen sehr ahnlich sind, ist die spontan hypertensive Ratte ein etabliertes
Tiermodell zur Untersuchung der hypertensiven Nephropathie (62, 125). Die
Nierenschaden umfassen renale Vaskulopathien, Tubulusatrophien, interstitielle
Fibrose, Glomerulopathien mit begleitender Proteinurie und inflammatorische
Infiltrationen (39).

Diese entstehen einerseits direkt durch den erhdhten Perfusionsdruck (91),
andererseits durch eine Uberschieliende Aktivierung des RAAS (58, 79). Der Einfluss
des sympathischen Nervensystems scheint das Fortschreiten der Erkrankung weiter zu

unterstutzen (31).

1.3.2 Wistar Hannover Ratten

Die Wistar Hannover Ratten sind ein Albino-Ratten-Stamm, der in der Forschung weit
verbreitet ist. Durch ihre Langlebigkeit und geringe Inzidenzrate an Spontantumoren
eignen sie sich besonders fir Langzeitstudien. Haufig wird bei Studien an SHR als
normotensives Vergleichskollektiv die Wistar Kyoto Ratten eingesetzt. Diese zeigen
aber im Vergleich zu den Wistar Hannover Ratten je nach Lieferant Unterschiede in

den Blutdruckwerten und in der Wachstumsrate (62).
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1.4 Nierenfunktion und Molekulare Parameter

1.4.1 Nierenretentionsparameter

Retentionsparameter sind im Blut quantitativ bestimmbare Substanzen, die bei
abnehmender Nierenfunktion akkumulieren. Sie dienen der Diagnostik und
Verlaufskontrolle von Nierenerkrankungen. Dazu gehdren die harnpflichtigen
Substanzen Kreatinin und Harnstoff, der Harnstoff-Stickstoff und das Protein Cystatin
C. Die gemessenen Konzentrationen im Serum lassen Ruckschlisse auf die aktuelle
GFR zu. Im Klinischen Alltag wird haufig die Kreatininkonzentration im Blut zur
Bestimmung der GFR genutzt. Kreatinin fallt hauptsachlich als Produkt des
Muskelstoffwechsels an und wird in der Niere frei filtriert, nicht reabsorbiert und bis zu
15% aktiv sezerniert. Als Nachteil anzusehen ist, dass die Kreatininwerte erst ab einer
50%igen GFR-Einschrankung zuverlassig steigen. Daher ist dieser Parameter zur
Fruherkennung von Nierenfunktionseinschrankungen ungeeignet. Bei unterschiedlicher
Muskelmasse sind die Werte nicht vergleichbar. Unter Kachexie und Bettlagerigkeit
sind die Kreatininwerte falsch niedrig und bei Trainierten falsch hoch. Daher wurde fir
diese Arbeit der Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) als Parameter der Nierenfunktion
gewahlt. Dabei wird der im Harnstoff enthaltende Stickstoffanteil gemessen und in
mg/dl angegeben. Der Normwert fir den Menschen liegt zwischen 6 — 25 mg/dI.
Harnstoff ist ein Abbauprodukt des Proteinstoffwechsels und wird ebenfalls frei filtriert
aber nur zu 40 % ausgeschieden. Die Harnstoffclearance ist direkt abhangig von GFR
und Diurese und eignet sich daher als Mal fir die Nierenfunktion. Bei starken
Veranderungen im Proteinstoffwechsel wie z.B. bei proteinreicher Diat, ausgedehnten
gastrointestinalen Blutungen, Kortisontherapie oder ausgedehntem Gewebezerfall
kénnen die Werte falsch erhoht sein. Bei Lebererkrankungen, niedriger Proteinzufuhr
und kataboler Stoffwechsellage sind die BUN-Werte reduziert (114). In den SHR liegen
die Normwerte in der 8. bis 30. Lebenswoche zwischen 12 und 25 mg/dl, wobei die

weiblichen Tiere niedrigere Werte zwischen 12 — 17 mg/dl aufweisen (28, 52).

1.4.2 Extrazellularmatrix

Ein Hauptmerkmal der hypertensiven Nephrosklerose ist die interstitielle Fibrose. Diese
ist durch eine Anreicherung von extrazellularer Matrix (ECM) gekennzeichnet. Kollagen
als eines der Hauptbestandteile der ECM ist nicht nur Strukturprotein, sondern auch
wichtig fur Zelldifferenzierung, -wachstum und Zelladhasion (3). Ein Frihzeichen der

Fibrose ist die Entstehung und Anreicherung von Myofibroblasten aus Fibroblasten im
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Interstitium. Myofibroblasten produzieren vorwiegend Kollagen |, Ill und Fibronektin,
dessen Akkumulation zur interstitiellen Fibrose fiihrt (76).

SHR sind ein etabliertes Tiermodell zur Untersuchung der arteriellen Hypertonie und
einer natirlich entstehenden terminalen Niereninsuffizienz (39, 125). Ab der 30. Woche
sind erste glomerulare und arteriosklerotische Veranderungen nachweisbar. Parallel
entwickelt sich eine Albuminurie, die altersabhangig steigt (25). Der Grad der
Glomerulosklerose und damit die hypertensiven Nierenschaden sind progredient,
fihren aber nicht immer zu einer Niereninsuffizienz. 60-70 Wochen alte SHR zeigen
histologisch eine schwere Nephrosklerose verbunden mit renalen und
hamodynamischen Veranderungen (39, 40). Dazu gehdren ein erhdhter
intraglomerularer Druck, ein reduzierter renaler Plasmafluss und eine steigende
Filtrationsfraktion mit begleitender Proteinurie (125).

Kollagen I, 1l und Fibronektin sind die Hauptbestandteile der Extrazellularmatrix, die im
Laufe einer entstehenden Fibrose vermehrt gebildet werden, und dienen somit als
Marker fur den Verlauf (40, 124). Daruber hinaus gilt eine hohe Kollagen-1-
Genexpression als ein unabhangiger Pradiktor fir ein reduziertes renales Outcome
(112).

Der Transforming growth factor beta (TGF-f) ist ein ubiquitar vorkommendes Zytokin.
Als Signalmolekul hat es para- und autokrine Wirkung auf Zellwachstum,
Zelldifferenzierung, Entziindungs- und Regenerationsprozesse (16). So kann TGF-f3
unter anderem die Expression von Fibronektin und Kollagen-1 in Fibroblasten und
deren Integration ins Gewebe steigern (44). TGF-B1 induziert nicht nur die Synthese
der ECM-Komponenten, sondern hemmt auch gleichzeitig deren Abbau (67). Aufgrund
dieser profibrotischen Wirkung wird TGF-B1 eine zentrale Rolle bei der Entstehung der
renalen Fibrose zugeschrieben. Die Expression ist im Rahmen chronischer
Nierenerkrankungen entsprechend hochreguliert (10).

Das Glykoprotein Fibronektin ist wichtig fur Zelladhasion, -migration, -wachstum und
-differenzierung. Splicevarianten des Fibronektin haben eine prognostische Funktion
fur das Ausmal einer renalen Fibrose (23).

Die Proteoglykane Decorin und Biglycan sind biologisch aktive Strukturproteine und
kénnen gebunden an Matrixkomponenten oder I6slich vorliegen. Small-Leucine-Rich-
Proteoglykans (SLRP) beeinflussen Struktur und Anordnung der ECM und sind an
Zelldifferenzierung, -proliferation und -apoptose beteiligt. Decorin wird durch renale
Fibroblasten produziert, akkumuliert in der ECM bei fibrotischen Prozessen und zeigte
sich als guter Marker flir einen Progress chronischer Nierenerkrankungen. Ein

Hauptbindungspartner ist Kollagen-1, dessen Anordnung dadurch beeinflusst wird. Bei
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der tubulointerstitiellen Fibrose liegt Decorin vermehrt in gebundener Form vor und
verliert damit seine Funktion als I6sliches Signalmolekil. In dieser Form ist es in der
Lage TGF-B zu neutralisieren oder Uber verschiedene Rezeptoren antiapoptotisch zu
wirken. Zusammenfassend wird Decorin eine antifibrotische Wirkung Uber die
Interaktion mit TGF-B und rezeptorvermittelte Signalkaskaden zugeschrieben. Biglycan
kann ebenfalls an Kollagen-1 binden und ist bei fibrotischen Veranderungen
hochreguliert. Eine vermehrte Expression kann durch TGF-f induziert werden. Es gibt
Hinweise darauf, dass Biglycan an profibrotischen und inflammatorischen Prozessen

verschiedener Nierenerkrankungen beteiligt ist (102).

1.4.3 Ornithindecarboxylase

Die Ornithindecarboxylase (ODC) ist neben der Adenosylmethionindecarboxylase das
geschwindigkeitsbestimmende Schllsselenzym der Polyamin-Biosynthese. Sie
katalysiert die Reaktion von L-Ornithin zu Putrescin und CO.. Zu den Polyaminen
gehdren Putrescin und die daraus entstehenden biogenen Amine Spermin und
Spermidin.  Aufgrund ihrer stabilisierenden Wirkung auf neusynthetisierte
Desoxyribonukleinsdure (DNA), Ribonukleinsdure (RNA) und Membranlipide sind sie
essentiell fur Zellwachstum, -differenzierung und die Proteinbiosynthese (89). ODC hat
eine sehr kurze Halbwertzeit (10 — 60 min) und wird ubiquitinunabhangig durch das
Protein Antizym destabilisiert und im Proteasom abgebaut (8). Eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren und Onkogenen konnen die ODC-Expression und Aktivitat
erhdhen (88). Welche Rolle ODC im Rahmen chronischer Nierenerkrankungen
einnimmt, ist aktuell wenig erforscht. Eine renale Expressionserhdhung wurde im
Rahmen von Diabetes (86), nach einseitiger Nephrektomie (6, 42), sowie nach der
Injektion von Testosteron, Wachstumshormonen und Hydrokortison nachgewiesen
(100). Die durch den Diabetes bedingte Nierenhypertrophie wird durch die erhéhte
ODC-Aktivitat direkt beeinflusst und kann durch eine ODC-Hemmung aufgehalten
werden (87, 113). Um den Zusammenhang zwischen der Entstehung von arteriellem
Bluthochdruck und dem Einfluss der Polyamine zu untersuchen, wurde haufig der
spezifische ODC-Inhibitor Difluoromethylornithine (DFMO) eingesetzt. In SHR bewirkt
DFMO eine Reduktion der erhdhten Polyaminkonzentration in den arteriellen Gefalden,
sowie eine Senkung des Blutdrucks und der hypertensionbedingten GefalRschaden
(21, 109). Nach Angiotensin-Il Infusionen erhdht sich neben dem Blutdruck die
Polyaminkonzentration in den GefalRen von Wistar-Kyoto Ratten. Dieser Effekt kann
durch DFMO deutlich reduziert werden (43).
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Zu den Auswirkungen von Sport auf die renale ODC-Expression gibt es zurzeit keine
Daten. Sowohl im Herzmuskel als auch im Skelettmuskel steigt die ODC-Aktivitat durch
korperliche Aktivitat (115, 116).

1.4.4 Parathormon-related Protein

Das Parathormon-related Protein (PTHrP) gehért zur Familie der Parathormone (PTH).
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum PTH aktiviert es ebenfalls den Typ-I-
PTH/PTHrP-Rezeptor (PTH1-R). Die Auswirkungen auf Knochen und Nieren zur
Aufrechterhaltung der Calciumhomdostase sind dementsprechend identisch. Dennoch
wurden grundlegende Unterschiede zwischen diesen Proteinen beschrieben.

Das PTHrP-Gen ist deutlich komplexer, besteht aus neun unterschiedlichen Exons und
kann damit zu zwodlf verschiedenen Transkripten fuhren. Beim Menschen kdnnen
gewebsspezifisch drei initiale Translationsprodukte unterschieden werden, wahrend
bei der Ratte nur eins beschrieben ist. Durch alternatives Spleilen entstehen beim
Menschen drei Isoformen: PTHrP (1-36), PTHrP (38—-94) und PTHrP (107-139) (105).

Wahrend PTH als klassisches endokrines Hormon aus der Nebenschilddrise
freigesetzt wird, wirkt PTHrP Uberwiegend para-/auto-/intrakrin und ist nahezu in jedem
Gewebe nachweisbar (17, 24, 61, 104).

Ausschlief3lich PTHrP (1-36) kann neben PTH an den PTH1-R binden. Der PTH1-
Rezeptor gehoért zu den G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren. Meist wird tber das Gas-
Protein der Cyclo-AMP/Proteinkinase A(cAMP/PKA)-Signal-Weg aktiviert. Eine
Desensibilisierung konnte bei wiederholter Aktivierung beobachtet werden (5).

Die Halbwertszeit der PTHrP-mRNA liegt zwischen 30 Minuten und 3 Stunden. Diese
kann durch verschiedene Faktoren wie zum Beispiel TGF-f beeinflusst werden (70).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche physiologische Eigenschaften des PTHrP
entdeckt. So wirkt PTHrP unteranderem als Wachstums- und Differenzierungsfaktor,
als Vasodilatator und kalziotropes Hormon in den unterschiedlichsten Organsystemen
(17). Eine Ubersicht gibt eine Tabelle von Schliiter und Ross (2006):

Tab. 1: Gewebespezische Wirkungen von PTHrP

Organ Wirkung Wirkmechanismus
Knorpel Differenzierung Intrakrin

Knochen Osteolyse Parakrin
Haut/Haare Differenzierung Autokrin/Parakrin
Glatter Muskel Relaxation Autokrin/Parakrin

10
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Endothel Apoptosetoleranz Intrakrin
Plazenta Wachstum Intrakrin
Herz (-muskel) Inotropie Parakrin

Chronotropie

Brust/Laktation Ca*-Transport in = Autokrin/Endokrin
die Milch

Niere Kalziumtransport Parakrin
Phosphattransport
Renaler Blutfluss

Lunge Surfactantbildung Autokrin/Endokrin
Differenzierung

Magen-Darmtrakt Motilitat, Autokrin
Differenzierung

Leber Akut-Phase- Parakrin
Antwort

Pankreas Differenzierung Parakrin

Nebenschilddriise PTH-Freisetzung Autokrin

Zentralnervensystem | ADH-Freisetzung Autokrin

Blutdruckregulation

PTHrP und der PTH1-R sind im gesamten Nierenparenchym und dem renalen
GefalRsystem nachweisbar (24, 96, 104). Die regulatorische Wirkung von PTHrP auf
Glomeruli, Tubulusepithelzellen und Gefallsystem sind in den letzten Jahren naher
untersucht worden. Im Tubulussystem foérdert es die Calciumreabsorbtion und inhibiert
die Phosphat- und Bicarbonatreabsorption. PTHrP hat einen relaxierenden und
proliferativen Effekt auf glatte GefalRmuskelzellen. Durch mechanischen Stress und
Vasokonstriktoren wie Angiotensin Il, Serotonin und Bradykinin kann die
Genexpression induziert werden. PTHrP wirkt somit als lokaler vasodilatierender
Gegenspieler im kardiovaskularen System (CVS) (17, 24, 61, 104) und scheint eine
Rolle bei der Entstehung der Hypertonie zu spielen.

