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1 Einleitung

1.1 Gegenstand der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde die Dopaminausscheidung im Urin und der
Dopamingehalt der Nieren bei diabetischen Tieren im Vergleich zu gesunden
Kontrolltieren untersucht. Die aufgrund der modifizierten Pathophysiologie beim
Diabetes mellitus resultierende glomerulare Hyperfiltration wurde mit der aus
der Literatur bekannten Induktion einer Hyperfiltration nach Dopamin-Rezeptor-
Stimulation - in Bezug auf eine mogliche Reduktion der diabetischen
Hyperfiltration durch Dopaminantagonisten - in Verbindung gebracht. Zusatzlich
wurden die Auswirkungen unterschiedlichen Salzgehaltes der Nahrung auf das
dopaminerge System und die diabetische Hyperfiltration untersucht.

Als Modell des Diabetes mellitus wurden mit Streptozotocin behandelte
Sprague-Dawley-Ratten  verwendet, welche eine Hyperglycamie mit

entsprechender diabetischer Stoffwechsellage entwickelten.

1.2 Bisheriger Kenntnisstand

1.2.1 Aufbau und Funktionen der Niere

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron. Die menschliche
Niere enthalt ca. 1,2 Millionen solcher Nephrone. Das Nephron besteht aus
einem Glomerulum mit einer Bowman-Kapsel, einem proximalen Tubulus, einer
Henle-Schleife und einem distalen Tubulus, welcher in das Sammelrohr
mundet. Das zum Glomerulum fuhrende GefalR wird als Vas afferens
bezeichnet, in dem ein Teil des Blutes als Primarfiltrat in die Bowman-Kapsel
filtriert wird, wahrend der unfiltrierte Anteil des Blutes das Glomerulum tber das

Vas efferens verlasst. Dieses zweigt sich in Kapillaren auf, welche die Tubuli als



peritubulares Netzwerk umgeben. Dieses komplexe System bildet ein
Gegenstromprinzip, welches die Voraussetzung fur die Konzentrierungsleistung

der Niere darstellt.

Die Niere ist vor allem ein Ausscheidungsorgan. Daraus ergeben sich folgende
zentrale Nierenfunktionen, wie die regulierte Elimination von Abbauprodukten,
insbesondere der Stickstoffendprodukte Harnstoff, Harnsaure und Kreatinin. Zur
Regulation des Saure-Basen-Haushaltes kann die Niere durch variierende
Resorption, bzw. Sekretion von Bicarbonat, H*-lonen und NHy-lonen beitragen.
Insgesamt werden 99% des Primarharns im Tubulus ruckresorbiert, wobei die
Hauptresorption (unter anderem Glucose/Na™ im sekundar-aktiven Cotransport)
im proximalen Tubulus stattfindet.

Zusatzlich ist die Niere an der Regulation von Blutdruck und Blutvolumen
beteiligt, indem sie auf eine unzureichende Nierendurchblutung mit einer
Steigerung der Renin-Produktion (in den Epitheloidzellen des juxtaglomerularen
Apparates) und -Abgabe reagieren kann. Diese Funktion ist eng mit der
Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes Uber das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (siehe unten) verknupft. Als endokrines Organ spielt die
Niere durch die Produktion von Erythropoietin (EPO) eine zentrale Rolle in der
Regulation der Erythrozyten— und Hamoglobinkonzentration. Darlber hinaus
wird in der Niere im Rahmen des Vitamin-D-Stoffwechsels die Endstufe des
wirksamen Vitamin-D-Hormons, das 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol gebildet.
Gesteuert werden die Funktionen der Niere Uber unterschiedliche humorale

Faktoren sowie Uber die renalen Nerven.

1.2.2 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Die Henle-Schleife besteht aus dinnen und dicken Abschnitten. Der
aufsteigende dicke Ast lauft zum Glomerulum desselben Nephrons zurtick und
bildet dort eine Zone sehr engen Kontaktes mit dem Gefal3pol



(juxtaglomerularer Apparat). Dieser ist der Ort wichtiger Ruckkopplungen vom
distalen Tubulus zum Glomerulum. Das Tubulusepithel verandert sich in diesem
Bezirk zur Macula densa, charakterisiert durch besonders kernreiche und hohe
Zellen. In der Kontaktzone zu diesen Zellen sind Zellen der Media des Vas
afferens zu epitheloiden Zellen modifiziert, die auf die Produktion von Renin
spezialisiert sind. Renin ist ein Enzym, das im Blut die Umwandlung von
Angiotensinogen in Angiotensin | fordert. Angiotensin | wird schlie3lich zu
Angiotensin |l metabolisiert (vorwiegend in der Lunge). Dieses gehort zu den
potentesten Vasokonstriktoren und fuhrt Uber eine Widerstandszunahme
(bevorzugter Effekt auf die efferente Arteriole der Niere) [Kalinyak et al. 1993]
zum Blutdruckanstieg, es l6st zentralnervés Durst und Salzappetit aus und
stimuliert die Bildung und Ausschittung von Aldosteron aus der Nebenniere.
Dieses wiederum steigert in der Niere die Natriumrlckresorption und damit das
Flussigkeitsvolumen.

Vermittelt werden die Funktionen des Angiotensin Il Uber AT |I- Rezeptoren
(dazu gehoren AT4-, AT,- und ATs-Rezeptoren). Diese werden an der
basolateralen Membran und am Bdurstensaum exprimiert, wobei die AT1-
Rezeptoren, stimuliert durch Angiotensin |l die Salzresorptionsrate ansteigen
lassen und die AT,- und AT4-Rezeptoren diese vermindern [Jose et al. 2003].

1.2.3 Renale Hamodynamik

Durchschnittlich werden beim Menschen 125 ml Primarharn pro Minute von
beiden Nieren zusammen abfiltriert. Diese Grolke, die glomerulare
Filtrationsrate (GFR) kann mit Hilfe einer Indikatorsubstanz bestimmt werden.
Diese muss frei filtrierbar sein und darf im spateren Verlauf des Nierentubulus
weder resorbiert noch sezerniert werden. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendete Substanz mit diesen Eigenschaften war Inulin. Die GFR wiederum
ist abhangig von der hohen Wasserdurchlassigkeit (hydraulische Leitfahigkeit)
des Filters, von der Filterflache und von dem effektiven Filtrationsdruck [Jensen



et al, 1981]. Dieser errechnet sich aus dem Blutdruck in der
Glomerulumkapillare, dem Druck in der Bowman-Kapsel und dem onkotischen
Druck in der Kapillare, der durch die Plasmaproteine verursacht wird. Uber den
GefalBwiderstand des Vas afferens und vor allem des Vas efferens wird der
intraglomerulare Druck und damit die GFR moduliert. Wichtige physiologische
Mechanismen zur Konstanthaltung der GFR und des renalen Blutflusses (RBF)
sind das druckpassive Dehnungsverhalten und die myogene Antwort der
Nierengefalle, insbesondere der Arteriae interlobulares und der Vasa afferentia,
auf systemische Blutdruckanderungen. Zudem wird in der Macula densa ein
veranderter Volumenfluss und dessen Chloridkonzentration registriert und je
nach Konzentration die Renin - Sekretion, der praglomerulare Gefallwiderstand
und der glomerulare Druck verandert [Moore et al., 1991]. Erhéhung der CI'-
Konzentration im distalen Tubulus beispielsweise fuhrt reflektorisch Uber die
Macula densa zum Abfall der GFR. Dieser Regulationsmechanismus, als
tubulo-glomerularer Feedback (TGF) bezeichnet, ist wichtig um die
Filtrationsleistung jedes einzelnen Nephrons den tubularen Veranderungen
anzupassen.

Durch krankheitsbedingte Stérungen der renalen Regulation des Wasser- und
Salzhaushaltes kann es zu einem erhohten Filtrationsdruck kommen, der zu
einem Verlust von Glomeruli fUhren kann. Um die Filtrationsleistung trotzdem
konstant zu erhalten, muss die GFR der Uubrigen noch funktionsfahigen
Glomeruli erhoht werden, was diese zusatzlich starker belastet. Dieser
Mechanismus kann, beispielsweise bei der diabetischen Nephropathie zum

Funktionsverlust der Niere fihren.



1.2.4 Dopamin

1.2.4.1 Aufbau und Biosynthese

Dopamin als biogenes Amin, zugehérig zur Gruppe der Katecholamine,
Vorlaufer des Noradrenalins und des Adrenalins, wird aus der essentiellen
Aminosaure L-Phenylalanin in der Leber durch die Phenylalaninhydroxylase zu
L-Tyrosin und durch Oxidierung des Tyrosins zum Dihydroxyphenylalanin (= L-
Dopa) und anschlieRender Decarboxylierung gebildet. Die an der Biosynthese
beteiligten Enzyme sind die  Tyrosin-Hydroxylase, welche den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Biosynthese darstellt [Zigmond et
al., 1989], die DOPA-Decarboxylase (AADC = aromatic L-amino acid
decarboxylase) und die DOPA-Hydroxylase, welche Dopamin zu Noradrenalin
umsetzt. Dopamin sowie Noradrenalin werden per Catechol-O-Methyl-
Transferase (COMT) umgesetzt und in die prasynaptischen Nervenendigungen
wiederaufgenommen, bzw. per Monoamin-Oxidase (MAO) katabolisiert.

Als Stoffwechselendprodukt entsteht die Homovanillinmandelsaure (3-Methoxy-
4-Hydroxy-Mandelsaure-Aldehyd), welche durch ihren hydrophilen Charakter

mit dem Urin ausgeschieden werden kann [Kopin, 1972].

1.2.4.2 Dopamin im zentralen Nervensystem

Lange Zeit beschaftigte sich die Forschung ausschlieRlich mit Dopamin als
Neurotransmitter und Hormon im Gehirn. Dort spielt es durch Vermittlung Uber
die verschiedenen Rezeptorsubtypen vor allem im limbischen, extrapyramidal-
motorischen System und bei der Synthese und Sekretion einiger Hormone eine
groRe Rolle. Bei dort lokalisierten dopaminergen Storungen entstehen
Erkrankungen wie Morbus Parkinson, Lesch-Nyhan-Syndrom,
Hyperprolaktinamie und Erkrankungen des schizoiden Formenkreises.

Syntheseorte sind dopaminerge und noradrenerge Neurone des ZNS [Ganong,

1991] und des autonomen Nervensystems, in welchen sich das fur die



Biosynthese des Dopamins entscheidende Enzym, die DOPA-Decarboxylase
befindet.

1.2.4.3 Dopamin in der Niere

Ursprunglich wurde angenommen, dal® Dopamin nur durch Filtration aus dem
Plasma im Urin erscheint. Diese Aussage lief3 sich jedoch nicht verifizieren, da
die Dopaminkonzentration im Urin hdher war in Relation zu der im Plasma
zirkulierenden Dopaminmenge [Da Prada und Zircher, 1976; Ziegler et al.,
1989].

Die These, dass gebundenes (sulfatiertes oder glucuronidiertes) Dopamin aus
peripheren sympathischen Strukturen, wie beispielsweise dem
Nebennierenmark, durch Enzyme in der Niere dekonjugiert und im Urin
freigesetzt wird [Unger et al., 1980], wurde widerlegt [Akpaffiong, 1981].
Weiterhin wurde angenommen, dal3 dopaminerge Neurone fir die endogene
Dopaminbildung in der Niere verantwortlich sind [Bell und McLachlan, 1982;
Bell und Mann, 1990; Ziegler et al., 1990; Dinerstein et al., 1983]. Auch diese
Aussage konnte durch Untersuchungen an isolierten perfundierten Nieren
[Baines, 1985], bzw. Vergleiche von wachen Ratten nach renaler Denervierung
mit Kontrollen mit intakter Innervierung [Mihlbauer und ORwald, 1994] nicht
bestatigt werden.

