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1. EINLEITUNG

11 Gegenstand der Arbeit

Dopamin D3 Rezeptoren sind an der Regulation der renalen Hamodynamik
beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wird an diabetischen und nicht diabetischen
D3; Rezeptor Knockout Mausen und den entsprechenden Wildtyptieren durch
Clearanceversuche untersucht, ob der Dopamin D3 Rezeptor an der
pathologischen Hyperfiltration der diabetischen Nephropathie beteiligt ist. Unter
diesem Aspekt wird ebenfalls die Beteiligung des D; Rezeptors an der
Regulation des Natriumhaushalts und die Pathogenese der arteriellen
Hypertonie untersucht. Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden sowohl

an wachen als auch an narkotisierten Mausen durchgefuhrt.

1.2. Allgemeine Grundlagen

1.2.1 Nephron und Glomerulare Filtrationsrate

Die Nephrone werden als die architektonische Grundeinheit der Niere
aufgefasst (Abb. 1). Beide Nieren des Menschen enthalten zusammen etwa 2-
2,5 Millionen Nephrone. Man unterscheidet zwei Typen von Nephronen. Die
kortikalen Nephrone mit einer kurzen Henleschen Schleife und die
juxtamedullaren Nephrone mit einer bis zu 40 mm langen Schleife. Die
Harnkonzentration ist von der Schleifenlange abhangig. Nephrone mit einer
kurzen Henleschen Schleife produzieren dunn konzentrierten Harn, die
juxtamedullaren Nephrone mit den langen Schleifen sind in der Lage einen
hochkonzentrierten Harn auszuscheiden. Jedes Nephron besteht aus
Nierenkdrperchen und Nierenkanalchen. Ein Nierenkoérperchen wiederum
besteht aus einem kompliziert gebauten Kapillarknduel, dem Glomerulus, das
von der Bowman-Kapsel umgeben ist (Abb. 2 und 3). Zwischen den Kapillaren

befinden sich die Mesangiumzellen, die an der Regulation der Filtration mit



beteiligt sind. Uber das Vas afferens gelangt das Blut in das Glomerulus. Dort
wird unter Zuruckhaltung der Blutzellen und der groBmolekularen Bestandteile
Blutplasma in die Bowman-Kapsel abfiltriert. Uber das Vas efferens flieRt das
Blut aus dem Glomerulus in die Vasa recta, die in das Nierenmark
hinunterziehen.

Die Filtrationsprozesse erfordern spezifische Strukturen in den Glomeruli. Das
Epithel der Bowman-Kapsel legt sich den Kapillaren an. So entsteht ein
dreischichtiger Filter, der aus dem Kapillarendothel, der Basalmembran mit den
fest anliegenden Podozyten und der Schlitzmembran besteht. Das gebildete
Ultrafiltrat, der Primarharn, gelangt am Harnpol in das nachgeschaltete
Tubulussystem, in dem nahezu 99% des Primarharns wieder rickresorbiert und
dem zirkulierenden Blut zugefuhrt wird (Berry 1996). Der am Ende des
Sammelrohres gebildete Endharn flie3t nun in das Nierenbecken und wird Uber
die ableitenden Harnwege ausgeschieden.

Im proximalen Tubulus erfolgen die wichtigsten Resorptionsleistungen. Die
osmotische Konzentration bleibt hier unverandert. Zwei Drittel der gesamten
Flussigkeit werden dort schon ruckresorbiert. Treibende Kraft dafur ist die dort
ablaufende Resorption von Na®, CI" und HCOs, denen das Wasser zum
osmotischen Ausgleich nachfolgt. Eine zusatzlich treibende Kraft fur die
Wasserresorption ist der onkotische Druck in den peritubularen Kapillaren. Er
ist um so hoher, je mehr Wasser am Glomerulus filtriert wurde, da die Proteine
bei der Filtration zu 99,9% im Blut verbleiben. Uber den nachfolgenden
intermediaren Tubulus gelangt das Filtrat in die Henlesche Schleife. Sie dient
dem Aufbau eines osmotischen Gradienten im Nierenmark, der die
Voraussetzung daflr ist, dass am Ende im Harn eine hohe osmotische
Konzentration eingestellt werden kann. Der wichtigste Prozess fur diese
Funktion ist ein aktiver Salztransport aus dem Tubuluslumen ins Gewebe, bei
fehlender Wasserpermeabilitdt. Der aufsteigende dicke Ast der Henleschen
Schleife lauft zum Glomerulus desselben Nephrons zurtick und bildet dort im
distalen Tubulus eine Zone sehr engen Kontaktes mit dem Gefalpol. Dieser
sogenannte juxtaglomerulare Apparat ist der Ort wichtiger Ruckkopplungen

(tubuloglomerularer Feedback, TGF) vom frih distalen Tubulus zum



Glomerulus. Zum juxtaglomerularen Apparat gehoren die Polkissen
(epitheloide, juxtaglomerulare Zellen), die Macula densa und die
extraglomeruldaren Mesangiumzellen, auch Goormaghtigh-Zellen genannt. In
den Polkissen konnte immunhistochemisch das Enzym Renin nachgewiesen
werden. Aullerdem enthalten die Zellen Angiotensinase A. Renin wirkt auf das
Angiotensinogen und beeinflusst Uber das Angiotensin-Aldosteron-System
Blutdruck und Natriumhaushalt, indem die Natriumrickresorption stimuliert wird.
In der Macula densa wird die Natriumkonzentration des Tubulusharns ermittelt.
Erh6hung der Natriumkonzentration im Tubulusharn induziert eine Konstriktion
des Vas afferens und fuhrt zur Verminderung der Glomerulusdurchblutung und
zu einem Abfall der glomerularen Filtrationsrate (GFR). Bei Erniedrigung der
Natriumkonzentration beobachtet man den umgekehrten Effekt (Schnermann et
al. 1984).

Der distale Tubulus miundet in das Sammelrohr. In den medullaren Abschnitten
der Sammelrohre findet die endgultige Einstellung des auszuscheidenden
Urinvolumens statt. Unter der Wirkung von Adiuretin (ADH) wird hier dem Urin
bei seiner Passage durch das zunehmend hypertone Nierenmark so viel
Wasser entzogen, dass sich die Osmolalitat des Urins gegenliber dem Plasma
mehr als vervierfachen kann (Antidiurese). In Abwesenheit von ADH kommt es

zur Wasserdiurese.
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Abb. 1: Juxtamedulléres (links) und kortikales (rechts) Nephron mit jeweils langer, bzw. kurzer
Henleschen Schleife in der schematischen Darstellung. Die Grenzen von Mark und Rinde, bzw.
die Zonen des Marks sind gestrichelt eingezeichnet. Das Sammelrohr und die geraden
Abschnitte des proximalen und distalen Tubulus des kortikalen Nephrons liegen in einem
Markstrahl, der gleichfalls durch eine gestrichelte Linie abgegrenzt ist. (Modifiziert nach
Junqueira et al. 1996).
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Abb. 2 (links) und Abb. 3 (rechts): Aufbau eines Glomerulus. Abb. 3 : Der juxtaglomerulére
Apparat X markiert den Gefal3pol. Gegeniiber der mit H gekennzeichnete Harnpol. C
Glomeruluskapillaren, E Kapillarendothelien, K Bowman-Kapselraum, M Mesangiumzellen, P
Podozyten (Modifiziert nach Junqueira 1996).

1.2.2 Klassifikation, Atiologie und Pathophysiologie des Diabetes

mellitus

Der Diabetes mellitus (DM), zu deutsch ,Zuckerharnruhr, ist in der westlichen
Kulturgesellschaft mit 4% eine der haufigsten endokrinen
Stoffwechselstérungen (Statistisches Bundesamt Stuttgart 1998). Dies
entspricht etwa 3,5 Millionen diagnostizierter Patienten in Deutschland. Diese
Erkrankung ist durch eine dauerhafte Erhéhung der
Plasmaglucosekonzentration charakterisiert, die nicht therapiert mit schweren

Stérungen anderer Organsysteme einhergeht. Die beiden haufigsten
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pathogenetisch verschiedenen Diabetesformen sind der Typ-1- und der Typ-2-
Diabetes. Etwa 5% sind Typ-1-Diabetiker, Uber 90% Typ-2-Diabetiker.

Der Pathogenese, des meist in jungen Jahren auftretenden Typ-1- Diabetes,
liegt die Zerstérung der B-Zellen der Langerhans-Inseln durch
Autoimmuninsulitis mit absolutem Insulinmangel zugrunde. Es wird vermutet,
dass Zusammenhange zwischen den genetisch determinierten Histokom-
patibilitatsantigenen des HLA-Systems (-DR 3 und/oder -DR 4) und dem Typ-1-
Diabetes bestehen und somit eine Immunreaktion begtnstigt wird. Der Typ-2-
Diabetes manifestiert sich meist erst nach dem 35. Lebensjahr, dabei nimmt die
Insulinempfindlichkeit mit zunehmendem Lebensalter ab. Bei der
Pathophysiologie des Typ-2-Diabetes steht die Insulinresistenz und die
Insulinsekretionsstérung im Vordergrund. Diese ist ebenfalls genetisch
festgelegt, kann aber durch Umwelteinflisse wie fettreiche Ernahrung,
Ubergewicht und Bewegungsmangel verstarkt werden. Da Glucose, selbst bei
hoher Blutkonzentration, nicht in die Zellen aufgenommen werden kann, wird
ein  Metabolismus, der dem Hungerzustand entspricht, ausgeldst.
Glykogenolyse und Gluconeogenese treiben zusatzlich den Blutglucosespiegel
in die Hohe. Uberschreitet die Glucosekonzentration die renale Schwelle, tritt
Glucose in den Urin uber und bindet Wasser im Zuge des osmotischen
Prozesses. Klinisch wird der Kalorien- und Wasserverlust durch Polyurie,
Polydipsie, Polyphagie, Mudigkeit und Gewichtsverlust sichtbar. Ein
anhaltender Insulinmangel fuhrt weiterhin zur gesteigerten Lipolyse mit
vermehrtem Anfall von freien Fettsauren. Diese freien Fettsauren werden Uber
die R-Oxidation zu Acetyl-CoA-Verbindungen abgebaut. Uber alternative
Stoffwechselwege wird das in grolen Mengen anfallende Acetyl-CoA zur
Ketonkorper- und Cholesterinsynthese verwendet. Steigt die Konzentration der
Ketonkorper an, fuhrt dies zu einer metabolischen Azidose, die zunachst
respiratorisch kompensiert werden kann. Die respiratorische Kompensation ist
die pathophysiologische Basis flr das charakteristisch klinische Phanomen der
sogenannten ,Kussmaul-Atmung®. Eine nicht kompensierte Azidose fuhrt
schlieRlich zum lebensbedrohlichen diabetischen Koma.
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Weitere Folgeschaden entstehen  durch  die  nichtenzymatische
Proteinglykosierung, die intrazellulare Anhaufung von Sorbitol und das
vermehrte Auftreten von freien Radikalen. Typische diabetische Organschaden
entstehen am Auge (Retinopathie/Katarakt), am Nervensystem (Neuropathie),
an den arteriellen GefalRen (Makro-und Mikroangiopathien) und an der Niere
(Nephropathie).

Da Glucose auch ein extrazelluldares Nahrmedium fir Mikroorganismen
darstellt, kdnnen bei Diabetikern auch rezidivierende Atemwegs-, Vaginal- oder
andere Infektionen beobachtet werden. Inzwischen werden 78% aller
Todesfalle bei DM durch makroskopische Komplikationen verursacht (Janka
1996). Diabetiker stellen mehr als ein Drittel der Dialysepatienten (Ritz et al.
1996) und verursachen die Mehrzahl der nicht unfallbedingten Amputationen
(Standl und Stiegler 1996).

Die stetig zunehmende Volkskrankheit geht mit erheblichen Kosten fur das
Gesundheitssystem einher. Im Rahmen der CODE-2°-Studie (Costs of
Diabetes in Europe-Type 2) wurden die Gesamtkosten fur Typ-2-Diabetiker in
Deutschland erfasst und analysiert. Die im Jahr 1998 durch Patienten mit Typ-
2-Diabetes in Deutschland verursachten Kosten betrugen 31,4 Mrd. DM. Die
Gesamtkosten pro Patient beliefen sich aus volkswirtschaftlicher Sicht auf 9018
DM. Verantwortlich fur die hohen Kosten sind in erster Linie diabetesbedingte
Komplikationen und Folgeerkrankungen. Die Kosten pro Patient stiegen mit
dem Komplikationsstatus vom 1,3-fachen (kleine Komplikationen) auf das 4,1-
fache (mikro- und makrovaskulare Komplikationen) (Liebl et al. 2001). Eine
optimierte Behandlung des Typ-2-Diabetes ist im Sinne einer Prophylaxe von
Langzeitfolgen nicht nur aus medizinischer Sicht, sondern auch aus gesund-

heitsbkonomischer Sicht dringend geboten.

1.2.3 Entstehung der diabetischen Nephropathie

Die diabetische Nephropathie (DN) ist die haufigste Ursache der terminalen
Niereninsuffizienz. Das Verhaltnis von Typ-1- zu Typ-2-Diabetikern mit
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terminaler Niereninsuffizienz betragt etwa 1:10. Ungefahr 35-40% aller Typ-1-
Diabetiker entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung eine DN (O'Donnell et al.
1988, Jones und Viberti 1995). Der Anteil der Typ-2-Diabetiker an der
Gesamtdialysepopulation in Deutschland betragt derzeit bereits Uber 30%
(Fliser und Haller 2000).

Klinisch verlauft die DN in 5 Stadien (s. Tabelle 1). Im ersten Stadium, etwa
zum Zeitpunkt der klinischen Diagnose, werden eine glomerulare Hyperfiltration
und Hypertrophie der Nieren beobachtet. Die initial auftretende Hyperfiltration
ist multifaktoriell. Makroangiopathische Veranderungen fuhren gehauft zu
Nierenarterienstenosen. Auch neurogene Blasenentleerungsstorungen mit
rezidivierenden Harnwegsinfekten mussen als zusatzliche pathogenetische
Faktoren in Betracht gezogen werden. Glucose schadigt direkt die
Endothelzellen. Durch die schadigende Wirkung der Glucose auf das
Nierenparenchym kommt es zur Bildung von sogenannten advanced glycation
endproducts (AGE), die durch Quervernetzung eine Strukturvermehrung in der
mesangialen Matrix erzeugen. Weitere Folgen der Endothelschadigung sind der
reduzierte Abbau glomerularer Basalmembranbestandteile, die gesteigerte
Bindung von Plasmaproteinen und Freisetzung von Zytokinen. Der spatere
Funktionsverlust der Nieren wird vor allem durch eine zusatzlich auftretende

Hypertonie gefdrdert.
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Tabelle 1 Stadieneinteilung der diabetischen Nephropathie (nach Hasslacher)

-Niereninsuffizienz

erhéht, Hypertonie in
80%

Zeitintervall Leitsymptome Prognose

Stadium | Bei Diabetesdiagnose | Grol3e Nieren Reversibel
-Hypertrophie GFR und renaler
-Hyperfunktion Plasmaflu® erhoht
Stadium I 2-5 Jahre Verdickung der Bedingt reversibel
-Klinische Latenz glomerularen

Basalmembran u.

Expansion des

Mesangiums
Stadium I 5-15 Jahre Mikroalbuminurie, Progredienz kann
-Beginnende Blutdruckanstieg verhindert werden
Nephropathie
Stadium IV 10-15 Jahre Peristierende Progredienz kann
-Klinisch manifeste Proteinurie, Abnahme | verzégert werden
Nephropathie der GFR,

Hypertonie in 60%
Stadium V 15-30 Jahre Serumkreatinin Irreversibel, weitere

Progredienz kann

verlangsamt werden

Eine klassische charakteristische Schadigung der Nieren bei Diabetikern stellt
die nodulare oder diffuse Glomerulosklerose nach Kimmelstiel-Wilson dar. Die
diffuse glomerulare Schadigung entsteht durch Verdickung der Kapillarwande
und Ausweitung auf das Mesangialgebiet. Die Kndétchenbildung ist
moglicherweise eine reparative Antwort auf mikroaneurysmale Dilatation der
glomerularen Kapillaren, mesangiale Ruptur und Lyse mit nachfolgender
Organisation (Riegel 1999).

Weiterhin zeigten Untersuchungen bei Patienten mit DM Typ-1, dass eine
gesteigerte GFR mit einem groReren Risiko fur die Entwicklung einer
diabetischen Nephropathie sowie einer terminalen Niereninsuffizienz assoziiert
ist (Mogensen und Christensen 1984; Mogensen 1986).

Um die Progression der DN zu reduzieren, spielt die Stoffwechselkontrolle der
Diabetiker eine entscheidende Rolle (lbrahim et al. 1997, Mogensen 1997).

Eine prospektive Studie konnte zeigen, dass eine optimale Blutzucker-
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einstellung die Mikroalbuminrate der Patienten um 30% verringert (UKPDSG
1998). Weiterhin sollte neben der Stoffwechselkontrolle der Blutdruck optimal
eingestellt sein. Um das Risiko einer Mikroalbuminurie zu minimieren, sollten
Blutdruckwerte unterhalb 130/80 angestrebt werden (Bakris 2001).

1.3 Bisheriger Kenntnisstand

1.31 Synthese und Metabolismus von Dopamin

Im Jahre 1910 berichteten unabhangig voneinander Mannich und Jacobson
sowie Barger und Ewins erstmals Uber die Synthese von 3,4-
Dihydroxyphenylethylamin, kurz Dopamin. Die Transmitter Dopamin,
Noradrenalin  und Adrenalin sind Produkte eines gemeinsamen
Biosynthesewegs, der von der aromatischen Aminosaure Tyrosin bzw. des
essentiellen Phenylalanins ausgeht. Durch die Phenylalaninhydroxylase wird
aus Phenylalanin Tyrosin gebildet. Das durch Tyrosinhydroxylase gebildete L-
Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) wird im nachsten Schritt durch eine
Decarboxylase fur aromatische L-Aminosauren (AADC) in Dopamin (3,4-
Dihydroxyphenyethylamin) umgewandelt. Zur Bildung von Norardenalin aus
Dopamin wird die Monooxygenase Dopamin-3-Hydroxylase bendtigt. Mit Hilfe
der Phenylethanolamin-N-methyltransferase erfolgt als letzte Reaktion die N-
Methylierung von Noradrenalin zu Adenalin. Dopamin gehort somit, wie
Noradrenalin und Adrenalin, in die Gruppe der Katecholamine.

Dopamin wird in adrenergen und dopaminergen Neuronen sowie im
Nebennierenmark gebildet. Sowohl in den sympathischen Nervenendigungen
als auch im Nebennierenmark werden Katecholamine in spezifischen Granula
gespeichert. Bei der Katecholaminsekretion wandern die Sekretgranula zur
Zellmembran und werden durch Depolarisation in den synaptischen Spalt
ausgeschuttet.

Die Inaktivierung des Transmitters erfolgt einerseits durch prasynaptische

Wiederaufnahme in die freisetzende Nervenendigung und andereseits durch
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eine Kombination von Oxidation und Methylierung zu biologisch inaktiven
Produkten. Die am Abbau beteiligten Enzyme sind die Monoaminooxidase
(MAO) und die Katechol-O-Methyltransferase (COMT). Als Hauptabbauprodukt
wird die 3-Methoxy-4-hydroxymandelsaure (Vanilinmandelsaure) gebildet, die
mit dem Harn ausgeschieden wird (Petrides 1990).