In der Niere gilt PTHrP als potentester renaler Vasodilatator und steigert damit den
renalen Blutfluss und die GFR. Durch die Induktion der Reninsekretion in den
juxtaglomerularen Zellen nimmt PTHrP weiteren Einfluss auf Blutdruckregulation und
Wasserhaushalt. (17, 24, 101)

Im Rahmen von Nierenschaden, -ischamien, bei chronischem oder akutem

Nierenversagen, Nephropathien und Glomerulonephritiden wird PTHrP vermehrt
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exprimiert, wahrend der PTH1-Rezeptor supprimiert wird (17, 24, 74, 98). An Modellen
zum akuten Nierenversagen wurde zudem der mitogene und regenerierende Effekt
des PTHrP nach renalen Schaden deutlich (98, 107). Zunachst wurde dem PTHrP
durch seine proliferative Wirkung auf Mesangium- und Tubulusepithelzelen eine
renoprotektive Rolle zugeschrieben. In nachfolgenden Studien zur diabetischen
Nephropathie zeigte sich jedoch, dass die Uberexpression von PTHrP und seinem
Rezeptor zu einer renalen Hypertrophie, Proteinurie und einem verschlechterten
Outcome fuhrte. Angiotensin Il bewirkt diese PTHrP-Erhdhung, welche wiederum die
TGF-B-Expression induziert und fir die Hypertrophie von Podozyten und
Mesangiumzellen verantwortlich ist (95, 96). An diversen experimentellen Modellen
zum akuten Nierenversagen konnten fur PTHrP sowohl proinflammatorische als auch
profibrotische Effekte nachgewiesen werden (84, 94).

Studien am hypertensiven Tiermodel lassen vermuten, dass PTHrP an der Entstehung
genetisch bedingten Bluthochdrucks maRgeblich beteiligt sein kdnnte. An transgenen
Mausen konnte der hamodynamische Einfluss im Sinne einer Blutdrucksenkung durch
eine selektive PTHrP-Uberexpression bereits gezeigt werden (93). In SHR ist die
PTHrP-Expression sowohl in den aortalen Gefallen (81) als auch in den renalen
Gefalen erhoht (75). Im Gegensatz dazu ist der PTH1-R in der Niere um 65%
herunterreguliert und fuhrt zu einem erhdhten renovaskularen Widerstand (RVR) (75).
Insgesamt scheint die vasodilatierende Eigenschaft von PTHrP in den SHR gestort
(26). Ursachlich ist das in den SHR erhdhte Angiotensin I, dass Uber den AT:-R
blutdruckunabhéngig die PTH1-R-mRNA in den SHR destabilisiert (118). Daher
kénnen ATi-Rezeptorantagonisten die PTH1-R-Expression in den SHR erhéhen und

die PTH1-R-vermittelte renovaskulare Dilatation wiederherstellen (118).

1.4.5 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist ein wichtiger Regelkreislauf zur
Regulation von Blutdruck, Wasser- und Elektrolythaushalt. Wird die Kaskade aktiviert,
schittet der juxtaglomeruldre Apparat der Niere das Enzym Renin systemisch aus.
Diese Reninfreisetzung kann durch einen niedrigen renalen Perfusionsdruck, eine
Hypovolamie, eine Hyponatriamie oder durch hypotonen Harn ausgelést werden. Das
sympathische Nervensystem kann Uber [1-Rezeptoren die Reninausschuttung
ebenfalls erhdhen. Renin spaltet aus Angiotensinogen Angiotensin | ab. Das ACE
katalysiert in einem zweiten Schritt die Reaktion vom Angiotensin | zum Endprodukt
und Haupteffektor Angiotensin Il. Angiotensin Il wirkt vasokonstriktorisch, fordert Durst

und Salzappetit, reduziert den renalen Blutfluss und die GFR und stimuliert die
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Synthese von Aldosteron in der Nebenniere. Aldosteron wiederum steigert die Natrium-
und Wasserruckresorbtion in der Niere. Beide Enzyme hemmen im Sinne einer
negativen Rickkopplung die Reninsekretion. Insgesamt bewirkt das RAAS Uber diese
Mechanismen eine Erhdéhung des Blutdrucks und Stabilisierung der Hamodynamik
(57).

Es gibt Hinweise, dass eine lokale intrarenale Aktivierung des RAAS an der
Pathogenese von Bluthochdruck und Nierenschaden beteiligt ist. In SHR ist der
erhohte renale Angiotensin II-Spiegel auf eine gesteigerte Angiotensinogenproduktion
zurUckzufuhren und wird fur die hypertensiven Nierenschaden verantwortlich gemacht.
Fir diese These spricht, dass die pathologischen Nierenveranderungen durch einen
ARB abgeschwacht oder sogar aufgehalten werden kdnnen. Im Zusammenhang mit
chronischen Nierenerkrankungen ist ebenfalls eine Gbermaflige Aktivierung des RAAS
beschrieben. Angiotensin Il wirkt hier profibrotisch und flihrt zu einer Steigerung des
glomerularen Hochdrucks und einer tubulointerstitiellen Hypoxie. (57) Darliber hinaus
reduzieren ACE-Hemmer und ARB blutdruckunabhangig die Proteinurie bei
chronischer Niereninsuffizienz (56).

Die Effekte von Angiotensin Il im Rahmen der Hypertonie werden hauptsachlich Gber
den AT:-R vermittelt. Der Rezeptor ist in der gesamten Niere vertreten und unterliegt
einer komplexen Regulation, die sich je nach Lokalisation unterscheidet. (79)

Einige Studien untersuchten bereits den Einfluss von Sport auf das RAAS. So bewirkt
Schwimmtraining in SHR eine Reduktion der renalen AT:-R Expression (15) und der
Serum-Angiotensin llI-Konzentration (123). Durch Ausdauertraining niedriger Intensitat
wurde nicht nur die Angiotensinogenexpression sondern auch das lokale RAAS in den
Nierenarterien der SHR herabreguliert (48). Im Gegensatz dazu beobachteten Maeda
et al. (2004) in Rattennieren unmittelbar nach einem Laufradtraining eine RAAS-
Aktivierung. Angiotensinogen, ACE und Angiotensin Il wurden trainingsbedingt
hochreguliert (72).

13
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1.5 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss von erhéhter kérperlicher Aktivitat auf die renalen
Umbauprozesse im Rahmen der arteriellen Hypertonie zu untersuchen. Die arterielle
Hypertonie sowie ihre renalen Folgeschaden sind weit verbreitet und haben eine grolde
Bedeutung als ,Volkskrankheiten®. Sport, oder besser gesagt ein aktiver Lebensstil, als
kostenglnstige und vielen zugangliche Therapieoption wird in jedem Stadium der
Hypertonie empfohlen. In welchem Umfang und in welchem Rahmen ist jedoch nicht
genau definiert. Aktuell gibt es nur wenige Daten wie sich die kdrperliche Aktivitat auf
die Niere im Rahmen der Hypertonie auswirkt.

Um neue Erkenntnisse zu dieser Thematik zu gewinnen wurden SHR und Wistar-
Ratten im Laufradmodell trainiert und die Nieren auf deren Funktion, Histologie und
veranderte Expression wichtiger molekularer Parameter untersucht. Erganzend wurde
der Einfluss einer medikamentdsen antihypertensiven Therapie mit der des Trainings
verglichen. Des Weiteren stellte sich die Frage welche Bedeutung der Zeitpunkt des
Trainingsbeginns und die Trainingsdauer auf die genannten Parameter hat. Zu diesem
Zweck wurde einerseits das Alter zu Trainingsbeginn (6 Wochen und 12 Monate) und
andererseits die Trainingsdauer (1,5, 3, und 6 Monate) variiert. Somit startete ein Teil

der Tiere vor Entwicklung und ein Teil bei etabliertem Hypertonus mit dem Sport.
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

In dieser Arbeit wurden insgesamt 36 Wistar Hannover Ratten und 66 SHR untersucht.

Tab. 2: Einteilung und Kennzeichnung der untersuchten Tiere in Versuchsgruppen.

Alter Tier Trainingsdauer Medikation | Anzahl | Abk.
(n)

1,5 Monate Wistar 6 W1,5
SHR 6 S1,5

3 Monate SHR 6 S3
SHR 1,5 Monate 6 S 3-R

4.5 Monate SHR 6 S4,5
SHR 3 Monate 6 S 4,5-R

7,5 Monate Wistar 6 W75
Wistar | 6 Monate 6 W 7,5-R
SHR 6 S75
SHR 6 Monate 6 S75-R

18 Monate Wistar 6 W18
Wistar | 6 Monate 6 W 18-R
Wistar 6 Monate |6 W 18-C
SHR 5 S 18
SHR 6 Monate 6 S 18-R
SHR 6 Monate |6 S 18-C
SHR 6 Monate 6 Monate |6 S 18-CR
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Das Koérpergewicht und die Laufparameter wurden wochentlich erhoben. Die
Blutdruckwerte wurden in den ersten sechs Wochen ebenfalls wochentlich gemessen,
danach alle zwei Wochen. In den 7,5 Monate und 18 Monate alten Tieren ab der

13./14. Woche nur noch vierwochentlich.

2.2 Tierkollektiv und Probenmaterial

2.2.1 Tierkollektiv

Die untersuchten Nieren entstammten jeweils aus sechs Wochen bis achtzehn Monate
alten weiblichen SHR und Wistar Hannover Ratten. Diese Tiere wurden im Tierstall des
Physiologischen Institutes der Justus-Liebig-Universitdt gezlchtet und unter
konstanten Bedingungen (Temperatur 23 + 2°C, Luftfeuchtigkeit 50 £ 10%) bei
naturlichem Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die Tiere hatten zu jeder Zeit freien
Zugang zu Trinkwasser und Futtermittel (Teklad Global 18% Protein Rodent Diet).

Die Tiere der Trainingsgruppen wurden einzeln mit freiem Zugang zu einem Laufrad
gehalten. Der mit dem Laufrad verbundene Computer zeichnete samtliche
Trainingsparameter auf. Die jeweilige Kontrollgruppe bestand aus 6 bis 7 Tieren, die in

Eurostandard Typ Ill Kafigen auf Einstreu WH - Grade 6 gehalten wurden.

2.2.2 Probenmaterial

Nieren

Die untersuchten Nieren wurden nach der Entnahme in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C bis zur Verarbeitung gelagert. Die Tiertdtung und Organentnahme der
7,5 und 18 Monate alten Tiere fand im Rahmen der Arbeiten von Da Rebelo et al.
(2012) und Horn (2015) statt.

Plasma
Das Blut wurde nach der Herzentnahme aspiriert und mit Lithiumheparin versetzt.
Nach anschlieBendem Zentrifugieren bei 3.000 rpm fir 10 Minuten wurden die

Plasmaproben bei - 20°C gelagert.
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2.3 Allgemeines Material

2.31
Einstreu WH - Grade 6
Gitterdeckel aus Edelstahl

Kunststoffkafige aus Polycarbonat

Tierhaltung

Polycarbonat-Trankeflaschen (720 ml)
Trankekappen aus Edelstahl
Teklad Global 18% Prot. Rodent Diet

AGILO-Box 55 |
Bike Computer Topline BC 506
Laufrad mit Stander, @ 280 mm

2.3.2 Allgemeine Laborgerate

Homogenisator (Precellys 24)
Laborwaage

MS2 Minishaker IKA®
Schuttler
UV-Stratalinker®2400

Zentrifugen

Altromin, Lage-Lippe

Tecniplast GmbH, Hohenpeilienberg
Tecniplast GmbH, Hohenpeilienberg
Teciplast GmbH, Hohenpeilienberg
Tecniplast GmbH, Hohenpeilienberg

Harlan Europe

Rotho Kunststoff AG, Albbruck
Sigma Elektro GmbH, Neustadt

Trixie, Trap

PEQLAB, Erlangen

Kern & Sohn GmbH, Balingen
IKA-Werke, Staufen
Biometra, Géttingen
Stratagene, USA

Beckman Coulter, USA

2.3.3 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Blotterpapier

Einwegskalpell, steril
Glaskapillaren

Hamiltonspritze

iCycler iQ PCR Plates, 96 well
Kanule

Leukofix

Membranen (Nitrocellulose) Protran®
MikroSchraubréhre 2ml

Micro Tubes

NuPAGE 10% Bis-Tris Gel (15well)

Pipettenspitzen

Biotec-Fischer, Reiskirchen
PFM medical AG, Koéln

Bayer, USA
Hamilton-Bonaduz, Schweiz
BioRad, Miinchen

B.Braun, Melsungen

BSN medical GmbH, Hamburg
Whatman GmbH, Dassel
SARSTEDT, Numbrecht
SARSTEDT, Numbrecht

Life Technologies, USA
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
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Pipetten
Spritze 10m|
Schwamme

U-férmige Wells

2.3.4 Chemikalien

Aqua bidest

Albumin Fraktion V.

Cell Lysis Buffer
Chemiluminescent Substrate
Chloroform

DTT

dNTP

Ethanol

Isopropanol

Laemmli Lysis Buffer

Methanol

M-MLV-RT

NuPAGE® Antioxidant
NuPAGE® Transfer Buffer (20x)
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer
Oligo dt

PMSF

RNAsin

5xRT-Puffer

Spectra Multicolor Protein Ladder
SYBR Green PCR-Mix

TBS (20x)

peqGOLD TriFast

Tween®20

Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit

Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

B.Braun, Melsungen
Invitrogen, USA

Greiner bio-one, Frickenhausen

B. Braun, Melsungen
Roth, Karlsruhe
CellSignalling, USA
Thermo Scientific, USA
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA

Life Technologies, USA
Life Technologies, USA
Invitrogen, USA

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Thermo Scientific, USA
Invitrogen, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt
PEQLAB, Erlangen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Arbor Assays, USA
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2.3.5 Primer

Primer RefSeq

AT, (NM_030985.4)
[B-Aktin (NM_031144.3)
Biglycan (NM_017087)
Kollagen 1 (NM_053304)
Decorin (NM_024129)
Fibronectin  (NM_019143)
oDC (NM_012615)
PTH1-R (NM_001145367.1)
Renin (NM_022177.3)
TGF-p1 (NM_021578)

2.3.6 Antikorper

Priméare Antikorper

Aktin
Decorin
Biglycan
OoDC

Primer Sequenz (forward;reverse)
5-GAA GTC TCG CCT TCG CCG CA-3°
5°-CAG CCC TAT GGG GAG CGT CG-3°
5°-GAA GTG TGA CGT TGA CAT CCG-3°
5°-TGC TGA TCC ACA TCT GCT GGA-3°
5-TGA TTG AGA ATG GGA GCC TGA
G-3

5-CCT TGG TGA TGT TGT TGG AGT
G-3

5°-GCG AAC AAG GTG ACA GAG-3°
5°-CCA GGA GAA CCA GCA GAG-3°
5-GGC AGT CTG GCT AAT GTT C-3°
5-CTT CGG AGA TGT TGT TGT TAT
G-3

5°-TGG AGC AAG AAG GAC AAC-3°
5°-CGG ACA TCT GTG AAG GAG-3°
5°-GAA GAT GAG TCA AAC GAG CA-3°
5-AGT AGATGT TTG GCC TCT GG-3°
5-GGC TGC ACT GCA CGC GCA A-3°
5-TTG CGC TTG AAG TCC AAC GC-3°
5-GGA GGA TGC CTC TCT GGG CAC
T-3

5°-GAT TTC CCG GAC CGA GGG CA-3°
5-ATT CCT GGC GTTACC TTG G-3°
5-CCT GTATTC CGT CTC CTT GG-3°

Verdiinnung Hersteller

1:1000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
1:1000 Abnova

1:2000 Abcam

1:200 SantaCruz, Biotechnologie
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PTH1-R 1:100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sekundare Antikorper

Verdinnung Hersteller
Anti-Rabbit 1IgG 1:2000 Affinity Biologicals, Canada
Anti-Mouse 1gG 1:2000 Affinity Biologicals, Canada Anti-
Goat IgG 1:2000 DIANOVA GmbH, Hamburg

2.3.7 EDV und Statistik

BZ Analyzer V3.60, Keyence (Japan)
BZ Viewer, Keyence (Japan)
ChemiCapt 5000, Vilber Lourmat (Frankreich)
i-control, Tecan GmbH (Crailsheim)
ImageJ

IQ5 Version 2.0, BioRad (Munchen)
Magellan,Tecan GmbH (Crailsheim)
Microsoft Office Excel 2007
Microsoft Office PowerPoint 2007
Nano Drop 1000 V3.5.1

Quantity One, BioRad (Mlnchen)

2.4 Methoden und spezielles Material

2.41 Blutdruckmessung, Trainingsparameter und Gewicht

Die entsprechenden Ergebnisse der 7,5 und 18 Monate alten Tiere wurden in den
Arbeiten von Da Rebelo et al. (2012) und Horn (2015) erhoben.