Zahlreiche Arbeiten weisen heute darauf hin, dass die Niere filtriertes oder
zirkulierendes L-DOPA in ihren epithelialen Zellen (also im nicht-neuronalen
Gewebe) des proximalen Tubulus zu Dopamin umwandelt [Wolfovitz et al.,
1993; Lee, 1993] Fur diese These spricht auch eine hohe Konzentration an
AADC (L-DOPA-Decarboxylase), welche in den proximalen Tubuluszellen
gefunden wurde [Goldstein et al., 1972; Hayashi et al., 1990]. Woher allerdings
das filtrierte L-DOPA stammt, ist bislang noch nicht geklart. Als gesichert qilt,
dass es nicht nur aus der Nebennierenrinde (die dortige Syntheseproduktion ist
nicht hoch genug) [Hansell et al., 1996] und anderen nicht neuronalen
Geweben, wie Gastrointestinaltrakt, Leber und eben Niere stammt, sondern



auch aus Neuronen des sympathischen Nervensystems, welche vorwiegend im
Skelettmuskel [Grossmann et al., 1992] lokalisiert sind.

Bei dem in der Niere produzierten (hauptsachlich in den proximalen
Tubuluszellen) Dopamin soll es sich um ein natriuretisches Hormon handeln
[Alexander, 1974; Hayashi et al., 1991]. Erklart wurde die natriuretische
Wirkung mit einer Hemmung der tubuléren Na*-K*-ATPase [Aperia et al., 1987].
Dieselben Autoren wiesen aber in nachfolgenden Studien darauf hin, dass die
natriuretische Wirkung nur bei gleichzeitiger Gabe von Angiotensin Il oder
Oxymetazolin hervorzurufen war [Aperia et al., 1994]. Ebenso wird auch der
Na*/H*-Austauscher in den proximalen Tubuluszellen durch Dopamin gehemmt
(Uber Dq-Rezeptoren vermittelt) [Gesek und Schoolwerth 1990; Felder et al.,
1990]. Bemangeln muss man aber, dass in den meisten Studien nicht
bertcksichtigt wurde, dass die Ausscheidung von Dopamin im Urin stark von
dem in der Nahrung enthaltenden L-DOPA und Tyrosin abhangig ist [MUhlbauer
und Osswald, 1992]. Auf diese Aussage gestutzt stellt sich nun die Frage, ob
tubulares Dopamin parakrine Funktionen Ubernimmt oder lediglich als Abbau-,
bzw. Endprodukt ausgeschieden wird und ob die Dopamin-Ausscheidung im
Urin als MaR fur die renale Dopamin-Produktion angesehen weden kann.
Luippold et al. [Arbeiten von 1999 und 1998a] konnte durch Infusion von 7-OH-
DPAT, einem D3;-Rezeptor-Agonist einen Anstieg der GFR, verknlpft mit einer
Natri- und Diurese verzeichnen. Durch Behandlung mit U-99194A, einem Ds-
Antagonist konnten diese Veranderungen der renalen Hamodynamik
aufgehoben werden. Lokalisiert sein sollen die Ds- Rezeptoren sowohl
glomerular als auch tubular [O'Donnell et al., 1998]. Andererseits lie3 sich
durch die Dopamin-Vorstufen L-Tyrosin, bzw. L-DOPA keinerlei Modifikation der
renalen Hamodynamik und Natriumausscheidung herbeifuhren. Bei Infusion
hoher Dosen Dopamins (6 nmol/min) kam es jedoch zu einem signifikanten
Anstieg der GFR [Muhlbauer et al., 1997; Luippold et al.,1998b].

Als gesichert gilt ein Zusammenhang zwischen Natriumchloridzufuhr und
Entstehung der arteriellen Hypertonie. Diese Form des Bluthochdrucks wird als
sekundare Hypertonie bezeichnet im Gegensatz zum essentiellen (primaren)

Hypertonus, dessen kausale Ursachen nicht bekannt sind. Bei einem Teil der
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essentiellen Hypertoniker wird eine Veranderung der Nierenphysiologie
angenommen, deren Folge eine inadaquate Salzausscheidung darstellt (salz-
abhangiger, sensitiver Hypertonus) [Curtis et al.,1983].

Eine Veranderung der Nierenphysiologie schliet auch die Tatsache mit ein,
dass renales Dopamin als natriuretisches Hormon bei der Pathogenese einiger
Hypertonieformen eine Rolle spielt, da Dopamin, lokal produziert und
unabhangig von der Innervation ein wichtiger Faktor der autokrinen/parakrinen
Regulation des renal tubularen und jejunalen Natriumchlorid-Transportes ist
[Jose et al. 2003]. Somit ist der Zusammenhang zwischen endogenem
Dopamin, erhéhter Natriumchloridzufuhr und der Entwicklung eines Hypertonus
gegeben. Da es sich aber in der vorliegenden Arbeit nicht um spezielle salz-
sensitive Tiere, wie z.B. salz-sensitive Dahl-Ratten handelt, stellte sich die
Frage, ob es allein durch vermehrte Salzbeladung der Nahrung zu einem
erhohten Blutdruck, bzw. einer veranderten Dopaminausscheidung im Urin,

bzw. Dopaminkonzentration im Nierengewebe kommt.

1.2.4.4 Dopaminrezeptoren

Die Signallbermittlung von Dopamin geschieht nicht nur Uber die Stimulation
von o- und B- Adrenorezeptoren (hohe Dosen von Dopamin sind notwendig),
sondern uber 2 spezifische Rezeptortypen, den D4-Typ (D1-like), welcher in D
und in Ds-Rezeptoren untergliedert wird und den D»-Typ (D2-like), welcher in
D2-,D3-und D4-Rezeptoren unterteilt wird. Vom D,-Rezeptor sind die beiden
Isoformen Daong Und Dasnort bekannt [Monsma et al., 1989; Giros et al., 1989].
Die Einteilung wurde aufgrund struktureller und biochemischer Ahnlichkeiten
vorgenommen [Sokoloff et al., 1992; Seemann und van Tol, 1994]. In der
Peripherie (beispielsweise in der Niere) wurden 2 verschiedene Typen von
Dopaminrezeptoren vermutet, namlich DAs- und DA,-Rezeptoren [Jose et al.,
1992]. Lokalisiert sein sollen die Rezeptoren sowohl in der basolateralen als
auch in der luminalen Membran der proximalen Tubuluszelle [Felder et al.,
1989].
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In der Zwischenzeit konnten die funf bekannten Rezeptoren jedoch alle in der
Niere nachgewiesen werden [Amenta, 1997]. Auch ihre Lokalisationen sind
nicht nur auf die proximalen Abschnitte des Nephrons beschrankt.

Die unterschiedlichen Rezeptoren gehdren alle zu den Klasse 2-Rezeptoren,
das heildt ihre Transmission findet Uber GTP-bindende Proteine, die
sogenannten G-Proteine statt. Wahrend die Aktivierung des D¢- und des Ds-
Rezeptors (Uberwiegend postsynaptisch lokalisiert) in einer Aktivierung der
Adenylat-Cyclase, Erhdéhung der cAMP- und IPs-Konzentration mit
anschlieender intrazellularer Kalziumgehalterhohung resultiert, kommt es bei
Stimulierung des D»-Rezeptors zu einer Senkung der intrazellularen cAMP-
Konzentration (das G-Protein wird als sog. inhibitorisches Protein = G
bezeichnet) und einer Erhdhung der IP3-Konzentration [Jose et al., 1992]. Der
Transmissionsweg des Ds Rezeptors fuhrt ebenfalls Uber ein G—Protein,
welches auch Kaliumkanale beeinflussen soll [Colville et al., 1994]. Dennoch ist
der genaue Ubertragungsweg der Signale des D4- und des Ds-Rezeptors noch
ungenugend geklart. Besonders beim D3-Rezeptor kbnnen Zweifel an der oben
beschriebenen Hypothese aufkommen, da Griffon et al. [1997] in ihrer Arbeit
uber den Ds;-Rezeptor die Adenylatcyclase sowohl hemmen als auch
stimulieren konnten.

Die kontrovers diskutierte (siehe oben) durch exogenes Dopamin ausgeloste
Diu - und Natriurese soll Uber D¢-Rezeptoren vermittelt werden [Olsen et al.,
1990, Puschett und Winaver, 1992], welche durch immunhistochemische
Detektion in renalen Gefalden, im juxtaglomerularen Apparat, im proximalen und
distalen Tubulus sowie im Sammelrohr lokalisiert werden konnten [O"Connell et
al., 1995]. Ein defekter Regulationsmechanismus des proximalen tubularen Na-
Transportes, vermittelt durch Di-Rezeptoren ist bei beim essentiellen
Hypertonus nachgewiesen [O'Connell et al., 1997]. Andererseits sollen
Dopamin D,-like Rezeptoren an der Regulation des Blutdrucks durch das
zentrale Nervensystem beteiligt sein; vermittelt durch postsynaptische D,-like-
Rezeptoren lasst sich ein Blutdruckanstieg verzeichnen, wahrend
prasynaptische D,-like Rezeptorenstimulierung den gegenteiligen Effekt
hervorruft [Jose et al. 1999].
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In vitro-Studien an Ratten zeigten, dass pharmakologische Stimulation
(Dopamin oder Fenoldopam, ein Ds-Agonist) die Renin-Sekretion und
Freisetzung ansteigen lielen [Kurtz et al., 1988]. Glu-DOPA und L-DOPA
allerdings lieRen die Plasma-Renin-Aktivitat absinken [Worth et al., 1986 und
1988]. Prasynaptische D,-Rezeptorstimulation soll hingegen durch Hemmung
der Noradrenalinfreisetzung zu einer Vasodilatation, Herabsetzung der
ganglionaren Transmission und Verminderung der Aldosteronsekretion fuhren
[Seri und Aperia, 1988]. Die dopaminbedingte Steigerung der GFR und die
Hyperfiltration im Fruhstadium des Diabetes mellitus soll ebenfalls aus einer D,-
like Rezeptorstimulierung resultieren [Luippold et al., 1998; Luippold und
Muahlbauer, 1998] (siehe Kapitel 1.2.5.3). Interessanterweise konnten
Barthelmebs et al. [1991] die glomerulare Hyperfiltration diabetischer Ratten
durch L-DOPA, Gludopa, bzw. Fenoldopam (ein selektiver D4-Agonist)

normalisieren.

1.2.4.5 Einfluss von exogenem Dopamin

Durch Infusion von Dopamin (1-3 pg/kg/min = Nierendosis) konnte eine
dosisabhangige Steigerung der GFR, des RBF [Olsen, 1990] und des
Urinvolumens [Bello-Reuss et al., 1982] nachgewiesen werden. Aul3erdem soll
es Uber D1-Rezeptoren vermittelt, durch exogenes Dopamin zu einer Natri- und
Diurese [Goldberg,1972; Olsen et al., 1990; Puschett und Winaver, 1992]
kommen. Diese Beobachtung konnte allerdings von verschiedenen Autoren
nicht bestatigt werden [Luippold et al., 1998; Muhlbauer et al., 1994; Driemann
et al., 1994; Wheeler et al., 1987]. Luippold und Muhlbauer [1998] flhrten die
Steigerung der GFR auf eine Aktivierung des D,-like Rezeptors zurtck.