Die proximalen Tubuluszellen der Niere stellen einen weiteren wichtigen Ort der
Dopaminsynthese dar. L-DOPA wird glomerular filtriet und aus dem
Tubuluslumen Uber apikale Natrium-abhangige Transporter in die proximalen
Tubuluszellen aufgenommen (Soares-da-Silva et al. 1994). Das in den
Tubuluszellen in hoher Konzentration vorkommende L-AADC decarboxyliert die
Vorstufe L-DOPA zu Dopamin (Baines und Chan 1980). Wie Dopamin in den
Tubuluszellen gespeichert wird und welche Mechanismen der Speicherung

zugrunde liegen, ist bisher weitgehend ungeklart.
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Abb. 4: Schematische Darstellung einer dopaminergen nigrostriatalen Synapse

Im prédsynaptischen Nervenende wird aus Phenylalanin (ber Tyrosin und L-DOPA der
Transmitter Dopamin hergestellt. Dopamin wird freigesetzt und bindet postsynaptisch an den D,
Rezeptoren und D, Rezeptoren und prdsynaptisch an die Autorezeptoren, die den D,

Rezeptoren entsprechen. Dopamin wird aus dem synaptischen Spalt (ber einen
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Riickaufnahmemechanismus entfernt bzw. (iber die Enzyme Monoaminooxidase B (MAO B)
und Catechol-O-Methyltransferase (COMT) abgebaut. Die Sterne zeigen die unterschiedlichen
Wirkorte von L-DOPA, D, Agonist und MAO B-Hemmern. (Modifiziert nach Brandt et al. 1998).
AR = Autorezeptor

comT = Catechol-O-methyltransferase

D, = Dopamin D; Rezeptor

D, = Dopamin D, Rezeptor

AADC = Decarboxylase fiir L-Aminoséduren
L-DOPA = L-Dihydroxiphenylalanin

MAO B = Monoaminooxidase B

TH = Tyrosinhydroxylase

* = Wirkung von L-DOPA

* & = Wirkung von Dopamin-Agonisten
Yokok = Wirkung von Monoaminoxidase B-Hemmern
@ = Vesikel

4—[-\— = Dopamin Riickaufnahme

1.3.2 Wirkungen von Dopamin

Dopamin ist an vielen Regulationsvorgangen im Organismus beteiligt. Im ZNS
ist Dopamin ein wichtiger Neurotransmitter. Die grof3te dopaminerge Zellgruppe
befindet sich in der Pars compacta der Substantia nigra (Petrides 1990, Trepel
1995). Die Atrophie melaninhaltiger Zellen in der Substantia nigra bedingt eine
verminderte Dopaminsynthese und fuhrt zum klinischen Bild des Morbus
Parkinson (Masuhr und Neumann 1998). Wahrscheinlich ist bei der
Pathogenese der Schizophrenie eine Uberaktivitdt der dopaminergen
mesolimbischen Projektionen beteiligt. Fur diese Zusammenhange spricht auch
die klinisch etablierte Erfahrung, dass mit Medikamenten, die die Aktivitat des
Dopamins an den postsynaptischen Rezeptoren im limbischen System
herabsetzen (Dopaminantagonisten), die Symptomatik dieser psychisch
Kranken erheblich gebessert werden kann (Trepel 1995). Weiterhin ist Dopamin
an der Steuerung von Bewegungsablaufen, der Emotionen und im kognitiven

Bereich beteiligt. Auch Einflusse auf das Brechzentrum, die Kérpertemperatur,
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sowie auf die Hormonsynthese und Hormonfreisetzung werden dem Dopamin
zugeschrieben (Jose et al. 1992, Missale et al. 1998).

Die peripheren kardialen Wirkungen zeigen sich in einer Steigerung der
Kontraktionsfahigkeit des Myokards. Die Durchblutung der Mesenterialgefalle
wird durch Dopamin gesteigert. Eine weitere haufig beschriebene renale
Wirkung des exogenen Dopamins ist die Steigerung der Natriurese (Meyer et
al. 1967, Olsen et al. 1990, Puschett et al. 1992), wobei die vermehrte
Natriumausscheidung hauptsachlich der Stimulation der D1 Rezeptorfamilie
zugeschrieben wird (Baines et al. 1986). Jedoch muss darauf hingewiesen
werden, dass die Wirkung des Dopamins dosisabhangig ist (Muhlbauer 1996).
Eine dopaminerge Wirkung tritt bei niedriger Dosierung (0,5 bis ca. 1 pg/kg/min)
auf. Durch Vasodilatation beeinflusst Dopamin die renale und mesenteriale
Hamodynamik. Indem der renale GefalRwiderstand verringert wird, kommt es zu
einer Steigerung des renalen Plasmaflusses (RPF) und der GFR.
Mdglicherweise hat Dopamin noch einen zusatzlichen Effekt auf die
Blrstensaumzellen im proximalen Tubulussystem. Felder et al. (1990) und
Aperia et al. (1987) konnten in vitro zeigen, dass Dopamin den Na*-H*-Antiport
sowie die Aktivitdt der Na'-K'-ATPase hemmt und so dem Dopamin eine
natriuretische Wirkung zugesprochen werden kann.

Bei mittlerer Dosierung (ca. 3 pg/kg/min) von Dopamin wird eine [3-adrenerge
Wirkung beobachtet. Eine positive Inotropie macht sich durch Zunahme des
Schlagvolumens und einen leichten systolischen Blutdruckanstieg bemerkbar.
Die 3-adrenerge Wirkung wirkt sich auch auf die Niere aus. Hier wird in diesem
Dosisbereich eine Antidiurese beobachtet, was auf eine verstarkte
Ruckresorption von Natrium aus dem Lumen des Tubulussystems
zurlckzufuhren ist (Puschett und Winaver 1992). Durch den R-adrenergen
Effekt wird zusatzlich die Reninfreisetzung stimuliert, was wiederum eine
Aktivierung des Angiotensin-Aldosteron-Systems mit sich bringt.

Wird Dopamin in hoher Dosierung verabreicht (>10 pg/kg/min), werden die a-
Adrenozeptoren stimuliert und es Uberwiegt der vasokonstriktorische Effekt, der

zu einem Anstieg des peripheren Widerstandes fuhrt (Hoffman und Lefkowitz
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1990). Die daraufhin auftretende antidiuretische Wirkung kommt durch den
Abfall des renalen Blutflusses zustande.

Wird Uber einen langeren Zeitraum Dopamin verabreicht, 1alt die Wirkung
nach, was auf eine ,down-regulation“ der Rezeptoren zurickzufihren ist. Diese
auftretende Tachyphylaxie konnte Omre et al. (1973) an hypertensiven
Patienten zeigen. Die durch Dauerinfusion anfangs gesteigerte GFR
normalisierte sich innerhalb von zwei Tagen.

Die Funktion des endogenen renalen Dopamins ist noch weitgehend ungeklart.
Es wird von Neuronen im ZNS und im proximalen Tubulussystem der Niere
synthetisiert (Baines und Chan 1980). Einerseits wurde beobachtet, dass unter
Salzbeladung die renale Dopaminausscheidung erhoht ist, was durch die
Hemmung der tubularen Natriumrtickresorption erklart werden kann (Lee 1993).
Andererseits konnte in einer Studie an Ratten gezeigt werden, dass durch orale
Proteinzufuhr die renale Dopaminproduktion unabhangig von der Salzbilanz
beeinflusst wird (MUhlbauer und Osswald 1992).

1.33 Dopaminrezeptoren

Die Dopaminwirkung wird Uber spezifische Rezeptoren vermittelt. Bis vor
wenigen Jahren wurden zwei Rezeptortypen unterschieden die im zentralen
Nervensystem (ZNS) als D1 und D, (Kebabian und Calne 1979) sowie in der
Peripherie als DA und DA; (Goldberg und Kohli 1983) bezeichnet wurden.
Molekularbiologische Untersuchungen haben weiterhin fUnf verschiedene
Rezeptorsubtypen identifiziert, die entsprechend ihrer pharmakologischen
Eigenschaften in Dq-ahnliche (D4, Ds) und Dy-ahnliche (D,, D3, D4) Familien
unterteilt werden (Gingrich und Caron 1993).

Werden Rezeptoren der Ds-ahnlichen Familie stimuliert, kommt es zu einer
Konformationsanderung des Rezeptorproteins, was zu einer Aktivierung eines
membranstandigen G-Proteins (Guanin-Nucleotid-bindendes Protein) flhrt.
Durch die nun anschliefend aktivierte Adenylatcyclase (AC) kommt es zur

vermehrten Bildung des wichtigen intrazellularen Botenstoffs CAMP (cyclisches

20



Adenosinmomophosphat). cAMP tragt wiederum zur Aktivierung der
Proteinkinase A bei, die nach anschlieRender Phosphorylierung spezifische
Zellfunktionen ausldst (Kebabian und Calne 1979).

Die Wirkung der D,-ahnlichen Rezeptoren, so Missale et al. (1998), scheint
jedoch uber verschiedene Signaltransduktionswege vermittelt zu werden. Unter
anderem wird ein inhibitorischer Effekt auf die AC beschrieben. Griffon et al.
(1997) konnte ebenfalls feststellen, dass in D; Rezeptor exprimierten
Zellkulturen die AC sowohl gehemmt als auch stimuliert werden konnte. Uber
die Signalkopplung von D3 und D4 Rezeptoren sind die Kenntnisse jedoch noch
unvollstandig.

Dopaminrezeptoren sind in verschiedenen Regionen des Organismus
lokalisiert. So konnten D Rezeptoren, die postsynaptisch lokalisiert sind, in
vielen Gefaligebieten, vor allem an den glatten GefaBRmuskelzellen der Niere,
des Mesenteriums und der Koronararterien nachgewiesen werden (Toda 1983).
Immunhistochemisch wurden D1 Rezeptoren im juxtaglomeularem Apparat, im
proximalen Tubulus apikal und basolateral, im distalen Tubulus und im
Sammelrohr gefunden (O'Connell et al. 1995).

Die Dj-ahnliche Rezeptorfamilie, die sowohl pra- als auch postsynaptisch
lokalisiert ist, wurde schon Ende der siebziger Jahre im ZNS nachgewiesen
(Kebabian et al. 1979). Gao et al. (1994) und Hussain und Lokhandwala (1998)
konnten diese Rezeptoren unter anderem noch in den Glomeruli, im proximalen
Tubulus und in den renalen Gefalien lokalisieren.

Die D; Rezeptoren konnten anfang der neunziger Jahre kloniert werden
(Sokoloff et al. 1992). Das humane D3 Rezeptorgen wurde der q13.3-Bande
zugeordnet. Die cDNA fur den D3 Rezeptor codiert flir ein Protein, dessen
Struktur aus 7 transmembranen Domanen besteht, was darauf hinweist, dass
der D3 Rezeptor zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehort. Er
ist mit 52% homolog zu den D, Rezeptoren. Wenn nur die transmembranen
Domanen betrachtet werden, erhdht sich die Homologie auf 78%.

Nachweisen konnte Aretha et al. (1995) den D3 Rezeptor im ZNS im Bereich

des Nucleus caudatus und Striatum, im Tuberculum olfactorium und in Teilen
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des limbischen Systems. Eine erhohte Rezeptordichte konnte auch im
Hippocampus und Hypothalamus beobachtet werden (Sokoloff et al. 1990).

In Rattennieren konnte die Lokalisation der D3 Rezeptoren durch
immunhistochemische Untersuchungen in der Peripherie nachgewiesen werden
(O"Connell et al. 1998). Die D3 Rezeptoren prasentieren sich in den Glomeruli
und dort an den Podozyten, an der apikale Seite des proximalen Tubulus und in
der Nierenarterie. Nicht nachweisbar waren sie im Nierenmark und in

mesangialen Zellen.

1.34 Dopamin D3 Rezeptoren und diabetische Hyperfiltration

Die glomerulare Hyperfiltration in der Fruhphase des Diabetes mellitus tragt mit
zur Entstehung der diabetischen Nephropathie bei (Mogensen 1986). Es konnte
in der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass endogenes Dopamin an der
Aminosauren bedingten Hyperfiltration Uber Rezeptoren der D, Unterfamilie
beteiligt ist (MUhlbauer et al. 1994). Mit den D,-ahnlichen Rezeptorantagonisten
Domperidon und S(-)-Sulpirid lie sich eine Hemmung der Aminosauren-
induzierten Steigerung der GFR nachweisen (Luippold und Muhlbauer 1998).
Weitere Versuche zeigten, dass bei diabetische Ratten, die mit einem peripher
wirkenden D3 Rezeptorantagonisten BSF-135170 behandelt wurden, sich die
pathologisch gesteigerte GFR wieder normalisierte (Luippold et al. 2001).

Auf welche Art und Weise D3 Rezeptoren an der diabetischen Hyperfiltration
beteiligt sind, soll in der vorliegenden Arbeit an D3 Rezeptor Knockout Mausen

(KO) untersucht werden.

1.3.5 Dopamin D; Rezeptoren und Natriumexkretion
Schon 1964 wurde der natriuretische und diuretische Effekt des Dopamins

beobachtet (McDonald et al. 1964). Verschiedene Untersuchungen deuten

darauf hin, dass der Dopamin D; Rezeptor an der Regulation des Salz- und
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Volumenhaushalts beteiligt ist. Mit Hilfe von Immunhistochemie und
Immunzytochemie a3t sich die Lokalisation des Dopamin D3 Rezeptors in der
Niere nachweisen (O'Connell et al. 1995, O'Connell et al. 1998). Auch durch
autoradiographische Techniken konnten Dopaminrezeptoren in der Niere
nachgewiesen werden (Barili et al. 1997, Amenta 1997). In weiteren
funktionellen Untersuchungen konnte unter Verwendung des Dopamin D3
Rezeptoragonisten R(+)-7-hydroxy-dipropylaminotetralin (7-OH-DPAT)
(Levesque 1996) an Ratten eine dosisabhangige GFR-Steigerung mit
einhergehender Diurese und Natriurese beobachtet werden (Muhlbauer et al.
2000). Durch Mikropunktionsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
GFR-Steigerung durch eine postglomerulare Vasokonstruktion und Reduktion
des renalen Blutflusses hervorgerufen wurde (Luippold et al. 1998). Durch eine
chronische renale Denervierung konnten die Effekte, die durch Gabe von 7-OH-
DPAT verursacht wurden, gro3tenteils verhindert werden (Luippold et al. 1999).
Dies zeigt, dass die renale Innervierung unter anderem Einfluss auf die
Vermittlung der Dopamin D3 Rezeptorwirkung haben kdnnte.

In einer weiteren Studie konnten die Effekte, die durch 7-OH-DPAT ausgelost
wurden durch den selektiven Dopamin D3 Rezeptor Antagonisten 5,6-
dimethoxyl-2-(di-n-propylamino)-indane (U-99194A) inhibiert werden, was
jedoch durch den D, Rezeptorantagonisten S(-)-Sulpirid nicht mdglich war
(Waters et al. 1993). Zusammengefasst zeigen diese Studien, dass der
Dopamin Ds; Rezeptor modulierend auf die glomerulare und tubulare

Nierenfunktion einwirkt.

1.3.6 Dopamin D; Rezeptoren und Hypertension

Die essenzielle Hypertonie tragt als wichtigster Risikofaktor zur Entstehung von

Herzinfarkt, zerebraler Ischamie und terminaler Niereninsuffizienz bei (Lifton

1996). Eine genetische Disposition reicht jedoch nicht aus, um die Entstehung

der essenziellen Hypertonie erklaren zu kdonnen. Es wird angenommen, dass
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sowohl hamodynamische und renale Mechanismen als auch psychische und
soziale Faktoren zur Entstehung des Bluthochdrucks beitragen konnen.
Dopamin greift Uber unterschiedliche Rezeptoren regulatorisch in das
kardiovaskulare und renale System ein (Jose et al. 1992). Eine primar
vasodilatatorische Wirkung haben Rezeptoren der D4- und der Do-Familie, die in
renalen, mesenterialen, pulmonalen, koronaren und zerebralen
Widerstandsgefallen nachgewiesen wurden (Jose et al. 1999). Die D,
Rezeptorfamilie (D, D3 und D4) scheint vor allem im zentralen Nervensystem
von Ratten eine Rolle bei der Blutdruckregulation zu spielen (Lin und Yang
1994).

Dopamin scheint an der Langzeitregulation des Gesamtkorperwassers beteiligt
zu sein (Guyton 1980). Indirekt kdnnte der Blutdruck Uber das Renin-
Angiotensin-System, das antidiuretische Hormon (ADH) sowie dem atrialen
natriuretischen Faktor (ANF) und Aldosteron beeinflusst werden. Bei Ratten
konnte die ADH-Ausschittung durch Rezeptoren der D, Rezeptorfamilie
stimuliert und durch Rezeptoren der D4 Rezeptorfamilie inhibiert werden
(Nagahama et al. 1986, Racke et al. 1986). Eine weitere Studie konnte zeigen,
dass uber Rezeptoren der D, Rezeptorfamilie die Aldosteronsekretion sowohl
direkt aus der Nebennierenrinde (Zellen der Zona glomerulosa) als auch
indirekt Uber das zentrale Nervensystem inhibiert werden kann. Welcher der
beiden Mechanismen vorliegt, scheint jedoch speziesabhangig zu sein (Carey
und Sen 1986). Die Stimulation der Renin- und Aldosteronsekretion konnte in
gleicher Weise an die D1 und D, Rezeptoreffekte gekoppelt sein. Vermutlich
mitbedingt durch natriuretische und hypotone Effekte wurde einerseits eine
Steigerung der Reninfreisetzung durch Stimulation der Rezeptoren der D
Rezeptorfamilie (D1 und Ds) beobachtet (Yamaguchi et al. 1997), wahrend
andererseits die Stimulation der Rezeptoren der D, Rezeptorfamilie (D2, D3 und
D,) inhibierend auf die Reninsekretion wirken kdnnen (Sanada et al. 1997, Jose
et al. 1997). Die Rezeptorfunktionen bei der Reninausschuttung scheinen
aullerdem vom Zustand des Natriumhaushaltes abhangig zu sein (Williams et
al. 1985, Bertorello et al. 1988).
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In wie weit der Dy Rezeptor an der Entstehung der Hypertonie beteiligt ist,
wurde von Albrecht et al. (1996) untersucht. Im Tierexperiment konnte unter
Verwendung von D4 Rezeptor Knockout Mausen eine diastolische und
systolische  Blutdruckerhdhung  beobachtet werden. Die  hochsten
Blutdruckwerte wurden bei Knockout Tieren, gefolgt von heterozygoten Mausen
gemessen. Bei den Wildtyptieren wurden Blutdruckwerte im normotensiven
Bereich beobachtet. In Radioligandenstudien konnte weiterhin gezeigt werden,
dass im proximalen Tubulussystem der Niere die Dichte von D4 Rezeptoren am
hochsten ist (Burgess et al. 1993). Diese D; Rezeptoren koénnten
moglicherweise in enger Verbindung mit der durch Dopamin beobachteten
Natriurese stehen (Jose et al. 1992).