Material
Tail-Cuff-Blutdruckmeligerat: TSE Systems GmbH, Bad Homburg
BloodPressure 209000-9002-4-S-Mod-M/R

Warmebox mit Temperatursteuerung

Restrainer (g: 60 mm L: 200 mm)
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2.41.1 Blutdruckmessung nach Riva-Rocci

Die Blutdruckmessung erfolgte nicht-invasiv analog dem Verfahren nach Riva-Rocci
am Menschen:

Bei der Tail-Cuff-Methode wird eine Druckmanschette und ein Photoplethysmograph
an der Schwanzwurzel der Ratte angebracht. Durch dieses Verfahren kann sowohl der
systolische Blutdruck, als auch die Herzfrequenz ermittelt werden. Die Tail-Cuff-
Methode eignet sich aufgrund der fehlenden Invasivitat gut zur Langzeitbeobachtung.
Es wurde darauf geachtet, dass die Ratten mindestens zehn Minuten vor Beginn der
Messung in einer Warmebox mit einer Temperatur von 32°C in einer ruhigen
Umgebung im Restrainer salen. Die Messung wurde begonnen, wenn sich eine
auswertbare regelmaflige Pulskurve am Monitor darstellte. Die Manschette baut
schrittweise Druck auf, bis die Arterie verschlossen und keine Pulskurve mehr ableitbar
ist. Daraus lieR® sich gemal dem Verfahren nach Riva-Rocci der systolische Blutdruck
ermitteln. Die Druckmessungen erfolgten in Serie mit je zehn Einzelmessungen und
wurden unter gleichen Bedingungen wiederholt bis sich ein konstanter Wert einstellte.
Lediglich die Signalverstarkung und der Blutdruckmessbereich wurden bei Bedarf

angepasst.

2.41.2 Medikamentengabe

Die Nieren- und Serumproben der Tiere unter Captopriltherapie stammen aus der
Arbeit von Da Rebelo et al. (2012). Die Medikation wurde fur sechs Monate in einer
Konzentration von 300 mg/l Uber das Trinkwasser zugefuhrt. Bei einer
durchschnittlichen Trinkmenge von 20-25 ml/Tag entspricht dies einer Dosis von 30
mg/kg/Tag.

2.41.3 Trainingsparameter

Trainingsdaten wie Laufstrecke, Laufzeit und Geschwindigkeit wurden innerhalb des

jeweiligen Versuchszeitraums kontinuierlich aufgezeichnet.

2414 Gewicht

Das Korpergewicht samtlicher Versuchstiere wurde wochentlich bestimmt.
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2.4.2 Nierenfunktion

Die Nierenfunktion wurde anhand der Blut-Harnstoff-Stickstoff-Konzentrationen im

Rattenplasma ermittelt.

Quantitative Messung von Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN)

Harnstoff als Abbauprodukt des Aminosaurestoffwechsels fallt wahrend des
Harnstoffzyklus in der Leber an. Er wird Uber die Niere frei filtriert, flussabhdngig
reabsorbiert und dient neben Kreatinin zur ersten Einschatzung der Nierenfunktion.

Der Blut-Harnstoff-Stickstoff lasst sich mithilfe eines Fertig-Kits photometrisch

bestimmen.

Material

Heparinplasma 1:20 (verdinnt mit Aqua bidest)
Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit (Arbor Assays, USA)
ELISA-Reader (Tecan GmbH, Crailsheim)

Der Harnstoffstickstoffgehalt im Plasma der Versuchstiere wurde kolorimetrisch mit
Hilfe des Urea Nitrogen Colorimetric Detection Kit bestimmt. Das zuvor bei -20°C
gelagerte Heparinplasma wurde bei Zimmertemperatur aufgetaut und im Verhaltnis
1:20 mit Aqua bidest (a.b.) verdinnt. Aus der Standardprobe (NIST SRM 912a) wurden
durch Verdinnung mit a.b. insgesamt sieben absteigende Standardkonzentrationen

zum Ermitteln einer Standardkurve hergestellt.

Standard 1 2 3 4 5 6 7
BUN 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 0,156
mg/dl

Je 50 ul Leerprobe a.b., Standardprobe 1.-7. und Messproben wurden in
Doppelbestimmung in eine Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zufligen von je 75 pl
Reagenz A und anschlielend Reagenz B inkubierten die Proben abgedeckt 30
Minuten bei Raumtemperatur. Um ein zeitgleiches Inkubieren zu ermdéglichen wurde
eine Mehrkanalpipette benutzt. Die optische Dichte wurde photometrisch bei 450 nm
im ELISA-Reader bestimmt.
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Konzentrationsbestimmung:

Die Mittelwerte der Doppelbestimmungen der einzelnen Standardproben nach Abzug
der Mittelwerte der Leerprobe dienten zum Erstellen der Standardkurve. Anhand dieser
Standardkurve konnte computergestitzt die BUN-Konzentration jeder einzelnen Probe

errechnet werden.

3
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Abb. 1: Ermittelte Standardkurve zur BUN-Konzentrationsbestimmung im Heparinplasma

2.4.3 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Gerite

Nano Drop® ND-1000 PEQLAB, Erlangen
Thermocycler Techne, WertheimBestenheid
iCycler BioRad, Miinchen

2.43.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte nach der Methode nach Chomczynski und Sacchi (13) unter

Verwendung von Trifast. Alle Verfahrensschritte wurden auf Eis durchgefuhrt.

Initial wurde jeweils eine halbe Niere in Precelly-Réhrchen Gberfihrt. Durch Zugabe

von 1 ml Trifast bzw. dem enthaltenen Guanidiniumthiocyanat und anschlieRendem
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Homogenisieren im elektrischen Homogenisator bei 6000 rpm fir zweimal 20
Sekunden wurden die Zellen lysiert sowie RNAsen und andere Enzyme inaktiviert. Zur
Phasentrennung der nun in Phenol gelésten RNA wurde 200 pl Chloroform
hinzugefigt, im Vortex gemischt und fur 15 Minuten zentrifugiert (12500 rpm, 4°C).
Dadurch bildeten sich drei abgrenzbare Schichten. Die obere wassrige Phase mit der
gelésten RNA wurde in zuvor mit UV-Licht bestrahlte Mikroreaktionsgefalie Uberfuhrt
und mit der identischen Menge Isopropanol versetzt. Zur RNA-Fallung wurden die
Proben bei -20°C Uber Nacht gekuhlt. Durch Zentrifugieren (12500 rpm fur 15 Minuten
bei 4°C) entstand ein RNA-Pellet, welches mit 1 ml Ethanol 70% gewaschen und
erneut zentrifugiert wurde. Das gewonnene Prazipitat trocknete fir eine Stunde bei
Raumtemperatur im Reaktionsgefal® und wurde anschliel3end fur eine Stunde in 250 pl
a.b. aufgenommen und geldst.

Die vollstandig geléste RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei - 80°C gelagert.

2.4.3.2 cDNA-Synthese

Um eine Quantifizierung der RNA-Expression zu ermdglichen, wurde mit Hilfe eines

Spektralphotometers (Nano Drop 1000®) die RNA-Konzentration der Proben gemessen

und auf 3 uyg RNA in 15 yl a.b. je Probe normiert.

Die Herstellung komplementarer DNA (cDNA) erfolgte durch Reverse Transkription im

Thermocycler.

Daflr wurden 15 pl jeder Probe (3 ug RNA) in Mikroreaktionsgefalen fur 15 Minuten

bei 60°C zur Denaturierung der Sekundarstruktur erhitzt. Nach Zugabe von 15 pl

Reaktionsmix und anschlieBender Inkubation fur eine Stunde bei 37°C durchlief die

cDNA-Synthese mit Hilfe der Reversen Transkriptase (M-MLV-RT) folgende Schritte:

1. Das im Mix enthaltene synthetische Oligonukleotid (Oligo dt) lagerte sich an den
Poly-A-Schwanz der RNA und diente damit der Reversen Transkriptase als Primer

2. Die Reverse Transkriptase synthetisiert einen komplementaren DNA-Strang. Dabei
entsteht ein RNA/DNA-Molekal.

3. Aus dem RNA/DNA-Molekul wird mit Hilfe der DNA-Polymerase doppelstrangige
komplementare DNA synthetisiert.

Ein Erhitzen der Proben auf 95°C fir 5 Minuten inaktivierte die Reverse Transkriptase.

Die gewonnene cDNA wurde auf 1:10 verdinnt und entweder direkt weiterverarbeitet

oder bei - 20°C gelagert.
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15 pl Reaktionsmix

6 ul  5xRT-Puffer
3 ul  Oligo dt
3ul  dNTP’s
1,5ul DTT

0,6 ul RNAsin

0,9 I M-MLV-RT

2433 RT-PCR

Die RT-PCR ist eine Methode zur Quantifizierung der mRNA-Expression. Mit Hilfe der
DNA-Polymerase wird die zuvor gewonnene cDNA amplifiziert und mittels eines
Fluoreszenzfarbstoffes markiert. In diesem Fall wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green verwandt, der an doppelstrangige DNA bindet. Das in Echtzeit gemessene
Signal der Fluoreszenzmessung wahrend der PCR korreliert proportional mit der
Menge des entstandenen PCR-Produkts.

Da bei dieser Methode nicht zwischen verschiedenen PCR-Produkten (unspezifische
Amplifikate) unterschieden werden kann, wurde zur Erhdhung der Spezifitdt im

Anschluss eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt.

17 pl PCR-Mix

6,4yl a.b.

0,6 I Primer forward und reverse (1:10 verdunnt mit a.b.)
10 yI  SYBR Green PCR-Mix

Jeweils 3 ul der 1:10 verdinnten cDNA wurden als Doppelbestimmung in PCR-Tubes
pipettiert. Als Leerprobe diente a.b. Nach Zugabe des PCR-Mix durchliefen die Proben
das folgende Programm mit der dem jeweiligen Primer entsprechend angepasster

Annealingtemperatur:

1. 95°C 15 Minuten zur Enzymaktivierung

2. insgesamt 45 Zyklen :

- 95°C 30 Sekunden zur Denaturierung

- XX°C 30 Sekunden zur Anlagerung der Primer (Annealingtemperatur)
- 72°C 30 Sekunden zur DNA-Synthese

3. Schmelzkurvenanalyse
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Relative Quantifizierung:

Da die R-Aktin-Expression durch die Versuchsbedingungen nicht beeinflusst wird,
wurde es als Referenzgen bzw. Housekeeping-Gen gewahit. Vom Mittelwert der Ct-
Werte (Anzahl der Zyklen bis Beginn der exponentiellen Phase) der
Doppelbestimmungen jeder Probe wurde der jeweilige Ct-Wert des Referenzgens
abgezogen (ACt). Durch die Bildung der Differenz der Ct-Werte der Vergleichsgruppen
erhalt man einen Wert, der die n-fache Genexpression der Gruppe A gegentber der
Gruppe B angibt (AACt).

244 Western Blot (WB)

Das Western Blot-Verfahren erlaubt eine semiquantitative Bestimmung von Proteinen
und eignet sich daher zur Untersuchung der Adaptationsmechanismen auf
Proteinebene. Die zunachst aus Nierengewebe isolierten Proteine wurden mittels
Gelelektrophorese entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt und auf Nitrocellulose
Ubertragen. Der immunologische Proteinnachweis erfolgte indirekt durch an Sekundar-
Antikérper gebundene Peroxidase. Diese katalysiert die Oxidation von Luminol und

l&sst sich als Lichtimpuls im Chemilumineszenz System detektieren.

Material

0,1 g Nierengewebe

Gerate

Ultraschallprozessor UP100H Hielscher, Teltow
Thermoblock Dri-Block DB.2D Labtech International, UK
XCell SureLockTMMini-Cell Invitrogen, USA

XCell IITMBIlot Module Invitrogen, USA
Netzgerat Biometra, Gottingen
Chemilumineszenz System PEQLAB, Erlangen

2.4.41 Proteinisolation aus Nierengewebe
Die Proteinisolation erfolgte aus jeweils 0,1 g gefrorenem Nierengewebe auf Eis. Zur

Zelllyse wurden die Proben in Precellys Réhrchen mit je 500 ul Lysis-Puffer versetzt

und zweimal 20 Sekunden bei 6000 rpm homogenisiert.
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1 ml Lysis-Puffer

100 pl Cell Lysis Buffer
900 ul a.b.
10 pl 0,1 M PMSF

Mittels Ultraschalles fand ein weiterer Zellaufschluss statt. Der, in der anschlieRenden
Zentrifugation (10 Minuten bei 4°C mit 14000 xg) entstandene Uberstand, wurde in
einer 1:50 Verdlnnung in ein Micro Tube Uberfihrt. 100 pl jeder Probe versetzt mit 40
pl Laemmli-Puffer wurden fur fanf Minuten auf 95°C erhitzt um die Sekundar- und
Tertiarstrukturen der Proteine aufzuldsen. AnschlieRend wurden die Proben bei - 20°C

gelagert werden.

2.4.4.2 Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
analytische Methode zur Auftrennung von Proteinen anhand ihrer GréRe im
elektrischen Feld. Das diskontinuierliche System arbeitet mit unterschiedlichen

PorengréfRen im Gel.

Als Puffersubstanz wurde BisTris im Rahmen der BisTris-SDS-PAGE von Invitrogen
benutzt und nach Produktanleitung durchgefuhrt. Es handelt sich um Fertiggele mit

entsprechenden Pufferlésungen.

Laufpuffer
50 ml NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer
950 ml Aqua bidest.

Laufpuffer mit Antioxidant

200 mi Laufpuffer
500 pl NuPAGE?® Antioxidant

Die NuPAGE 10 % Bis-Tris Gele wurden vor Gebrauch zunachst mit a.b., und
anschlielend mit Laufpuffer gespilt. Nach Aufbau der Gelkammer wurde der Raum
zwischen den Gelen mit 180 ml Laufpuffer mit Antioxidant beflllt und auf Dichtigkeit
Uberprift. Anschlielend wurde in die dultere Kammer 600 ml Laufpuffer gegossen.

Die zuvor bei - 20°C gelagerten Proben wurden fur 5 Minuten bei 95°C erhitzt,

abzentrifugiert und im Vortexer gemischt. Zur spateren Identifikation der Proteine

27



Material und Methoden

wurde jeweils die erste Geltasche mit 15 pl eines Markers aus einer Mischung
vorgefarbter, standardisierter Proteine mit einer Grélze von 10 bis 260 kDa beflllt. In
die Ubrigen Taschen wurden jeweils 15 pl der jeweiligen Analysenproben pipettiert.

Danach wurde fiir 50 Minuten eine Spannung von 200 V angelegt.

2.4.4.3 Proteintransfer

Die zuvor in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden zur weiteren
Analyse auf Nitrocellulose-Membranen Ubertragen. Das hier verwendete Semi-dry-
Blotverfahren hat den Vorteil des gleichmaRigen Proteintransfers in geringen

Puffermengen.

500 ml Transferpuffer

25 ml NuPAGE?® Transfer Buffer
375 ml Aqua bidest.