Klinisch soll die Infusion von Dopamin den Verlauf des akuten Nierenversagens
nach Kreislaufschock oder fulminantem Blutverlust verbessern. Ziel ist es die
tubulare Nekrose - Hauptursache des akuten Nierenversagens - durch eine
verbesserte Perfusion der Niere mittels Erhdhung der GFR und des RBF zu
verhindern [Denton et al., 1996]. Dieses Vorgehen wird aber in neueren

Arbeiten nicht mehr empfohlen, da sich das Dopamin durch Hypoxieerzeugung
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im Gewebe sogar schadlich auf die Niere auswirken konnte [Thadhani et al.,
1996; Muhlbauer, 1996; Thompson und Cockrill, 1994]. Durch Dopamin zeigt
sich kardial eine Steigerung der Kontraktilitat des Myokards, mesenterial wird
die Durchblutung der GefalRe durch Verminderung des GefalRwiderstands
erhoht.

1.2.5 Diabetes mellitus

1.2.5.1 Atiologie, Pathophysiologie und Klinik

Der Diabetes mellitus ist eine erbliche chronische Glucosestoffwechselstérung,
die auf einem absoluten oder relativen Mangel an Insulin beruht.

Man unterteilt die an Diabetes Erkrankten in zwei verschiedene Typen, namlich
den Typ | (Insulin Dependent Diabetes Mellitus = IDDM), welcher 10 % der
Betroffenen ausmacht und sich meist vor dem 40.Lebensjahr manifestiert und
den Typ Il Diabetes mellitus. Atiologisch kann man beim Typ |l Diabetes
mellitus eine immunologische, seltener auch idiopathische [(-Zellzerstérung
definieren, welche sich in einem lebensbedrohlichen absoluten Insulinmangel
mit Neigung zu ketoazidotischer Stoffwechselentgleisung auflert. Desweiteren
konnten verschiedene Autoantikdrper nachgewiesen werden, deren Entstehung
mdglicherweise durch Virusinfektionen getriggert wird.

Der Typ lI-Diabetes (Non Insulin Dependent Diabetes mellitus = NIDDM)
auldert sich in einem zunachst uber Jahre verlaufenden blanden, dann jedoch
klinisch manifestem Verlauf, dessen Auspragung sich in Abhangigkeit von
Ernahrungsgewohnheiten und korperlicher Aktivitat darstellt. Der Typ IlI-
Diabetes entwickelt sich uber eine Insuliresistenz (verminderte Empfindlichkeit
der Rezeptoren fur Insulin) mit relativem Insulinmangel zu einer
Sekretionsstorung mit Neigung zu hyperosmolaren Stoffwechselentgleisungen.
Ausgangspunkt ist moglicherweise eine genetisch bedingte Insulinresistenz, die
v.a. Leber, Muskel- und Fettzellen betrifft und neben einer Hyperinsulinamie
auch eine Dyslipoproteinamie und Hypertonie zur Folge hat. Die

Insulinsekretion ist gestort (Sekretionsstarre) und kann sich im Laufe der Jahre
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erschopfen (Sekundarversagen). Klinisch dulert sich der manifeste Diabetes
mellitus  durch  unspezifische  Allgemeinsymptome, wie  Mudigkeit,
Leistungsminderung, Wundheilungsstérungen, Infektanfalligkeit und
Depressionen, sowie durch Symptome infolge Hyperglycamie und Glucosurie
mit osmotischer Diurese, Polyurie, Durst, Polydipsie und Gewichtsverlust.
AuRerdem kommt es zu Storungen im Wasser- und Elektrolythaushalt.

Im weiteren Krankheitsverlauf zeigen sich Mikro- und Makroangiopathien mit
Verdickung der kapillaren Basalmembranen, deren Ausmal} mit der Dauer des
Diabetes mellitus korreliert. Die durch die Blutzuckererhdhung bedingte
nichtenzymatische Glykosylierung von Proteinen, intrazellulare
Sorbitolanreicherung [Bank et al., 1991] und Einlagerung von Glucose in die
Basalmembran der GefalRe, welche 2zu Permeabilitatsstérungen und
Entzindungsreaktionen der Membranen fuhrt, scheint eine Rolle bei der
Entstehung der Mikroangiopathie zu spielen [Shostak und Gotloib, 1996]. Die
Mikroangiopathie kann zu Glomerulosklerose, Retinopathie, Neuropathie und
Angiopathien der intramuralen kleinen Koronararterien flhren. Die
Makroangiopathie fuhrt zur Koronaren Herzkrankheit durch stenosierende
Arteriosklerose der grolien epikardialen Koronararterien und zu arterieller
Verschlusskrankheit der Peripherie und der Hirnarterien.

1.2.5.2 Morphologische und funktionelle Veranderungen der Niere

Im Verlauf des Diabetes mellitus kommt es bei einem Drittel der Typ |- und bei
einem hohen Prozentsatz der Typ |II-Diabetikern zu Hypertrophie und
Hyperplasie der Nieren, welche mit einer Erhdéhung der glomerularen
Filtrationsrate einher geht. Diese funktionellen Veranderungen konnen
allerdings uber Jahre hinweg klinisch persistieren, jedoch mussen sie schon als
erste Anzeichen einer diabetischen Nephropathie gewertet werden.

Die ersten morphologischen Veranderungen, wie die Verdickung der
Basalmembran (ungefahr zwei Jahre nach Erstmanifestation) und
Veranderungen der mesangialen Funktion sind charakterisiert durch

Proteinurie, Hypertonus, Odeme und progrediente Niereninsuffizienz. Als
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weitere morphologische Veranderungen sieht man
Mesangiumzellproliferationen (diffuse Glomerulosklerose, diagnostizierbar circa
funf Jahre nach Diagnosestellung), immunhistochemisch nachweisbar durch
vermehrte Ablagerungen von Kollagen Typ IV (as-, ag-chain) [Schleicher und
Olgemdller, 1992]. Ebenfalls immunhistochemisch, mit Hilfe von Antikdrpern
gegen verschiedene Regionen der extrazellularen Matrix, konnte eine
Verminderung von Heparan-Sulfat-Proteoglykanenen der Mesangiumzellmatrix
und der glomerularen Basalmembran gezeigt werden. Im Spatstadium kann
man knotchenformige Ablagerungen in der Mesangiumzellmatrix sehen, die zu
einer Verdrangung der Mesangiumzellen fuhren (nodulare Glomerulosklerose =
Kimmelstiel-Wilson-Glomerulosklerose), wodurch der glomerulare Raum
vergroliert wird [Hasslacher, 1988]. Andere Lasionen sind hyaline, degenerative
Veranderungen in den afferenten und efferenten glomerularen Arteriolen und

exsudative, hyaline Lasionen im subendothelialen Raum.

1.2.5.3 Diabetische Hyperfiltration

Das durch verschiedenste strukturelle und pathophysiologische Mechanismen
(siehe unten) hervorgerufene Symptom der Hyperfiltration beim Diabetes
mellitus ist schon seit langerem bekannt. Christiansen et al. konnten
beispielsweise 1981 eine um 27% gesteigerte GFR bei diabetischen Patienten
gegeniiber gesunden Probanden aufzeigen. Ubereinstimmende Ergebnisse
wurden auch im Tierexperiment unter Insulinsubstitution gefunden [Jensen et
al., 1981]. Ohne Insulinbehandlung allerdings zeigten die diabetischen Tiere in
der Arbeit von Hostetter et al. [1981] einen GFR-Wert unterhalb des
Normbereichs. Eine Veranderung der GFR wirkt sich auf die tubulare
Resorption und den distalen Urin-Auswurf aus (tubuloglomerularer feedback,
siehe Kapitel 4.1.2). Da aber die fraktionelle Resorption und die GFR beide
ansteigen, kann dies nicht durch eine Stérung der ,,glomerulotubulare balance*
(GTB) allein erklart werden. Als Erklarungsmodell hierzu konnte eine
Veranderung in der Anzahl der Transporter oder ihrer Affinitat, bzw. eine

erhdohte Resorptionsrate, eine verminderte ClI-Konzentration und folgernd eine
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Hyperfiltration vorliegen [Vallon et al., 2003]. Verantwortlich fur eine Steigerung
der GFR bei Insulin-behandelten diabetischen Ratten unter schlechter
metabolischer Kontrolle, aber ohne Ketonuria scheinen auch eine Veranderung
im RPF, im kolloidosmotischen Druck der glomerularen Kapillaren (gesteigert
bei Hostetter et al., 1981), im transglomerularem Druck, dem intratubularen
Druck (verringert bei Jensen et al., 1981), einen verminderten Widerstand der
afferenten Arteriole und eine VergréRerung des Ultrafiltationskoeffizienten zu
sein, da der glomerulare Plasmafluss den Ultrafiltrationsdruck beeinflusst und
damit direkt mit der GFR korreliert ist.

Diskutiert wird auch eine direkte Korrelation zwischen der erhdhten Plasma-
Glucose und dem Anstieg der GFR, da der Mangel an Insulin per se - Insulin ist
wichtig fur den Eintritt von Calcium in die Zelle - zur Hyperfiltration beitragen
konnte. Mene et al. [1993] stellten einen geringeren intrazellularen I1P3-Gehalt
und folgernd einen gesenkten Kalziumspiegel in Mesangiumzellen, die in hohen
Glucosekonzentrationen kultiviert wurden fest. Cohen et al. [1984] fanden
heraus, dass Calcium die Renin-Freisetzung an isolierten, perfundierten
Rattennieren unterdrickte, jedoch nur, sobald sich Insulin in der
Perfusionsflussigkeit befand. Auch Bank et al. [1987] konnten, sofern Calcium
einer Insulin-Infusion beigefugt wurde, eine Reduktion der Hyperfiltration
bewirken. Aussagen uber den Einflul3 einer Insulintherapie differieren. Jensen
et al. [1987] und Christiansen et al. [1981] beispielweise fanden eine Reduktion
der Hyperfiltration unter Insulinsubstitution, wahrend bei Bank [1991] sowohl mit
als auch ohne Therapie eine Steigerung der GFR vorhanden war.

Auch hormonelle Einflusse, wie den des Wachstumshormons (sehr kontrovers
diskutiert), des Glucagons [Hostetter, 1992] und renaler Prostaglandine
(Indometacin, ein Prostaglandin-Synthese-Inhibitor lieR die GFR absinken,
Jensen et al.,, 1986) werden als Erklarung herangezogen. Ebenfalls mdglich
ware, dass eine durch den Diabetes mellitus ausgeldste Volumenexpansion
eine Steigerung des ANP-Levels im Plasma bewirkt und dadurch die GFR
ansteigt. Eine direkte Korrelation wurde auch zwischen der Vergrof3erung des

glomerularen Raumes (morphologisch gemessen aus renalen Biopsien) durch
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die Verdrangung der Mesangiumzellen und der Hyperfiltration gezeigt. Auch
eine Verbreiterung der Filtrationsflache aufgrund der Hypertrophie kdnnte ein
auslésender Faktor der Hyperfiltration sein [Obineche et al., 2001].

Kontrovers diskutiert wird der Einfluss des Dopamins auf die renale
Hamodynamik, da sich eine aminosaurenbedingte Hyperfiltration [Meyer et al.,
1983] durch Einsatz von S-Sulpiride, einem DAjz-Antagonisten [Goldberg und
Kohli, 1983] und Benserazide, einem Inhibitor der peripheren Dopamin-
Synthese [Muhlbauer et al., 1994] verhindern liel3 (siehe Kapitel 4.2 und 4.2.1).
Sicher ist, dass multiple Faktoren und ein komplexes Zusammenspiel
morphologischer und hamodynamischer Veranderungen zur Entstehung der
glomerularen Hyperfiltration beitragen und letztendlich fur die Progredienz der

diabetischen Nephropathie verantwortlich sind.