Auch bei D3 Rezeptor Knockout Mausen konnte eine Hypertonie beobachtet
werden (Asico et al. 1998). Sowohl die Knockout Mause als auch die
heterozygoten Tiere wiesen in gleichem Male erhohte diastolische und
systolische Blutdruckwerte auf. Normotensive Blutdruckwerte wurden auch hier
bei den Wildtyptieren gemessen. Die hochste Dichte der D3 Rezeptoren konnte
in den juxtaglomerularen Zellen nachgewiesen werden (Sanada et al. 1997). Da
durch Stimulation der D, Rezeptorfamilie (zu der der D3 Rezeptor zahlt) eine
Reduktion der Reninsekretion zu beobachten ist, wurde von Asico et al. (1998)
die renale Reninaktivitdt bei den Versuchstieren gemessen. Es zeigte sich,
dass die Reninaktivitat mit den Blutdruckwerten der Tiere korreliert. Die Tiere,
die hohe Blutdruckwerte aufzeigten, hatten eine gesteigerte Reninaktivitat,
Tiere mit niedrigen oder normotonen Blutdruckwerten entsprechend niedrige
bzw. normale Reninaktivitat.

Aulerdem wurde in dieser Studie in Folge einer akuten Salzbeladung eine
vermehrte Natriurese und eine gesteigerte Urinflussrate sowohl bei den D3
Knockout Mausen als auch den heterozygoten Mausen beobachtet. Eine
Stunde nach Salzbeladung jedoch wurde bei den Dopamin D; Rezeptor
defizienten Tiere eine Na*-Menge gemessen, die deutlich unter dem ermittelten
Basalwert lag. Dagegen konnte bei den heterozygoten Nagern eine noch
anhaltend gesteigerte Natriumausscheidung beobachtet werden. Die

gesteigerte Reninaktivitat kdnnte somit bei einem defekten D3 Rezeptor-System
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zu einer vermehrten Natrium-Retention fuhren, die wiederum die Entwicklung
einer reninabhangigen Hypertonie begunstigen konnte. In einer weiteren Studie
konnte bei den selben Versuchsgruppen gezeigt werden, dass nach
Behandlung mit einem Angiotensin-lI-Rezeptorantagonisten ein Blutdruckabfall
in allen Versuchsgruppen zu beobachten war, wobei die Wildtyptiere am
schnellsten die Blutdruckausgangswerte erreichten. Die Knockout Tiere und
heterozygoten Tiere erreichten die Blutdruckausgangswerte erst mit einer

zeitlichen Verzogerung.

1.4 Eigene Fragestellung

Durch Experimente an narkotisierten Dopamin D3 Knockout Mausen und den
entsprechenden Wildtyptieren im Clearanceversuch, an wachen Mausen im
Stoffwechselkafig und der Schwanzdruckmessung an wachen Tieren, sollen

folgende Fragestellungen untersucht werden:

Ist der Dopamin D3 Rezeptor an der Regulation der renalen Hadmodynamik beim
STZ-induziertem Diabetes mellitus beteiligt?

Sind Dopamin D3 Rezeptoren an der Regulation des Natriumhaushaltes
beteiligt?

Hat der Dopamin D3 Rezeptor Einfluss auf die Entwicklung einer arteriellen

Hypertonie?

Welchen Einfluss hat die Insulinsubstitution auf die diabetische Hyperfiltration?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

211 Generierung von D3 Rezeptor Knockout Mausen

FUr pharmakologische Untersuchungen eignen sich Mause als experimentelles
Modellsystem. Die fur diese vorliegende Arbeit bendtigten genetisch
veranderten D3 Knockout Mause wurden durch eine zielgerichtete Veranderung
im D3 Rezeptor-Genlocus anhand homologer Rekombination in embryonalen
Stammzellen im Sinne eines ,gene-targeting® hergestellt. Der komplette
Funktionsverlust des D3 Rezeptorgens wurde durch Ersetzen des Promotors
und des ersten Exons mit einem Selektionsmarkergen (Neomycinresistenz)
erreicht. Anschlielend wurden die Klone mittels Antibiotikagabe (Neomycin)
selektiert und auf die Anwesenheit der Mutation am gewlnschten Genort mittels
PCR-Methode untersucht. Die identifizierten Zellklone wurden vermehrt und in
Embryonen injiziert. Die Ubertragung der Embryonen erfolgt im Stadium der
Blastozyste in den Uterus scheinschwangerer Ammentiere. Nach ungefahr drei
Wochen werden die Nachkommen (FO0-Generation) geboren, von denen
ungefahr 20-30% das Transgen in ihrem Genom tragen. Diese entstandenen
heterozygoten Tiere werden nun miteinander verpaart, um schlieBlich
(fruhestens in der F2-Generation) homozygote Mutanten zu erhalten. Um
Unterschiede im Background der Tiere zu vermeiden, wurden die
heterozygoten Tiere mit BI6 Mausen bis zur 6. Generation zurlckgekreuzt. Die
homozygoten Tiere wurden mit Hilfe molekularbiologischer Methoden (PCR)
der Schwanzspitzenbiopsie identifiziert. (Luippold et al. 2004; Kulozik A.E;
Hentze MW; Hagemaier C; Bartram CR; Molekulare Medizin Grundlagen-
Pathomechanismen-Klinik 2000). Die Generierung der Mause erfolgte durch die
Firma Abbott GmbH & Co. KG, Ludwigshafen, Germany.
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21.2 Tierhaltungsbedingungen

Die Experimente wurden an mannlichen 12 bis 15 Wochen alten Mausen (Fa.
Abbott, Ludwigshafen) durchgefihrt. Bei Anlieferung hatten die Tiere ein
Gewicht zwischen 18 und 25 g. Sie wurden in Makrodex"-Standardkéfigen (Fa.
Ehret, Freiburg) bei einer Temperatur von 21°C und 57% Luftfeuchtigkeit sowie
einem 12-stundigem Tag-Nacht-Zyklus unter kontrollierten Bedingungen im
institutseigenen Tierstall gehalten. Pro Kafig befanden sich zwei bis funf Mause,
die jederzeit freien Zugang zu Leitungswasser und Futter (Standard-Nagerfutter
Altromin C-1320", Fa. Altromin, Lage) hatten. Die Eingewdhnungszeit der Tiere

bis zum Versuchsbeginn betrug drei Wochen.

2.2 Versuchsgruppen und Anzahl der Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende sechs Versuchsgruppen untersucht:

Anzahl n der Versuchstiere im Stoffwechselkafigversuch (SWK)

Anzahl n der Versuchstiere im Clearanceversuch (CL)

CON-WT nicht diabetische, nicht behandelte Wildtyp-Mause als
Kontrollgruppe
SWKn =10; CLn=9

CON-KO nicht diabetische, nicht behandelte D3 Knockout Mause als
Kontrollgruppe
SWKn =12; CLn=12

DM-WT diabetische, nicht behandelte  Wildtyp-Mause als
hyperglykamische Diabetes-Gruppe
SWKn =10; CLn=9
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DM-KO diabetische, nicht behandelte Dopamin D; Knockout Mause
als hperglykamische Diabetes-Gruppe
SWKn =12; CLn=9

LIN-DM-WT diabetische, mit Insulin behandelte Wildtyp-Mause als
normoglykamische Diabetes-Gruppe
SWKn = 8; CLn=38

LIN-DM-KO diabetische, mit Insulin behandelte Dopamin D3 Knockout
Mause als normoglykamische Diabetes-Gruppe
SWKn = 8§; CLn=8

Bei den Stoffwechselkafigversuchen (SWK) wurden mehr Tiere untersucht als
bei den Clearanceversuchen (CL), da intraoperativ einige Tiere verstarben.

2.3 Experimenteller Ablauf

2.31 Versuchsdesign und zeitlicher Ablauf der Versuche

Die Tiere der einzelnen Versuchsgruppen wurden in einem Zeitraum von 14 bis
17 Tagen untersucht. Am zweiten und dritten Tag vor Beginn des eigentlichen
Versuchs, wurden die Tiere an die Schwanzdruckmessung gewohnt. Vor
Induktion des Diabetes mellitus, bzw. vor Citrat-Applikation der Vehikelgruppen
wurde das Korpergewicht der Tiere sowie der Blutglucosewert bestimmt (Tag
0). Weitere Korpergewichts (KG)- und Blutglucose (BZ)-bestimmungen
erfolgten am zweiten und siebten Tag. Am 10. Versuchstag wurden die Mause
an die Bedingungen im Stoffwechselkafig gewohnt, der eigentliche
Stoffwechselkafigversuch (24 Stunden) erfolgte vom 11. auf den 12. Tag. Tags
darauf wurde die Schwanzdruckmessung durchgefiihrt und anschliefend vom
14. bis 17. Tag fanden die Clearanceversuche an narkotisierten Tieren statt. Bei
den Versuchsgruppen LIN-DM-WT und LIN-DM-KO erfolgte eine Insulin-

Pelletimplantation am 5. bzw. am 6. Versuchstag.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Versuchdesigns und des zeitlichen Ablaufs.
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2.3.2 Induktion eines Diabetes mellitus

Unmittelbar vor Induktion des Diabetes mellitus wurde bei den Tieren das
Korpergewicht und der Blutglucosewert bestimmt. Danach bekamen die Tiere
eine Einzeldosis Streptozotocin (STZ, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim) von
120 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert, wobei STZ zuvor in
Citratpuffer (0,210 g Zitronensaure in 10 ml Aqua bidest., pH 4,0) geldst wurde.
Die Mause erhielten eine weitere Einzeldosis STZ von 60 mg/kg Kdérpergewicht,
falls sich nach 48 Stunden kein deutlicher Anstieg des Blutglucosewertes
gezeigt hatte. Die Kontrollgruppen, die als Vehikelgruppen dienten, erhielten die
entsprechende Menge Citratpuffer intraperitoneal injiziert. Die diabetischen
Mause wiesen Blutglucosewerte zwischen 350 und 650 mg/dl auf, die
Kontrollgruppen waren weiterhin normoglykamisch. Auch der im Verlauf
auftretende Gewichtsverlust, Polydipsie, Polyphagie sowie Polyurie waren ein
Zeichen des Diabetes mellitus. Die CON-Gruppen zeigten dagegen im Verlauf
ein  konstantes Korpergewicht und wiesen normale Trink- und

Fressgewohnheiten auf.

2.3.3 Applikation von Insulin-Pellets

5 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus wurde bei den vorgesehenen
Gruppen (LIN-DM-WT und LIN-DM-KO) eine Insulintherapie begonnen. Dazu
wurden mikrorekristallisierte Palmitinsaurepellets (Linbit™ for mice ®Linshin,
Ontario, Kanada) (s. Abb. 4), die bovines Insulin enthalten, den Mausen in die
Nackenregion implantiert. Die Insulin-Abgaberate betragt laut Hersteller-
angaben 0,1 U /Tag /Pellet.

Die Implantation der Insulinpellets erfolgte in Kurzzeitnarkose mit Ather. Zuerst
wurde die Maus in ein GlasgefaR gesetzt, in dem sich ein in Ather getranktes
Zellstofftuch befand. Nach ca. 30 Sekunden war die Maus narkotisiert und
wurde herausgenommen. Es erfolgte die Desinfektion des Applikationsortes mit

Betaisodona®-Lésung (Mundipharma, Limburg) (s. Abb. 5). AnschlieRend
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wurde durch einem Trokar mit einem Stab die vorgesehene Menge an Pellets
durchgeschoben und in die Nackenregion implantiert (s. Abb. 6 und Abb. 7). Die
Anzahl der Pellets, die jede Maus erhielt, errechnete sich nach dem
Korpergewicht und der Hohe des Blutglucosewertes, so dass pro Maus
zwischen 0,5 und 2,5 Pellets verabreicht wurden. Die Pellets haben einen
Durchmesser von 2 mm, eine Lange von 3 mm und ein Gewicht von 13+2 mg,
so dass ein Wundverschluss nicht notig war. Die Mause erholten sich rasch
(nach 2-3 Minuten). Der Eingriff wurde von allen Tieren gut und
komplikationslos vertragen.

Waren nach drei bis vier Tagen die Blutglucosewerte mit 90-180 mg/dl nicht im

Normbereich, wurde erneut 0,5 bis 1 Pellet implantiert.

Abb. 6: Instrumente zur Pelletimplantation Abb. 7: Desinfektion des Applikationsorte

i
Abb. 8: Punktion mit einem Trokar Abb. 9: Implantation der Pellets
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234 Schwanzdruckmessung an Mausen

2341 Gewohnung der Mause an die Bedingungen

Um realistische Blutdruckwerte zu erhalten, wurden die Tiere vor der
eigentlichen Messung an die sogenannten Restrainer und den Messvorgang
gewohnt (s. Abb. 8). Deshalb wurden die Mause mehrere Tage zur selben
Tageszeit einzeln in die aus Plexiglas bestehenden Restrainer gesetzt, die
Druckmanschetten am proximalen Ende des Schwanzes angelegt und die
Blutdruckmessung mehrmals simuliert. Die Gewohnung hatte den Zweck,

mdgliche Stressfaktoren bei der eigentlichen Messung zu reduzieren.

il

HILLS, (A S136T

wAse FAX 1.1,!@“?9"

Abb. 10: Maus im Restrainer

23.4.2 Vorbereitung der Messung

Zur Blutdruckmessung, die in einem auf 32°C erwarmten Plexiglaskasten
durchgefuhrt wurde, befanden sich die Tiere in den groRenverstellbaren
Restrainern. Es folgte eine Adaptionszeit von ungefahr 10 Minuten, dabei
hatten die Mause die Moglichkeit, sich innerhalb des Restrainers zu bewegen,
um eine bequeme Position einzunehmen. Wahrend der Adaptionszeit wurde
das Blutdruckmessgerat (Model 179 Blood pressure analyzer, Fa. Hugo Sachs
Elektronik-Harvard, March-Hugstetten) kalibriert.
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2343 Schwanzdruckmessung

Unmittelbar vor der Messung wurde der Schieber des Restrainers zur
Ruhigstellung der Tiere enger gestellt. Mit konstanter Geschwindigkeit wurde
zunachst die Staumanschette aufgeblasen und nach Erreichen des vorher
festgelegten Maximaldruckes (180 mmHg) langsam wieder entlastet. Die erste
registrierte Pulswelle, die vom Gerat detektiert wurde, konnte auch optisch
wahrgenommen werden und als systolischer Wert des Blutdrucks erfasst und
aufgezeichnet werden. Anhand des Verlaufs der Blutdruckkurve konnte der
diastolische Wert und der mittlere arterielle Druck (MAP) vom Messgerat und
einen Thermoschreiber, der im Messgerat integriert ist, ermittelt und
dokumentiert werden. Pro Versuchstier wurden drei bis funf Messungen

durchgefuhrt und daraus die Mittelwerte errechnet.

2.3.5 Stoffwechselkafigversuche
2.3.5.1 Versuchsablauf

Jedes Tier aller Versuchsgruppen hat 24 Stunden (Beginn 8:00 Uhr) in einem
Stoffwechselkéfig (Techniplast”, Fa. Ehret, Emmendingen) verbracht. Die
Mause safllen einzeln auf einem Gitterrost und hatten freien Zugang zu
Trinkwasser (Leitungswasser) und Futter (Altromin 1320 Altromin, Lage). Ein
darunter liegendes engmaschiges Drahtgitter fing den Kot der Tiere auf, der
Urin konnte Uber einen konusférmigen Trichter aufgefangen und gesammelt
werden. Alle Tiere wurden einen Tag vor Versuchsbeginn fir 12 Stunden an die

Bedingungen im Stoffwechselkafig gewohnt.
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2.3.5.2 Bestimmung von Tiergewicht, Futtermenge und

Trinkvolumen

Vor und nach dem Stoffwechselkafigversuch wurden bei allen Mausen das
Korpergewicht und der Blutglucosewert bestimmt, sowie die Futtermenge und
das Trinkwasser abgewogen. Nach Abzug des verschuitteten Futters und

Trinkwassers konnte die Futter- und Trinkmenge ermittelt werden.

2.3.5.3 Urinprobengewinnung und -behandlung

Nach Bestimmung des Urinvolumens wurde der Urin zentrifugiert und der
Uberstand portionsweise in PE-GefafRen (Safe-Lock 2,0 ml, Fa. Eppendorf,

Hamburg) pipettiert (alle verwendeten Pipetten Fa. Eppendorf, Hamburg) und

bis zur Analyse der Proben bei -20°C eingefroren.
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2.3.6 Clearanceversuche

2.3.6.1 Zeitlicher Ablauf der Clearanceversuche
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Abb. 11: Zeitlicher Ablauf des Clearanceversuchs

2.3.6.2 Infusion

Zur Infusion Uber den venosen Katheter wurde eine Infusionslosung mit
Ringerldsung, 2,25% BSA (bovines Serumalbumin) und [*H]-markiertes Inulin
(Aktivitat von 2 pCi/ml) hergestellt. Dazu wurde in einem Liter bidestilliertem
Wasser 6,4 g Kochsalz (NaCl reinst, Merck, Darmstadt), 2,5 ¢
Natriumbicarbonat (NaHCOg3, Merck, Darmstadt) und 0,35 g Kaliumchlorid (KClI,
Merck, Darmstadt) gelost. Die Infusion erfolgte mit einer Perfusorpumpe (Typ
871642°, Fa. Braun, Melsungen), die Infusionsgeschwindigkeit betrug 300 pl/h.
Der arterielle Katheter wurde mit einer heparinisierten NaCl-Losung (100 pl
5%ige Heparinlésung und 900 pl 0,9%ige NaCl-Losung) offen gehalten.

36



2.3.6.3 Narkose bei Mausen

Die Narkose erfolgte mittels einer intraperitonealen Gabe von in Kochsalz
geléstem Pentobarbital — Natrium (Pentobarbital, Sigma St.Lois, USA) in einer
Dosierung von 100 mg/kg Korpergewicht. Die ausreichende Narkosetiefe wurde
nach 3 bis 5 Minuten Uberprift und durch fehlende Schmerzreize bestatigt.
Wahrend des Versuchs erhielten die Tiere nach Bedarf eine Nachinjektion von

Pentobarbital in einer Dosis von 20 mg/kg Kérpergewicht intraperitoneal.

2.3.6.4 Praparation

Die Mause wurden auf einem vorgeheizten OP-Tisch (Fa. Effenberg, Pfaffing)
in Rickenlage gebracht. Uber eine rektal eingefiihrte Temperatursonde, die
Uber ein Temperaturmessgerat (Fa. Effenberg, Pfaffing) mit dem OP-Tisch
gekoppelt war, konnte die Koérpertemperatur der Versuchstiere konstant auf
37,5 C gehalten werden. Uber einen Schlauch, der in Kopfhéhe der Maus auf
dem OP-Tisch fixiert wurde, erhielten die Tiere wahrend des Versuch
kontinuierlich Sauerstoff von 2 I/min.

Zuerst wurde bei den Tieren mit einer Praparierschere (alle
Operationsinstrumente: Fa. Aesculap, Tuttlingen) ein ca. 20 mm ventraler
Medianschnitt im Halsbereich angelegt. Nach stumpfer Freipraparation der
Trachea und Inzisur zwischen zwei Knorpelspangen erfolgte das Einlegen eines
ungefahr 20 mm langen Polyethylen(PE)-Katheters (alle Katheter: SIMS Portex
Ltd.; Hythe, UK) in die Trachea. Der Katheter, mit einem Innendurchmesser (ID)
von 0,86 mm und einem Auf3endurchmesser (OD) von 1,27 mm wurde ca. 5
mm in das Tracheallumen nach caudal vorgeschoben und mittels einer, vor
Inzision angelegten, Ligatur (alle Faden: Seidenfaden 5/0 metric 1 schwarz
geflochten, Fa. Suprama, Berlin) fixiert.