100 ml Methanol 100 %

500 pl NuPAGE?® Antioxidant

Initial wurden alle Membranen, Filterpapiere und Schwa@mme in Transferpuffer
getrankt. Die Blotkammer wurde wie folgt, unter Vermeidung von Luftblasen zwischen

den Schichten, aufgebaut:

Kathode (-)

- Zwei Schwamme

- Filterpapier

- Gel

- Nirocellulose-Membran
- Filterpapier

- Zwei Schwamme

Anode (+)

Anschlieend wurde die Kammer mit Transferpuffer beflllt und fir 60 Minuten eine

Spannung von 30 V angelegt.
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2.4.4.4 Immunoblot

Zur Visualisierung der Proteine wurde ein Chemiluminiszenzverfahren gewahlt. Dazu
wurde ein Primarantikdrper eingesetzt, der spezifisch an das gesuchte Antigen bindet.
Der anschlieBend hinzugefugte Sekundarantikdrper bindet wiederum spezifisch an die
Primarantikérper. Durch die an den Sekundarantikdérper gebundene Peroxidase wird
Luminol oxidiert und ein Lichtimpuls generiert, der im Chemilumineszenz System

detektiert werden kann.

Zuvor mussten zum Blockieren freier unspezifischer Bindungsstellen die Membranen in
1 x TBS mit 5 % BSA und 0,1 % Tween®20 eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler inkubieren. Die Inkubation des Primarantikérpers erfolgte ebenfalls in 1 x TBS
mit 5 % BSA und 0,1 % Tween®20 (iber Nacht auf dem Schiittler. AnschlieBend
wurden die Membranen jeweils dreimal 10 Minuten auf dem Schittler mit 1 x TBS und
0,1 % Tween®20 gewaschen um (iberschiissige ungebundene Antikdrper zu entfernen.
Der Sekundarantikérper wurde entsprechend hinzugefligt und fir eine Stunde auf dem
Schuttler inkubiert. Es erfolgte erneut das Waschen der Membranen fir dreimal 10
Minuten wie oben beschrieben, wobei im letzten Waschschritt auf 0,1 % Tween®20
verzichtet wurde.

Die Detektion erfolgte im Chemilumineszenz System. Zuvor wurden die Membranen 2
Minuten lichtgeschutzt in Luminol enthaltendem Chemiluminescent Substrate inkubiert.

Die Lésungen wurden nach Produktanleitung verwendet und gelagert.

Relative Quantifizierung:
Als BezugsgroRe wurde p-Aktin gewahlt um eventuelle Abweichungen in der
Gesamtexpression zu normieren. Die Auswertung erfolgte computergestitzt durch das

Programm Quantity One (BioRad, Miinchen).

2.4.5 Histologie

Die Anfertigung von Gewebeschnitten mit anschlielender Sirirusrotfarbung erlaubt
eine Quantifizierung des extrazellularen Kollagengehalts und fibrotischer Areale der
Niere. Wahrend kollagenenthaltende Strukturen sich rot darstellen, werden die
Zellkerne durch eine Hamalaunlésung blau gefarbt. Die Auswertung erfolgt unter

einem Lichtmikroskop.
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Material

Bouinsche Ldsung Morphhisto, Frankfurt a. M.
TissueTek OCT compound Sakura, Staufen

Siriusrot Sigma, Munchen

X-TRA-solv Medite, Burgdorf

X-TRA-kitt Medite, Burgdorf
Objekttrager Menzel, Braunschweig
Deckglaschen Menzel, Braunschweig
Hamalaun sauer nach Mayer Carl Roth, Karlsruhe

Gerite

Cryostat Leica Microsystems, Nussloch
Biozero® Kompaktes Fluoreszenzmikroskop Keyence Deutschland GmbH,

Neulsenburg

Die Gewebeproben wurden mittels TissueTek OCT compound entsprechend der
Produktanleitung eingebettet und der so entstandene Gewebeblock bei -35°C im
Gefriermikrotom geschnitten. Die 10 ym dicken Gewebeschnitte wurden auf fettfreie

Glasobjekttragern aufgenommen und bei - 80°C gelagert.

2.4.51 Siriusrot-Farbung

Die angefertigten Gewebeschnitte wurden zur weiteren Fixierung 24 Stunden in
Bouinscher Losung eingelegt. Die Anfarbung erfolgte anschlief3end in 0,1 % Siriusrot-/
Pikrinsaurelésung fur eine Stunde. Um eventuelle Farblberschisse zu entfernen
wurden die Schnitte mit 0,01 N HCL und a.b. gereinigt. Die Kernfarbung erfolgte mit
saurer Hamalaunldsung nach Mayer fir 5-10 Minuten. AbschlieRend wurden die
Schnitte 5 Minuten mit flieRendem Wasser 5 Minuten gespllt, in aufsteigender
Ethanolreihe beginnend mit 50 %igem Ethanol dehydriert und in X-TRA-solv bis zur
Eindeckelung gelagert. Die Praparate wurden zur Eindeckelung jeweils mit X-TRA-kitt

beschichtet und mit einem Deckglaschen abgedeckt.

2.4.5.2 Lichtmikroskopie

Die Befundung der Schnitte erfolgte am elektronischen Fluoreszenzmikroskop

Biozero® der Firma Keyence Deutschland GmbH. Die Praparate mit Hilfe der

30



Material und Methoden

Programme BZ Analyzer V3.60 (Keyence) und BZ Viewer (Keyence) zugeschnitten
und fotografiert.
Das Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungsprogramm ImagedJ diente zur Bildanalyse

und Auswertung.

2.4.6 Statisik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die
statistische Auswertung erfolgte im Zwei-Gruppen-Vergleich. Varianzgleichheit wurde
mittels Levene-Tests geprift. Abhangig vom Ergebnis wurde mit Mann-Whitney-U-Test
oder zweiseitigem T-Test fortgefahren. Im Mehrgruppenvergleich wurden die
Ergebnisse durch eine unifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) geprift und
anschliel3end in einem Post-hoc-Test (Student-Newman-Keuls-Prozedur) ausgewertet.
Als statistisch signifikant wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 angesehen und mit

dem *-Symbol gekennzeichnet.

31



Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Der Einfluss von Bluthochdruck

Zunachst werden die Ergebnisse der spontan hypertensiven und normotensiven
Kontrolltiere dargestellt, um alters- und blutdruckabhéangige Veranderungen zu

untersuchen.
3.1.1  Blutdruck und Herzfrequenz

Dargestellt sind die Blutdruckwerte am Ende der Versuchsdauer. Da sich der
Hypertonus in den SHR erst im Alter von 7 bis 15 Wochen entwickelt (122), zeigte sich
erst in der Gruppe der 3 Monate alten Tiere ein signifikanter Unterschied zwischen
Wistar und SHR. Die normotensiven Kontrollen wiesen mit 1,5 Monaten einen
systolischen Blutdruck von 131 £ 4 mmHg, mit 7,5 Monaten 126 + 8 mmHg und mit 18
Monaten 121 + 11 mmHg auf. In den spontan hypertensiven Tieren lag der systolische
Druck mit 1,5 Monaten noch bei 128 + 4 mmHg und stieg in den 3 Monate alten Tieren
auf 179 £ 5 mmHg. Der chronische Bluthochdruck liel3 sich auch in den 4,5 Monate
(175 £ 10 mmHg), 7,5 Monate (190 £ 4 mmHg) und 18 Monate alten SHR (189 + 7

mmHg) dokumentieren.

220 -
200 F * *
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2180 | T
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Abb. 2: Altersabhangiger Verlauf des systolischen Blutdrucks von Wistar-Ratten (W) und
SHR. Altersabhéngiger Verlauf (1,5 Monate bis 18 Monate) des systolischen Blutdrucks von
Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs.
Wistar-Ratten gleichen Alters.
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Im Alter von 1,5 Monaten lag die Herzrate der Wistar Ratten bei 420 £ 10 bpm, die der
SHR bei 446 £ 31 bpm. Mit 3 Monaten wiesen die SHR eine Frequenz von 385 + 40
bpm, mit 4,5 Monaten von 383 + 68 bpm auf. In diesem Bereich lagen auch die Werte
der 7,5 Monate (400 £ 47 bpm) und 18 Monate (411 + 14 bpm) alten SHR. Die
Herzrate der Wistar-Ratten sank altersabhangig und war in den 7,5 Monaten signifikant
niedriger im Vergleich zu den 1,5 Monate alten Tieren (420 + 10 bpm vs. 343 + 62
bpm). Im Alter von 18 Monaten wiesen die hypertensiven Tiere im Vergleich zu den
altersentsprechenden Wistar-Ratten eine signifikant hdhere Herzrate auf (411 £ 14
bpm vs. 383 + 23 bpm).
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Abb. 3: Altersabhéngiger Verlauf der Herzfrequenz von Wistar-Ratten (W) und SHR.
Altersabhéngiger Verlauf (1,6 Monate bis 18 Monate) der Herzfrequenz von Wistar-Ratten (W)
und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten
gleichen Alters, # = p < 0,05 vs. 1,5 Monate alte W.
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3.1.2 Korpergewicht

Das Korpergewicht 1,5 Monate alter Wistar-Ratten war (134 + 7 g) mit dem der SHR
(130 = 9 g) vergleichbar. In den 7,5 (207 £ 4 g) und 18 (214 £ 10 g) Monate alten SHR
zeigte sich jedoch ein signifikant niedrigeres Gewicht als in den altersgleichen
normotensiven Kontrollen. Diese wogen mit 7,5 Monaten 264 + 23 g und mit 18
Monaten 269 + 45 g.
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Abb. 4: Altersabhéngiger Verlauf des Korpergewichts von Wistar-Ratten (W) und SHR.
Altersabhéngiger Verlauf (1,6 Monate bis 18 Monate) des Kérpergewichts von Wistar-Ratten
(W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten

gleichen Alters.

3.1.3 Nierengewicht und - funktion

Um eine Nierenhypertrophie zu detektieren wurde das Nierengewicht der jeweiligen
Tiere auf ihre Tibialange normalisiert. Die spontan hypertensiven Tiere zeigten sowohl
mit 1,5 Monaten (SHR: 0,30 £ 0,02 g/mm vs. W: 0,33 * 0,02 g/mm) als auch mit 7,5
Monaten (SHR: 0,34 *+ 0,02 g/mm vs. W: 0,39 + 0,03 g/mm) im Vergleich zu den
normotensiven Kontrollen ein signifikant reduziertes Nierengewicht. Die Tendenz
bestatigte sich auch in der Gruppe der 18 Monate alten Tiere (SHR: 0,42 + 0,02 g/mm

vs. W: 0,46 + 0,07 g/mm) ohne das Signifikanzniveau zu erreichen.
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Abb. 5: Altersabhangiger Verlauf des Nierengewichts von Wistar-Ratten (W) und SHR.
Altersabhéngiger Verlauf (1,6 Monate bis 18 Monate) der Nierengewichte/Tibialdnge von
Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs.

Wistar-Ratten gleichen Alters.

Die Nierenfunktion wurde anhand der BUN-Werte (Blut-Harnstoff-Stickstoff) bestimmt.
Abb. 6 stellt die entsprechenden Ergebnisse dar. Die BUN-Werte der 1,5 Monate alten
SHR lagen deutlich unter denen der normotensiven Kontrollen. Dieser Effekt kehrte
sich mit 7,5 Monaten um. Im Alter von 18 Monaten war kein Unterschied zwischen den

BUN-Werten der beiden Gruppen erkennbar.
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Abb. 6: Altersabhangiger Verlauf der Nierenfunktion von Wistar-Ratten (W) und SHR.
Altersabhéngiger Verlauf (1,5 Monate bis 18 Monate) der BUN-Werte von Wistar-Ratten (W)
und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten

gleichen Alters.

3.1.4 Strukturproteine und Fibrosemarker

Im Folgenden wurde der Einfluss von chronischem Bluthochdruck auf
molekularbiologischer Ebene analysiert. Abb. 7 zeigt die veranderte Genexpression
von Kollagen-1 und Fibronektin in der Niere. Diese Strukturproteine sind an der
Bildung der Extrazellularmatrix beteiligt und ihre Anreicherung fuhrt zu einer Fibrose.
Im Vergleich zu den Wistar-Ratten wurde die Kollagen-1-Expression in den 7,5 Monate
alten SHR auf das 3 * 0,8fache, in den 18 Monate alten SHR auf das 4,6 + 1,35fache
erhoht. Fibronektin dagegen zeigte lediglich in den jungen SHR eine Herabregulierung,

im weiteren Verlauf jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abb. 7: Altersabhéngiger Verlauf der Kollagen-1- und Fibronektin-mRNA-Expression von
Wistar-Ratten (W) und SHR. Altersabhédngiger Verlauf (1,5 Monate bis 18 Monate) der
Kollagen-1- und Fibronektin-mRNA-Expression von Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt
sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten gleichen Alters.

Als weiterer Fibrosemarker wurde TGF- untersucht. Die TGF-B-Expression zeigte
einen dem Kollagen-1 ahnlichen Verlauf. Abb. 8 stellt die Veranderungen der TGF-3-

Expression in den 1,5 bis 18 Monate alten Tieren dar.
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Abb. 8: Altersabhangiger Verlauf der TGF-$-mRNA-Expression von Wistar-Ratten (W)
und SHR. Altersabhéngiger Verlauf (1,5 Monate bis 18 Monate) der TGF-S-mRNA-Expression
von Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SD von n = 6 Tieren. * = p <
0,05 vs. Wistar-Ratten gleichen Alters.

Um fibrotische Umbauprozesse auf Proteinebene darzustellen wurden histologische
Schnitte der 7,5 und 18 Monate alten Rattennieren angefertigt und mit der Sirius-Rot-
Methode gefarbt. Dieses Verfahren erlaubt eine Quantifizierung des Kollagengehalts
und dient damit dem Fibrosenachweis. Die Ergebnisse sind in Abb. 9 dargestellt und

zeigen weder in den 7,5 Monate noch in den 18 Monate alten Tieren einen
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signifikanten Unterschied im Kollagengehalt zwischen den normotensiven und

hypertensiven Ratten.
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Abb. 9: Kollagengehalt der histologischen Schnitte der 7,5 und 18 Monate alten Wistar-
Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 2 Tieren. * = p < 0,05 vs.

Wistar-Ratten gleichen Alters.

Die SLRP’s Decorin und Biglycan dienen nicht nur als strukturelle Matrixkomponenten,
sondern sind auch wichtige Signalmolekile. Durch die wechselseitige Interaktion
zwischen den SLRP’s und profibrotischer Zytokine wie TGF-f beeinflussen sie u.a.
Umbauprozesse der Extrazellularmatrix.

In den 18 Monate alten SHR zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mRNA-
Expression von Biglycan im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen. Auf

Proteinebene fiel die Biglycankonzentration jedoch signifikant ab.
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Abb. 10: Altersabhangiger Verlauf der Biglycan-mRNA-Expression und des
Biglycanproteingehalts von Wistar-Ratten (W) und SHR. Altersabhédngiger Verlauf (1,5
Monate bis 18 Monate) der Biglycan-mRNA-Expression und des Biglycanproteingehalts (7,5
und 18 Monate) von Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6
(mRNA), n = 3 Tieren (WB). * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten gleichen Alters.

Die mRNA-Expression von Decorin war in den 1,5 Monate alten SHR signifikant herab
reguliert, dies zeigte sich ebenfalls in der Western-Blot-Analyse der 7,5 Monate alten
Tiere. Im Alter von 18 Monaten war kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen erkennbar.
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Abb. 11: Altersabhangiger Verlauf der Decorin-mRNA-Expression und des
Decorinproteingehalts von Wistar-Ratten (W) und SHR. Altersabhédngiger Verlauf (1,5
Monate bis 18 Monate) der Decorin-mRNA-Expression und des Decorinproteingehalts (7,5 und
18 Monate) von Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SD von n = 6
(mRNA), n = 3 Tieren (WB). * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten gleichen Alters.