1.3 Eigene Fragestellung

Auf Grund der vorangegangenen Erlauterungen ist der Zusammenhang von
morphologischen Veranderungen und modifizierter Pathophysiologie der Niere
beim Diabetes mellitus gesichert. Eine besondere Rolle spielt dabei das
dopaminerge System, die glomerulare Hyperfiltration und moglicherweise auch
unterschiedliche  Salzkonzentrationen der Nahrung. Vorangegangene
Untersuchungen zeigten, dass die aminosaurenbedingte Hyperfiltration bei
diabetischen Ratten durch Infusion von D»-like-Rezeptor-Antagonisten
verhindert werden konnte. Bei vorliegender Arbeit stand in diesem
Zusammenhang die Untersuchung der Dopaminausscheidung im Urin und die
Dopaminkonzentration im Nierenparenchym (als Ausdruck der
Dopaminproduktion in der Niere) in Bezug auf die glomerulare Hyperfiltration
bei diabetischen Ratten im Vordergrund. Durch Blutdruckmessungen und
Stoffwechselkafigversuche sollte der Einfluld verschiedener
Ausscheidungsparameter wie Elektrolyt-, Glucose- und Dopaminausscheidung
(im Hinblick auf die These des Dopamins als natri- und diuretischen Hormons)

als Reaktion auf die diabetische Stoffwechsellage im Vergleich zu Kontrolltieren
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und weiterfuhrend das Einwirken unterschiedlicher Salzdiaten auf die
genannten Parameter und auf den Blutdruck bestimmt werden.

In den durchgefihrten Inulinclearanceversuchen sollte der Einfluss einer
mdglichen Dopaminproduktion in der Niere, ausgedrickt durch die
Dopaminkonzentration im Nierenparenchym sowohl in Bezug auf die
diabetische Hyperfiltration als auch auf die Normal-, Hoch-, bzw.

Niedrigsalzernahrung betrachtet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fir die Versuche wurden mannliche, 60-90 Tage alte und 225-250 g schwere
Sprague-Dawley-Ratten (Fa. Charles-Rivers, Sulzfeld) verwendet. Nach ihrer
Anlieferung wurden sie im Tierstall des Instituts unter standardisierten
Bedingungen gehalten. Die Raumtemperatur lag bei konstant 24°C und es
herrschte ein 12-stliindiger wechselnder Hell/Dunkel-Rhythmus. Die Tiere hatten
in ihren Makrodex®-Standardkéfigen (Fa. Ehret, Freiburg) freien Zugang zu
Nahrung (Altromin C 1320%, Altromin, Lage) und zu Leitungswasser ad libitum.
Den Tieren wurde je nach Gruppenzuteilung Nahrung unterschiedlichen
Salzgehaltes mit einer NaCl-Konzentration von 0,6%, bzw. 2%, 4% oder 0,1%

NaCl angeboten.

2.2 Versuchsgruppen und experimenteller Ablauf

2.2.1 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden in folgende 7 Gruppen eingeteilt:

CON-NS (n=13): Durchgehend normalsalzernahrte Sprague-Dawley-Ratten,
die als Kontrolltiere dienten.

DM-NS (n=12): Durchgehend normalsalzernahrte SD-Ratten, die
aufgrund von injiziertem Streptozotozin (siehe
experimenteller Ablauf) einen Diabetes mellitus
entwickelten.

CON-HS (n=12):  Kontrolltiere, welche nach 7 Tagen Normalsalzernahrung

fur die restliche Versuchszeit auf Hochsalzfutter (4 % NaCl
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enthaltendes Diatfutter) umgestellt wurden.

DM-HS (n=11): Diabetische Ratten, welche aufgrund der erhohten
Nahrungsaufnahme auf HS-Futter mit einem NaCl-Gehalt
von nur 2 % umgestellt wurden.

CON-LS (n=11): Kontrolltiere, die nach 7 Tagen auf Niedrigsalzfutter
umgestellt wurden (0,1 % NaCl enthaltendes Diatfutter)

DM-LS (n=12): Diabetische Tiere, die nach 7 Tagen auf Niedrigsalzdiat
umgestellt wurden.

DM-LS impi.(n=6):  SD-Ratten, welche gleich behandelt wurden wie die Gruppe
DM-LS, denen aber am Tag 11 ein Insulindepotpraparat
(Linplant®, LinShin, Canada) implantiert wurde, welches

Blutzuckerspitzen Gber 600 mg/dl abfangen sollte.

2.2.2 Experimenteller Ablauf
2.2.2.1 Induktion des Diabetes mellitus

Streptozotozin (STZ, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim) wurde in Citratpuffer
(0,210 g Zitronensaure in 10 ml Aqua bidest., pH 4) geldst und den Tieren in
der Dosierung von 55 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert. Nach 48
Stunden wurden die Blutglucosewerte bestimmt und der Diabetes mellitus
durch einen Blutglucoseanstieg (Uber 250 mg /dl) bestatigt. Wurde dieser Wert
nicht erreicht, erfolgte eine weitere Injektion mit 40-55 mg STZ pro kg

Korpergewicht.

2.2.2.2 Blutdruckmessung an wachen Ratten

Die Blutdruckmessungen wurden basal, am 7. Versuchstag (Tag der

Ernahrungsumstellung) und am 14. Versuchstag durchgefiuhrt, um den Einfluss
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durch die unterschiedliche NaCl-Beladung der Nahrung auf den Blutdruck zu
dokumentieren.

Bei den Blutdruckmessungen wurde darauf geachtet, diese immer zur selben
Tageszeit durchzufihren, um etwaige Verschiebungen, die sich durch die
zirkadianen Blutdruckschwankungen ergeben, zu vermeiden. AufRerdem
wurden die Tiere einige Tage vor den eigentlichen Versuchsmessungen an die
nachfolgend beschriebenen Messungsbedingungen gewohnt, um
Blutdruckerhéhungen, ausgeldst durch die Strel3situation zu minimieren. Fir die
Blutdruckmessung, welche pro Tier dreimal durchgefuhrt wurde, wurden die
Tiere in Flie3stoff eingewickelt, um Verletzungen zu vermeiden und in
grolRenverstellbaren Restrainern (gefertigt in der institutseigenen Werkstatt)
gehalten. Diese wurden in einen Plexiglaskasten (Herstellung ebenfalls in der
institutseigenen Werkstatt), in welchem eine konstante Temperatur von 37°C
herrschte, gestellt. Daraufhin wurde an den Schwanz der Tiere eine
Staumanschette (D=9,5 mm, Rhema Labortechnik, Hofheim/Ts.) und ein
piezoelektrischer Pulswellensensor (D=7,0 mm, Rhema Labortechnik,
Hofheim/Ts.) angebracht. Sobald uber den Pulswellensensor ein gleichmaliges
Signal des Schwanzarterienpulses registriert wurde, wurde die Staumanschette
bis zu einem Druck von 170 mmHg aufgepumpt, um dann langsam abgelassen
zu werden. Beim erneuten Auftreten der Pulsationen, wurde der dabei

gemessene Druck als systolischer Blutdruckwert festgehalten.

2.2.2.3 Stoffwechselkafigversuche

Die Stoffwechselkafigversuche wurden zweiphasig (siehe unten) an wachen
Ratten durchgefuhrt. Hierzu wurden Kafige (Tecniplast®, Fa. Ehret, Freiburg
i.Br.), die eine separate Sammlung von Urin und Faeces ermoglichten,
verwendet. Im oberen Teil des Kafigs konnte sich das Tier auf einem Gitterrost
frei bewegen, wobei die Exkremente durch einen konusférmigen Trichter in das
dafur vorgesehene Behaltnis fielen. Der Urin konnte hierbei Uber eine
Ablaufrinne in einem eigenen Sammelgefal aufgefangen werden. Die Versuche

wurden am Tag 6 (nach Streptozotozin-Injektion) unter Normalsalzernahrung
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und Tag 15 (jeweilige Diat) uber 24 Stunden ausgefuhrt, wobei den Tieren in
der ersten 6-stundigen Periode nur freier Zugang zum Trinkwasser ermoglicht
wurde, um Kontamination des Urins mit Futterbestandteilen zu vermeiden. In
der darauf folgenden 18-stlindigen Periode wurde den Tieren Futter angeboten.
In das Uringefald wurden bei den diabetischen Tieren 3 ml und bei den
Kontrolltieren 1 ml eines Konservierungsmittels (201,3 g/l Citronensaure-
Monohydrat + 76,7 g/l di-Natriumhydrogencitrat-1,5-Hydrat, Fa. Merck,
Darmstadt, in Aqua bidest. gelost, pH 2,7) vorgelegt, welches den oxydativen
Abbau der Katecholamine bei Raumtemperatur, insbesondere den des

Dopamins verhindern sollte.

Folgende Werte wurden zur spateren Auswertung festgehalten:

o Tiergewicht: Gewicht der Tiere zu Beginn und nach Beendigung des
Versuchs.

o Trinkmenge: Flussigkeitsverbrauch in 24 Stunden.

o Urinvolumen: Menge des Urins in 24 Stunden.

o Dopamin im Urin: Nach der ersten 6-stundigen Periode wurden die
Uringefalle gewogen und es wurden je 3 mal 500 pl des Urins
entnommen (Pipette: Fa. Eppendorf, Hamburg) und bis zur Auswertung
bei -80°C eingefroren

o Glucose/Elektrolyte im Urin: Am Ende des Versuchs wurden Urinproben
(3 x 2 ml) aus den Sammelgefallen zur Glucose-, Natrium- und
Kaliumbestimmung entnommen, abzentrifugiert und bei -20°C bis zur
weiteren Analytik aufbewahrt.

o Blutzuckerwerte: Die Blutglucosewerte wurden mittels direkter
Blutentnahme aus der Schwanzvene des Tieres zu Beginn und zu Ende
des Stoffwechselkafigversuchs ermittelt (Blutzuckergerat: Accu-Chek

Sensor®, Fa. Roche, Mannheim)
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2.2.2.4 Clearanceversuche

2.2.2.4.1 Narkose

Fur die Narkose wurde Thiopental-Natrium (Trapanal®, Fa. Byk-Gulden,
Konstanz) in Aqua bidest. gelést und in einer Dosierung von 80 mg/kg
Korpergewicht (nicht diabetische Tiere), bzw. 60 mg/kg Korpergewicht
(diabetische Tiere) intraperitoneal injiziert. Innerhalb von ca. 3-5 min war der
Wirkungseintritt der Narkose durch schlaffen Muskeltonus, fehlende
Kornealreflexe und fehlende Schmerzreize feststellbar. Vereinzelt mufdte, um
eine ausreichende Tiefe der Narkose zu erreichen, Thiopental in einer Dosis
von 10-30 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal nachinjiziert werden.

2.2.2.4.2 Préparation

Die Tiere wurden =zunachst in Ruckenlage auf der Heizplatte des
Praparationstisches fixiert. Zur Temperaturmessung diente eine rektale Sonde,
die mit einem Temperaturregelgerat (RT, Effenberger, Minchen) verbunden
war, welches uUber die Heizplatte fur die kontinuierliche Koérpertemperatur des
Tieres von 37,2 °C sorgte.