Im Folgenden wurde mit Hilfe eines binokularen Mikroskops (VMT 10x°®, Fa.
Olympus, Japan) die rechte V. jugularis externa dargestellt, cranial ligiert und

durch Haltefaden gespannt. Zwei weitere, anfangs locker geknotete Ligaturen,
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die zur Fixierung des Venenkatheters dienten, wurden caudal des Gefalies
vorgelegt. Es folgte die Inzision des Gefalles, der mit Infusionslosung
durchgespulte PE-Katheter (ID 0,58 mm; OD 0,96 mm) wurde sorgfaltig ca. 3
mm nach caudal vorgeschoben. Die korrekte Lage des Katheters wurde
Uberprift, indem ein Bolus von ca. 50 pl verabreicht und anschlieRend die
Infusionspumpe (Typ 871642°, Fa. Braun, Melsungen) gestartet wurde.
Danach wurde die linke A. carotis communis stumpf, unter Schonung des N.
vagus, freiprapariert. Auch hier erfolgte das Ligieren des Gefalles auf der
cranialen Seite, damit die Arterie vorsichtig gespannt werden konnte. Nach
kaudal wurde das Gefaly mit einer Arterienklemme verschlossen, um dann,
nach Inzision des Gefalles, den PE-Katheter (ID 0,4 mm; OD 0,80 mm)
einfuhren zu konnen. Auch hier wurde der Katheter mit einer vorgelegten
Ligatur fixiert. AnschlieRend wurde die Arterienklemme abgenommen, mit der
Puls- und Blutdruckmessung (Lineacorder WR3001®, Hugstetten) begonnen
und der Halsbereich, nach Reposition der Speicheldriise, mit zwei Nahten
verschlossen.

AnschlielRend erfolgte ein medianer Hautschnitt im suprapubischen Bereich von
ungefahr 10 mm Lange. Die Harnblase wurde stumpf freiprapariert, inzidiert und
ein PE-Katheter (ID 0,4 mm; OD 0,8 mm) eingefuhrt und ligiert. Nach
Reposition der Blase in ihre anatomische Lage erfolgte der Verschluss der
Wunde mit zwei Nahten.

Zur weiteren Versuchsdurchfuhrung wurde das Tier vorsichtig auf die linke
Seite gelagert, der Sauerstoffschlauch wieder korrekt platziert, der Urin in PE-
Gefalken gesammelt und die Infusionspumpe auf korrekte Infusion-

geschwindigkeit kontrolliert.

2.3.6.5 Gewinnung von Plasma- und Urinproben
Nach der Halfte jeder Sammelperiode (15 min) erfolgte die Blutentnahme von

ungefahr 50 pl Uber den in der A. carotis liegenden Katheter. Dafur standen

heparinisierte  Glaskapillare (Mikro-Hamatokrit-Kapillaren® 75 ul, Brand
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GmbH&CO, Wertheim) zur Verfugung. Nach der Blutentnahme wurden die
Kapillaren einseitig mit Kitt (Hamatokrit-Versiegelungskitt®, Fa. Brand)
verschlossen. Bis zum Ende jeder Periode wurde der Urin in einzelnen PE-

Gefalken gesammelt.

2.3.6.6 Entnahme der Nieren

Nach 4 Sammelperioden wurde die Maus wieder in Ruckenlage verbracht und
Pentobarbital in einer Dosis von 50 mg/kg Koérpergewicht i.v. nachinjiziert.
AnschlieRend erfolgte das Eroffnen des Abdomens und Aufsuchen der linken
Niere. Die Gefalde wurden hilusnah durchtrennt, die Niere entnommen und
sorgfaltig von der Nierenkapsel und den Resten der GefalRe und des Ureters
befreit. Die Entnahme der rechten Niere erfolgte nach dem selben Schema.
Beide Nieren wurden getrennt gewogen und anschlieend fur die Bestimmung
des Nierentrockengewichts getrocknet.

2.3.6.7 Probenbehandlung

Die Glaskapillaren, die das wahrend der Sammelperioden entnommene Blut
enthielten, wurden 5 min in einer Hamatokritzentrifuge (Hettich Hamatokrit®, Fa.
Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. Anschlielend wurde der Hamatokrit abgelesen
und das gewonnene Blutplasma in PE-GefiaRen bis zur Analyse bei -20°C
eingefroren. Die Urinproben wurden ebenfalls bis zur weiteren Analyse bei -

20°C eingefroren.
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2.4 Analytik

241 Analysierte Parameter

Gemessene Parameter bei Stoffwechselkafigversuchen:

Korpergewicht aller analysierten Tiere KG [9]
Gewichtsanderung wahrend des Versuchs AKG (9]
Futtermenge FM [d]
Trinkvolumen TV [ml]
Urinvolumen uv [ml]
Konzentration von Na* im Urin [Na]urin [mmol/l]
Konzentration von K* im Urin [K]urin [mmol/1]
Konzentration von CI" im Urin [Cl]urin [mmol/l]
Glucosekonzentration im Blut [BZ] [mg/dl]
Glucosekonzentration im Urin [BZ]urin [mg/dl]
Osmolalitat im Urin OSurin [mosmol/l]

Vor Induktion des Diabetes mellitus bzw. Citratgabe wurde gemessen:

Systolischer Blutdruck RRsys [mmHg]
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Diastolischer Blutdruck RRgia
Mittlerere arterieller Blutdruck MAP
Herzfrequenz HF
Untersuchte Parameter im Clearanceversuch:
Systolischer Blutdruck (Clearanceversuch) Psys
Diastolischer Blutdruck (Clearanceversuch) Pgia
Hamatokrit Hkt
Plasmakonzentration von Na* und K* [Na]p,
[Kler
Urinkonzentration von Na* und K* [Na]urin
[K]urin
Urinvolumina der Sammelperioden 1-4 UVi4
Nierenfeuchtgewicht NFG
Nierentrockengewicht NTG
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242 Gewichte und Volumina

Die Bestimmung der Korpergewichte erfolgte mittels einer Tierwaage (Fa
Mettler, Zirich), alle Ubrigen Gewichte und Volumina wurden mit einer

Feinwaage (Prescia 100", Fa Oerliko Ziirich) ermittelt.

243 Konzentration von Natrium und Kalium

Die Bestimmung der Na’-und K'-Konzentrationen erfolgte mit Hilfe eines
Flammenphotometers (Elex 6361”, Fa. Eppendorf, Hamburg). Fiir die
Elektrolytmessung in den Urinproben wurden jeweils zwei Proben a 10 pl Urin
in 2 ml Lithiumloésung (Standard Lithiumlosung, Fa. Eppendorf, Hamburg)
pipettiert, vermischt und gemessen und aus den Doppelwerten der Mittelwert
errechnet. Die Bestimmung der Elektrolytkonzentrationen im Plasma wurde mit
Einfachproben durchgefuhrt, um den Blutverlust der Mause so gering wie
moglich zu halten. Fir die Bestimmung der Na*-und K*-Konzentrationen im
Plasma wurde jeweils 10 ul Plasma in 1 ml Lithiumldsung pipettiert. Vor Beginn
der Messungen und nach weiteren 20 Bestimmungen erfolgte eine Kalibrierung
des Flammenphotometers mit einer Standardlosung. Alle ermittelten Werte

wurden in mmol/l bestimmt.

244 Konzentration von Chlorid

Der Chloridgehalt im Urin wurde in einem coulometrischen Verfahren mit Hilfe
eines Chloridmeters (6610°, Fa. Eppendorf, Hamburg) ermittelt. Nach
Kalibrierung des Gerates mit einer Kontroll-Lésung (100 mmol/l KCI) wurde in
eine Basislosung (15 ml Essigsaure (1,02 mol/l), Salpetersaure (92,4 mmol/l)
und 1 ml Gelatine-Losung (12,33 mol/l Methanol, 6,7 mmol/l Thymol, 2,1 mol/l
Thymolblau, 0,007 mmol/l Gelatine) jeweils 25 pl Urin pipettiert und die

Chloridkonzentration von der Anzeige des Gerates in mmol/l abgelesen.
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245 Glucosemessung
2451 Glucosemessung im Blut

Die Glucosemessung im Blut erfolgte uber Teststabchen mit einem
Blutzuckermessgeridt (Accu-Chek” Sensor, Fa. Roche, Mannheim). Die
Blutglucose wird mit diesem Gerat amperometrisch bestimmt. Dies bedeutet,
dass der Elektronenfluss zwischen einer Mess- und Vergleichselektrode
gemessen wird. Auf ein, fur das o0.g. Gerat, geeignetes Teststabchen (Accu-
Chek"”Sensor Comfort Teststreifen, Fa. Roche, Mannheim) wurde 7,5 ul Blut,
das aus der Schwanzvene der Maus gewonnen wurde, gegeben. Nach 30
Sekunden konnte der gemessene Blutzuckergehalt auf der Anzeige abgelesen

werden.

2452 Glucosemessung im Plasma

Zur quantitativen Glucosebestimmung im Plasma wurde eine enzymatisch-
photometrische Methode gewahlt, die mit dem Spektrophotometer (U-300"
Hitachi Ltd., JP) durchgeflhrt wurde. Diesem Messprinzip liegen folgende

Reaktionen zugrunde:

1. Die Glucose wird mit Hilfe der Hexokinase und ATP zu Glucose-6-Phosphat

unter Bildung von ADP phosphoryliert.

Glucose + ATP Hexokinase » Glucose-6-Phosphat + ADP

2. Glucose-6-Phosphat wird mit Hilfe der Glucose-6-Phosphatdehydrogenase
(G-6-PDH) und Nikotinsdureamidadenindinukleotid (NAD") zu 6-
Phosphogluconat (6-PG) oxidiert, wobei NAD zu NADH + H* umgesetzt

wird.
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G-6-PDH
Glucose-6-Phosphat + NAD* ————» 6-Phosphogluconat + NADH + H*

Die Menge des gebildeten NADH ist proportional zur Glucosekonzentration in
der Probe. Der Anstieg der Extinktion konnte bei einer Wellenlange von 340 nm

gemessen werden.

Zunéchst wurden je zwei Proben a 3 pl Urin und 300 pl Reagenz (Infinity”,Fa.
Sigma, Steinheim) in PE-Gefalle pipettiert, durchmischt und drei Minuten im
Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach dem Erstellen einer Kalibriergeraden
wurde die Messung der Doppelproben durchgefihrt und die Mittelwerte in
mmol/l bestimmt. Anschlie3end wurde mit Kenntnis der Molmasse von Glucose

die Werte in mg/dl umgerechnet.

246 Messung der Osmolalitat

Mit Hilfe des Osmometers (Osmomat 030, Fa. Gonotec, Berlin) erfolgte die
Messung der Osmolalitat im Urin. Dazu wurden 0,5 ml Urin in PE-GefalRe
pipettiert und anschlielend mit dem Verfahren der Gefrierpunkternierdrigung,
die abhangig von der Osmolalitat ist, die Werte der Doppelproben bestimmt. Zu
Beginn und mehrfach wahrend der Probenmessungen wurde eine Kalibrierung
durchgefuhrt. Aus den Werten der Doppelproben wurde auch hier der

Einzelwert ermittelt und in mosmol/l angegeben.

2.4.7 Hamatokrit

Bei jeder Blutabnahme wurde eine heparinisierte Glaskapillare (Mikro-
Hamatokrit-Kapillaren” 75ul, Brand GmbH&CO, Wertheim) mit ca. 50 pl
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arteriellem Blut gefullt, mit Hamatokrit-Versiegelungskit (Fa. Brand) einseitig
verschlossen und fuanf Minuten zentrifugiert. Der danach abgelesene
prozentuale Anteil der korpuskularen Elemente im Verhaltnis zur Sdulenhdhe

entsprach dem Hamatokrit (Hkt).

248 [*H]-Aktivitit in Plasma und Urin

Die [°H]-Aktivitdit in  Plasma und Urin wurde mit Hilfe eines
Szintillationsmessgerates (2550TR", Fa. Packard) bestimmt. Zunéchst wurden
5 ml einer Szintillationsfliissigkeit (Ultima Gold”, Fa. Packard, Groningen,
Niederlande) in spezielle MessgefaRe (Midi-Vial”, Fa. Packard, Groningen,
Niederlande) pipettiert und jeweils 5 pl Probe dazugegeben und vermischt. Die
Szintillationsflussigkeit dient dazu, die freiwerdende Energie beim Zerfall des
[*H]-markierten Inulins, in Lichtimpulse umzuwandeln. Die Bestimmung der
Aktivitat im Plasma wurde mit Einfachproben, die Bestimmung im Urin mit
Doppelproben durchgefliihrt. Die Einzelwerte ergaben sich aus den Mittelwerten

der Doppelproben.

249 Systolischer und diastolischer Blutdruck und Herzfrequenz

Wahrend des Clearanceversuchs wurde der systolische und diastolische
Blutdruck [mmHg], sowie die Herzfrequenz [1/min] mittels Schreiber
kontinuierlich registriert und aufgezeichnet.

Die Bestimmung des systolischen und diastolischen Blutdrucks bei der
Schwanzdruckmessung wurde in 2.3.4.3 schon erwahnt.
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25 Berechnungen
251 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Der mittlere arterielle Blutdruck in mmHg errechnet sich aus den graphischen
Aufzeichnungen des Schnellschreibers und wird wie folgt berechnet:

Psys - IDdia
MAP = Py, + ===

2.5.2 Urinzeitvolumen

Das Urinzeitvolumen (UZV) in [pl/min/g NFG] zeigt das ausgeschiedene
Urinvolumen (UV) pro Dauer der Sammelperiode (Ds) und wird auf das

Nierenfeucht (NFG)- oder Korpergewicht (KG) bezogen.

2.5.3 Glomerulare Filtrationsrate

Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) in [ml/min/g/ NFG] jeder Sammelperiode
wurde nach der Standardformel berechnet:

AUrin x UV
GFR =

xDg xNFG

Plasma

46



254 Absolute Ausscheidung von Natrium, Kalium und Chlorid

Die absolute renale Natriumexkretion im Urin wird in [umol/min/g NFG]

angegeben und wie folgt berechnet:

U V= [Na]UrinxUV
T NFG

Da bei den Stoffwechselkafigversuchen keine Nieren bei den Tieren
entnommen wurden, bezieht sich das UnzV nicht auf das NFG, sondern auf 100

g Kdrpergewicht (KG).

Die Berechnung der renalen Exkretion von Kalium (UkV) und Chlorid (UgV)

wurden nach der selben Formel berechnet.

2.5.5 Fraktionelle renale Natriumauscheidung

Die fraktionelle Natriumexkretion (FEns) ist ein Mald der tubuldren
Resorptionsleistung der Niere. Sie wird in Prozent (%) angegeben und

folgendermalen berechnet:

Uy, V*100

FE,, =
N [Na]PIasma X GFR
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2.6 Statistik

Zuerst wurden pro Versuchstier die Daten berechnet und anschlieRend jeweils
die Mittelwerte £ SEM (standard error of means) fur die Gruppen angegeben.
Hierbei wurde mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 98 Version
(Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA) gearbeitet.

Sowohl fur die Versuchsergebnisse der Stoffwechselkafigversuche als auch fur
die Ergebnisse der Clearanceversuche und der Schwanzdruckmessung wurde
eine Varianzanalyse (ANOVA) mit dem anschlieRenden Bonferroni post-test
durchgefuhrt. Es wurden dabei in den Kontrollgruppen, den diabetischen und
insulinbehandelten Gruppen jeweils die Wildtyp-Tiere mit den Knockout Tieren
verglichen. Weiterhin wurden Vergleiche zwischen insulinbehandelten Tieren
und diabetischen Tieren jeder Gruppe, zwischen diabetischen Tieren und
Kontrollgruppen und Vergleiche zwischen insulinbehandelten Tieren und den
Kontrollgruppen durchgefuhrt. Ab einem Signifikanzniveau von p<0,05 wurde

die Nullhypothese, dass die verglichenen Gruppen gleich seien, verworfen.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes InStat
V3.0" (Graph Pad nc., USA).
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3. ERGEBNISSE

3.1 Schwanzdruckmessung

Eine Ubersicht der Ergebnisse zur Schwanzdruckmessung ist in Tabelle 2

dargestellt.
Tabelle 2 Die durchschnittlichen Blutdruckwerte der Schwanzdruckmessung von wachen
Méusen. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. Bezeichnungen der Versuchsgruppen s. Kapitel
2.2.
CON-WT | CON-KO DM-WT DM-KO LIN-DM- | LIN-DM-
WT KO
n=10 n=12 n=10 n=12 n=8 n=8
Sys 112+4 103+4 98+3 98+5 95+6 92+7
(mmHg)
MAP 78+ 4 78+ 3 73+3 76 +4 67 +4 64 +£3
(mmHg)
HR 34110 37111 354+12 380+15 453429 459+21
(Schlage/min) O o # [

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA)
O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA)

# p<0,05 versus DM-KO

(ANOVA)
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3.11 Systolischer Blutdruck

Die systolischen Blutdruckwerte aller Versuchstiere lagen mit Werten im Mittel
zwischen 112 = 4 und 92 + 7 mmHg. Statistisch signifikante Unterschiede der
Blutdruckwerte zwischen KO- und WT Tieren konnten nicht beobachtet werden.
Bei beiden diabetischen Gruppen wurden gleiche systolische Blutdruckwerte
gemessen. Die insulinbehandelten Tiere zeigten niedrigere Werte gegenuber
den Kontrolltieren, erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau (Abb. 12).

140 -
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Abb. 12: Systolische Blutdruckwerte (RR,s) wurden an wachen Wildtyp- (WT) und D; Knockout
Méusen (KO) in mmHg gemessen. Dargestellt sind Kontrollgruppen (CON); Diabetische
Gruppen (DM) und mit Insulin behandelte Gruppen (LIN-DM).

3.1.2 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck war auch hier bei allen Versuchstieren sehr
ahnlich. Die Werte lagen zwischen 78 + 4 und 64 +3 mmHg. Weder bei den
Wildtyptieren (WT) noch bei den D; Knockout Tieren (KO) wurden
unterschiedliche Werte gemessen. Es fallt auf, dass die Werte der
insulinbehandelten Tiere um ca. 12 mmHg niedriger lagen als die der
Kontrolltiere. Das Signifikanzniveau wurde aber nicht erreicht (Abb. 13).
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Abb. 13: Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde an wachen Wildtyptieren (WT) und D3
Knockout Tieren (KO) in mmHg gemessen. Dargestellt sind Kontrollgruppen (CON);
Diabetische Gruppen (DM) und mit Insulin behandelte Gruppen (LIN-DM).