3.1.5 ODC und PTHrP-Rezeptor

Wie in Abb. 12 dargestellt wird ODC in den SHR im Vergleich zu den normotensiven
Kontrollen unterschiedlich exprimiert. Mit 1,5 Monaten lag die Syntheserate der ODC in

den SHR 50 % unter derjenigen der Wistar-Ratten. Im Alter von 18 Monaten zeigte
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sich ein signifikanter Anstieg um das 7,5 + 3,3fache. Dies spricht flir eine hohe
Proliferationsrate im Nierengewebe alter hypertensiver Ratten. Der Proteingehalt
wurde durch die erhdhte Expression nicht beeinflusst und zeigte keinen Unterschied

zwischen den Gruppen.
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Abb. 12: Altersabhéngiger Verlauf der ODC-mRNA-Expression und des ODC-
Proteingehalts von Wistar-Ratten (W) und SHR. Altersabhéngiger Verlauf (1,5 Monate bis 18
Monate) der ODC-mRNA-Expression und des ODC-Proteingehalts (7,5 und 18 Monate) von
Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 (mRNA), n = 3 Tieren
(WB). * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten gleichen Alters.

Die Expression des PTH1-Rezeptors verfinffachte sich im Nierengewebe der 18
Monate alten SHR gegenlUber den Kontrollen. Diese Tendenz wurde auch auf

Proteinebene nachgewiesen ohne das Signifikanzniveau zu erreichen.
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Abb. 13: Altersabhangiger Verlauf der PTH1-R-mRNA-Expression und des PTH1-R-
Proteingehalts von Wistar-Ratten (W) und SHR. Altersabhéngiger Verlauf (1,5 Monate bis 18
Monate) der PTH1-R-mRNA-Expression und des PTH1-R-Proteingehalts (18 Monate) von
Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 (mRNA), n = 3 Tieren
(WB). * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten gleichen Alters.
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3.1.6 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Die AT1-Rezeptor-Expression war in den 18 Monate alten SHR um das 7,8 + 3,5fache
erhoht, die Renin-Expression dagegen in den 1,5 und 7,5 Monate SHR signifikant
herabreguliert.
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Abb. 14: Altersabhangiger Verlauf der AT1-R- und Renin-mRNA-Expression von Wistar-
Ratten (W) und SHR. Altersabhéngiger Verlauf (1,5 Monate bis 18 Monate) der AT+-R- und
Renin-mRNA-Expression von Wistar-Ratten (W) und SHR. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SD
von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Wistar-Ratten gleichen Alters.
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3.2 Der Einfluss koérperlicher Aktivitat auf normotensive und hypertensive
Ratten

Um den Einfluss korperlicher Aktivitat darzustellen, werden im Folgenden die
Ergebnisse der Laufgruppen ihren normo- bzw. hypertensiven Kontrollgruppen

gegenulbergestellt.

3.2.1 Blutdruck und Herzfrequenz

Der systolische Blutdruck der spontan hypertensiven Tiere wurde durch das
Lauftraining nicht beeinflusst. Sowohl die SHR, die prahypertensiv (3 Monate, 4,5
Monate und 7,5 Monate alte SHR) das Training begannen, als auch die Tiere im
hypertensiven Stadium zeigten keine signifikanten Unterschiede 2zu den
entsprechenden Nicht-Laufern. Dagegen stieg der systolische Blutdruck der
normotensiven 18 Monate alten Laufer auf 141 £ 6 mmHg im Vergleich zu den Nicht-
Laufern (121 £ 11 mmHg).
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Abb. 15: Einfluss korperlicher Aktivitat auf den systolischen Blutdruck. Systolischer
Blutdruck der Wistar-Ratten (W) und SHR im Alter von 3 Monaten bis 18 Monaten jeweils im

Vergleich Nicht-Laufer gegen Léufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren.
p < 0,05 vs. Nicht-Laufer gleichen Alters.
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Abb. 16. stellt die ermittelte durchschnittliche Herzfrequenz der normotensiven und
hypertensiven Ratten im Vergleich zwischen Kontroll- und Trainingsgruppe dar. Es ist

ein herzfrequenzsenkender Effekt durch das Training sichtbar aber nicht signifikant.

500 r
450
£
o
8
N 400 F
< W
c
> oW-R
o 350
& S
5 =]
£ oS-R
300 |
250

4.5 7,5 18 7,5 18
Alterin Monaten

Abb. 16: Einfluss korperlicher Aktivitidt auf die Herzfrequenz. Herzfrequenz der Wistar-
Ratten (W) und SHR im Alter von 3 Monaten bis 18 Monaten jeweils im Vergleich Nicht-Ldufer
gegen Léaufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Nicht-
L&ufer gleichen Alters.

3.2.2 Laufdaten

Die wdchentlich erhobenen Laufdaten wurden gemittelt und in Tab. 3 dargestellt. Die
jungen im prahypertensiven Stadium gestarteten SHR legten eine gréflkere Laufstrecke
durch eine héhere Laufzeit als die alten SHR zurlick. Die Laufgeschwindigkeit variierte
nur gering zwischen den Gruppen und blieb Uber die Versuchsdauer konstant. Die
normotensiven Tiere trainierten mit einer dhnlichen Laufgeschwindigkeit, jedoch mit
einer durchschnittlich geringeren Laufzeit. Daher lag die durchschnittlich zurtickgelegte

Laufstrecke der Wistar-Ratten unter der, der SHR.
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Tab. 3: Laufdaten der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 3 Monaten bis 18

Monaten.

Laufstrecke Laufgeschwindigkeit Laufzeit
km/w km/h hiw

S3-R 85,72 + 13,83 3,01 £0,20 28,24 + 2,96
S4,5-R 75,63 £ 7,58 2,89 0,20 25,98 + 1,35
S75R’ 58,59 18,87 2,50 +0,22 21,48 +1,70
S18R" 48,82 + 18,03 2,43 +0,24 6,10 £ 2,25
W7,5R’ 24,7 + 16,4 3,1+04 8,6 +5,0
W18R" 29,7 10,1 27104 10,3 £ 3,1

Laufstrecke, Laufgeschwindigkeit und Laufzeit der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von
3 Monaten bis 18 Monaten. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = Die
entsprechenden Werte wurden im Rahmen der Arbeiten von Da Rebelo et al (2012) und Horn
(2015) erhoben.

3.2.3 Korpergewicht

Die SHR steigerten ihr Kérpergewicht signifikant durch das Lauftraining. Dieser Effekt

konnte bei den normotensiven Kontrollen nicht beobachtet werden.

350
*

300 |
— * *
(2]
525 | o« aw
s
S aW-R
[ L
3 200 &S
X oS-R

150 |

100

3 4,5 7,5 18 7,5 18

Alterin Monaten
Abb. 17: Einfluss koérperlicher Aktivitat auf das Kérpergewicht. Kérpergewicht der Wistar-
Ratten (W) und SHR im Alter von 3 Monaten bis 18 Monaten jeweils im Vergleich Nicht-Ldufer
gegen Léaufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte £+ SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Nicht-
L&ufer gleichen Alters.
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3.2.4 Nierengewicht und — funktion

Das Nierengewicht im Vergleich zwischen Laufern und Nicht-Laufern wurde wieder in
Bezug zur Tibialange angegeben. In SHR, die im prahypertensiven Stadium mit dem
Training begonnen haben, zeigte sich eine signifikante Zunahme des Nierengewichts.
Diese Zunahme konnte weder in den alten SHR, noch in den Wistar-Ratten beobachtet

werden.
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Abb. 18: Einfluss korperlicher Aktivitat auf das Nierengewicht. Nierengewichte/Tibialénge
der Wistar-Ratten (W) und SHR im Alter von 3 Monaten bis 18 Monaten jeweils im Vergleich
Nicht-Laufer gegen Léufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05

vs. Nicht-Laufer gleichen Alters.

Die BUN-Werte der 18 Monate alten SHR stiegen durch das Training signifikant an
(24,94 + 1,5 mg/dl vs. 29,27 + 3,6 mg/dl) und sprechen flr eine Einschrankung der
Nierenfunktion gegeniber den Nicht-Laufern. Dies zeigte sich bereits im Alter von 7,5
Monaten ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. Die BUN-Werte sowohl der
normotensiven Ratten, als auch der 3 und 4,5 Monate alten SHR blieben durch die

korperliche Aktivitat unbeeinflusst. Die Ergebnisse sind in Abb. 19 dargestellt.

45



Ergebnisse

35 F *

. 30

T

g aw

= 25 aoW-R

-]

m 8BS
20 F OS-R
15

3 4.5 7,5 18 7,5 18
Alterin Monaten

Abb. 19: Einfluss korperlicher Aktivitat auf die Nierenfunktion. BUN-Werte der Wistar-
Ratten (W) und SHR im Alter von 3 Monaten bis 18 Monaten jeweils im Vergleich Nicht-Ldufer
gegen Léaufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte £+ SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Nicht-

L&ufer gleichen Alters.

3.2.5 Strukturproteine und Fibrosemarker

Wahrend die Fibronektin-mRNA-Expression durch das Training in allen Gruppen
unbeeinflusst blieb, fiel eine unterschiedliche Regulierung der Kollagen-1-Expression in
den normotensiven und hypertensiven Ratten auf. In den SHR, die im
prahypertensiven Stadium mit dem Training begonnen haben, zeigte sich mit 7,5
Monaten eine signifikante Herabregulierung. Im Gegensatz dazu stieg die Expression
in den 18 Monate alten SHR-Laufern wieder an ohne dabei signifikant gegenliber den
Nicht-Laufern erhdht zu sein. In den 18 Monate alten Wistar-Ratten hingegen flihrte die
korperliche Aktivitat zu einer signifikanten Induktion der Kollagen-1-Expression um das
4,7 + 1,1fache.
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Abb. 20: Einfluss korperlicher Aktivitat auf die Kollagen-1- und Fibronektin-mRNA-
Expression. Kollagen-1- und Fibronektin-mRNA-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR im
Alter von 3 Monaten bis 18 Monaten jeweils im Vergleich Nicht-Ldufer gegen Lé&ufer (R).
Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Nicht-Laufer gleichen Alters.

Ahnliche Ergebnisse ergaben die Untersuchungen der TGF-B-mRNA-Expression. Auch
TGF-B wurde in den 7,5 Monate alten SHR durch kdrperliche Aktivitat herabreguliert in
den alten Wistar-Ratten aber induziert. Abb. 21 stellt die Unterschiede dar.
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Abb. 21: Einfluss korperlicher Aktivitat auf die TGF--mRNA-Expression. TGF-S-mRNA-
Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR im Alter von 3 Monaten bis 18 Monaten jeweils im
Vergleich Nicht-Laufer gegen Léufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * =
p < 0,05 vs. Nicht-Laufer gleichen Alters.

Die entsprechenden histologischen Nierenschnitte zeigen einen signifikant erhdhten
Kollagengehalt im Nierencortex der 7,5 Monate alten SHR durch das Training. Die 18
Monate alten SHR konnten dagegen durch Laufen den Kollagenanteil reduzieren.

In den histologischen Schnitten der normotensiven Tiere fiel im Alter von 7,5 Monaten

kein Unterschied zwischen Laufern und Nicht-Laufern auf. Im Alter von 18 Monaten
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zeigte sich dann eine signifikante Reduktion des Kollagengehalts durch die korperliche
Aktivitat. Die Ergebnisse sind in Abb. 22 dargestellt.

7,5 Monate 18 Monate
120
110
2 w| x 2100 f
- — *
© ©
% 70 -QC) 80 F *
2 2
% | % 60
S 30 | S
10 it 40
w WR S S-R w WR S S-R

Abb. 22: Einfluss korperlicher Aktivitit auf den Kollagengehalt der histologischen
Schnitte. Kollagengehalt der histologischen Schnitte der 7,5 und 18 Monate alten Wistar-
Ratten (W) und SHR jeweils im Vergleich Nicht-Laufer gegen Lé&ufer (R). Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD von n = 2 Tieren. * = p < 0,05 vs. Nicht-Ldufer gleichen Alters.

Wie in Abb. 23 und 24 dargestellt, wurde Biglycan und Decorin in den jungen
trainierten SHR weniger exprimiert als in den entsprechenden Nicht-Laufern. Dieser
Effekt war auf Proteinebene nicht erkennbar. Wie Kollagen-1 und TGF- wurden auch
Decorin und Biglycan durch das Training in den normotensiven 18 Monate alten Ratten

heraufreguliert.
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Abb. 23: Einfluss korperlicher Aktivitidt auf die Biglycan-mRNA-Expression und den
Biglycanproteingehalt. Biglycan-mRNA-Expression (3 Monate bis 18 Monate) und
Biglycanproteingehalt (7,6 und 18 Monate) der Wistar-Ratten (W) und SHR. Die mRNA-
Expression wird als x-faches der altersentsprechenden Nicht-Ldufer und der Proteingehalt in %
der altersentsprechenden normotensiven Kontrolle angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte +
SD von n = 6 Tieren (MRNA), n = 3 (WB). * = p < 0,05 vs. Nicht-Laufer gleichen Alters (mRNA),
*=p < 0,05 vs. W gleichen Alters (WB).
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Abb. 24: Einfluss korperlicher Aktivitat auf die Decorin-mRNA-Expression und den
Decorinproteingehalt. Decorin-mRNA-Expression (3 Monate bis 18 Monate) und
Decorinproteingehalt (7,5 und 18 Monate) der Wistar-Ratten (W) und SHR. Die mRNA-
Expression wird als x-faches der altersentsprechenden Nicht-Laufer und der Proteingehalt in %
der altersentsprechenden normotensiven Kontrolle angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte +
SD von n = 6 Tieren (MRNA), n = 3 (WB). * = p < 0,05 vs. Nicht-Laufer gleichen Alters (mMRNA),
*=p < 0,05 vs. W gleichen Alters (WB).

In der Zusammenschau lasst sich feststellen, dass die kérperliche Aktivitat bei den 18
Monate alten Wistar-Ratten zu einer Erhéhung der Expression von Strukturproteinen
und Fibrosemakern fihrt. Im Gegensatz dazu scheinen diese Gene in den
prahypertensiv mit dem Training gestarteten SHR im Alter von 7,5 Monaten
herabreguliert. Diese Tiere wiederum zeigten in der Histologie einen erhéhten
Kollagengehalt im Sinne einer Fibrose.

3.2.6 ODC und PTHrP-Rezeptor

Wie in Abb. 25 dargestellt wird die ODC-Expression in normotensiven und spontan
hypertensiven Ratten durch das Training unterschiedlich beeinflusst. Wahrend die
ODC in den 4,5 Monate alten SHR Laufern signifikant héher ist als in den
entsprechenden Nicht-Laufern, wird sie in den alten SHR durch Laufen weniger
exprimiert.

In den 18 Monate alten Wistar-Ratten wurde die ODC-Expression durch Laufen um

das 17 + 7,3fache erhéht. Dies zeigte sich auch auf Proteinebene.
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Abb. 25: Einfluss kérperlicher Aktivitidt auf die ODC-mRNA-Expression und den ODC-
Proteingehalt. ODC-mRNA-Expression (3 Monate bis 18 Monate) und ODC-Proteingehalt (7,5
und 18 Monate) der Wistar-Ratten (W) und SHR. Die mRNA-Expression wird als x-faches der
altersentsprechenden Nicht-Ldufer und der Proteingehalt in % der altersentsprechenden
normotensiven Kontrolle angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren
(mRNA), n = 3 (WB). * = p < 0,05 vs. Nicht-Laufer gleichen Alters (mRNA), *=p < 0,05 vs. W
gleichen Alters (WB).