Nach Aufbringen von Paraffindl im vorderen Halsbereich wurde ein ca. 3-4 cm
suprasternaler, medianer Hautschnitt mittels Praparierschere (Fa. Aesculap,
Tuttlingen) gesetzt. Daraufhin erfolgte lateral des M. sternocleidomastoideus
das Aufsuchen wund Darstellen der rechten Vena jugularis. Unter
mikroskopischer (Leica Wild M 10, bzw. M 3 C, Fa. Wild, Heerbrugg, Schweiz)
Sicht wurde die Vene distal ligiert (Faden: Perma-Hand 4-0®, Fa. Ethicon,
Norderstedt) und proximal locker umschlungen. Durch Beschweren der
proximalen Ligatur wurde die Vene unter Zug gebracht und konnte so, mittels
Mikrofederschere inzidiert werden. Daraufhin wurde ein Polyethylenkatheter
(Lumen 0,58 mm) ca. 10 mm vorgeschoben und durch den proximal
vorgelegten Faden fixiert. Der Katheter, welcher sich Uber ein Verbindungsstuick
aufzweigte, war an zwei Infusionspumpen (Perfusor® secura, Fa.Braun,
Melsungen AG) angeschlossen, welche eine kontinuierliche Flussigkeits- und
Inulinzufuhr gewahrleisteten (siehe Kapitel: Verwendete Infusionslosungen)
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AnschlieBend wurde der M. sternohyoideus vertikal gespalten und die
darunterliegende Trachea vorsichtig ca. 15 mm freiprapariert, distal locker
umschlungen und zwischen zwei Knorpelspangen inzidiert. Durch diese Inzisur
konnte nun ein ca. 3 cm langer Katheter (Lumen 1,9 mm) eingeschoben
werden. Die Befestigung erfolgte durch Zuziehen der Ligatur. Darauf folgend
wurde paratracheal die linke A. carotis aufgesucht und unter Schonung des
Nervengeflechts des N. vagus aus der Vagina carotica herausprapariert. Das
Gefald wurde kranial ligiert und unter Zug gebracht, kaudal locker umschlungen
und mittels gefalchirurgischer Klemme abgeklemmt. Nun konnte die Arterie
zwischen Klemme und Ligatur inzidiert und ein Katheter eingefuhrt werden, der
an einen Druckaufnehmer (TBM 4, World Precision Instruments, Heidelberg),
einen Bruckenverstarker (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) und einen
Schnellschreiber (WK-280 R, WKK, Kaltbrunn, Schweiz) angeschlossen war.
Daraufhin wurde die Klemme entfernt und der Katheter fixiert.

Das Operationsgebiet wurde durch eine Hautnaht verschlossen um etwaige
Flissigkeitsverluste wahrend des Experiments zu minimieren. Um die
Harnblase zu katheterisieren wurde ca. 1 cm oberhalb der Peniswurzel eine
Inzisur entlang der Linea alba gesetzt, diese durchtrennt und die
Abdominalmuskulatur durch stumpfe Praparation gespalten. Die Harnblase
wurde luxiert, inzidiert und ein ca. 3 cm langer Katheter (Lumen 1,14 mm)
eingebracht, der durch eine aufiere Ligatur fixiert wurde. Danach wurde die
Blase reponiert, und das Operationsfeld durch eine weitere Hautnaht
verschlossen. Die Tiere wurden nun auf der linken Seite gelagert und der Urin
in PE-GefalRen (Fa. Eppendorf, Hamburg) gesammelt.

2.2.2.4.3 Design der Clearanceversuche

Vor Narkoseinjektion erfolgte eine Blutglucosemessung. Nach einer
Aquilibrierungsperiode von ca. 60-90 min, in der die Tiere einen
kreislaufstabilen Zustand (wenn ndétig, wurde Uber den Venenkatheter
zusatzlich Trapanal injiziert) und eine gleichmalige Urinausscheidung
entwickelten, wurde mit der ersten 20-minutigen Sammelperiode begonnen

(Sammlung des Urins in PE Gefallen, Safe-Lock 2,0 ml, Eppendorf, Hamburg).
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Nach zehn Minuten wurde Blut Uber den arteriellen Katheter in 3 ca. 70 pl
enthaltende Mikrohdmatokritréhrchen® (Fa.Brand, Wertheim) abgenommen. Auf
diese Periode folgten drei weitere desselben Schemas, wobei zusatzlich in der
2. Periode eine Blutglucosemessung erfolgte. Am Ende der vier Perioden

wurden aufRerdem 100 pl Blut zur Reninbestimmung entnommen.

2.2.2.4.4 Verwendete Infusionslésungen

Bei den nicht diabetischen Tieren wurden Uber den vendsen Katheter 1 % des
KG in ml/h 0,9 %ige NaCl Losung und Inulin-Losung (zur Bestimmung der
glomerularen Filtrationsrate = GFR) infundiert, bei den diabetischen Tieren
aufgrund des groReren Flussigkeitsverlustes 1,5 % des KG in ml/h, wobei Uber
den einen Schenkel des vendsen Katheters permanent 0,6 ml/h Inulin-Lésung
(80 pl [*H]-markiertes Inulin, Aktivitat: 1,2 Ci/ml in 5 ml 0,9 %ige NaCl-Losung)
und in den anderen Schenkel das ubrige Volumen an reiner 0,9 %iger NaCl-

Lésung infundiert wurde.

2.2.2.5 Nierenentnahme

Allen Tieren wurden nach Beendigung der Clearancexperimente beide Nieren
entnommen. Dazu wurden die Tiere in Rlckenlage verbracht und kaudal,
ausgehend vom Harnblasenoperationsfeld eine Laparatomie bis zu den unteren
Rippenbdgen durchgefuhrt. Um die rechte Niere zu entnehmen wurde der
Dudnndarm nach links mobilisiert, die Niere wurde schonend von umgebendem
Fettgewebe und Faszie befreit, Gefalle und Ureter wurden aufgesucht, ligiert
und durchtrennt. Die Niere wurde sofort nach Entnahme mit einer
Wollenbergzange (Werkstatt des Instituts fur Pharmakologie & Toxikologie),
welche in flissigem Stickstoff vorgekihlt wurde, schockgefroren und darauf in
Aluminiumfolie verpackt bei -80°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die
Entnahme der linken Niere erfolgte in gleicher Weise, die Niere wurde aber

nicht schockgefroren, sondern nach Entnahme sofort gewogen
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(Prazisionswaage, Precisa® 100A-300M, Fa. PAG Oerlikon, Ziirich, Schweiz)

um das Nierenfeuchtgewicht zu bestimmen.

2.2.3 Analytik
2.2.3.1 Stoffwechselkafigversuche

o Tiergewicht [g]

o Trinkmenge [ml]

o Urinvolumen [ml/24h]

o Elektrolytkonzentrationen [mmol/24h/100g]
o Dopaminkonzentration im Urin [nmol/6h/100g]
o Glucosekonzentration im Urin  [mmol/24h/100g]

2.2.3.1.1 Elekrolytmessungen

Die Urinproben wurden aufgetaut, abzentrifugiert und jeweils 10 yl Probe mit 2
ml  Lithiumlésung versetzt. Mit den  Standardproben  definierter
Elektrolytkonzentrationen (zur Kalibrierung) und 0,9 %iger NaCl-Lésung (zur
Uberpriifung der Kalibrierung) wurde gleichermalen verfahren. Danach erfolgte
die Messung mittels Flammenphotometer (ELEX 6361® Fa. Eppendorf,
Hamburg). Zur Berechnung wurden die Mittelwerte, die aus den Einzelwerten

der Doppelproben berechnet wurden verwendet.

2.2.3.1.2 Dopaminbestimmung im Urin

2.2.3.1.2.1 Prinzip

Die quantitative Dopaminbestimmung wurde mittels Hochleistungsflussigkeit-
Trennungschromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC)

durchgefuhrt. Die  Trennung der  Katecholamine  erfolgte per
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lonenpaarchromatographie an mobiler (polar) und stationarer Phase (unpolar)
(Umkehrphasen=reversed phase chromatography) unter hohem Druck
(Hochdruckpumpe: S 1100®, Fa. Sykam, Gilching).

Bei der mobilen Phase handelte es sich um ein polares Fliessmittel (Saure:
11,36 g/l Trinatriumcitratdihydrat, 1,97 g/l Citronensauremonohydrat, 0,15 g/l
Ethylendiamin-tetraessigsaure, 0,3 g/l Octansulfonsaure in Aqua bidest.,
versetzt mit 3 % Methanol und 3 % Acetonitril, alle Chemikalien Fa. Merck,
Darmstadt), welches sowohl mit den ionisierten Katecholaminen lonenpaare
bilden konnte, als auch mit der C 18 reversed-phase Trennsaule (Nucleosil 5
um®125 x 4 mm Fa.Grom, Herrenberg) in Verbindung treten konnte und so
eine Auftrennung der Katecholamine ermdglichte, da jede einzelne Substanz
eine fur sie spezifische Zeit fur den Durchtritt durch die stationare Phase in der
Trennsaule bendtigt. Die einzelnen Substanzen wurden elektrochemisch
detektiert (Detektor: EP 30°, Fa. Biometra, Gottingen) und konnten nun durch
Vergleich mit dem DHBA-Standard-Peak ermittelt werden (Einheiten in ng/ml).
Gesteuert wurde dieses System durch die Software Axxi-Chrom 737° (Fa.
Axxiom Chromatography, Calabasas, USA).

Die Auftrennung der Katecholamine erfolgte bei einem Druck von 9 MPa
(Hochdruckpumpe: S 1100®, Fa. Sykam, Gilching), die Flussrate des
Laufmittels betrug 1,0 ml/min. In das System integriert war ein Probengeber
(Gina 160®, Gynkothek, Miinchen).

2.2.3.1.2.2 Probenvorbereitung

Die Urinproben (je 2-mal 500 pl) wurden aufgetaut, in einen mit Eis geflllten
Stander verbracht und mit je 50 pl internem DHBA-Standard (500 pl in 50 ml
Aqua bidest.) versetzt. Entsprechend wurde mit 2 Kathecholaminstandards
verfahren. Daraufhin wurde zu jeder Probe und den Standards 1 ml TRIS-Puffer
(121,16 g/l Trisaminomethan und 20 g/l EDTA, Fa. Merck, Darmstadt, auf pH
8,6 eingestellt) zugegeben und falls der pH von 8,6 abwich, mit 2 M NaOH bzw.
2 M HCI eingestellt. Die genaue pH-Einstellung wurde vorgenommen, da das

nun zugeflgte (ca. 70 mg) neutrale Aluminiumoxid (Al,O3, Fa. Sigma-Aldrich)
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bei diesem pH am besten adsorbieren konnte. Dieses Gemisch wurde nun 15
min. lang mittels IKA-Vibrax-Schuttler, Stufe 1400 durchmischt, abzentrifugiert
(Hettrich Tischzentrifuge Mikro 12-24, Fa. Hettich, Tuttlingen) und der
Uberstand abgenommen. Das verbleibende Al,O3; mit den gebundenen
Katecholaminen wurde zur Waschung mit 1 ml gekuhltem Aqua bidest. versetzt
und nochmals 5 min. geschuttelt, abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und
mit 1000 ul Aqua bidest. in Extraktionssaulen uberfihrt. Daraufhin wurden die
Saulen kurz (ca. 30 sec.) geschuttelt, unten gedffnet und in Reagenzglaser
gestellt. Die Extraktionssaulen wurden nun 10 min bei 2500 U/min
abzentrifugiert, wobei durch den Filter im Boden der Extraktionssaulen nur das
Wasser entweichen konnte, welches verworfen wurde. Die Saulen wurden
wieder verschlossen, es wurden je 250 pl 0,1 M H3PO4 zu dem verbliebenen
Aluminiumoxid (und somit den gebundenen Katecholaminen) zugegeben und
das Gemisch 10 min geschuttelt. Die Proben wurden nun durch Zentrifugieren
(10 min bei 2400 U/min) in Probengebervials Uberfuhrt und mittels HPLC (siehe
Kapitel 2.3 Prinzip) gemessen.