3.1.3 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz der Kontrolltiere und der diabetischen Tiere lag im Mittel
zwischen 341 £ 10 und 380 £ 15 Schlage pro Minute. Auffallend ist bei den
insulinbehandelten Gruppen LIN-DM-WT und LIN-DM-KO eine hdhere
Herzfrequenz (p< 0,05 vs. CON-WT, CON-KO und p< 0,05 vs. DM-WT, DM-
KO) gegenuber den entsprechenden Vergleichsgruppen. Die Herzfrequenz lag
bei diesen Tieren im Mittel zwischen 453 + 29 und 459 + 21 Schlagen pro
Minute (Abb. 14).
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Abb. 14: Die Herzfrequenz wurde an wachen Wildtyptieren (WT) und D3 Knockout Tieren (KO)
gemessen. Dargestellt sind Kontrollgruppen (CON); Diabetische Gruppen (DM) und mit Insulin
behandelte Gruppen (LIN-DM). O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA);0p<0,05 versus CON-KO
(ANOVA); o p<0,05 versus DM-WT (ANOVA); # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
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3.2 Stoffwechselkafigversuche bei wachen Mausen

Eine Ubersicht der Ergebnisse der Stoffwechselkafigversuche ist in Tabelle 3

dargestellt.

Tabelle 3 Die Ergebnisse der Stoffwechselkéfigversuche mit wachen Maéausen

verschiedener Versuchsgruppen. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. Die Bezeichnungen der
Versuchsgruppen s. Kapitel 2.2. [J p<0,05 vs. CON-WT (ANOVA), O p<0,05 vs. CON-KO

(ANOVA), o p<0,05 vs.DM-WT (ANOVA), # p<0,05 vs. DM-KO (ANOVA).

CON-WT CON-KO DM-WT DM-KO LIN-DM-WT | LIN-DM-KO
n=10 n=12 n=10 n=12 n=8 n=8

Tiergew. vor DM- | 25,7+0,51 26,310,41 24,2+0,39 24,3+0,56 | 26,6+0,48 | 25,7+0,86
Induktion (g)
Tiergew. vor 25,6+0,47 26,4+0,42 23,2+0,52 23,2+0,71 26,0+0,56 | 25,9+0,87
SWK Versuch (g) O 0 #
Gew.anderung +0,43+0,12 | +0,13+0,10 -0,30+0,12 -0,35+0,13 | -0,54+0,11 | -0,29+0,17
wahrend SWK- d ad ]
Versuch (g/24h)
Futtermenge 5,08+0,18 5,67+0,21 11,69+0,89 | 11,56+1,23 | 8,32+0,73 7,71+1,46
(9/24h) O O #
Trinkvolumen 5,42+1,30 5,89+0,46 26,35+1,87 | 24,32+2,04 | 9,72+0,80 9,55+1,98
(ml/24h) ad d o] #
BZ 101 +2 117 +4 514 + 26 441 +15 183 + 38 128 + 35
(mg/dl) O d 0 #
Osmolalitat 3028+184 2269+127 1236483 1321483 15424122 1493+145
im Urin (mosmol/l) O O O O O
uv 1,40+0,15 1,71+0,19 15,87+2,05 | 15,48+4,30 | 4,65+0,59 3,68+0,60
(ml/24 h) O O o #
uv 3,75+0,36 4,35+0,55 46,62+5,55 | 46,51+4,30 | 12,40+1,68 | 10,25+1,87
(ul/min/100g) O O o #
UnaV 1,01£0,13 0,93+0,15 1,75+0,31 1,73+0,15 | 0,84+0,12 0,95+0,19
(mmol/24h/100g) O 0
UkV 2,48+0,22 2,33+0,18 4,21+0,30 4,06+0,30 | 2,76+0,30 | 2,96+0,56
(mmol/24h/100g) O O 0
UaV 1,46+0,19 1,46+0,14 2,28+0,18 2,58+0,18 1,53+0,26 1,36+0,24
(mmol/24h/100g) O O #
U ciucV 0,048+0,01 | 0,049+0,01 37,35+2,88 | 35,36+2,93 | 6,95+1,31 2,84+1,30
(mmol/24h/100g) O O 0 #
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3.21 Tiergewicht und Anderung der Kérpergewichte im Versuch

Vor Beginn des Versuchs (Tag 0), d.h. vor Induktion des DM und vor Citratgabe
wurde bei allen Tieren das Kérpergewicht bestimmt. Die Kontrollgruppen (CON-
WT und CON-KO) und die mit Insulin behandelten Gruppen (LIN-DM-WT und
LIN-DM-KO) wogen im Mittel zwischen 25,7 und 26,6 g. Beide diabetischen
Gruppen (DM-WT und DM-KO) hatten ein etwas geringeres Gewicht (24,3 g).

Die Korpergewichte der Mause wurden vor dem Stoffwechselkafigversuch
erneut bestimmt. Zu diesem Zeitpunkt waren die Tiere 11 Tage in diabetischer
Stoffwechsellage bzw. nach Citratgabe. Es fallt zunachst auf, dass die CON
und LIN Gruppen wahrend dieser Zeit ihr Gewicht nahezu konstant halten
konnten, wahrend sich bei den beiden DM Gruppen das Kdorpergewicht um 1 g
reduziert hatte. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei den DM-KO Tieren
(p<0,05 vs. CON-KO), den LIN-DM-WT Tieren (p<0,05 vs. DM-WT) und LIN-
DM-KO Tieren (p<0,05 vs. DM-KO).

Nach 24 Stunden im Stoffwechselkafig nahmen die Mause beider
Kontrollgruppen an Gewicht zu. Die Tiere der Gruppen DM-WT (p<0,05 vs.
CON-WT), DM-KO (p<0,05 vs. CON-WT) und LIN-DM-WT (p<0,05 vs. CON-
WT) zeigten jedoch einen signifikanten Gewichtsverlust, der durch die

diabetische Stoffwechsellage erklart werden kann.

3.2.2 Futtermenge und Trinkvolumen

Wie zu erwarten, konnte bei den hyperglykdmischen Tieren gegenuber den
gesunden Tieren die fur das Krankheitsbild typisch auftretende Polyphagie und
Polydipsie (p<0,05) beobachtet werden. Signifikante Unterschiede im Bezug auf
die Nahrungs- und Flussigkeitsaufnahme zeigten sich zwischen den
diabetischen Tieren gegenuber den mit Insulin behandelten Tieren (p<0,05).
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3.2.3 Urinvolumen

In allen Versuchsgruppen (CON, DM und LIN-DM) war das Urinvolumen sowohl
bei den Wildtyptieren (WT) als auch bei den D3 Knockout Tieren (KO) nahezu
identisch. Die Urinvolumina der normoglykamischen Kontrollgruppen pro 100 g
Korpergewicht lagen zwischen 3,75 und 4,35 ml. Die Urinausscheidung der
diabetischen Tiere war um das 10-fache hdher (p<0,05 vs. CON-WT und p<
0,05 vs. CON-KO). Eine Reduktion des Urinvolumens konnte bei den mit Insulin
behandelten Gruppen festgestellt werden. Hier lag die Ausscheidungsmenge
zwischen 10,25 und 12,40 ml (p<0,05 vs. DM-Gruppen) (Abb. 15). Die
Fllssigkeitsbilanz der Tiere (Differenz aus Trink- und Urinvolumen) war bei

allen Gruppen positiv.
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Abb. 15: Die Urinvolumina (UV) aller Versuchsgruppen (CON, DM LIN-DM) im
Stoffwechselkéfigversuch. In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit Ds Knockout
Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
3.24 Blutglucose

Bei den Blutglucosewerten konnte in allen Versuchsgruppen kein signifikanter
Unterschied zwischen WT- und KO Mausen gezeigt werden. Die Werte der
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Kontrolltiere lagen zwischen 101 und 117 mg/dl. Bei den diabetischen Mausen
zeigten sich die Effekte der Streptozotocinbehandlung in einer signifikanten
(p<0,001 vs. entsprechende Kontrollgruppe) Hyperglykdmie mit Werten im
Mittel zwischen 441 und 514 mg/dl. Auffallend sind auch hier die signifikant
geringeren Blutglucosewerte der insulinbehandelten Tiere gegenuber der
diabetischen Gruppen (p<0,001). Die behandelten Tiere wiesen im Mittel
Blutglucosewerte zwischen 128 und 183 mg/dl auf (Abb. 16).
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Abb. 16: Die Blutglucosewerte (BZ) aller Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM) im
Stoffwechselkéfigversuch. In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit D3 Knockout
Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
3.25 Glucoseausscheidung

Sowohl bei den WT- als auch bei den KO Tieren waren keine Unterschiede
bezlglich der Glucoseausscheidung zu beobachten. Die tiergewichtsbezogene
Glucoseausscheidung der diabetischen Tiere in 24 Stunden war um das 750-
fache hoher (p<0,05 vs. entsprechender Kontrollgruppen) als die der
normoglykamischen Mause. Eine signifikant verminderte Glucoseausscheidung
konnte durch die Insulintherapie der Tiere hervorgerufen werden (p<0,05 vs.
DM-Gruppen) (Abb. 17).
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Abb. 17: Glucoseausscheidung (Ug..V) aller Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM) im
Stoffwechselkéfigversuch. In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit Ds Knockout
Tieren (KO) verglichen. Man beachte hier die logarithmische Darstellung.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
3.2.6 Renale Natrium-, Kalium- und Chloridausscheidung

Bezuglich der Urinelektrolytausscheidung konnte in allen Versuchsgruppen
(CON, DM und LIN-DM) keine signifikanten Unterschiede zwischen den WT-
und KO Tieren beobachtet werden. Eine signifikant hohere Natrium-, Kalium-
und Chloridausscheidung (mmol/24h/100g) konnte bei den diabetischen
Versuchsgruppen gegenuber den Kontrollgruppen beobachtet werden (Abb. 18,
Abb. 19, Abb. 20). Die DM-WT Tiere erreichten bei der Natriumausscheidung
kein Signifikanzniveau, das moglicherweise durch die niedrigere n-Zahl der
Versuchstiere zu erklaren ware. Die mit Insulin behandelten Tiere der
Versuchsgruppen LIN-DM-WT und LIN-DM-KO hatten nahezu die selbe
Elektrolytausscheidung wie die Kontrollgruppen CON-WT und CON-KO.
Signifikant niedrigere Natrium- und Kaliumwerte wurden bei LIN-DM-WT
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(p<0,05 vs. DM-WT) und signifikant niedrigere Chloridwerte bei LIN-DM-KO
(p<0,05 vs. DM-KO) beobachtet.
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Abb. 18: Die Natriumausscheidung (Un,V) aller Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM) im
Stoffwechselkéfigversuch. In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit D; Knockout
Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
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Abb.19: Die Kaliumausscheidung (UxV) aller Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM) im
Stoffwechselkéfigversuch. In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit D; Knockout
Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)

0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
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Abb. 20: Die Chloridausscheidung (UcV) aller Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM) im
Stoffwechselkéfigversuch. In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit D3 Knockout
Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
3.2.7 Osmolalitat

Die Werte der Osmolalitat im Urin zeigten signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen. Bei beiden Kontrollgruppen konnten die hochsten
Mittelwerte gemessen werden (CON-WT 3028 + 184 mosmol/l und CON-KO
2269 £ 127 mosmol/l). Die DM-WT und DM-KO Gruppen hatten eine signifikant
niedrigere Osmolalitdt (p<0,05 vs. CON-WT u. CON-KO) mit Mittelwerten
zwischen 1236 + 83 und 1321 + 83 mosmol/l. Bei den insulinbehandelten
Mausen konnte gegenuber den DM-Tieren eine hdhere Osmolalitdt gezeigt
werden. Hier wurde das Signifikanzniveau (p<0,05) gegenuber den

entsprechender Kontrollgruppen erreicht.
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3.3 Clearanceversuche bei narkotisierten Mausen

Eine Ubersicht und Zusammenfassung der Clearanceversuche ist in Tabelle 4

dargestellt.

Tabelle 4 Ergebnisse der Clearanceversuche an narkotisierten Méausen. Alle Werte sind
Mittelwerte + SEM. Die Bezeichnungen der Versuchsgruppen s. Kapitel 2.2

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)

0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)

CON-WT | CON-KO | DM-WT | DM-KO | LIN-DM- | LIN-DM-
WT KO
n=9 n=12 n=9 n=9 n=8 n=8
MAP 89,4+5,8 92,1+4,3 85,0+3,7 92,1+2,5 76,144 80,4+2,3
(mmHg)
HF 570+£29 534114 523432 62611 527+21 60010
(Schlage /min) 0o
:'(!/k)t 39,0+1,2 40,1+0,5 41,3+x0,5 43,4+0,9 39,6+0,5 40,9+0,7
° O
Plna 147,242,2 | 148,3+1,7 | 146,114 | 1454+1,6 | 156,0£1,0 | 155,4+0,9
(mmol/l) oQd # 0
Plk 3,9+0,1 4,0+0,1 3,320,1 3,2+0,1 3,8+0,1 3,7+0,1
uv 8,0£2,6 6,1£1,0 13,724 13,1£1,9 | 6,37+1,92 4,7+1,9
(nl/min/100g) #
UnaV 1,15+0,54 | 1,04+0,17 | 1,59+0,38 | 1,98+0,49 | 0,76+0,32 | 0,46+0,22
(Mmol/min/100) #
::O/E)Na 0,82+0,25 | 0,93+0,11 | 1,09+0,24 | 1,38+0,26 | 0,83+0,32 | 0,58+0,23
UkV 0,65+0,07 | 0,88+0,09 | 1,50+0,14 | 1,48+0,09 | 0,73+£0,16 | 0,70+0,15
(umol/min/100) n n 0 #
GFR 0,68+0,08 | 0,64+0,04 | 0,88+0,07 | 0,94+0,06 | 0,53+0,06 | 0,50+0,04
(ml/min/gNiere) 0 0 #
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3.31 Mittlerer arterieller Blutdruck

Die Blutdruckwerte aller Tiere lagen wahrend der Clearanceversuche sehr nahe
beieinander. Es fallt jedoch auf, dass intraoperativ der Blutdruck aller KO
Mause tendenziell hoher lag als bei den korrespondierenden WT Mausen.

Diese Beobachtung war jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 21).
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Abb. 21: Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wéhrend der Clearanceversuche aller
Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit
D3 Knockout Tieren (KO) verglichen.

3.3.2 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz aller Tiere lag im Mittel zwischen 570 £ 29 und 626 + 11
Schlage pro Minute. Eine signifikante Erhdhung der Herzfrequenz konnte bei
den DM-KO Mausen (p<0,05 vs. CON-KO und DM-WT) beobachtet werden.
Maoglicherweise ist diese Differenz zwischen den Gruppen durch die

unterschiedliche n-Zahl zu erklaren.

3.3.3 Hamatokrit

Nahezu identische Hamatokritmittelwerte hatten die Kontrollgruppen und die mit

Insulin behandelten Mause. Die Werte lagen zwischen 39,0 und 40,9%. Bei den
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diabetischen Gruppen konnten erhdohte Hamatokritwerte zwischen 41,3 und
43,4% ermittelt werden, wobei die DM-KO Tiere das Signifikanzniveau (p<0,05
vs. CON-KO) erreichten.

3.34 Natrium- und Kaliumkonzentration im Plasma

Weder bei den WT Tieren noch bei den KO Tieren zeigten sich unterschiedliche
Konzentrationen von Natrium und Kalium im Plasma. Ahnliche Natrium-
konzentrationen im Plasma konnten bei den Kontrolltieren und den
hyperglykdmischen Mausen ermittelt werden. Bei all diesen Gruppen wurden
Natriumkonzentrationen im Mittel zwischen 145,4 und 148,3 mmol/l gemessen.
Eine signifikant (p<0,05 vs. DM-WT, DM-KO, CON-WT und CON-KO) erhdhte
Natriumkonzentration im Plasma zeigte sich bei den LIN-DM-WT und LIN-DM-
KO Gruppen (Abb. 22). Hier scheint die Insulinbehandlung einen Einfluss auf
die Natriumkonzentration im Plasma zu haben.

Die Kaliumkonzentration im Plasma der diabetischen Tiere war gegentber den
entsprechenden Kontrolltieren signifikant erniedrigt (p<0,05). Eine statistisch
signifikante Erhdhung des Kaliumplasmaspiegels (p<0,05) zeigte sich bei den
mit Insulin behandelten Tieren im Vergleich zu den diabetischen

Versuchsgruppen (Abb. 23).
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Abb. 22: Die Natriumkonzentration im Plasma (Ply,) wéhrend der Clearanceversuche aller
Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit
D3 Knockout Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
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Abb. 23: Die Kaliumkonzentration im Plasma (Plx) wéhrend der Clearanceversuche aller
Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit
D3 Knockout Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
3.3.5 Urinvolumen

Auch bei den Urinvolumina konnte in allen Versuchsgruppen kein signifikanter
Unterschied zwischen WT- und KO Tieren gezeigt werden. Die Ausscheidung
der DM-WT Gruppe stieg gegenuber der entsprechenden Kontrollgruppe um
das 1,7-fache an, die Urinproduktion der DM-KO Tiere vs. CON-KO war sogar
um das 2,1-fache erhoht. Beide DM-Gruppen erreichten das Signifikanzniveau
gegenuber den CON-Gruppen nicht.

Aufgrund der Insulingabe und der dadurch besseren Stoffwechsellage der Tiere
konnte die Polyurie der Mause aufgehoben werden. Die LIN-DM-WT Tiere
produzierten 6,37 pl/min/100g Urin, die LIN-DM-KO Tiere schieden nur 4,7
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MI/min/100 g Urin aus und erreichten das Signifikanzniveau gegenuber der
diabetischen Vergleichsgruppe (p<0,05 vs. DM-KO) (Abb. 24).
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Abb. 24: Die Urinvolumina (UV) wéhrend der Clearanceversuche aller Versuchsgruppen (CON,
DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit D3 Knockout Tieren (KO)
verglichen. # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA).

3.3.6 Natrium- und Kaliumausscheidung

Bezuglich der Natrium- und Kaliumausscheidung konnten auch hier keine
Unterschiede zwischen WT- und KO Tieren beobachtet werden. Sowohl die
Natrium- als auch die Kaliumausscheidung war bei beiden diabetischen
Gruppen (DM-WT u. DM-KO) gegenuber den Kontroligruppen (CON-WT u.
CON-KO) erhoéht, wobei die Kaliumausscheidung bei den diabetischen Tieren
sogar das Signifikanzniveau (p<0,05 vs. entsprechender CON-Tiere) erreichte.
Wie zu erwarten, schieden die mit Insulin behandelten Mause gegenuber den
DM-WT und DM-KO Tieren signifikant weniger Kalium aus. Eine reduzierte
Natriumausscheidung bei erhdhten Natriumkonzentrationen im Plasma (s.
3.3.4) konnte bei den mit Insulin behandelten Tieren beobachtet werden, jedoch
erreichte  nur die LIN-DM-KO Gruppe das Signifikanzniveau vs. der
entsprechenden DM-Gruppe (Abb. 25 und Abb. 26).
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Abb. 25: Die Natriumausscheidung (Uy,V) wédhrend der Clearanceversuche aller
Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit
D3 Knockout Tieren (KO) verglichen. # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA).
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Abb. 26: Die Kaliumausscheidung (UxV) wéhrend der Clearanceversuche der
Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit
D3 Knockout Tieren (KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-WT (ANOVA) O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)
0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA) # p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
3.3.7 Fraktionelle renale Natriumausscheidung

Die Mittelwerte der fraktionellen renalen Natriumausscheidung korreliert in allen
Gruppen nahezu mit den Mittelwerten der Natriumausscheidung bezogen auf
100 g Kdrpergewicht (Abb. 27).