Die PTH1-R-Expression wurde sowohl in den jungen als auch in den 18 Monate alten
Wistar-Ratten durch die korperliche Aktivitat gesteigert. In den alten SHR konnte
hingegen der im Vergleich zu den Wistar-Tieren erhdhte PTH1-R durch das Laufen
wieder reduziert werden. Die veranderte mRNA-Expression spiegelte sich auf

Proteinebene wieder.
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Abb. 26: Einfluss koérperlicher Aktivitiat auf die PTH1-R-mRNA-Expression und den PTH1-
R-Proteingehalt. PTH71-R-mRNA-Expression (3 Monate bis 18 Monate) und PTH1-R-
Proteingehalt (18 Monate) der Wistar-Ratten (W) und SHR jeweils im Vergleich Nicht-Laufer
gegen Léaufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren (mMRNA), n=3 (WB). *=p
< 0,05 vs. Nicht-Léufer gleichen Alters.
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3.2.7 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Der ATi-Rezeptor wurde in den 18 Monate alten normotensiven Laufer signifikant

hochreguliert, wahrend sich in den anderen Gruppen kein Unterschied durch die

korperliche Aktivitat zeigte. Wie in Abb. 27 dargestellt, wird die Renin-Expression durch

das Training nicht signifikant gesteigert.
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Abb. 27: Einfluss korperlicher Aktivitat auf die AT1-R- und Renin-mRNA-Expression. ATs-
R- und Renin-mRNA-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR im Alter von 3 Monaten bis 18

Monaten jeweils im Vergleich Nicht-Laufer gegen Léaufer (R). Dargestellt sind Mittelwerte £ SD
von n = 6 Tieren. * = p < 0,05 vs. Nicht-Laufer gleichen Alters.
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3.3 Der Einfluss von Captopril und korperlicher Aktivitat auf normotensive und

hypertensive Ratten

Der Einfluss des ACE-Hemmers Captopril auf die renalen Umbauprozesse in
normotensiven und hypertensiven Ratten in Verbindung mit kérperlicher Aktivitat wird
im Folgenden dargestellt. Zu diesem Zweck wurden ausschlief3lich 18 Monate alte
SHR, die ihr Training im hypertensiven Stadium (12 Monate) begonnen haben,

untersucht.
3.3.1  Blutdruck und Herzfrequenz

Da Rebelo et al. (2012) dokumentierten bereits den signifikanten Blutdruckabfall der
spontan hypertensiven Tiere unter der Captopril-Therapie (von 189 + 7 mmHg auf 154
+ 11 mmHg). In der Trainingsgruppe konnte Captopril diesen Effekt nicht erzielen (192
+ 21 mmHg).
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Abb. 28: Einfluss von Captopril und korperlicher Aktivitit auf den systolischen
Blutdruck. Systolischer Blutdruck der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18 Monaten
unter Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitat (R) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(S bzw. W). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs. S bzw. W, #=p
<0,05vs. C.
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Abb 29. stellt die Herzfrequenz am Ende der Versuchsreihe dar und zeigt einen zum
Teil signifikanten Anstieg der Herzfrequenz in allen Tieren unter der Captopriltherapie.

Das korperliche Training konnte diesen Anstieg nicht beeinflussen.
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Abb. 29: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitit auf die Herzfrequenz.
Herzfrequenz der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18 Monaten unter
Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitéat (R) im Vergleich zur Kontrollgruppe (S bzw.
W). Dargestellt sind Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs. S bzw. W.

3.3.2 Laufdaten
Die Laufdaten der alten SHR unter Captopriltherapie waren mit denen der Tiere ohne

Medikation vergleichbar.

Tab. 4: Laufdaten der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18 Monaten unter
Captopriltherapie.

Laufstrecke Laufgeschwindigkeit Laufzeit
km/w km/h hiw
S 18-CR’ 45,7+ 8,8 2,3+0,1 194 +2,8

Laufstrecke, Laufgeschwindigkeit und Laufzeit der 18 Monate alten SHR (S) unter
Captoprilmedikation (C). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * = Die
entsprechenden Werte wurden im Rahmen der Arbeiten von Da Rebelo et al (2012) und Horn

(2015) erhoben.
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3.3.3 Gewicht

Captopril beeinflusste das Kdrpergewicht nicht. Wie zuvor bei den anderen SHR,

nahmen die SHR auch unter Captopriltherapie durch das Training zu.
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Abb. 30: Einfluss von Captopril und korperlicher Aktivitit auf das Korpergewicht.
Kérpergewicht der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18 Monaten unter
Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitéat (R) im Vergleich zur Kontrollgruppe (S bzw.
W). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs. S bzw. W.

3.3.4 Nierengewicht und - funktion
Die spontan hypertensiven und normotensiven Ratten ohne Medikation unterschieden
sich im Verhaltnis des Nierengewichts zur Tibialange nicht von der Captoprilgruppe.

Die unter der kérperlichen Aktivitat beobachtete Nierenhypertrophie der SHR, trat auch

unter Captoprilgabe auf.
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Abb. 31: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitat auf das Nierengewicht.
Nierengewichte/Tibialdnge der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18 Monaten unter
Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitdt (R) im Vergleich zur Kontrollgruppe (S bzw.
W). Dargestellt sind Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs. S bzw. W

Die BUN-Konzentration in den Wistar-Ratten wurde durch Captopril signifikant von
2448 *+ 6,2 mg/dl auf 17,88 + 1,8 mg/dl gesenkt. In den SHR konnte dies nicht
beobachtet werden. Es fiel aber auf, dass die trainingsbedingte Erhéhung der BUN-
Konzentration unter Captopril ausblieb (29,27 + 3,6 mg/dl vs. 22,7 + 1,5 mg/dl) und

somit die Nierenfunktion verbessert werden konnte.
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Abb. 32: Einfluss von Captopril und korperlicher Aktivitat auf die Nierenfunktion. BUN-
Werte der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18 Monaten unter Captopriltherapie (C)
und/oder kérperlicher Aktivitét (R) im Vergleich zur Kontrollgruppe (S bzw. W). Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs. S bzw. W

3.3.5 Strukturproteine und Fibrosemarker

Der Einfluss von Captopril auf die mRNA-Expression der extrazellularen Matrixproteine
unterschied sich in den normotensiven und hypertensiven Ratten. Bei den Wistar
Ratten wurde Kollagen-1 und TGF- durch den ACE-Inhibitor signifikant hochreguliert.
Im Gegensatz dazu wurde die Expression dieser Gene mithilfe von Captopril in den
SHR signifikant reduziert und wirkte somit antifibrotisch.

Die Therapie bewirkte sowohl in den Wistar als auch in den SHR eine Reduktion der
Fibronektin-Expression, jedoch nicht signifikant. Dieser Effekt blieb unter korperlicher

Aktivitat aus. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Abb. 33 und 34 dargestellt.
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Abb. 33: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitit auf die Kollagen-1- und
Fibronektin-mRNA-Expression. Kollagen-1- und Fibronektin-mRNA-Expression der Wistar-
Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18 Monaten unter Captopriltherapie (C) und/oder
kérperlicher Aktivitdt (R) im Vergleich zur Kontrollgruppe (S, W, S-C). Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs. S bzw. W.
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Abb. 34: Einfluss von Captopril und kérperlicher Aktivitit auf die TGF-B-mRNA-
Expression. TGF-B-mRNA-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR (S) im Alter von 18
Monaten unter Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitdt (R) im Vergleich zur

Kontrollgruppe (S, W, S-C). Dargestellt sind Mittelwerte £ SD von n = 6 Tieren. *=p < 0,05 vs.
S bzw. W

Die Ergebnisse der histologischen Schnitte zeigen eine Reduktion des Kollagengehalts
sowohl durch die ACE-Inhibition als auch durch die kérperliche Aktivitat in Wistar-
Ratten und SHR. Ein additiver Effekt der Medikation in Kombination mit erhdhter
korperlicher Aktivitat konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 35: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitidt auf den Kollagengehalt der
histologischen Nierenschnitte. Kollagengehalt der histologischen Nierenschnitte der 18
Monate alten Wistar-Ratten (W) und SHR (S) unter Captopriltherapie (C) und kbrperlicher
Aktivitat (R) im Vergleich zur Kontroligruppe (S bzw. W). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n
=2 Tieren. *=p <0,05vs. S bzw. W

Captopril bewirkt in den alten Wistar-Ratten eine zum Teil signifikant erhdhte
Expression von Biglycan und Decorin. Damit zeigen die SLRP’s einen ahnlichen
Verlauf wie TGF-3 und Kollagen-1 unter der ACE-Inhibition.

Wie in Abb. 37 dargestellt, konnte in den SHR lediglich die Kombination aus
Lauftraining und Captopril die Decorin-mRNA-Konzentration erhéhen. Die
medikamentdse Therapie reduzierte Biglycan auf Proteinebene signifikant. Dieser
Effekt wurde durch die kérperliche Aktivitat deutlich verstarkt (Abb. 36).
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Abb. 36: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitat auf die Biglycan-mRNA- und
Protein-Expression. Biglycan-mRNA- und Protein-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR
(S) im Alter von 18 Monaten unter Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitat (R). Die
mRNA-Expression wird als x-faches der Kontrolle (W, S, S-C) und der Proteingehalt in % der
SHR ohne Intervention (S) angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren
(mMRNA), n =3 (WB). *=p < 0,05 vs. Kontrolle (ImRNA), *=p <0,05vs. S (WB), #=p < 0,05
vs. C.
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Abb. 37: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitat auf die Decorin-mRNA- und
Protein-Expression. Decorin-mRNA- und Protein-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR
(S) im Alter von 18 Monaten unter Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitét (R). Die
mRNA-Expression wird als x-faches der Kontrolle (W, S, S-C) und der Proteingehalt in % der
SHR ohne Intervention (S) angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren
(mRNA), n =3 (WB). *=p < 0,05 vs. Kontrolle (ImRNA), *=p <0,05vs. S (WB).

Diese Ergebnisse sprechen fur einen antifibrotischen und nephroprotektiven Effekt der
Captopriltherapie in spontan hypertensiven Ratten, der durch kdrperliche Aktivitat
zusatzlich verstarkt wird. Die normotensiven Tiere zeigten trotz erhdhter Expression
der Fibrosemaker unter dem ACE-Inhibitor ebenfalls eine Reduktion des

Kollagengehalts in der Nierenhistologie.
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3.3.6 ODC und PTHrP-Rezeptor

Die Captopriltherapie hatte sowohl in den normotensiven als auch in den spontan
hypertensiven Tieren denselben Effekt auf die ODC-Expression wie das Lauftraining.
Die ODC als Proliferations- und Regenerationsmarker wurde in den Wistar Ratten um
das 15 £ 9fache hochreguliert, in den SHR um 50% supprimiert. Auf Proteinebene
deutete sich diese Herabregulierung ebenfalls an. Die kdrperliche Aktivitat zeigte unter

dem ACE-Hemmer keine zusatzliche Wirkung.
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Abb. 38: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitat auf die ODC-mRNA- und
Protein-Expression. ODC-mRNA- und Protein-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR (S)
im Alter von 18 Monaten unter Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitét (R). Die
mRNA-Expression wird als x-faches der Kontrolle (W, S, S-C) und der Proteingehalt in % der
SHR ohne Intervention (S) angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren
(mRNA), n =3 (WB). *=p < 0,05 vs. Kontrolle (ImMRNA), *=p <0,05vs. S (WB).

Wie in Abb. 39. dargestellt, wird die PTH1-R-Expression durch Captopril in Wistar
Ratten und SHR gleichermalien signifikant reduziert. Die Western-Blot-Analyse der
spontan hypertensiven Ratten unter Captoprilbehandlung bestétigten dieses Ergebnis
auf Proteinebene. Die korperliche Aktivitat hatte keinen zusatzlichen Effekt. Diese
Ergebnisse zeigen eine Wechselwirkung zwischen dem RAAS und dem

vasodilatatorisch wirkenden PTH1-R.
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Abb. 39: Einfluss von Captopril und koérperlicher Aktivitat auf die PTH1-R-mRNA- und
Protein-Expression. PTH1-R-mRNA- und Protein-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR
(S) im Alter von 18 Monaten unter Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitat (R). Die
mRNA-Expression wird als x-faches der Kontrolle (W, S, S-C) und der Proteingehalt in % der
SHR ohne Intervention (S) angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren
(mRNA), n =3 (WB). *=p < 0,05 vs. Kontrolle (ImRNA), *=p <0,05vs. S (WB).

3.3.7 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Unter der Captopriltherapie stieg die AT+-R- und Renin-Expression in den Wistar-
Ratten signifikant an, wahrend die SHR deutlich weniger Renin-mRNA aufwiesen.

Die kdrperliche Aktivitat hatte keinen erganzenden Effekt zur Medikation.
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Abb. 40: Einfluss von Captopril und korperlicher Aktivitat auf die AT+-R und Renin-
mRNA-Expression. AT+-R und Renin-mRNA-Expression der Wistar-Ratten (W) und SHR (S)
im Alter von 18 Monaten unter Captopriltherapie (C) und/oder kérperlicher Aktivitat (R) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (S, W, S-C). Dargestellt sind Mittelwerte + SD von n = 6 Tieren. * =
p<0,05vs. Sbzw. W.
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4. Diskussion

In  der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt korperlicher Aktivitat auf
hypertensivbedingte Umbauprozesse der Niere am Model der spontan hypertensiven
Ratte untersucht. Um die pathophysiologische Rolle des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems in diesem Zusammenhang naher zu analysieren, wurde ein Teil
der Tiere mit dem ACE-Inhibitor Captopril behandelt.

4.1 Bluthochdruck unter kérperlicher Aktivitat.

In zahlreichen Studien konnte der blutdrucksenkende Effekt regelmafiger kérperlicher
Aktivitat nachgewiesen werden (9, 19). Dabei hing das Ausmal} der Blutdrucksenkung
von Trainingsintensitat, Dauer und Trainingsmethode ab.

Dieser Einfluss korperlicher Aktivitat konnte in dieser Studie nicht beobachtet werden.
Das Lauftraining bewirkte in keiner Versuchsgruppe eine signifikante
Blutdrucksenkung. Die entsprechenden Ergebnisse der 3 und 4,5 Monate alten SHR
stimmen mit den Beobachtungen von Da Rebelo et al. (2012) und Horn (2015) Gberein.
Diese Diskrepanz kdnnte durch die insgesamt deutlich hdhere Trainingsintensitat (50 —
80km/Woche, 2,5 — 3km/h) im hier angewandten Studienmodell verursacht sein. Meist
wurden Untersuchungen unter geringer bis maRiger Kkorperlicher Belastung
durchgefuhrt (7 — 8km/Woche, 1,2 km/h) (2, 15, 30, 45). Dieser Unterschied spiegelt
sich auch im Korpergewicht der SHR wieder. Wahrend vorwiegend eine Abnahme des
Kdrpergewichts beschrieben wurde, erhdhte sich in dieser Untersuchung das
Kdrpergewicht der SHR durch die korperliche Aktivitat signifikant. Das Korpergewicht
der normotensiven Kontrollen blieb durch das Laufen unbeeinflusst. Diese Ergebnisse
sprechen flr eine belastungsabhangige Organhypertrophie unter Bluthochdruck.

Entsprechend zeigten sich die Nierengewichte der trainierten SHR erhdht.

4.2 Der Einfluss von korperlicher Aktivitat auf bluthochdruckbedingte

Adaptionsmechanismen der Niere.