2.2.3.1.3 Glucosebestimmung im Urin

Um eine Kalibrierungsgerade herzustellen, wurde eine Glucosestammldsung
(0,99085 g Glucose-Monohydrat in 50 ml Aqua bidest.) in aufsteigenden
Verdinnungen (0 mmol/l bis 40 mmol/l) angesetzt, und das Glucose Reagenz
(Sigma Kit No.17-UV, St. Louis, USA) wahrenddessen in einem Wasserbad auf
37°C erwarmt. Nun wurden je zweimal 3 pl der unterschiedlichen
Verdinnungen mit 300 pyl Reagenz versetzt und nochmals fir 3 Minuten bei
37°C inkubiert. Mit den Urinproben wurde gleichermalf3en (3 ul Probe und 300 pl
Reagenz) verfahren, wobei der Urin der diabetischen Tiere 1:20 verdunnt
wurde. Nun konnte die Kalibrierungsgerade erstellt, bzw. die Proben gemessen
werden. Die Messung erfolgte am Hitachi UV/VIS Spektrometer, bei einer
Wellenlange von A=340 nm und einer Spaltbreite von A=1 nm. Es wurden

Hellma QS 1.0 ml Kivetten verwendet.
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2.2.3.2 Clearanceversuche

o Mittlerer arterieller Blutdruck [mmHg]

o Herzfrequenz [1/min]

o Hamatokrit [%]

o Urinvolumen [MI/min/100g]

o Glomerulare Filtrationsrate (GFR) [ml/min/100g]

o Natriumkonzentration im Plasma [mmol/l]

o Natriumkonzentration im Urin [umol/min/100g]
o Fraktionelle Natriumausscheidung (FEna) [%]

o Renin im Plasma [ng/mil]

2.2.3.2.1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)

Sowohl systolischer als auch diastolischer Blutdruckwert wurden vom Schreiber

ausgewertet und aufgezeichnet und der MAP nach 2.3.1 berechnet.

2.2.3.2.2 Herzfrequenz

Der arterielle Katheter war an ein analoges Signaltriggergerat
angeschlossen, welches die Herzfrequenz aufzeichnete.

2.2.3.2.3 Hamatokrit

Die mit arteriellem Blut gefullten Mikrohamatokritkapillaren wurden mit
Knetmasse (Hamatokrit-Versiegelungskitt®, Fa. Brand) versiegelt,
abzentrifugiert (Hettrich Hamatokrit®, Fa. Hettrich) und der Wert mit Hilfe einer
Vorlage abgelesen. Der Plasmauberstand wurde flr weitere Analysen (siehe
unten) abgenommen, wahrend die korpuskularen Bestandteile verworfen

wurden.
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2.2.3.2.4 Urinvolumen

Der Urin der einzelnen Perioden wurde in PE-Gefallen gesammelt, gewogen

und das Leergewicht der GefalRe abgezogen.

2.2.3.2.5 GFR

Je 2 x 10 ul der Urin- und Plasmaproben wurden mit 5 ml einer
Szintillationsfliissigkeit ~ (Ultima  Gold®, Fa. Packard) in speziellen
Szintillationsgefallen vermischt und mittels Messgerat (Szintillisationszahler 2
TR®, Fa. Canberra-Packard, Frankfurt) gemessen. Fir die Berechnung der
GFR (siehe Kapitel 2.3.2) wurde der Mittelwert der gemessenen Doppelwerte

herangezogen.

2.2.3.2.6 Natriumkonzentration in Plasma und Urin

Die Urin- und Plasmaproben wurden aufgetaut, abzentrifugiert und die
hergestellten Doppelproben (je 10 ul) mit 2 ml (Urinproben), bzw. 1 ml (Plasma)
verdunnter (1:100) Lithiumlosung versetzt. Die flammenphotometrische
Bestimmung erfolgte entsprechend der Beschreibung in Kapitel 2.2.3.1.1.

2.2.3.3 Dopaminbestimmung im Nierengewebe

Die bei -80°C gelagerten Nieren wurden in gekdhlte, zuvor mit 2 ml
Sulfosalicylsaure gefiillte und gewogene (Precisa®) Plastikrdhrchen verbracht
und sofort mittels Homogenisator (Ultra-Turrax T 25° Fa. Janke & Kunkel) bei
24000 U/min zerkleinert. Darauf folgte eine erneute Gewichtsbestimmung, um
das absolute Nierengewicht feststellen zu kdnnen. Dem Nierengewicht in g
wurden nun die entsprechende Menge in yl des DHBA-Standards (siehe
Kapitel 2.3 Dopaminbestimmung im Urin) zugesetzt, das Gemisch kurz
vermengt und 1 Stunde auf Eis gestellt. Auch 2 Katecholaminstandards (je 500
ul + 25 ul Aqua bidest. + 25 pl DHBA-Standard) wurden angesetzt und
ebenfalls eine Stunde im Eis geklhlt (Katecholaminstandard siehe Kapitel
2.2.3.1.2.2).
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Darauffolgend wurden die Plastikrohrchen 10 min bei 4000 U/min mittels
Hettrich-Zentrifuge abzentrifugiert, es wurden 2 x je 500 ul des Uberstands
abgenommen und in 2 ml Eppendorf-Cups pipettiert. Weiterhin wurde mit den
Proben ab der Zugabe von 1 ml TRIS-Puffer entsprechend oben in Kapitel
2.2.3.1.2 beschrieben, verfahren.

2.2.3.4 Reninbestimmung im Plasma

Im Rahmen der Clearanceversuche wurde arterielles Blut entnommen und
mittels Zentrifugation Plasma gewonnen. Anhand eines spezifischen
Radioimmunoassay wurde Angiotensin | bestimmt, welches durch die Plasma-
Reninaktivitat aus Angiotensinogen entsteht. Das Reninsubstrat bestand aus
Plasma von beidseits nephrektomierten Ratten. Jede Probe wurde mit einem
Proteaseinhibitor versetzt und fur 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Unter Zugabe
von ['?°J]-markiertem ANG | (NEN Life Science Products, Boston, USA) und
einem spezifischen polyklonalen Anti-Ratten ANG I-Antikorper wurde alles
sorgsam gemischt. Nach einer Aquilibrierungszeit von 18 Stunden bei 4°C
wurde freies von gebundenem [125J]-ANG | getrennt. Aus Aliquots des
Uberstandes wurde die Radioaktivitdt im Gamma-Zahler (COBRA, Packard,
Heidelberg) gemessen [Albinus et al., 1998].

2.3 Berechnungen

2.3.1 Mittlerer arterieller Blutdruck:

Die systolischen und diastolischen Werte konnten aus den Aufzeichnungen des
Druckschreibers abgelesen werden. Berechnet wurde der MAP anhand
folgender Formel:

MAP [mmHg] = Pgiast + 1/3 (Psyst - Pdiast)
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2.3.2 Glomerulare Filtrationsrate

Dieser Wert wurde anhand der [°H]-Aktivititen von Inulin in Urin (Aurin) und
Plasma (Apiasma) Und mit Hilfe des Urinvolumens (UV) ermittelt und auf 100 g

Korpergewicht bezogen.

GFR [ml/min/100g] = —tu_x Uy

Plasma

2.3.3 Fraktionelle Natriumausscheidung (FEy.)

Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der Konzentration von Natrium im Urin und
der Urinausscheidung. Die FEys ist ein Wert, welcher den Anteil der
Natriumauscheidung am gesamten filtrierten Natrium angibt, wobei Un,V die
Natriumauscheidung und Py, die flammenphotometrisch gemessene Na-—

Konzentration im Plasma darstellt.

100xU , V

FEna [%] =
Na [72] P, x GFR

2.3.4 Elektrolytausscheidung im Urin

Die Berechnung erfolgte mittels flammenphotometrisch gemessener
Natriumkonzentration im Urin (Una) und dem Urinvolumen (UV) pro definierter

Zeit. Bezogen wurden die Werte auf 100 g Kérpergewicht.

UnaV [mmol/24h/100g] = Una x UV

2.3.5 Dopaminausscheidung im Urin

Die Dopaminausscheidung wurde mittels HPLC gemessener

Dopaminkonzentration im Urin (Upa) und dem im Stoffwechselkafig
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gesammelten Urinvolumen (UV), bezogen auf 100 g Korpergewicht und unter
Berucksichtigung der Molmasse von Dopamin bestimmt.

U,V x UV
153

UpaV [nmol/6h/100g] =

2.3.6 Glucoseausscheidung im Urin

Mittels gemessener Glucosekonzentration im Urin (Ug|) (bei den diabetischen
Tieren wurde die 1:20 Verdinnung des Urins berlcksichtigt) und dem
Urinvolumen (UV) konnte die Glucoseausscheidung (UgV) bestimmt werden.
Das Ergebnis wurde auf 100 g Korpergewicht bezogen.

UgV [mmol/24h/100g] = (Ug x UV) x 20

2.4 Statistik

Zunachst wurden die Daten der Einzeltiere zusammengefasst und als
Mittelwerte + SEM (standard error of means) pro Gruppe mittels
Tabellenkalkulation Excel XP (Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA)
ausgewertet.

Die statistische Berechnung erfolgte mittels Instat Programm, Version 3.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Dabei wurden die Werte der
diabetischen Tiere mit den Werten ihrer jeweiligen Kontrollgruppe verglichen,
ebenso wurden die Werte der unterschiedlich ernahrten Kontrollgruppen bzw.
die diabetischen Gruppen mittels Varianzanalyse (ANOVA) ermittelt. Die
Signifikanzen der einzelnen Gruppen wurden mit Hilfe des Bonferroni post-test
errechnet. Der p-Wert wurde als Mall der statistischen Signifikanz
herangezogen. Wenn dieser Wert < 0,05 betrug, wurde die Nullhypothese,
welche besagt, dass zwei zu vergleichende Gruppen sich nicht unterscheiden,

verworfen.
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3 Ergebnisse

3.1 Tiergewicht, Blutglucose und systolischer Blutdruck

Alle Tiere wurden bezuglich ihres Gewichts, der Blutglucose und des
systolischen Blutdrucks Uber den gesamten Versuchszeitraum beobachtet. Die
Messungen fanden jeweils basal, das heildt einen Tag vor Steptozotocin (STZ)-
Behandlung, am Tag 7 und am Tag 14 - gerechnet nach STZ-Behandlung -
statt. Basal erhielten alle Tiere Normalsalzernahrung, ab Tag 7 wurden die
Tiere ihrer jeweiligen Gruppenzuteilung entsprechend mit Normalsalz-,

Hochsalz-, bzw. Niedrigsalzdiat ernahrt. Eine Ubersicht findet sich in Tabelle 1.

3.1.1 Tiergewicht

Zu Beginn der Verlaufsmessungen wogen die Tiere zwischen 257 und 280 g.
(siehe Abb. 1). Wahrend die Kontrolltiere in den ersten 7 Tagen zwischen 37
und 46 g und in den weiteren 7 Tagen zwischen 24 und 30 g zunahmen, war
die Gewichtsentwicklung der diabetischen Tiere deutlich geringer, es zeigten
sich bei allen drei unterschiedlichen Ernahrungsgruppen signifikant geringere
Gewichtssteigerungen im Vergleich zu den Kontrollen (siehe Tab. 1). Die
Gewichtszunahme in den ersten 7 Tagen betrug zwischen 7 und 15 g, in den
folgenden 7 Tagen zwischen 2 und 17 g.