64



2,5 -
S
< WT
S 1,5 - O
Ll B KO
L. 1 _

0
CON DM LIN-DM

Abb. 27: Die Fraktionelle Natriumausscheidung (FEy,) wéhrend der Clearanceversuche aller
Versuchsgruppen (CON, DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit
D3 Knockout Tieren (KO) verglichen.

3.3.8 Glomerulare Filtrationsrate

Bei der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) konnte in keiner der
Versuchsgruppen CON, DM und LIN-DM ein signifikanter Unterschied zwischen
den WT- und KO Tieren festgestellt werden. Die GFR der CON-WT Gruppe
(0,68 ml/min/100g) unterschied sich nicht wesentlich von der GFR der CON-KO
Gruppe (0,64 ml/min/100g). Die typische diabetes-induzierte glomerulare
Hyperfiltration konnte sowohl bei der DM-WT Gruppe als auch der DM-KO
Gruppe gezeigt werden. Bei der diabetischen WT Gruppe wurde eine
Steigerung der GFR um 30% gegenuber der entsprechenden Kontrollgruppe
beobachtet. Bei den diabetischen KO Tieren stieg die GFR sogar um 50% an.
Eine signifikante Steigerung gegenlber der entsprechenden Kontrollgruppe
wurde hier beobachtet (p<0,05 vs. CON-KO). Der Effekt der Insulintherapie der
LIN-DM-WT Gruppe druckt sich wiederum in einer signifikanten Abnahme der
GFR (p<0,05 vs. DM-WT) aus. Auch der Rickgang der GFR der LIN-DM-KO
Tiere bestatigt die Wirkung des Insulins, was sich im erreichten
Signifikanzniveau (p<0,05 vs. DM-KO) wiederspiegelt (Abb. 28).
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Abb. 28: Die glomerulédre Filtrationsrate (GFR) der Clearanceversuche aller Versuchsgruppen
(CON, DM, LIN-DM). In jeder Versuchsgruppe wurden Wildtyptiere (WT) mit Ds Knockout Tieren
(KO) verglichen.

O p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)

0 p<0,05 versus DM-WT (ANOVA)

# p<0,05 versus DM-KO (ANOVA)
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3.3.9

Nierengewicht , Korpergewicht und Nierenindex

Eine Ubersicht und Zusammenfassung der Ergebnisse der Kérper- und

Nierengewichte ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5

Die

durchschnittlichen

Koérper-

und  Nierengewichte

der

einzelnen

Versuchsgruppen im Clearanceversuch. Der Nierenindex gibt das Nierengewicht relativ zum

Korpergewicht an. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. Bezeichnungen der Versuchsgruppen s.

Kapitel 2.2.
CON-WT | CON-KO | DM-WT | DM-KO | LIN-DM- | LIN-DM-
WT KO
n=9 n=12 n=9 n=9 n=8 n=8
KG vor Cl.- 25,0+0,7 28,0+0,5 23,1+0,3 23,9+0,6 25,0+0,4 249+0,8
versuch (g) O o s
NG feucht 312+13 316 + 46 291 +10 284 +5 297 +12 268 + 10
links (mg)
NG trocken 45+ 3 46 2 43+2 406 465 36+2
links (mg)
Nierenindex | 1,22 +0,026 | 1,15+ 0,030 | 1,26 + 0,035 | 1,20 + 0,036 | 1,20 + 0,055 | 1,06 + 0,033
NFG/KG*100

0 p<0,05 versus CON-WT (ANOVA)
0 p<0,05 versus CON-KO (ANOVA)

Die Korpergewichte der Tiere wurden unmittelbar vor Narkosebeginn des
Clearanceversuchs (14.-17. Versuchstag) bestimmt. Hier fallt auf, dass die
Knockout Mause der Kontrollgruppe (CON-KO) ein signifikant hoheres
Beide

diabetischen Versuchsgruppen waren zu Beginn des Versuchs gleich schwer,

Ausgangsgewicht gegenuber den Wildtyptieren (CON-WT) hatten.

jedoch, bedingt durch die diabetische Stoffwechsellage, leichter als die
Kontrollgruppen. Die DM-KO Tiere erreichten das Signifikanzniveau (p<0,05)
gegenuber der entsprechenden Kontrollgruppe CON-KO. Nahezu gleiche
Korpergewichte zeigten beide mit Insulin behandelten Gruppen (LIN-DM-WT
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und LIN-DM-KO). Ihr Ausgangsgewicht war ahnlich der CON-WT Gruppe. Die
mit Insulin behandelten Knockout Tiere waren signifikant leichter (p<0,05)
gegenuber der entsprechenden Kontrollgruppe. Sowohl die Nieren-
trockengewichte als auch die Nierenfeuchtgewichte der verschiedenen Gruppen
weichen nur unwesentlich voneinander ab. Auch die Mittelwerte fur den
Nierenindex sind in allen Gruppen ahnlich. In diesem 14-tagigen
Versuchsdesign konnte keine Hypertrophie der Nieren durch Diabetes mellitus

beobachtet werden.
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4, DISKUSSION

Die Ergebnisse der Tierexperimente werden unter drei verschiedenen Aspekten
diskutiert. Zuerst soll die diabetische Hyperfiltration von Dopamin D3 Knockout
Mausen am Modell des Streptozotocin-induzierten Diabetes mellitus diskutiert
werden. Die Natriumexkretion bei Dopamin D3 Rezeptor defizienten Mausen mit
insulinabhangigem Diabetes mellitus wird ein weiterer Schwerpunkt dieser
Arbeit sein. In wie weit die diabetische Hyperfiltration und die Natriumexkretion
an der Entstehung einer Hypertension beteiligt sind, soll anhand der
prasentierten Forschungsergebnisse der Schwanzdruckmessung an wachen
Mausen diskutiert werden. Wie die Effekte der Insulinbehandlung bei den
verschiedenen Versuchsgruppen sich auswirken, wird Inhalt aller drei
Diskussionspunkte sein.

41 D; Rezeptor und diabetische Hyperfiltration

Zur Durchfuihrung der Experimente diente das Modell des Steptozotocin (STZ)-
induzierten Diabetes mellitus bei Dopamin D3 Knockout- und Wildtypmausen.
Streptozotocin ist ein aus Streptomyces achromogenes gewonnenes Anti-
biotikum. Schon vor 40 Jahren wurde bei Ratten und Hunden erstmals durch
eine i.v.-Injektion von STZ eine diabetische Stoffwechsellage beobachtet
(Ratieken et al. 1963). In weiteren Studien (Junod et al. 1967) konnte gezeigt
werden, dass STZ selektiv die R-Zellen des Pankreas zerstort, jedoch selbst
keine nephrotoxische Wirkungen aufweist. Bereits eine Stunde nach STZ-
Injektion konnten histologische Veranderungen der [R-Zellen des Pankreas-
gewebes nachgewiesen werden. Nach weiteren 7-10 Stunden zeigten sich
massive Degranulationen und Nekrosen der Zellen. Der Untergang der Zellen
machte sich auch im Absinken des Insulinspiegels bemerkbar. Der
Insulinspiegel sank dabei unter 5% des Ausgangswertes. Eine darauffolgend

eintretende Hyperglykamie konnte nach 12-24 Stunden beobachtet werden. Die
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Effekte der STZ-Applikation auf die 3-Zellen des Pankreas sind dosisabhangig
(Junod et al. 1969, Tomlinson et al. 1992). Bei Ratten genlgt eine Dosis von 60
mg/kg, um eine diabetische Stoffwechsellage hervorzurufen. Bei einer Injektion
von 100 mg/kg sind die Stoffwechselstérungen so schwerwiegend, dass die
Tiere bereits nach 2-3 Tagen sterben. Bei Mausen konnte ebenfalls eine
dosisabhangige Wirkung von STZ nachgewiesen werden (Ito et al. 1999). Die
Glucosekonzentration im Plasma stieg kontinuierlich Gber einen Zeitraum von
neun Wochen bei einer i.p. Injektion von STZ von 100 mg/kg an. Dabei war eine
Reduktion der R-Zellen des Pankreas zu beobachten. Bei dieser Dosis kommen
die Tiere noch ohne Insulinsubstitution aus. Einen insulinabhangigen Diabetes
mellitus mit volliger Zerstérung der R-Zellen konnte durch eine Dosis von 200
mg/kg STZ erzeugt werden.

Nach Vorversuchen wurde in der vorliegenden Arbeit eine einmalige Dosis von
120 mg/kg STZ intraperitoneal (i.p.) den Tieren verabreicht. Die Mause, die
nach 48 Stunden noch keine diabetische Stoffwechsellage aufwiesen, erhielten
eine weitere Dosis von 60 mg/kg STZ i.p. Die klinischen Zeichen der friihen
Phase des Diabetes mellitus spiegeln sich in der auftretenden Hyperglykamie,
Polyurie, Polydipsie, Polyphagie sowie in der Gewichtsreduktion (siehe Tabelle
3) wieder. Diese Symptomatik wurde auch von anderen Autoren (O Donnell et
al. 1988, Bank et al. 1988, Craven et al. 1997, Tomlinson et al. 1992)
beobachtet, die ebenfalls durch STZ-Applikationen bei Tieren einen

experimentellen Diabetes mellitus induzierten.

In der vorliegenden Arbeit befanden sich die Tiere wahrend der
Clearanceexperimente in einem stabilen Zustand. Dies bestatigten die
kontinuierlichen Messungen von Blutdruck und Herzfrequenz sowie die
regelmallige Bestimmung des Hamatokritwertes. Im Bezug auf das Volumen
waren alle Gruppen gut ausgeglichen bilanziert, so dass die Abschwachung
bzw. die Steigerung der Hyperfiltration nicht von unspezifischen Anderungen
des Volumenausgleichs beeinflusst wurde. Nicht diabetische Kontrolltiere
(CON), die mit Vehikel (Citratpuffer) behandelt wurden, dienten als
Vergleichsgruppe.
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Bei der Durchfuhrung der Clearanceexperimente konnte die diabetische
Hyperfiltration (DH), ein klassisches Merkmal der Friihphase der diabetischen
Nephropathie (DN), beobachtet werden. Von vielen Autoren wird die
diabetische Hyperfiltration als verantwortlicher Parameter fur die Progression
der diabetischen Nephropathie angesehen. Untersuchungen bei Patienten mit
insulinabhangigem Diabetes mellitus weisen darauf hin, dass eine erhohte GFR
mit einem grofReren Risiko fur die Entwicklung einer DN sowie einer terminalen
Niereninsuffizienz assoziiert ist (Mogensen und Christensen 1984, Mogensen
1986). Schon in den ersten Tagen nach STZ-Injektion beschrieb Carney et al.
(1997) eine 1,5-fache Steigerung der GFR. Erhdohte Werte der
hamodynamischen Parameter beim Diabetes mellitus wurden auch von
Hostetter et al. (1991) und Jensen et al. (1981) beobachtet. Eine Hypothese zur
Erklarung der DH ist der erhdhte Blutfluss durch die Niere (Mogensen 1971,
Christiansen et al. 1981). Moglicherweise wird als Ursache der glomerularen
Hyperfiltration eine Erniedrigung des renalen arteriolaren Widerstandes mit
nachfolgender Erhdhung des glomerularen Kapillardrucks und Steigerung des
renalen Plasmaflusses diskutiert (Bank 1991). Weiterhin wird eine Schadigung
der Endothel- und Mesangiumzellen, die durch Migration von Makrophagen zu
einer Entzindungsreaktion fuhren, als Ursache der glomerularen Hyperfiltration
mit Erhéhung des glomerularen Perfusionsdruckes angesehen (Sharma und
Ziyadeh 1995). Welche Pathomechanismen der diabetischen glomerularen
Hyperfiltration genau zugrunde liegen, ist bisher noch nicht vollstandig geklart.
Als mogliche Mediatoren, die zur Entstehung der DH beitragen, werden
vasoaktive Hormone, wie Prostaglandine, Angiotensin |l sowie der atriale
natriuretische Faktor (ANF) oder Katecholamine genannt (Bank et al. 1988,
Bank 1991).

Seit Jahren ist die aminosaurebedingte Hyperfiltration ein an Hunden (Shannon
et al. 1932), Ratten (Meyer et al. 1983) und beim Menschen (Luippold et al.
2001) bekanntes Phanomen, dessen Mechanismus noch nicht genau bekannt
ist. Moglicherweise spielen humorale und intrarenale Faktoren dabei eine Rolle

(King und Levey 1993). Eine glomerulare Hyperfiltration durch Infusion von
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Aminosauren wurde in der eigenen Arbeitsgruppe an Dopamin D3 Rezeptor
Knockout Mausen (KO) beobachtet. In Clearanceexperimenten wurde den
Mausen eine 10 %-ige Aminosaureldsung (AS) infundiert. Bei den Wildtyptieren
(WT) verursachte die AS Infusion eine signifikante Steigerung der GFR. Im
Gegensatz dazu konnte die GFR der KO Mause durch Infusion von AS nicht
beeinflusst werden. Weiterhin konnte in Untersuchungen an Ratten gezeigt
werden, dass durch die Denervierung der Nieren die aminosaurebedingte
Hyperfiltration gehemmt wurde (Mendez et al. 1991, Muhlbauer et al. 1997). Die
prasynaptische Lokalisation der D, ahnlichen Rezeptoren koénnte auf eine
funktionelle Verknupfung der Dopaminrezeptoren mit dem autonomen
Nervensystem hinweisen. Somit konnte Uber die Hemmung der
Noradrenalinfreisetzung durch Aktivierung der Dopaminrezeptoren eine
Vasodilatation der renalen Gefalle, die zur GFR-Steigerung durch AS fuhrt,
erklart werden. Im Gegensatz zur physiologischen Hyperfiltration, als Reaktion
auf die AS Infusion, wird die auftretende Hyperfiltration beim Diabetes mellitus
als pathologisch betrachtet. Ein zusatzlicher Faktor fur die DH konnte die
Erhdhung der Futtermenge sein. Durch die vermehrte Aufnahme von
Nahrungsproteinen wird die Nierenfunktion von Ratten beeinflusst (King und
Levey 1993). Die erhohte Proteinaufnahme fuhrt zur Steigerung der GFR, der
Diurese und der Natriurese. Die Autoren folgerten daraus, dass Proteine bzw.
Aminosaureninfusionen funktionelle Veranderungen an den Nieren bewirken
konnten. Entsprechend kann durch Proteinrestriktion die Hyperfiltration bei
Diabetikern gehemmt werden (Kupin et al. 1987).

In wie weit der Dopamin D3 Rezeptor an der DH beteiligt ist, soll im Folgenden
diskutiert werden. In vorangegangenen Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe
wurde diabetischen Ratten kontinuierlich Gber zwei Wochen der selektive D3
Rezeptorantagonist BSF 135170 verabreicht. Die aufgetretene diabetische
Hyperfiltration konnte durch die Gabe des D3 Rezeptorantagonisten nahezu
vollstandig aufgehoben werden. Bei den nicht-diabetischen Tieren, die mit der
gleichen Dosis BSF 135170 behandelt wurden, wurde keine Anderung der
renalen Hamodynamik beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass BSF 135170
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einen spezifischen Effekt auf die DH haben kdnnte (Luippold et al. 2001). In
einer weiteren Untersuchung an tuberoinfundibularen dopaminergen Neuronen
(Lin et al. 2000) war die neuronale Dopaminfreisetzung durch Gabe des
selektiven Dopamin D3 Agonisten 7-OH-DPAT um 80% vermindert, wobei
Waters et al. (1993) die Wirkung von 7-OH-DPAT durch Gabe des selektiven
Dopamin D3 Antagonisten U-99194A vollstandig aufheben konnte. Auch durch
die Gabe von Aminosauren kann eine Hyperfiltration ausgeldst werden
(Luippold und Muhlbauer 1998, Luippold et al. 2001). In Studien am D
Rezeptor, der eine starke Homologie mit dem D3 Rezeptor aufweist, konnte
eine Beteiligung des Rezeptors an der aminosaurebedingten Hyperfiltration
beobachtet werden. Durch pharmakologische Stimulation an Ratten mit dem D
Agonisten Quinpirol konnte eine GFR-Steigerung sowie eine Diurese als auch
Natriurese gezeigt werden, die vergleichbar mit der aminosaurebedingten
Hyperfiltration ist (Luippold et al. 1998). Dass auch diese durch D, Agonisten
entstandene Hyperfiltration wieder aufgehoben werden konnte, zeigten
Versuche mit dem zentral und peripher wirkenden Antagonisten S(-)-Sulpirid
und dem selektiv peripher wirkenden Antagonisten Domperidon. Die
Hyperfiltration konnte gehemmt werden, die Effekte auf die Diurese und
Natriurese waren jedoch weniger ausgepragt. In einer weiteren Untersuchung
an Ratten konnte in der Frihphase eines STZ -induzierten DM durch Gabe von
L-Dopa und des selektiven D4 Agonisten Fenoldopam jedoch eine diabetische
Hyperfiltration gehemmt werden (Barthelmebs et al. 1991). Durch die
vasodilatatorischen Effekte auf die Vasa efferentes konnte die intraglomerulare
Hypertension reduziert werden. Eine Steigerung der Hyperfiltration dagegen
wurde durch Gabe von Carbidopa (Decarboxylasehemmer) und des selektiven
D1 Antagonisten SCH 23390 beobachtet.

Welche Rezeptoren der D, Unterfamilie fur die Hemmung der GFR
verantwortlich sind, konnte bisher noch nicht eindeutig geklart werden. Deshalb
sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der Dopamin D3 Rezeptoren im

Hinblick auf die diabetische Hyperfiltration weiter untersucht werden.
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In den Clearanceexperimenten der vorliegenden Arbeit wurde nach 14-tagiger
Diabetesinduktion eine manifeste Hyperfiltration bei diabetischen Dopamin D3
Knockout Mausen (DM-KO) und den diabetischen Wildtyptieren (DM-WT)
gegenuber den zugehorigen Kontrollgruppen (CON-WT, CON-KO) (s. Tabelle
4) gezeigt. Ein signifikanter Unterschied zwischen der DM-KO- und der DM-WT
Gruppe konnte nicht beobachtet werden. Auch in den beiden CON- und LIN-DM
Gruppen wurde eine nahezu identische GFR sowohl bei den WT- als auch bei
den KO Tieren beobachtet. Da bei den CON- und LIN-DM Gruppen die KO- und
WT Tiere eine ahnliche GFR aufwiesen, kdnnte das erreichte Signifikanzniveau
der DM-KO Tiere (p<0,05 vs. CON-KO) durch die héhere n-Zahl der CON-KO
Tiere erklart werden. Dieses Ergebnis widerspricht einer friheren Arbeit der
eigenen Arbeitsgruppe (Tappe 2003). Dort wurde im selben Versuchsdesign ein
signifikanter GFR-Anstieg bei diabetischen WT-Mausen gegenuber der
normoglykdmischen Kontrollen beobachtet, nicht aber bei Dopamin D3 KO
Tieren, was darauf hindeutet, dass der Dopamin D3 Rezeptor an der
Hyperfiltration beim experimentellen Diabetes mellitus regulatorisch beteiligt ist.
Dieses Ergebnis widerspricht einer weiteren Untersuchung an Patienten mit
Diabetes mellitus Typ-1. Hier konnte gezeigt werden, dass durch
Dopamininfusion die hamodynamische Antwort erhalten blieb, wahrend die
Infusion von Aminosauren keinen Einfluss auf die renale Hamodynamik zeigte
(ter Wee et al. 1987). Allerdings sind aufgrund der methodischen Unterschiede
der Untersuchungen die Ergebnisse sicherlich nur eingeschrankt vergleichbar.
In weiteren Clearanceexperimenten an Ratten konnte durch pharmakologische
Stimulation mit dem selektiven D3 Agonisten 7-OH-DPAT eine dosisabhangige
Steigerung der GFR und eine Reduktion des renalen Plasmaflusses beobachtet
werden (Luippold et al. 2000). Die Normalisierung der GFR zeigt sich
entsprechend in weiteren Experimenten mit diabetischen Ratten unter Gabe
eines selektiven D3 Antagonisten (MUhlbauer und Schneider 2000). Insgesamt
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Dopamin D3 Rezeptoren an der
Regulation der renalen Hamodynamik beteiligt sind.