Wie Bluthochdruck sich auf die Niere und die Entstehung von hypertensiven
Nephropathien auswirkt ist Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. Die spontan
hypertensive Ratte wird als ideales Tiermodell zur Untersuchung dieser Fragestellung
angesehen (39, 125). So geht Hultstrom et al. (2012) davon aus, dass
Gefalipathologien Ausgangspunkt fur hypertensive Nierenschaden sind. Diese

entstehen, wenn die Kapazitat der myogenen Autoregulation der Niere Uberschritten
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wird. Denn der intravasale Druck kann nur in einem bestimmten Bereich trotz
Blutdruckschwankungen  konstant gehalten werden. Ein erhdhter renaler
Perfusionsdruck im juxtamedullaren Kortex flhrt zur Mediahypertrophie der
praglomerularen Arteriolen. Diese fiihrt wiederum in einem Teil der Glomeruli zur
Minderperfusion und Tubulusatrophie. Die verbliebenen Glomeruli reagieren
kompensatorisch mit einer Hyperfiltration. Die Filtrationsfraktion kann Uber eine
Konstriktion der Vas efferens erhéht werden. Der daraus resultierende intraglomerulare
Druckanstieg fuhrt zu einer gesteigerten GFR, Proteinurie und letztendlich einer
Nephrosklerose. Diese funktionellen Veranderungen resultieren in einer Aktivierung
des RAAS und einem erhdhten Sympathikotonus.

Im Alter von 10 Wochen steigt der Blutdruck in SHR. Ab der 30. Woche nehmen die
nachweisbaren hypertensiven Nierenschaden zu und sind ab der 60. Woche in Form
glomerularer und arteriolarer Sklerose, entziindlicher Infiltrate, interstitieller Fibrose und

atropher dilatierter Tubuli histologisch nachweisbar (39).

Es ist allgemein anerkannt, dass regelmalige korperliche Aktivitdt positive
kardiovaskulare Effekte auf die Entwicklung und Behandlung von Bluthochdruck und
seine Folgeschaden hat.

Die genauen Auswirkungen von kdrperlichem Training auf bluthochdruckbedingte

Nierenschaden sind jedoch wenig untersucht.

4.2.1 Nierenfunktion

In dieser Studie konnte eine erhdhte Plasma-BUN-Konzentration als Parameter der
Nierenfunktion unter kdrperlicher Aktivitat in den hypertensiven Ratten nachgewiesen
werden. Dieser Anstieg blieb in den normotensiven Tieren aus. Die Erhéhung der
BUN-Konzentration lasst auf eine belastungs- und blutdruckbedingte reduzierte
Nierenfunktion schlieRen. Der unter Sport vermehrt anfallende Harnstoff akkumuliert
sobald die GFR nicht mehr kompensatorisch erhéht werden kann (119).
Interessanterweise blieb diese BUN-Erhéhung in den SHR unter einer
Captopriltherapie aus. Dies lasst vermuten, dass die Beeinflussung der Nierenfunktion
in den hypertensiven Tieren Uber das RAAS vermittelt wird. Insgesamt deuten die
Ergebnisse auf unterschiedliche renale Kompensationsmechanismen zwischen normo-
und hypertensiven Ratten hin. Ein moglicher Erklarungsansatz koénnte die im
Folgenden festgestellte unterschiedliche Adaption an die kérperliche Belastung auf

molekularer Ebene sein.
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4.2.2 Strukturproteine und Fibrosemarker

Die Nephrosklerose als Ausdruck einer hypertensiven Nierenschadigung kann in milder
Form in SHR bereits im Alter von zehn Wochen nachgewiesen werden. Diese
interstitielle Fibrose ist auf den juxtamedullaren Cortex beschrankt und in der 70.
Lebenswoche vollausgepragt (46). Typische morphologische Veranderungen der
Nephrosklerose sind  Vaskulopathien mit Intima- und Mediaverdickung,
Tubulusatrophien, interstitielle Fibrose mit Kollagen-1-Ablagerungen, Glomerulopathien

und interstitielle inflammatorische Infiltration.

In den prahypertensiv mit dem Training gestarteten 7,5 Monate alten SHR bewirkte das
Training eine Steigerung des Nierengewichts und histologisch eine interstitielle
Kollagenanreicherung. Interessanterweise wurde auf molekulargenetischer Ebene die
MRNA-Expression zentraler Fibrosemarker wie Kollagen-1, TGF-, Decorin und
Biglycan herabreguliert. In den normotensiven Tieren konnten diese trainingsbedingten
Effekte nicht beobachtet werden.

Eine vergleichbare Studie von Agarwal et al. (2011) zeigte in 23-Wochen alten SHR
nach einem 16-Wochen-Laufradtraining ebenfalls eine Reduktion der Kollagen-1-
Expression. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit waren in trainieten SHR
histologisch weniger fibrotische und glomerulare Schaden nachweisbar (2). Auch
Kohzuki et al. (2001) konnten eine trainingsbedingte Verbesserung der
Glomerulosklerose in 5/6-nephrektomierten SHR histologisch nachweisen (59).

Diese Diskrepanz kdnnte durch den deutlichen Unterschied in Trainingsintensitat und
Dauer begrindet sein. Agarwal et al. und Kohzuki et al. wahlten ein Protokoll mit
moderater Intensitat (5 Tage/Woche, 1 h/d, 18 m/min fir 16 Wochen und 20 m/min fir
4 Wochen), wohingegen die Tiere dieser Studie (42 — 50 m/min, 30 - 60 km/Woche fur
6 Monate) ein Training hoherer Intensitat durchfuhrten. So zeigen beispielsweise
Wistar-Ratten nach einem 12-woéchigen High Intensity Training histologisch
nachweisbare glomerulare und fibrotische Veranderungen und erhdhte Plasma-BUN-
Werte. Diese Veranderungen konnten die Entstehung von  spateren
Nierenerkrankungen beguinstigen (5).

Die reduzierte Menge Decorin in den SHR, die durch das Training weiter supprimiert
wurde, kdnnte eine weitere Erklarung fiir die fibrotischen Veranderungen sein. Decorin
gilt als antifibrotisch und kollagenstabilisierend. Decorin-defiziente Mause entwickeln in
einem niereninsuffizienten Tiermodell eine gesteigerte Fibrose, der ein massiver
Verlust an Tubuluszellen vorrausgeht. Dieses Phanomen geht einer TGF-B-Erhéhung

voraus und scheint rein Decorin-abhangig zu sein (103). Im Vergleich zu den SHR
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zeigten die Wistar einen niedrigeren Biglycangehalt und konnten diesen durch das
Training reduzieren. In fibrotischen Nierenerkrankungen akkumuliert Biglycan
interstitiell und wird durch TGF-B induziert. Biglycan scheint unglinstige Effekte Gber
Interaktionen mit TGF-B auf fibrotische und inflammatorische Veranderungen der Niere
zu haben (103).

Denkbar ist auch ein gestérter Kollagenumsatz, der sowohl in alten Wistar (41), als
auch in alten SHR (40) bereits nachgewiesen wurde. Der vermehrte Kollagengehalt
resultiert aus einer Induktion kollagenstabilisierender Proteine und einer Hemmung des
Kollagenabbaus durch Erhdhung des Gewebeinhibitors der Metalloprotease-1 (TIMP1)
und Reduktion der Matrix-Metalloprotease-9 (MMP-9). Durch die steigende
Kollagenkonzentration wird die Kollagen-1-mRNA-Expression supprimiert (41).
Unterstutzt wird diese Theorie durch die Ergebnisse von Hultstrom et al. (2012), die auf
Proteinebene eine Reduktion von MMP-9 und eine Erhéhung von TIMP1 in 15 Monate
alten SHR nachwiesen. Das Training kdnnte diese Effekte verstarkt und zu den oben
genannten Unterschieden zwischen SHR und Wistar gefihrt haben. So ware es
moglich das Sport trotz der reduzierenden Wirkung auf die Expression der

Fibrosemarker nicht ausreicht um die Kollagenanreicherung zu senken.

Die Adaption an die korperliche Aktivitat der alten Tiere, die erst im Alter von einem
Jahr mit dem Lauftraining begonnen haben, unterscheiden sich grundsatzlich von
denen der jungen Tiere.

Eine erhdhte BUN-Konzentration gibt Anhalt auf eine trainingsbedingte
Verschlechterung der Nierenfunktion in den SHR mit hoher korperlicher Aktivitat.
Wahrend in Wistar Ratten die mRNA-Expression von Kollagen-1, TGF-, Decorin und
Biglycan durch das Training gesteigert wurde, wurde die ohnehin erhdhte Expression
in den SHR nicht weiter heraufreguliert.

Die Ergebnisse lassen auf fehlende Kompensationsmechanismen der alten SHR an
die korperliche Belastung schlieBen. Einige Studien deuteten bereits daraufhin das
intensive  korperliche Aktivitdt das Risiko flir den Progress hypertensiver
Nierenschaden erhéhen kann (5, 7, 63). Svarstad et al (2008) beobachteten sowohl in
gesunden als auch in hypertensiven Patienten einen Abfall von GFR und effektivem
renalem Plasmafluss (ERPF) wéahrend des Trainings (12, 111). Die alten Tiere sind
womdglich schlechter in der Lage sich der veranderten Hdmodynamik anzupassen wie
die jungeren Ratten. Dies kdnnte die beobachteten Unterschiede erklaren.

Kontrovers scheint, dass sowohl die Nieren der normotensiven, als auch der
hypertensiven Tiere nach dem Lauftraining einen geringeren Kollagengehalt

aufwiesen.
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Ein mdglicher Erklarungsansatz konnte ein durch korperliche Aktivitdt induzierter
erhohter Kollagenabbau sein. Nicht nur Matrixmetalloproteasen sind an diesem Abbau
beteiligt, sondern auch Autophagozytose. Durch diesen Prozess ist die Niere in der
Lage  TGF-p-induzierte  Kollagenanreicherungen im  Rahmen fibrotischer
Nierenerkrankungen zu reduzieren ohne die erhéhte Kollagen-mRNA-Expression zu
beeinflussen (34, 53). Autophagozytose kann durch multiple intra- und extrazellulare
Faktoren hochreguliert werden. Zu diesen Induktoren zahlen unteranderem TGF-§,
oxidativer Stress und hypoxische Zustande, die wiederum bei starker kérperlicher

Belastung steigen.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass SHR unter intensivem
korperlichem Training Zeichen progredienter hypertensiver Nierenschaden zeigen. Es
konnte abhangig von Alter und hypertensivem Stadium bei Trainingsbeginn zwischen
fibrotisch-hypertrophen und funktionellen Veranderungen unterschieden werden.

Die Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede in der transkriptionalen Regulation
wichtiger Struktur- und Fibrosemarker zwischen normotensiven und hypertensiven
Ratten unter intensivem Training. Diese fuhren zu eingeschrankten

Kompensationsmechanismen der SHR an die kdrperliche Belastung.

423 ODC

ODC als initiales geschwindigkeitsbestimmendes Enzym des Polyaminstoffwechsels ist
essentiell fur die Zellproliferation, Zelldifferenzierung und die Proteinbiosynthese. Die
Polyaminkonzentration und -synthese ist in schnell proliferierendem Gewebe gesteigert
und wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren induziert (35). Im arteriellen
Gefallsystem der SHR ist sowohl die ODC-Aktivitdt (122), als auch die
Polyaminkonzentration (109) im Vergleich zu normotensiven Ratten deutlich erhoht.
Die Gabe des spezifischen ODC-Inhibitors DFMO bewirkt in diesen Tieren, dass der
Bluthochdruck und die damit einhergehenden GefalRveranderungen sich weniger
ausgepragt entwickeln (21, 109). Der Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und der
renalen Ornithindecarboxylase ist wenig erforscht. Hayashi et al. (2002) wiesen in
Dahl-Salz-sensitiven Ratten (SS) eine eingeschrankte renale ODC-Aktivitat bei
gleichzeitig erhdhtem ODC-Protein nach. Eine DFMO-Gabe erhtéhte und Spermidin
erniedrigte den Blutdruck in SS unter Salzbelastung (33). Diese Ergebnisse stehen im
Kontrast zu der blutdrucksenkenden Eigenschaft von DFMO in anderen
Hypertoniemodellen (43, 108, 109).
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In der hier durchgeflhrten Arbeit konnte eine erhdhte renale ODC-Expression in den
alten SHR (18 Monate) nachgewiesen werden. Die Proteinkonzentration blieb dabei
unverandert. Ein gesteigerter ODC-Abbau koénnte dies erklaren. Sowohl oxidativer
Stress, als auch eine erhdhte Polyaminkonzentration sind in SHR nachgewiesen und
fihren zu einer Induktion ODC-abbauender Mechanismen (88). Interessanterweise
sind neben der ODC-Expression die Fibrosemarker Kollagen-1, TGF-p und Biglycan
gesteigert. Dies weist auf hypertrophe renale Umbauprozesse in SHR hin, die
kennzeichnend flur die hypertensive Nephropathie sind. Die ebenfalls erhéhte ODC-
Expression in verschiedenen Studienmodellen mit Nierenhypertrophie unterstitzt diese
These (6, 42, 86, 100).

Die spontan hypertensiven Tiere, die im prahypertensiven Stadium mit dem Training
begonnen haben, zeigten nach drei Monaten kérperlicher Belastung einen Anstieg der
renalen ODC-Expression verbunden mit einem erhéhten Nierengewicht. Eine
Aktivierung von ODC und ein Anstieg der Polyaminkonzentration in Verbindung mit
korperlicher Aktivitat konnte bereits in einigen Studien nachgewiesen werden (115,
116). Dieser Effekt war jedoch nach 6 Monaten Training nicht mehr nachweisbar. Im
Gegenteil, in den alten SHR bewirkte die korperliche Aktivitdt sogar eine deutliche
Reduktion der ODC-Expression bei ausbleibender Nierenhypertrophie. Die Befunde
deuten auf eine protektive Wirkung von Sport auf die Entstehung einer
bluthochdruckbedingten Nierenhypertrophie im Alter hin.

Die entsprechenden normotensiven Kontrollen zeigten im Alter von 18 Monaten einen
trainingsbedingten Anstieg der renalen ODC-mRNA- und Protein-Konzentration.
Parallel dazu steigen die Fibrosemarker ohne das Nierengewicht zu beeinflussen.
Inwiefern diese Veranderungen eine protektive oder schadigende Wirkung auf die

Nieren im Alter haben sollte Gegenstand zukinftiger Studien sein.

4.2.4 PTHrP-Rezeptor

Im Alter von 7,5 Monaten untersuchte SHR zeigten keinen signifikanten Unterschied in
der renalen PTH1-R-Expression im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen. Das
kérperliche Training vor Beginn der Entwicklung des Bluthochdrucks hatte keinen
Effekt auf die Expression des PTH1-R. Massfelder et al. (2002) beschrieben eine
gestorte Vasodilatation im renalen Gefalisystem der SHR durch eine Suppression des
PTH1-R und eine Erhéhung des PTHrP. Die gesteigerte PTHrP-Expression in den 3

Monate alten Tieren konnte jedoch nur in den renalen Gefalden nachgewiesen werden
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und nicht in der Gesamtniere. Dies konnte erklaren warum in dieser Arbeit kein

Unterschied zwischen normo- und hypertensiven Tieren festgestellt werden konnte.

Einer der bemerkenswertesten Befunde ist der Einfluss der kérperlichen Aktivitat auf
die renale PTH1-R-Expression der alten Tiere. Wahrend in den Nieren normotensiver
Wistar-Ratten die Expression des PTH1-Rezeptors trainingsbedingt massiv anstieg,
wurde er in den SHR durch Sport supprimiert. Die physiologische Funktion des PTHrP
als vasodilatierender Gegenspieler im renalen GefalRsystem der SHR ist durch die
reduzierte PTH1-R-Expression ohnehin gestért (26, 75) und scheint durch die
korperliche Belastung weiter eingeschrankt. Es kann angenommen werden, dass
dadurch der RVR weiter ansteigt, die GFR entsprechend fallt und dies zu der
beobachteten BUN-Erh6éhung in den SHR fuhrt. Die eingeschrankte Nierenfunktion
deutet auf eine Progression der hypertensiven Nierenschaden hin. Diese
Herabregulation des PTH1-Rezeptors wird gleichermalen nach einer akuten
Nierenschadigung in den Tubuluszellen beschrieben (98, 107).