Die deutlichste Gewichtszunahme zeigte sich in der HS-Gruppe nach
Ernahrungsumstellung (Messung Tag 14), sowohl bei den diabetischen als
auch bei den Kontrolltieren, allerdings erreichten sie im direkten Vergleich zu
ihrer jeweiligen NS-, bzw. LS-Gruppe am Tag 14 nicht das Signifikanzniveau.
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Entwicklung des Tiergewichts
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Abbildung 1: Sowohl Kontroll-, als auch diabetische Tiere wurden basal (alle Tiere bekamen
Normalsalzernihrung), am Tag 7 (unter Normal-, Hoch- bzw. Niedrigsalzernihrung) und am Tag
14 gewogen. Signifikanzen ergaben sich am Tag 14 bei den diabetischen Tieren im Vergleich mit
ihren jeweiligen Kontrolltieren: DM-NS vs. CON-NS (p < 0,001), DM-HS vs. CON-HS (p < 0,01),
DM-LS vs. CON-LS (p < 0,01). Aufgetragen und in der Legende verzeichnet sind die verwendeten
Tiergruppen. CON: n=36; DM: n=38. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Mittelwerte in g.

3.1.2 Blutglucose

Basal hatten alle Tiere einen Blutglucosewert im Normbereich um 90 mg/dl
(siehe Tabelle 1). Erwartungsgemal} zeigten die mit Steptozotocin behandelten
Tiere nach 2 Tagen eine hoch signifikante Hyperglykamie (p < 0,001). Einen
Effekt der Ernahrungsumstellung in Bezug auf die Blutglucose zeigte sich bei
den Niedrigsalzernahrten diabetischen Tieren im Anschlul an die
Ernahrungsumstellung, bei denen im Vergleich zu den Normal- und
Hochsalzernahrten Ratten ein signifikanter Anstieg der Blutglucose zu
verzeichnen war (DM-NS vs. DM-LS p < 0,001). Am Tag 7 (Messung nach
Erndhrungsumstellung) lag der Blutglucosewert mit 542,0 + 19,6 mg/dl 46 %
uber dem Basalwert (Tag 2 unter Normalsalzernahrung) von 378,2 + 26,6
mg/dl. Wahrend die DM-LS-Gruppe auch am Tag 14 einen Blutglucosewert von
506 mg/dl aufwies, konnten diese hohen Werte bei den DM-LSimp-Tieren
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abgefangen werden, in dem ihnen am Tag 11 ein Insulindepotpraparat
implantiert wurde. Diese Tiere zeigten daraufthin am Tag 14 moderate

Blutzuckerwerte von 328 mg/dl.

3.1.3 Blutdruckmessungen an wachen Ratten

Pro Tier wurden 3 Messungen durchgefuhrt, deren Werte gemittelt wurden
(siehe Kapitel 2.2). Aus den Blutdruckwerten aller Tiere einer Gruppe wurden
fur jeden Messtag wiederum die Mittelwerte gebildet. Initial, d. h. unter
Normalsalzernahrung und ohne Diabetes—Induktion variierten die systolischen
Blutdruckwerte in einem Bereich zwischen 102 mmHg und 115 mmHg. Bei der
hochsalzernahrten Gruppe und bei den CON-NS-Tieren zeigten sich erhohte
Blutdruckwerte bei Messung am Tag 14 ohne das Signifikanzniveau zu
erreichen; bei den CON-HS zeigte sich nach Ernahrungsumstellung eine
Steigerung um 9 % von 117 auf 126 mmHg, bei den DM-HS eine Steigerung
um 5 % von 122 auf 127 mmHg und bei den CON-NS steigerte sich der
Blutdruck um 4 % von 113 auf 117 mmHg. Bei den ubrigen Gruppen war eine
Senkung des Blutdrucks, bzw. keinerlei Schwankung zu beobachten; bei den
DM-NS verringerte sich dieser um 2 % von 119 auf 116 mmHg, bei den DM-LS
um 6 % von 124 auf 117 mmHg und bei den CON-LS blieb der Blutdruck in

einem Bereich von113 mmHg konstant.
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Entwicklung des systolischen Blutdrucks
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Abbildung 2: Die Blutdruckmessungen wurden basal unter Normalsalzernihrung, am Tag 7 und
14 unter entsprechender Diiiternihrung vorgenommen. CON: n=36; DM: n= 38. Pro Gruppe n=6-
14 Tiere. Dargestellt sind die Mittelwerte der unterschiedlichen Gruppen (siche Legende Abb.1) in
mmHg.

3.2 Stoffwechselkafigversuche an wachen Ratten

Eine Ubersicht Giber die Ergebnisse der Stoffwechselkafigversuche ist in Tabelle
2 (SWK | nach 6 Tagen), bzw. in Tabelle 3 (SWK Il nach 15 Tagen) dargestellt.

3.2.1 SWKI

Im SWK-Versuch | erhielten die Tiere entsprechend des Versuchsdesigns alle
Normalsalzernahrung. So ergibt sich, wie zu erwarten, ein sehr ausgeglichenes
Bild der einzelnen Parameter im direkten Vergleich der Kontrolltiere, bzw. der

diabetischen Tiere miteinander.
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3.2.1.1 Physiologische Parameter

Aufgrund des erhohten Blutglucosewertes zwischen 289 + 23 mg/dl und 414 +
60 mg/dl der diabetischen Tiere (siehe Abb. 3 und 4) und der daraus
resultierenden diabetischen Stoffwechsellage, welche sich auch in einem 4-10
% geringeren Korpergewicht gegenuber der jeweiligen Kontrollgruppe aul3ert,
resultiert das um das vierfach erhohte Trinkvolumen, die mit 40-60 % signifikant
gesteigerte Futteraufnahme und hohere renale Ausscheidungsparameter.

Blutzucker vorher SWK |

*k%

Fxk *kk *kk -|-

OCON
ODM

NS HS LS LS impl

Abbildung 3: Blutglucose gemessen unmittelbar bevor die Tiere in den Stoffwechselkiifig gesetzt
wurden. Alle Tiere erhielten Normalsalzernihrung. CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14
Tiere. Aufgezeichnet sind Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikant hohere Werte der diabetischen
Tiere gegeniiber ihren Kontrollgruppen sind gekennzeichnet. DM vs. CON *** p < 0,001
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Abbildung 4: Blutglucose gemessen, nachdem die Tiere aus dem Stoffwechselkiifig entnommen
wurden. CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Angaben in Mittelwerten + SEM.
Statistische Signifikanzen sind gekennzeichnet. DM vs. CON *** p < (0,001

3.2.1.2 Ausscheidungsparameter

Aufgrund der diabetischen Stoffwechsellage resultierte die um 20% erhdhte
Glucoseausscheidung. Das Urinvolumen nahm einen bis zu 11-fach
gesteigerten Wert an, die Natrium- und Kaliumkonzentrationen im Urin lagen bis
zu doppelt so hoch im Vergleich zu den nicht diabetischen Tieren (siehe Abb. 5
und 6).

Die Dopaminausscheidung bei den Kontrolltieren lag in einem Bereich zwischen
1,09 £ 0,5 und 1,30 + 0,25 nmol/6h/100g und bei den diabetischen Tieren
zwischen 1,35 + 0,15 und 1,67 = 0,29 nmol/6h/100g. Folgernd zeigte sich,
unabhangig von der Salzdiat, eine tendenziell gesteigerte
Dopaminausscheidung bei den diabetischen Tieren, welche das

Signifikanzniveau jedoch nicht erreichte (siehe Abb. 7).
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Abbildung 5: Der Urin wurde iiber einen Zeitraum von 24 h gesammelt. Alle Tiere erhielten
Normalsalzernihrung. CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Angaben der Mittelwerte
+ SEM. Signifikanzen:

DM vs. CON ** p<0,01, *** p <0,001
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Abbildung 6: Der Urin wurde iiber einen Zeitraum von 24 h gesammelt und mittels
flammenphotometrischer Bestimmung ausgewertet. Alle Tiere erhielten Normalsalzernihrung.
CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Angegeben sind die Mittelwerte = SEM.

Signifikanzen:

DM vs. CON *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 ****p<0,0001
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Abbildung 7: Der Urin wurde iiber einen Zeitraum von 6 h in einem mit Konservierungsmittel
vorgelegten Gefifl gesammelt. Wihrend dieser Zeitspanne erhielten die Tiere keine Nahrung.
CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Darstellung der Mittelwerte = SEM. Es konnten

keine signifikante Unterschiede gezeigt werden.

3.2.2 SWKIII

Unter modifizierten Ernahrungsbedingungen (Normalsalz-, Hochsalz-, bzw.
Niedrigsalzernahrung) konnten ahnlich signifikante Unterschiede zwischen den
diabetischen Tieren und ihren jeweiligen Kontrolltieren wie in SWK | festgestellt
werden. Besonders hervorzuheben sind nun aber deutlich signifikante
Unterschiede in Bezug auf die unterschiedlichen Diaternahrungen im Vergleich
der diabetischen Tiere untereinander, bzw. der nicht behandelten Tiere

untereinander.
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3.2.2.1 Physiologische Parameter

Bei den niedrigsalzernahrten diabetischen Tieren konnte eine signifikante
Steigerung des Blutglucosewertes gegenuber den Hoch- (35 % Steigerung) und
Normalsalzernahrten (60 % Steigerung) Tieren festgestellt werden (siehe Abb.
8 und 9), welches sich auch im Tiergewicht widerspiegelte: Die NS-Tiere
blieben im Bereich der 10 % Gewichtsminderung gegenuber ihrer
Kontrollgruppe (siehe auch Kapitel SWK |, Physiologische Parameter). Bei den
HS-Tieren waren es 13% Verringerung des Gewichts und bei den LS-Tieren -
wie bei dem hohen Blutglucosewert (592 + 7 mg/dl) zu erwarten - eine
Gewichtsreduktion um 16 %. Wobei die Gewichtsreduktion auch aus der im
Mittel 20% verminderten Nahrungsaufnahme der LS-diabetischen als auch nicht
diabetischen Tiere im Vergleich zu ihren jeweiligen NS-erndhrten Tieren
resultierte.

Wahrend sich das Trinkvolumen bei den Kontrolltieren im Mittel zwischen 38
und 47 ml (gesteigertes Volumen bei den HS-Tieren aufgrund der erhdhten
Salzaufnahme) bewegte, zeigte sich ein signifikant gesteigertes (p < 0,001)
Trinkvolumen bei der DM-LS-Gruppe (277,9 = 7,7 ml) im Vergleich zur DM-NS-
(171,1 £ 20,9 ml) und DM-HS-Gruppe (211,0 £ 8,4 ml).
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Abbildung 8: Die Blutglucose wurde unmittelbar vor dem Stoffwechselkéfig gemessen. Die Tiere

wurden entsprechend ihrer Zuteilung Normalsalz (NS) -, Hochsalz (HS) - bzw. Niedrigsalz (LS)-

ernihrt. CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Darstellung in Mittelwerten = SEM.

Statistische Signifikanzen sind angezeigt:

DM vs. CON *** p <0,001, DM-LS vs. DM-NS ### p <0,001
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Abbildung 9: Die Blutglucose wurde direkt nach Beendigung des Stoffwechselkiifigversuchs unter
modifizierten Ernihrungsbedingungen gemessen. CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14
Tiere. Die Werte wurden als Mittelwerte + SEM dargestellt. Die statistisch signifikanten hoheren

Blutglucosewerte der diabetischen Tieren gegeniiber ihren Kontrolltieren sind gekennzeichnet.