Ein Grund, weshalb in der vorliegenden Arbeit gegenuber friheren Ergebnissen

(Tappe 2003) keine Unterschiede zwischen WT- und KO Tieren zu beobachten
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waren, konnten die verschiedenen Kontrolltiere sein, die fur diese
Clearanceexperimente verwandt wurden. In der Arbeit Tappe (2003) wurden
C57BI6N Mause als Kontrolltiere benutzt. In der vorliegenden Arbeit hingegen
wurde mit reinen Wildtyptieren experimentiert (s. Kapitel 2.1.1 Generierung von
Ds; KO-Mausen). Dass diese verschiedenen Mausstdmme unterschiedliches
Hyperfiltrationsverhalten zeigen, konnte in Vorversuchen der eigenen
Arbeitsgruppe schon bestatigt werden. Somit sollte bei der Verwendung der
Maus zu experimentellen Zwecken immer in Betracht gezogen werden, dass
Differenzen in der renalen Basalfunktion zwischen den einzelnen
Mausestammen vorliegen konnen. Das Nierengewicht, der Nierenindex, der
das Verhaltnis zwischen Nierengewicht zu Korpergewicht wiedergibt, sowie der
mittlere arterielle Blutdruck unterscheiden sich zwischen den verschiedenen
Mausestammen (Schlager 1966, Schlager 1968, Hackbarth und Harrison
1982b). In einer weiteren Studie (Hackbarth und Hackbarth 1982a) wurde die
renale Funktion bei 24 unterschiedlichen Mausestdmmen untersucht. Hier
wurde kein Unterschied fur die Natrium- und Kaliumausscheidung, die
Osmolalitat und das Urinvolumen zwischen weiblichen und mannlichen Mausen
eines Stammes festgestellt. Eine 6-10-fache Differenz der erhobenen
Parameter wurde jedoch zwischen den unterschiedlichen Mausestammen
beobachtet. Es wird angenommen, dass die Unterschiede in den
Nahrungsgewohnheiten aber auch in der Struktur und Funktion der Niere
begrindet liegen. Um die Funktion des ausgeschalteten Gens eindeutig
charakterisieren zu konnen, sollten Experimente bei genmanipulierten Mausen
(z.B. Knockout Mause) an verschiedenen Mausestammen und den
entsprechend generierten Kontrollgruppen durchgefihrt werden (Meneton et al.
2000). Einen weiteren wichtigen Faktor, der bei Untersuchungen mit Mausen
bertcksichtigt werden sollte, stellt der zirkadiane Schlaf-Wach-Rhythmus bei
nachtaktiven Nagern dar. Hier konnte beobachtet werden, dass die Tiere nachts
eine im Vergleich zum Tag bis um das Vvierzigfache gesteigerte

Urinelektrolytausscheidung aufweisen (Cambar et al. 1981).
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Einen zusatzlichen Einfluss auf die renale Hamodynamik scheint das Alter der
Tiere zu haben. Durch den Alterungsprozess werden funktionelle und
strukturelle Veranderungen nicht nur im kardiovaskularen und respiratorischen
System, sondern auch im renalen System beobachtet (Epstein 1996). In einer
weiteren Untersuchung der eigenen Arbeitsgruppe wurden zur Beurteilung der
funktionellen Reserve bei jungen und alteren CD-1 Mausen eine
Aminosaurelésung infundiert. Bei den jungen Tieren stieg die GFR signifikant
an, bei den alteren Tieren veranderte sich die GFR dagegen nicht (Luippold et
al. 2002). Mdglicherweise kommen die hdmodynamischen Veranderungen im
Alter durch die reduzierte Gesamtzahl der funktionierenden Glomeruli zustande.
Auch Fliser et al. (1993) konnte bei Tieren mit zunehmendem Lebensalter einen
Abfall des renalen Blutflusses und der glomerularen Filtrationsrate beobachten.
AuRerdem lasst sich mit zunehmendem Alter bei Mausen eine Vergroferung
der gesamten Niere beobachten. Mdglicherweise konnte so die verminderte
Filtrationsleistung kompensiert werden (Verzar und Hugin 1957; Hackbarth und
Harrison 1982b). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit darauf geachtet,
dass fur die Experimente in den verschiedenen Versuchsgruppen Tiere mit

ahnlichem Alter verwendet wurden.

Abgesehen von Stérungen im dopaminergen System konnte die DH durch die
erhdhte intravasale Glucosekonzentration zustande kommen (Ortola et al. 1987
und Sakamoto et al. 1995). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass bei
Probanden mit basaler diabetischer Hyperfiltration durch Gabe einer
Glucoseinfusion die GFR um bis zu 35% gesteigert werden konnte. Bei
gesunden Probanden jedoch nur ein GFR-Anstieg um 6-10% zu beobachten
war (Viberti und Jones 1995). Das Ausmal} der DH kdnnte mdglicherweise von
einer vorangegangener Schadigung der GefalRe durch chronisch erhohten
Blutglucosespiegel oder durch Stérung des Hormongleichgewichts abhangig
sein.

Weiterhin konnte die osmotische Wirkung der erhdhten Glucosekonzentation
beim DM zu einer Volumenexpansion fuhren, die zum Teil auch fur die erhdhte

Diurese bei Diabetikern verantwortlich ist. Die vermehrte Harnausscheidung
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fuhrt normalerweise zur adaquat gesteigerten Flussigkeitsaufnahme, womit der
renale Verlust wieder ausgeglichen wird. Daraus resultiert wiederum eine
intravasale Volumenexpansion. Durch diese Volumenexpansion werden
spezialisierte Zellen des rechten Vorhofs stimuliert und der atriale natriuretische
Faktor (ANF) vermehrt ausgeschittet. Dieser Mechanismus flhrt zur GFR-
Steigerung mit dem Ziel der Volumensenkung. Wurde dagegen den Tieren ein
ANF-Antiserum verabreicht, konnte ein Rickgang der GFR beobachtet werden
(Ortola et al. 1987). Somit kdnnte auf diese Weise ANF eine Rolle bei der

glomerularen Hyperfiltration spielen.

Fir die pathologisch veranderte renale Hamodynamik beim DM kénnte auch ein
verminderter tubuloglomerularer Feedback (TGF) verantwortlich sein. Die
diabetische Stoffwechsellage ist unter anderem durch eine erhohte
Glucosekonzentration im Blut charakterisiert. Bedingt durch diesen erhohten
Blutglucosespiegel wird in der Niere mehr Glucose filtriert. Gleichzeitig wird
durch den Natrium/Glucose-Cotransporter auch entsprechend mehr Natrium
tubular reabsorbiert. Dies wiederum fuhrt zu einer geringeren
Natriumkonzentration an der Macula densa mit der Folge einer Verminderung
des TGF und einer Steigerung der GFR (Woods 1993, Vallon et al. 1999).
Demnach musste eine verminderte Natriumausscheidung beim Diabetes
mellitus zu beobachten sein, die weder in der vorliegenden Arbeit noch in
anderen Arbeiten beobachtet wurde. Betrachtet man dagegen die
Natriumausscheidung (UnaV) der Tiere in den Stoffwechselkafigversuchen (s.
Tabelle 3), so ist eine signifikante Steigerung der Natriumausscheidung bei den
diabetischen Dopamin D3 Knockout Mausen zu beobachten. Moéglicherweise
konnten  durch die diabetische  Stoffwechsellage = morphologische
Veranderungen bzw. eine Schadigung der Mesangiumzellen der Macula densa
entstehen (Seyer-Hansen et al. 1980), die die Natriumempfindlichkeit dieser

spezialisierten Zellen herabsetzt.

Einen weiteren Einfluss auf die glomerulare Hamodynamik konnten die

morphologischen Veranderungen der Nieren haben. Schon wenige Tage nach
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Induktion des Diabetes mellitus konnten vergrofRerte Nieren und eine Erhdhung
des Nierengewichtes beobachtet werden (Seyer- Hansen 1983). Die Prognose
von Diabetikern mit groRen Nieren ist schlechter als die von Patienten, deren
NierengréfRe noch im Normbereich liegt (Baumgartl et al. 1998). Die Erhéhung
des Nierengewichts kann somit als morphologischer Marker fiur die Progression
der diabetischen Nephropathie angesehen werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten in allen Versuchsgruppen (CON-, DM- und
LIN-Gruppen) keine signifikanten Unterschiede bezliglich der Nierengewichte
und der Nierenindices festgestellt werden (s. Tabelle 5). Die Pathogenese der
Hypertrophie der Nieren ist noch nicht eindeutig geklart. Die Hypertrophie der
Glomeruli wird vor allem fir die Gewichtszunahme der Nieren verantwortlich
gemacht (Seyer-Hansen 1976, Osterby und Gundersen 1980, Seyer-Hansen
1983). Bereits vier Tage nach Induktion des Diabetes mellitus konnte bei Ratten
eine Vergrolerung des glomerularen Volumens beobachtet werden. Eine
Zunahme der Lange des proximalen Tubulus und VergroRerung des tubularen
Durchmessers trat mit Verzogerung erst nach 47 Tagen ein (Seyer-Hansen et
al. 1980). Der Hypertrophie der Nieren wird der Einfluss von Wachstums-
faktoren — speziell dem transforming growth factor-31 (TGF-31) zugeschrieben.
Bereits zwei Wochen nach Induktion des Diabetes mellitus bei Ratten konnte
eine zweifache Erhdhung des TGF-31 im diabetischen Nierengewebe gezeigt
werden (Shankland und Sholey 1994). Der Beobachtungszeitraum entspricht
zwar dem selben Zeitraum wie im Versuchsdesign in der vorgelegten Arbeit,
jedoch konnte hier eine Hypertrophie der Nieren nicht beobachtet werden.
Besonders in der Fruhphase der diabetischen Nephropathie scheint der
transforming growth factor-31 ein wichtiger Mediator der Hypertrophie zu sein
(Ziyadeh und Sharma 1995, Rabkin und Fervenza 1996, Fine et al. 1992). Es
werden vermehrt Kollagene, Fibronektin und Proteoglykane produziert, die zu
verstarktem Wachstum der entsprechenden Strukturen in der Niere fuhren
(Viberti 1979, Di Mario et al. 1990). Dies konnte eine Erklarung unter anderem
fur die Verbreiterung der Basalmembran, der Hypertrophie des Mesangiums
und der Volumenzunahme der Glomeruli und Tubuli sein. Die Beteiligung des

growth hormon (GH) wird auch durch Esposito et al. (1996) bestatigt. Hier
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konnte bei diabetischen Mausen durch Gabe eines GH-Antagonisten die
diabetische Nephropathie gehemmt werden. Maoglicherweise koénnte beim
Diabetes mellitus durch die hyperglykdmische Stoffwechsellage auch die
Produktion von Diacylglycerin (DAG) und Proteinkinase C (PKC) stimuliert
werden und dadurch wiederum eine TGF-31-Aktivierung daraus resultieren
(Koya et al. 1997).

4.2 D3; Rezeptor und Natriumexkretion

Eine der zentralen Funktionen der Niere ist die Aufrechterhaltung und
Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts. Im Organismus werden durch
prazise Regulationsprozesse der Niere lebenswichtige Grolken wie Blutdruck,
Extrazellularflissigkeit und Organdurchblutung im Gleichgewicht gehalten. In
welchem MalRe der Dopamin D3 Rezeptor Einfluss auf den Salzhaushalt —
speziell auf die Natriumexkretion hat, soll im folgenden diskutiert werden.

Dopamin wurde wiederholt als natriuretisches Hormon beschrieben (Lee 1982,
Aperia et al. 1987, Bertorello et al. 1988, Seri et al. 1990). Hauptsachlich die
Dopamin D4 Rezeptorfamilie scheint eine hemmende Wirkung auf die
Flussigkeits- und Elektrolytresorption zu haben (Felder et al. 1989). Ein
Mechanismus, der die Natriurese erklaren konnte, ist die Hemmung des Na'-
H*-Antiport an der luminalen Seite des proximalen Tubulus (Felder et al.
1989b). Ein weiterer moglicher Mechanismus scheint durch die Inhibierung der
Na’-K"ATPase an der basolateralen Seite ebenfalls der proximalen
Tubuluszellen zu sein (Aperia et al. 1987). Des weiteren wurde an Ratten
gezeigt, dass durch Stimulation der D, Rezeptorfamilie auch eine Hemmung
der Na*-K"ATPase mdglich ist (Aperia et al. 1994).

In der vorliegenden Arbeit war wahrend der Stoffwechselkafigversuche bei allen
Versuchsgruppen (CON, DM und LIN-DM) die Natriumausscheidung (UnaV) der
WT Tiere gegenuber den KO Tieren nahezu identisch (s. Tabelle 3). Gleiches
gilt fir die Kalium- und Chloridausscheidung (UxV und Uc)V). Bedingt durch die
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diabetische Stoffwechsellage der Tiere wurde bei den beiden diabetischen
Versuchsgruppen (DM-WT und DM-KO) eine Natriurese festgestellt. Auch hier
schieden sowohl die WT als auch die KO Tiere die selbe Menge Natrium aus.
Die DM-KO Tiere erreichten gegenuber der entsprechenden Kontrolltieren das
Signifikanzniveau (p<0,05 vs. CON-KO). Die Kalium- und Chloridausscheidung
war bei den DM Tieren ebenfalls erhoht. Die Urinelektrolytausscheidung der mit
Insulin behandelten Gruppen (LIN-WT und LIN-KO) war denen der
Kontrollgruppen sehr ahnlich. Ein signifikanter Rickgang der Natrium- und
Kaliumausscheidung der LIN-WT Tiere vs. der DM-WT Tiere konnte beobachtet
werden.

Betrachtet man in den Clearanceversuchen (s. Tabelle 4) die
Natriumausscheidung im Urin (UnaV) an narkotisierten Mausen, so sind die
Ergebnisse der verschiedenen Versuchsgruppen ahnlich denen der
Stoffwechselkafigversuchen. Auch hier ist die Natriumexkretion in allen
Versuchsgruppen (CON, DM und LIN-DM) fast identisch. Unterschiede
zwischen WT und KO Tieren konnten in diesem Versuchsdesign ebenfalls nicht
beobachtet werden. Wie erwartet, ist bei den Tieren im hyperglykdmischen
Zustand (DM-WT und DM-KO) die Natriumausscheidung erhoht. Gleiches gilt
auch fur die Kaliumausscheidung und die fraktionelle Natriumexkretion (FEna),
die prozentual die renale Natriumausscheidung der Gesamtmenge des
filtrierten Natriums angibt. Ebenso wurde bei den mit Insulin behandelten Tieren
(LIN-WT und LIN-KO) wieder ein deutlicher Rickgang der Natriumaus-
scheidung beobachtet. Zusammengefasst zeigen die Versuche, dass in diesem
Modell der Dopamin D3 Rezeptor fur die Regulation der Natriumausscheidung
keine Rolle zu spielen scheint.

Asico et al. konnten zeigen, dass Mause mit ausgeschaltetem D; Rezeptorgen
verzogert auf eine akute Salzbeladung mit einer gesteigerten Natriurese
reagieren (Asico 1998). Die Natriumexkretion der Dopamin D3 defizienten
Mause Uberstieg kaum den Basalwert, wahrend bei den Wildtyptieren die
Natriumausscheidung um das Doppelte anstieg.

Weitere Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass der Dopamin

D; Rezeptor an der Natrium- und Urinausscheidung beteiligt ist. An
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narkotisierten Ratten flhrte eine Volumenexpansion mit isotonischer
Kochsalzlésung (Infusionsvolumen von 2,5% des Kdrpergewichts pro Stunde)
zu einer gesteigerten Natrium- und Urinausscheidung. Anschlieend wurde den
Tieren der selektive Dopamin D3 Rezeptorantagonist BSF 135170 verabreicht.
Unter den gleichen Versuchsbedingungen konnte eine deutlich geringere
Natrium- und Urinausscheidung beobachtet werden (Luippold et al. 1998). In
weiteren Untersuchungen an chronisch denervierten Ratten wurde durch die
Gabe des selektiven Dopamin D3 Rezeptoragonisten 7-OH-DPAT kein Anstieg
der GFR und des Urinzeitvolumens beobachtet. Ebenso war der Anstieg der
absoluten und fraktionellen Natriumausscheidung nach Infusion von 7-OH-
DPAT abgeschwacht. Dies deutet auf eine funktionelle Verknlpfung des
dopaminergen Systems mit der neuronalen Versorgung der Niere hin.
Moglicherweise konnte die Aktivierung der prasynaptisch lokalisierten Ds
Rezeptoren durch 7-OH-DPAT die Noradrenalinfreisetzung hemmen. Durch die
verminderte Noradrenalinkonzentration wirden die vasodilatierenden Faktoren
(Prostaglandine, Stickstoffmonoxyd) Uberwiegen, die Niere wirde vermehrt
durchblutet werden und dies zu einem GFR Anstieg fuhren. (Luippold et al.
1999). Mdglicherweise wird durch das vermehrte intravasale Volumen die
renale Dopaminproduktion stimuliert und Uber die Aktivierung der Ds;
Rezeptoren koénnte dieser Mechanismus zu einer verminderten tubularen
Ruckresorption, mit der Folge einer gesteigerten Natriurese und Diurese flhren.
Eine Vielzahl von Studien deuten darauf hin, dass der Dopamin D Rezeptor an
der gesteigerten Natrium- und Wasserausscheidung durch Volumenexpansion
mit verantwortlich ist (Hegde et al. 1989, Hegde et al. 1989). Ebenso konnte
hier durch Dopamin D; Antagonisten die Natriurese und Diurese wieder
aufgehoben werden (Frederickson et al. 1985). Mdglicherweise kommen im
Bezug auf die Volumenexpansion synergistische Wirkmechanismen von D¢ und
D, ahnlichen Rezeptorfamilien zur Geltung (Jose et al. 1998). In einer weiteren
experimentellen Studie an Ratten konnte gezeigt werden, dass durch Gabe des
unselektiven Dopamin Rezeptorblockers Haloperidol die Natriumausscheidung
in Abhangigkeit der Volumenexpansion (VE) gehemmt werden kann (Hansell

und Fasching 1991). Bei einer 2%-igen VE war die natriuretische Antwort um
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67% niedriger als die der Kontrollgruppe. Dagegen wurde bei einer 10-%igen
VE nur ein Unterschied von 19% beobachtet. Daraus kann geschlossen
werden, dass der Effekt des inaktivierten Dopaminrezeptorsystems vom
Ausmal der VE abhangig ist. Da in der vorliegenden Arbeit die diabetischen
WT und KO Tiere im Clearanceversuch aufgrund ihrer Stoffwechsellage sich
eher in einem hypovolamischen Zustand befinden (siehe Hamatokritwerte der
Tabelle 4), muss die Natriurese der diabetischen Tiere durch die Hyperglykamie
erklart werden. Weitere physiologische Faktoren, die bei der natriuretischen
Antwort auf VE mit involviert sein konnten, sind unter anderem die renale
Hamodynamik (Earley und Fiedler 1965), das sympathische Nervensystem
(Alexander et al. 1974), physikalische Faktoren (Martino et al.1967), der ANF
(Hirth et al. 1986) und Prostaglandine (Rosenthal et al. 1974).