Es gibt jedoch auch Hinweise, dass eine Reduktion des PTH1-R protektive Effekte auf
Angiotensin-llI-bedingte Nierenschadigungen hat (71). In diesem Fall ware Sport in der
Lage die erhdhte PTH1-R-Expression der alten SHR abzuschwéachen, aber nicht
suffizient genug um die Nierenfunktion zu erhalten. Der groRe Altersunterschied
zwischen den hier untersuchten Tieren und denen in der Literatur mit einer renalen
PTH1-R-Suppression beschriebenen, schrankt die Vergleichbarkeit der Studien sehr
ein (75, 118).

Die normotensiven Tiere kompensieren die kdrperliche Belastung mit einer Erhéhung
des PTH1-Rezeptors. Dieser Effekt kdnnte Uber eine ebenfalls gesteigerte Expression
des AT1-Rezeptors vermittelt sein. Unterstutzt wird diese These durch Ergebnisse nach
Angiotensin-lI-Infusionen, die ebenfalls ATi-Rezeptor-vermittelt die renale PTH1-R-

Expression in Wistar-Ratten erhdhen konnten (71).
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4.3 Der Einfluss von Captopril auf bluthochdruck- und trainingsbedingte

Adaptionsmechanismen der Niere.

4.3.1 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das lokale RAAS der Niere ist im Rahmen der Hypertonie UbermaRig aktiviert und die
hohen renalen Angiotensin-llI-Konzentrationen in SHR stehen im Verdacht fur die
hypertensiven Nierenschaden verantwortlich zu sein (58, 79). In der vorgelegten Arbeit
bestatigt sich eine entsprechende RAAS-Aktivierung in den SHR. Sowohl die AT;:-
Rezeptor-, als auch die Renin-Expression wurde in den hypertensiven Tieren
altersabhangig hochreguliert. Durch die Captoprilgabe konnte die Reninerhdhung
signifikant gesenkt werden. Die ausbleibende Wirkung auf den ATi-Rezeptor durch die
Medikation wurde bereits durch Castro-Moreno et al. (2012) demonstriert. Die
Arbeitsgruppe beobachtete in SHR den Angiotensin Il senkenden Effekt von Captopril
verbunden mit einer verbesserten renalen Hdmodynamik, konnte aber ebenfalls keine
Veranderung der AT-Rezeptor-Expression nachweisen (11). Das Laufradtraining hatte
unter der Medikation keinen erganzenden Effekt.

Die Reaktion der normotensiven Tiere auf das Training und die Medikation
unterscheidet sich wieder deutlich von denen der SHR. Die ATi-Rezeptor-Expression
erhdhte sich signifikant unter der korperlichen Belastung. Die Hochregulation des
PTH1-R in diesen Tieren kénnte fiir die fehlende Steigerung der Renin-Expression
verantwortlich sein. Die reninsenkende Wirkung einer Ubermafigen PTH1-R-
expression wurde bereits beschrieben (27).

Interessanterweise hat die Captoprilgabe den gleichen Effekt auf die AT-Rezeptor-
Expression wie das Training und steigert zusatzlich die von Renin.

Es stellt sich die Frage, ob diese Veranderungen als Aktivierung des RAAS zu
interpretieren sind, oder eine trainingsbedingte Angiotensin-lI-Reduktion eine
kompensatorische Erhdhung bewirkt hat. N&here Untersuchungen zur renalen
Angiotensin-lI-Konzentration kénnten hier zu weiteren Erkenntnisse fuhren.

Insgesamt fihrte die Captoprilgabe zu einer Hemmung des renalen RAAS und einer
verbesserten Nierenfunktion. Obwohl das Training eine ahnliche Wirkung auf die
Expression hatte, konnte es die BUN-Werte nicht senken. Fir das kérperliche Training

konnte kein zusatzlicher Effekt unter der Medikation nachgewiesen werden.
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4.3.2 Nierenfunktion

ACE-Hemmer und AT:-Rezeptoranatgonisten senken zuverlassig den Blutdruck,
reduzieren oxidativen Stress (66) und verlangsamen den Progress chronischer
Nierenerkrankungen (47, 117). Durch eine Hemmung des RAAS wird die Entstehung
einer hypertensiven Nephropathie histologisch und funktionell in SHR abgeschwacht
bzw. aufgehalten (49, 58, 60, 82). Dieser renoprotektive Effekt konnte in der
vorgelegten Arbeit bestatigt werden. Captopril senkte die BUN-Werte in den alten
Wistar Ratten signifikant und wirkte der trainingsbedingten BUN-Erhéhung in den SHR

entgegen.

4.3.3 Strukturproteine und Fibrosemarker

Die Captoprilgabe veranderte neben den BUN-Werten auch die Expression der
Molekiile der extrazellularen Matrix in den SHR. Kollagen-1, TGF-f und Biglycan
wurden deutlich reduziert. Der Einfluss der RAAS-Inhibition auf die renale
Proteoglykanexpression deckt sich mit den Ergebnissen von Sasamura et al. (2001),
die in hypertensiven Ratten unter einem ARB ebenfalls eine Reduktion der Biglycan-
mMRNA beobachteten (99).

Das Training unter der Medikation hatte einen additiven Effekt: die Decorin-Expression
wurde gesteigert und die Biglycanmenge auf Proteinebene weiter reduziert.

Die Ergebnisse legen nahe, dass die Therapie mit einem ACE-Hemmer in Verbindung
mit Sport die renalen Fibrosierungs- und Umbauprozesse im Rahmen der Hypertonie
positiv beeinflussen. In der Literatur finden sich Studien, die diese These unterstitzen:
In 5/6-nephrektomierten Wistar verbesserte die Kombination aus ACE-Hemmer und
Training die Glomerulosklerose und das Serumkreatinin in gréflerem Mal} als Sport
oder die Medikation alleine (50). Auch Kohzuki et al. (2001) demonstrierten, dass die
Therapiekombination die Glomerulosklerose in 5/6-nephrektomierten SHR starker

reduziert im Vergleich zu einer Monotherapie.

Obwonhl die ACE-Inhibition eine Verbesserung der Nierenfunktion und -histologie in der
normotensiven Vergleichsgruppe bewirkte, stieg die Expression der Struktur- und
Fibrosemarker Kollagen-l, TGF-B und Biglycan an. Ahnliche Veranderungen der
Expression sind in der normotensiven Trainingsgruppe zu beobachten und stehen im
Konflikt mit der aktuellen Literatur. Eine mdgliche Erklarung kénnte das fortgeschrittene
Alter der Tiere sein. Mit dem Alter nehmen die Expression von Fibrosemarkern wie

TGF-B, sowie strukturelle Veranderungen (Glomerulosklerose, interstitielle Fibrose)
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stetig zu (97). Dieser Alterungsprozess scheint in den Wistar Ratten durch Captopril
beschleunigt. Warum die antifibrotische Wirkung der Medikation auf mRNA-Ebene in

diesen Tieren nicht nachweisbar ist, bedarf weiterfihrender Studien.

434 ODC

Es liegen nur wenige Daten zum Einfluss von Captopril auf die ODC-Expression vor.

Frihere Studien konnten bereits nachweisen, dass die im Rahmen einer myokardialen
Hypertrophie erhéhte ODC-Aktivitdt und Polyaminkonzentration durch Captopril
gesenkt werden kann (37, 106). In der vorliegenden Arbeit hatte die Captopriltherapie
den gleichen Effekt auf die renale ODC-Expression wie das Training. Captopril
induzierte in den normotensiven Tieren die ODC-Expression entsprechend der
Fibrosemarker, wahrend sie in den SHR herabreguliert wurde. Eine zusatzliche
Wirkung von koérperlichem Training unter der Captopriltherapie auf die ODC-

Expression konnte nicht nachgewiesen werden.

4.3.5 PTHrP-Rezeptor

Die renale PTHrP-Expression wird durch das RAAS beeinflusst und ist im Rahmen von
Bluthochdruck und Nephropathien erhéht (71, 81, 85, 96, 98, 107). Es gibt vermehrt
Hinweise, dass PTHrP an den durch Angiotensin Il bedingten Nierenschaden beteiligt
ist. Uber den ATi-Rezeptor steigert Angiotensin Il die renale PTHrP-Konzentration,
wahrend die PTH1-Rezeptor-Expression in Tubuluszellen supprimiert und die PTH1-R-
mRNA destabilisiert wird (71, 118).

Unter der Captopriltherapie wurde die PTH1-R-Expression sowohl in den SHR als auch
in den normotensiven Kontrollen signifikant reduziert. In den hypertensiven Tieren
bestatigte sich dieses Ergebnis auch auf Proteinebene. Das Training zeigte zwar
keinen zusatzlichen Effekt zu der medikamentdsen Therapie, war aber gleichermalen
in der Lage die PTH1-R-Konzentration zu senken.

Aus der Literatur sind verschiedenartige Effekte von RAAS-Inhibitoren auf das PTHrP-
system bekannt: Einerseits bewirkten ACE-Hemmer und ATi-Rezeptorantagonisten in
einigen Studien eine Hochregulation des PTH1-R oder inhibierten zumindest eine
Herunterregulation (85, 118). Andererseits senkte Losartan die nachgewiesene
Uberexpression von PTHrP und PTH1-R in Wistar Ratten nach Angiotensin II-
Infusionen (71).

Die Reduktion des PTH1-R in beiden Gruppen lasst hier aufgrund der verbesserten

Nierenfunktion einen protektiven Mechanismus vermuten.
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4.4 Schlussfolgerung

Die normo- und hypertensiven Ratten zeigten unterschiedliche renale
Adaptationsmechanismen unter der kdrperlichen Aktivitat. Wahrend das Training in
den alten SHR zu einer Verschlechterung der Nierenfunktion flhrte, blieb die
Nierenfunktion der normotensiven Vergleichsgruppe trotz Hochregulation der Struktur-
und Fibrosemarker unbeeinflusst. Gunstige Auswirkungen auf die renalen
Adaptationsprozesse hatte das Training der SHR mit Beginn im prahypertensiven
Stadium und in den alten SHR unter einer Captopriltherapie. Die Tiere profitierten von
einer deutlich verbesserten Zusammensetzung der Matrixkomponenten auf mRNA-
Ebene. Captopril bewirkte in Wistar-Ratten und SHR gleichermalien eine
Verbesserung der Nierenfunktionswerte. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Inhibition des RAAS &hnliche Veranderungen in der transkriptionalen Regulation der
untersuchten Gene nach sich zieht, wie das Training. Die korperliche Aktivitat konnte
den positiven Effekt des ACE-Hemmers in den SHR noch steigern.

Zusammenfassend lasst sich daraus eine Empfehlung zu praventivem Sport unter
regelmaRigen Blutdruckkontrollen ableiten. Darlber hinaus sollte bei etabliertem
Hypertonus, besonders im Alter, das Training nur in Kombination mit einem ACE-

Hemmer durchgeflihrt werden.
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5. Zusammenfassung

Die arterielle Hypertonie ist mit einer Pravalenz zwischen 30 % und 45 % in Europa
einer der wichtigsten kardiovaskularen Risikofaktoren. Neben Schlaganfallen und
ischamischen Herzerkrankungen, ist die hypertensive Nephropathie eine direkte Folge
des Bluthochdrucks. Diese kann aus einem langjahrigen Bluthochdruck resultieren und
ist selbst zweithaufigste Ursache einer terminalen Niereninsuffizienz.

Regelmaliige korperliche Aktivitat wird zur Pravention und Behandlung der Hypertonie
von vielen Fachgesellschaften, wie der Deutschen Hochdruckliga in aktuellen Leitlinien
empfohlen. Beispielhaft wird ein moderates Ausdauertraining (Joggen, Fahrradfahren
oder Schwimmen) fiir 30 Minuten 5-7 Tage pro Woche genannt. Die Auswirkungen der
korperlichen Belastung auf die Entstehung und den Progress hypertensiver
Nierenschaden sind jedoch nur unzureichend erforscht.

In der vorliegenden Arbeit wurde der altersabhangige Einfluss kdrperlicher Aktivitat auf
die Nierenfunktion und die renale parenchymale Genexpression hypertensiver Ratten
untersucht. Neben den hamodynamischen Parametern (Blutdruck und Herzfrequenz),
wurden regelmalRig das Korpergewicht und die Laufdaten erhoben. Die
molekularbiologischen Adaptationen von insgesamt 36 Nieren normotensiver und 66
Nieren hypertensiver Ratten wurden mittels Real-time-PCR, Immunoblots und
histologischer Schnitte analysiert. Die BUN-Werte als Mal fur die Nierenfunktion wurde
im Rattenplasma bestimmt.

Die Ergebnisse der aktuellen Studie zeigen deutliche Unterschiede trainingsbedingter
renaler Adaptationsmechanismen zwischen normotensiven und hypertensiven Tieren.
In  keiner Gruppe konnte ein blutdrucksenkender Effekt des intensiven
Ausdauertrainings nachgewiesen werden. In den alten SHR, die das Training bei
bereits etabliertem Hypertonus begannen, bewirkte die kérperliche Belastung eine
Verschlechterung der Nierenfunktion. In den entsprechenden normotensiven
Kontrollen blieb die Nierenfunktion trotz einer Hochregulation der Struktur- und
Fibrosemarker erhalten. Captopril hatte eine dem Training ahnliche Wirkung auf die
Genexpression der Laufgruppen, verbesserte aber die Nierenfunktion deutlich. Als
einer der bemerkenswertesten Befunde ist hier die unterschiedliche Regulation des
PTH1-Rezeptors zu nennen. Die verbesserte Nierenfunktion unter einer Reduktion des
renalen PTH1-R in den SHR lasst auf einen protektiven Mechanismus schliefl3en.

Die hypertensiven Tiere, die bereits im prahypertensiven Stadium mit dem Training
begannen, zeigten im Gegensatz zu den alten Tieren eine verbesserte

Zusammensetzung der Matrixkomponenten auf m-RNA-Ebene.
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6. Summary

With a prevalence rate ranging from 30 % to 45 %, arterial hypertension is one of the
most important cardiovascular risk factors in Europe. In addition to strokes and
ischemic heart disease, hypertensive nephropathy is a direct result of hypertension. It
may result from chronic hypertension and is even the second leading cause of end-
stage renal failure.

Regular physical activity is recommended for prevention and treatment of hypertension
by many professional societies in current guidelines, such as the German Hypertension
League. For example, a moderate endurance exercise (jogging, cycling or swimming)
for 30 minutes 5-7 days per week is mentioned. However, the impact of physical stress
on the onset and progression of hypertensive kidney damage has been, so far,
inadequately researched.

In the present work, the age-related influence of physical activity on renal function and
renal parenchymal gene expression of hypertensive rats has been investigated. In
addition to the hemodynamic parameters (blood pressure and heart rate), the body
weight and the data of physical activity were collected regularly. The molecular
biological adaptations with a total of 36 kidney normotensive and 66 hypertensive rat
kidneys were analyzed by real-time PCR, immunoblots and histological sections. The
BUN values as a measure of renal function were determined in rat plasma.

The results of the current study show clear differences in training-related renal
adaptation mechanisms between normotensive and hypertensive animals. In none of
the groups was a blood pressure lowering effect of intensive endurance training be
demonstrated. In the old SHR, which started training with the already established
hypertension, the physical stress caused a worsening of kidney function. In the
corresponding appropriate normotensive controls, renal function was maintained
despite upregulation of structural and fibrosis markers. Captopril had a training-like
effect on gene expression of the exercising groups, but significantly improved kidney
function. One of the most notable findings is the different regulation of the PTH1-R.
Improved renal function with a reduction of renal PTH1-R in the SHR suggests a
protective mechanism.

The hypertensive animals which started training already in the prehypertensive stage
showed, in contrast to the old animals, an improved composition of the matrix

components at the m-RNA level.
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