Durch eine weitere Untersuchung der eigenen Arbeitsgruppe (Tappe 2003)
konnte die Hypothese, dass die Ausschaltung des D3 Rezeptorgens mit einer
Salzretention verbunden ist, nicht bestatigt werden. Hier wurde, ebenfalls in
Versuchen mit oraler und parenteraler Salzbeladung, sowohl bei WT als auch
KO Tieren aller Versuchsgruppen eine fast identische Natriumausscheidung
beobachtet. Auf Grund des unterschiedlichen Versuchsdesigns und dem
variablen genetischen Hintergrund der verwendeten Mause, ist ein direkter
Vergleich der Ergebnisse mit der Salzbeladung von Asico et al. (1998)
sicherlich erschwert. In frGheren Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe
konnte auch kein funktioneller Zusammenhang zwischen der Dopamin- und der
Natriumausscheidung beobachtet werden (Muhlbauer 1994). Moglicherweise ist
die funktionelle Bedeutung von Dopamin im Tubulussystem beschrankt und

eventuell durch andere Faktoren beeinflussbar.

In neueren Studien wurden weitere Kompensationsmechanismen untersucht,
die sich auf die NaCl-Ausscheidung auswirken kénnten. Brooks et al. (2001)
konnte an Knockout Mausen mit Defekt am Na*-H*-Antiport und einer weiteren
Gruppe mit defizientem Na*-ClI- Cotransporter zeigen, dass diese Transporter

an der Ruckresorption des Natriums im proximalen und distalen Tubulussystem
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beteiligt sind. Durch Antikorper konnte eine gesteigerte Expression eines
Natrium-Phosphat Cotransporters und eines epithelialen Natriumkanals sowie
eine Reduktion der GFR bei den Tieren mit Defekt am Na'-H'-Antiport
beobachtet werden. Die Versuchsgruppe mit defizientem Na*-ClI - Cotransporter
zeigten eine kompensatorische Up-Regulation des epithelialen Natriumkanals.
In wie weit diese beobachteten Phanomene bei Dopamin D; defizienten

Mausen auftreten konnen, sollte in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

4.3 D;3; Rezeptor und Blutdruckverhalten

Der Niere liegt nicht nur der Regelmechanismus des Salz- und
Elektrolythaushalts zugrunde, ihr wird neben endokrinen und metabolischen
Funktionen auch eine zentrale Funktion der Blutdruckregulation zugeschrieben.
Im Folgenden soll der Einfluss des Dopamin D3 Rezeptors im Hinblick auf die

Entstehung einer Hypertonie betrachtet werden.

In der eigenen Arbeitsgruppe wurden in diesem Zusammenhang verschiedene
Tierexperimente durchgefihrt. Mit Hilfe von salz-sensitiven (DS) und salz-
resistenten (DR) Dahl-Ratten wurde die Entwicklung eines salz-abhangigen
Hypertonus beobachtet (Luippold et al. 2000). Ublicherweise entwickeln die
salz-sensitiven Tiere bei Hoch- und Normalsalz Futterung einen Hypertonus,
wahrend die salz-resistenten Tiere Werte im normotensiven Bereich aufweisen.
Nun wurden beide Gruppen mit dem Dopamin D3 Rezeptoragonisten 7-OH-
DPAT im Clearanceversuch pharmakologisch stimuliert. Die DR Ratten
reagierten mit einer Steigerung der GFR und Natriurese. Die DS Ratten zeigten
keine Zunahme der GFR, eine Natriurese entwickelten jedoch die Normalsalz
ernahrten Tiere. In einem weiteren Versuchsdesign wurden Ratten 29 Tage
lang mit dem selektiven D3 Rezeptorantagonisten BSF 135170 behandelt.
Wahrend unter Normalsalzernahrung keine Veranderungen des systolischen
Blutdrucks beobachtet wurden, konnte unter Hochsalzernahrung eine Zunahme

des systolischen Blutdrucks bei den DR Ratten gemessen werden. Diese
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Untersuchungen und der Blutdruckanstieg bei DR Ratten mit D; Rezeptor
Antagonistenbehandlung und Hochsalzernahrung deuten darauf hin, dass der
Dopamin D3s; Rezeptor in diesem Modell an der Entstehung eines

salzabhangigen Hypertonus beteiligt ist.

Asico et al. (1998) beobachtete die Entwicklung eines salzabhangigen
Hypertonus in Versuchen an Dopamin D3 defizienten Mausen. Sowohl D3
Rezeptor Knockout Mause als auch heterozygote Tiere wiesen in gleichem
Malde erhohte diastolische und systolische Blutdruckwerte auf. Normotensive
Blutdruckwerte wurden bei den Wildtyptieren gemessen. Eine akute
Salzbeladung bei Wildtyptieren und heterozygoten Tieren fuhrte zu einer
Steigerung der Urinflussrate und zur vermehrten Natriumexkretion, wahrend bei
den D3 Rezeptor Knockout Mausen die Steigerung weniger ausgepragt war.
Auch die Plasmareninaktivitdt war entsprechend in D3 Rezeptor Knockout
Tieren hoher als bei Wildtyptieren. Die Werte der heterozygoten Mause lagen
zwischen den Knockout- und Wildtyptieren. Allerdings muss darauf hingewiesen
werden, dass die Untersuchungen von Asico und Mitarbeiter an narkotisierten
Tieren durchgefuhrt wurden. Da der Blutdruck durch die Gabe des Narkotikums
und durch die Blutabnahme wahrend des Versuchs beeinflusst werden kann

(Meneton et al. 2000), ist die Beurteilung des Ergebnisses sicherlich erschwert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Blutdruckmessungen an allen sechs
Versuchsgruppen (CON-WT, CON-KO, DM-WT, DM-KO, LIN-DM-WT, LIN-DM-
KO) sowohl im wachen als auch im narkotisierten Zustand durchgefuhrt. Es
wurde bei den Clearanceversuchen dasselbe Narkotikum wie bei Asico et al.
(1998) verabreicht. In der vorliegenden Arbeit wurde den Tieren das Narkotikum
intraperitoneal verabreicht. Damit wurden Blutdruckschwankungen, die durch
intravendése  Bolusgaben  zustande  kommen  kdnnen, vermieden.
Erstaunlicherweise  konnten  keine  Unterschiede der gemessenen
Blutdruckwerte bei wachen Mausen beobachtet werden. Die Wildtyptiere
zeigten gegenuber den Ds; Rezeptor Knockout Mausen keine signifikanten

Blutdruckunterschiede. Im narkotisierten Zustand wahrend der
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Clearanceexperimente reagierten jedoch alle Versuchsgruppen mit leicht
erhdhtem mittleren arteriellen Druck (MAP). Mdglicherweise kdnnte dieser
Unterschied auf einen intraoperativen Stress oder eine Reaktion auf das
verabreichte Narkotikum und/oder die Blutabnahme hindeuten. Beim genaueren
Betrachten der MAP-Werte im Clearanceversuch (siehe Tabelle 4) hingegen
konnte eine leichte Tendenz der Blutdrucksteigerung zwischen 3 und 8 % bei
allen Dopamin D3 Rezeptor defizienten Mausen, jedoch ohne Erreichen des
Signifikanzniveaus, gegenuber den entsprechenden Kontrolltieren beobachtet
werden. Diese intraoperative MAP-Erhéhung der KO Tiere kdnnte ansatzweise
mit den gemessenen Blutdruckwerten von Asico Ubereinstimmen. Interessant
ware in diesem Zusammenhang die Bestimmung der Plasmarenin-
aktivitatswerte der Tiere, was im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefuhrt
wurde. Moglicherweise konnten die leicht erhdhten MAP-Werte der KO Tiere in
den Clearanceversuchen als Reaktion des autonomen Nervensystems erklart
werden. Da durch die fehlenden prasynaptischen Dopamin D; Rezeptoren der
KO Tiere die Hemmung der Noradrenalinfreisetzung nicht mehr gewahrleistet
ist, konnte dieser Mechanismus den Blutdruckanstieg und die Steigerung der
Herzfrequenz der Versuchstiere erklaren. Weiterhin wurde beobachtet, dass vor
allem Dopaminrezeptoren der D, Familie bei der zerebralen Regulation des
Blutdrucks eine Rolle spielen (Jose et al. 1999). Eine Hypertension kdnnte
somit auch durch den zerebralen Ausfall des Dopamin D; Rezeptors mit
verursacht werden.

Da in der vorgelegten Arbeit bei allen Versuchsgruppen nur wahrend der
Clearanceexperimente eine leichte Blutdruckerh6hung zu beobachten war, muf3
am ehesten von einer intraoperativen strelbedingten Hypertonie ausgegangen
werden. In der eigenen Arbeitsgruppe wurden weitere Blutdruckmessungen an
wachen Dopamin D3 Rezeptor Knockout- und Wildtypmausen mit
unterschiedlicher Salzdiat durchgeflhrt. Sowohl bei normalsalz- als auch bei
hochsalzernahrten jungen Tieren konnten keine signifikanten

Blutdruckunterschiede gemessen werden (noch nicht veréffentlichte Arbeit).
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4.4 Effekte der Insulinbehandlung

Am Modell des STZ-induzierten Diabetes mellitus an Dopamin D; Knockout
Mausen (DM-KO) und den entsprechenden Wildtyptieren (DM-WT) konnte in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die diabetische Hyperfiltration in
der Frihphase durch Behandlung mit Insulin in beiden Versuchsgruppen in
gleichem Malde verhindert werden kann (siehe Tabelle 4).

Weitere Parameter wie Rickgang der Urinausscheidung, Normalisierung der
Elektrolytausscheidung, reduzierte Futter- und Wasseraufnahme sowie der
signifikante Ruckgang der Glucoseausscheidung (siehe Tabelle 3) kann sowohl
bei den DM-KO- als auch den DM-WT Tieren einer nahezu normoglykamischen
Stoffwechsellage zugeschrieben werden. Jedoch wurden unterschiedliche
Effekte der Insulinbehandlung im Bezug auf die renale Hamodynamik in
friheren Arbeiten beobachtet. Einerseits hatte die Insulintherapie keinen
Einfluss auf die GFR und den RPF (Hostetter et al. 1981, Michels et al. 1981),
andererseits konnte die diabetische Hyperfiltration durch Applikation von Insulin
reduziert werden (Jensen et al. 1987). Weshalb solche Differenzen der renalen
Hamodynamik unter einer Insulintherapie zustande kommen, konnte bis heute
noch nicht vollstandig geklart werden.

Auch quantitative morphologische Veranderungen der Nieren wurden durch
eine Insulintherapie beobachtet (Rasch und Dorup 1997). In dieser Studie
konnte an diabetischen Ratten gezeigt werden, dass der Blutglucosespiegel mit
der NierengrofRe korreliert, d.h. je langer mit Insulin behandelt wurde, um so
eher kam es zur Reduktion des Nierengewichts. Nach einer Insulinbehandlung
von 4 Stunden konnte eine Reduktion des Nierengewichts um 20% beobachtet
werden, bei 5-tagiger Insulingabe konnte ein Rickgang das Nierengewichts um
31% gezeigt werden.

Weiterhin konnte in der vorgelegten Arbeit gezeigt werden, dass durch die
Applikation der Insulinpellets sowohl im Stoffwechselkafigversuch als auch in
den Clearanceexperimenten die gesteigerte Natriurese der diabetischen Tiere
wieder aufgehoben werden konnte (siehe Tabellen 3 und 4). Die Natrium-
ausscheidung im Urin (UnaV) der LIN-DM-WT und LIN-DM-KO Tiere war noch
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niedriger als die der entsprechenden Kontrollgruppen (siehe Tabelle 3). Dem
zufolge konnte eine Erhdhung der Natriumkonzentration im Plasma (Plna)
beobachtet werden. In den Glomeruli und im renalen Tubulussystem von Ratten
wurden Insulinrezeptoren nachgewiesen (Kurokawa et al. 1979 und 1980,
Meezan et al. 1980 und 1982). Nach der Applikation von Insulin wurde eine
erhdhte renale Na'-K'-ATPase-Aktivitdt beobachtet, womit der Anstieg der
Natriumreabsorption erklart werden koénnte (Rostand et al. 1980, DeFronzo
1981).

Auch scheint die Insulinapplikation bei den diabetischen Tiere keinen weiteren
direkten Einfluss auf den Blutdruck zu haben. Die beiden behandelten
Versuchsgruppen (LIN-DM-WT und LIN-DM-KO) zeigten bei der Schwanz-
druckmessung im wachen Zustand nahezu identische Werte. Im Vergleich zu
den diabetischen Tieren (DM-WT und DM-KO) und Kontrollen (CON-WT und
CON-KO) wurden ahnliche Blutdruckwerte gemessen. Wahrscheinlich war der
diabetische Zeitraum zu kurz, um die Entstehung hypertensiver Blutdruckwerte

beobachten zu konnen.
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4.5 Ausblick und klinische Implikation

Frihere Studien weisen darauf hin, dass das Dopamin D; Rezeptorsystem an
der diabetischen Hyperfiltration beteiligt sein kdnnte. In der vorliegenden Arbeit,
in einem Mausmodell, scheint jedoch deutlich zu werden, dass zusatzlich
andere Mechanismen eine wichtige Rolle in der Regulation der renalen
Hamodynamik spielen. Da die meisten Untersuchungen bisher an Ratten
durchgefuhrt wurden, ist es naheliegend, dass andere Spezies durchaus
andere Regulationsmechanismen aufweisen. Wie auch von mehreren Autoren
beschrieben, scheinen verschiedene vasoaktive Faktoren einen zusatzlichen
Einfluss auf die renale Hamodynamik zu haben. Um die Funktion eines
ausgeschalteten Gens eindeutig charakterisieren zu kdénnen, sollten
Experimente bei genmanipulierten Mausen an verschiedenen Stammen
durchgefuhrt werden. Interessant waren zudem Langzeitversuche bei
diabetischen Dopamin D3 defizienten Tieren. Von Bedeutung waren in diesem
Zusammenhang unter anderem die Albuminausscheidung, die Reninaktivitat
und die Aldosteronproduktion. Auch morphologische Veranderungen der Niere
im Sinne einer diabetischen Nephropathie konnten Aufschluss Uber den
Einfluss der D3 Rezeptoren bei diesem Krankheitsbild liefern. In wie weit
zentrale oder periphere D; Rezeptoren flr die renale Hamodynamik
verantwortlich sind, mussen zukinftige Experimente klaren. In dieser Frage
konnten Denervierungsversuche oder organspezifische Knockout Tiere
weiterhelfen.

Die Reduktion der glomerularen Hyperfiltration sollte als therapeutisches Ziel
des DM angestrebt werden, um dadurch die Progression einer diabetischen
Nephropathie zu vermindern. Uber den Mechanismus der efferenten
Vasodilatation und der daraus resultierenden Abnahme des intraglomerularen
Kapillardruckes wird bereits mit Hilfe von Angiotensin Converting Enzym (ACE)-
Inhibitoren die Progression der DH reduziert. Wichtig ist noch eine effiziente
Versorgung mit Insulin, um eine normoglykdmischen Stoffwechsellage zu

erreichen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass das
dopaminerge System an der Regulation der renalen Hamodynamik und der
Tubulusfunktion beteiligt ist. Die zu Beginn eines Diabetes mellitus auftretende
glomerulare Hyperfiltration der Niere stellt einen Risikofaktor fur die Entwicklung
einer diabetischen Nephropathie dar. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, welchen Einfluss der Dopamin D3 Rezeptor auf die glomerulare
Hyperfiltration, die renale Natriumausscheidung und damit auch das
Blutdruckverhalten bei Mausen mit durch Streptozotocin (einmalig 120 mg/kg,
i.p.) erzeugtem Diabetes mellitus hat.

Hierzu wurde an wachen Dopamin D3 Rezeptor Knockout Mausen (KO) und
den entsprechenden Wildtyptieren (WT), die einen funktionell aktiven Dopamin
D; Rezeptor aufweisen, Schwanzblutdruckmessungen sowie Stoffwechselkafig
(SWK)-Versuche durchgeflhrt. An narkotisierten Tieren wurde in Clearance-
experimenten die glomerulare Filtrationsrate, das Urinzeitvolumen und die
renale Natriumausscheidung bestimmt. Die Untersuchungen wurden an
nichtdiabetischen (CON), nicht behandelten diabetischen (DM) und mit Insulin
behandelten (LIN-DM) Mausen nach vorgegebenem Zeitschema innerhalb von
14-17 Tagen nach Induktion des Diabetes mellitus durchgefihrt.

Der gemessene systolische Blutdruck war unabhangig von der diabetischen
Stoffwechsellage in allen Versuchsgruppen ahnlich. Die KO Tiere zeigten
gegenuber den WT Tieren keine signifikanten Unterschiede. In den SWK-
Versuchen waren bei den DM Mausen gegeniber den CON Tieren eine
signifikante Polyphagie, Polydipsie, Polyurie und Glukosurie zu beobachten. Die
mit Insulin behandelten diabetischen Tiere wiesen eine den CON-Gruppen
vergleichbare normoglykamische Stoffwechsellage auf. Der Vergleich der
Dopamin D3 Rezeptor Knockout Mause mit den WT Tieren erbrachte in den
verschiedenen experimentellen Gruppen bezlglich der in den SWK-Versuchen
erhobenen Parametern keine signifikanten Unterschiede. Bei den Clearance-
experimenten konnte die typische Diabetes-induzierte glomerulare

Hyperfiltration und eine gesteigerte Natriumausscheidung in den DM-Gruppen
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gezeigt werden. Interessanterweise konnte sowohl die glomerulare
Hyperfiltration als auch die gesteigerte Natriumausscheidung durch die
Insulinapplikation aufgehoben werden. Keine Hemmung der glomerularen
Hyperfiltration war durch das Fehlen der Dopamin D3 Rezeptoren bei den KO
Tieren zu beobachten.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Mause mit einer
diabetischen Stoffwechsellage eine glomerulare Hyperfiltration entwickeln, die
uberwiegend durch eine Hyperglykamie bedingt ist. Hingegen scheint in diesem
Mausmodell der Dopamin D3 Rezeptor an der pathologischen Hyperfiltration in
der Frihphase des Diabetes mellitus nicht beteiligt zu sein. Ebenfalls weist der
D; Rezeptor unter den untersuchten Bedingungen keinen Einfluss auf die
Regulation des Blutdrucks auf. In Langzeitversuchen tUber mehrere Monate soll
zukunftig gepruft werden, ob der Dopamin Dz Rezeptor fur die
Progressionverzogerung einer diabetischen Nephropathie eine Rolle spielt.
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