DM vs. CON *** p <0,001, DM-LS impl vs. DM-NS ### p <0,001
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3.2.2.2 Ausscheidungsparameter

Das Urinvolumen bei den NS- und LS-Kontrolltieren lag in einem Bereich von
14 ml/24h (CON-NS) bis 26 ml/24h (CON-LS), wahrend es bei den CON-HS-
Tieren gegenuber den CON-NS-Tieren zu einer nahezu 4-fachen Erh6hung des
Urinvolumens kam. Bei der DM-NS-Gruppe trat ein 9-fach hoheres Urinvolumen
im Vergleich zu ihren Kontrollen auf, bei den DM-HS-Tieren nahm es einen 3,5-
fachen Wert an, bei der DM-LS-Gruppe war das Urinvolumen ebenfalls um den
Faktor 9 erhoht. Das hochste Urinvolumen mit im Mittel 224 ml/24h konnte
somit bei der DM-LS-Gruppe verzeichnet werden (siehe Abb.10).

Entsprechend der Salzdiat trat eine unterschiedliche Natriumausscheidung im
Urin auf: Bei den hochsalzernahrten CON-Tieren war die Natriumkonzentration
im Urin 8-fach erhoht im Vergleich zu den CON-NS-Tieren, bei den CON-LS-
Tieren im Vergleich zu den CON-NS-Tieren gar 16-fach erniedrigt. Die
Natriumkonzentration bei den diabetischen Tieren der Normalsalz- und
Niedrigsalzgruppe war gegenuber ihren Kontrollgruppen um den Faktor 2
erhoht, hingegen war eine Steigerung bei den Hochsalzernahrten diabetischen
Tieren gegenuber der HS-CON-Gruppe nur noch um 20% moglich, da diese
entsprechend ihrer Hochsalzernahrung einen 4-fach erhohten Natriumwert
aufwiesen (siehe Abb.11).

Bei der Dopaminausscheidung im Urin liel3 sich nur bei den NS-, bzw. HS-
diabetischen Tieren eine Steigerung um 9% (bei den NS-Tieren) bzw. um 33%
(bei den HS-Tieren) im Vergleich zu ihren Kontrollen erkennen. Die LS-Tiere
schieden Dopamin in einem Bereich zwischen 0,56 £ 0,11 und 0,64 + 0,06
nmol/6h/100g aus. Das heil3t sowohl bei den CON-Tieren als auch bei den DM-
Tieren wurde ein signifikant (p < 0,01) geringerer Dopamingehalt im Urin
gegenuber den NS-CON- bzw. NS-DM-Tieren festgestellt (siehe Abb.12).
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Abbildung 10: Der Urin wurde iiber einen Zeitraum von 24 h gesammelt, die Tiere erhielten
unterschiedliche Ernihrung. CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Angaben der
Werte in Mittelwerten = SEM. Signifikanzen sind gekennzeichnet: DM vs. CON *** p < 0,001,
DM-LS vs DM-NS ### p < 0,001, CON-HS vs. CON-NS xxxx p < 0,0001
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Abbildung 11: Der Urin wurde iiber einen Zeitraum von 24 h gesammelt und mittels
Flammenphotometrie ausgewertet. Die Tiere erhielten entsprechend ihrer Gruppenzugehorigkeit
Normalsalz (NS) -, Hochsalz (HS) — oder Niedrigsalz (LS) — Erndhrung. CON: n=36; DM: n=43.
Angegeben sind Mittelwerte + SEM. Statistische Signifikanzen sind: DM vs. CON * p < 0,05 ** p
<0,01 ****p<0,0001, CON-HS vs. CON-NS ### p < 0,001, DM-LS bzw. DM-HS vs. DM-NS +p
<0,05 +++p<0,001
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Abbildung 12: Der Urin wurde iiber einen Zeitraum von 6 h gesammelt. Wihrend dieses
Zeitraumes wurden die Tiere niichtern gehalten. Darauf folgend erhielten die Tiere entsprechend
ihrer Gruppenzugehorigkeit Normalsalz (NS) -, Hochsalz (HS) - oder Niedrigsalz (LS) -Ernihrung.
CON: n=36; DM: n=43. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Angaben der Mittelwerte + SEM. Statistisch
signifikant verminderte Werte waren: CON-LS vs. CON-NS xx p < 0,01, DM-LS vs. DM-NS ## p
< 0,01, DM-HS vs. DM-LS ~~p <0,001, DM-HS vs. DM-LS impl ~p < 0,01

3.2.3 Clearanceversuche an narkotisierten Ratten

3.2.3.1 Systemische Parameter

Wie in Tabelle 4 dargestellt, waren die Versuchsbedingungen fir alle zu
untersuchenden Gruppen stabil. Herzfrequenz und Hamatokrit variierten
aufgrund der interindividuellen Schwankungen geringfugig (Herzfrequenz im
Mittel zwischen 338 Schlage/min + 11 Schlage/min und 370 Schlage/min £ 13
Schlage/min, Hamatokrit im Mittel zwischen 42,8 % + 1,1 % und 47,0 % + 0,6
%). Da den diabetischen Tieren aufgrund des erhohten Flussigkeitsbedarfes 1,5
% des KG infundiert wurden, weist der ausgeglichene Hamatokrit auf eine
ausreichende Flussigkeitszufuhr hin. Der mittlere arterielle Blutdruck bewegte

sich in einem Bereich zwischen 102,7 mmHg * 4,2 mmHg und 108,3 mmHg +
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3,9 mmHg, lediglich bei den diabetischen hochsalzernahrten Tieren zeigte sich
ein Anstieg des MAP auf 112,8 mmHg + 3,4 mmHg.

3.2.3.2 Renale Hamodynamik

Wie erwartet zeigten die diabetischen Tiere in allen Gruppen (unter
verschiedenen  Erndhrungen) gegenuber ihren nicht diabetischen
Kontrollgruppen eine signifikante (p < 0,01 bei NS und HS, bzw. p <0,05 bei LS)
Steigerung der GFR um 22 (NS-Gruppe) bis 25 % (LS- und HS-Gruppe) (siehe
Tabelle 4). Eine Auswirkung der unterschiedlichen Salzbeladungen der
Nahrung auf die GFR konnte nicht gezeigt werden. Bei allen drei
Kontrollgruppen lag die GFR in einem Bereich zwischen 0,75 £ 0,05 und 0,81 £
0,05 ml/min/100g. Bei den diabetischen Tieren aulRerte sich die Hyperfiltration
durch GFR-Werte zwischen 1,0 + 0,06 und 1,08 + 0,07 ml/min/100g.

GFR

—
o
|

*%
*% *

-
N
|

—
|
_|
——

OCON
ODM

o
(o))
!

[ ml/ min/100g ]
o o
I o)
_|
_|

o
N
|

o

NS HS LS LS impl

Abbildung 13: Glomerulire Filtrationsrate (GFR), bestimmt mittels Inulinclearance. CON: n=36;
DM: n=41. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Abgebildet sind Mittelwerte + SEM. Statistisch signifikant
hohere Werte der diabetischen Tiere gegeniiber ihren Kontrolltieren sind gekennzeichnet: DM vs.
CON *p<0,05, ** p<0,01
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3.2.3.3 Ausscheidungsparameter

Wie zu erwarten war, zeigte sich bei den hochsalzernahrten Tieren im Vergleich
zu den normalsalzernahrten Tieren eine 40 %-ige Steigerung des
Urinvolumens, bei den diabetischen Tieren war das Urinvolumen gar doppelt so
hoch im Vergleich zu den NS-diabetischen Tieren, wahrend bei den
niedrigsalzernahrten Tieren die Urinausscheidung im einem vergleichbaren
Bereich wie bei den NS-Tieren lag (siehe Tabelle 4). Auffallend war, dass es in
dieser Gruppe keine Steigerung bei den diabetischen Tieren gab, es kam sogar
zu einem 8 %-igen Abfall des Urinvolumens. Bei den Normalsalzernahrten
diabetischen Tieren steigerte sich das Urinvolumen im Vergleich zu ihren
Kontrollen um 23 %, bei den HS-DM-Tieren betrug die Steigerung 35 % (siehe
Abb. 14)

Die Tendenzen der Natriumausscheidung verhielten sich ahnlich derer der
Urinausscheidung. Bei den CON-HS-Tieren zeigte sich eine Steigerung um 66
%, bei den diabetischen Tieren stieg die Natriumausscheidung im Urin um 37 %
im Vergleich zu den NS-Tieren an. Bei den LS-Tieren kam es zu einem Abfall
um 53 % bei den diabetischen Tieren im Vergleich zu ihren Kontrollen.

Die Natriumkonzentration im Plasma bewegte sich bei allen Tieren im Mittel in
einem Bereich von 141,3 £ 1,8 mmol/l (DM-NS) bis 148,5 + 5,6 mmol/l (CON-
HS). Die fraktionelle Natriumausscheidung verhielt sich ahnlich wie die
Natriumausscheidung im Urin. Bei den DM-NS-Tieren verdoppelte sich der
Wert im Vergleich zu ihren Kontrollen. Bei den DM-HS-Tieren kam es im
Vergleich zu den DM-NS-Tieren zu einer Steigerung um 40 %, wahrend der
Wert im Vergleich zu ihren direkten Kontrolltieren keine grofl’e Steigerung
zeigte. Bei den DM-LS-Tieren kam es wiederum zu einem 50 %-igen Abfall im

Vergleich zu ihren Kontrollen.

52



Urinvolumen / Clearance

30 -

25 - -l-

20 ~

'|' OCON
ODM

15 -

10 - b T 7

[l / min/100g ]

NS HS LS LS impl

Abbildung 14: Der Urin wurde iiber den gesamten Zeitraum des Experiments von 4 mal 20 min
gesammelt. CON: n=36; DM: n=41. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Angegeben sind Mittelwerte = SEM.
Signifikanzen: DM-NS vs. DM-HS # p < 0,01, DM-HS vs. DM-LS, bzw. DM-LS;,,,, +p <0,05 ++p
<0,001
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3.2.4 Dopamingehalt im Nierengewebe

Bei Vergleich des Dopamingehaltes im Nierengewebes konnten keinerlei
signifikante Unterschiede, weder in Abhangigkeit von der diabetischen
Stoffwechsellage noch von der unterschiedlichen Salzdiat nachgewiesen
werden. Tendenziell konnte bei den diabetischen Tieren, auler bei den Linplant

—implantierten ein minimal geringerer Dopamingehalt festgestellt werden (siehe
Abb. 15).

Dopamingehalt im Nierengewebe
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Abbildung 15: Dopamingehalt im gesamten Nierengewebe, welches per HPLC analysiert wurde.
CON: n=36; DM: n=41. Pro Gruppe n=6-14 Tiere. Angegeben sind Mittelwerte = SEM. Es konnten

keine Signifikanzen aufgezeigt werden.

3.2.5 Renin im Plasma

Bei Vergleich des Reningehalts im Plasma von diabetischen Tieren mit

Kontrolltieren in jeder Ernahrungsgruppe konnte kein signifikanter Unterschied
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festgestellt werden. Jedoch konnte die physiologische Aktivierung des RAAS
bei den niedrigsalzernahrten Tieren, bzw. die Hemmung bei den

hochsalzernahrten Tieren dargestellt werden (siehe Abb. 16).
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Abbildung 16: Reninbestimmung im Plasma. Im Rahmen der Clearanceversuche wurde den Tieren
arterielles Blut abgenommen, aufbereitet und anhand der Fihigkeit der Plasma-Reninaktivitit,
Angiotensinogen in Angiotensin I umzuwandeln, ausgewertet. CON: n=22 Tiere; DM: n=34 Tiere.
Pro Gruppe n=5-14 Tiere. Angegeben sind Mittelwerte £ SEM. Signifikanzen: CON-HS vs. CON-
LS, bzw. DM-HS vs. DM-LS # p < 0,01
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Tabelle 1: Tiergewicht, Blutglucose und systolischer Blutdruck, jeweils basal, bzw. am 2., 7. und 14. Tag nach STZ-Injektion gemessen. Basal erhielten

die Tiere alle Normalsalzerndhrung, ab Tag 7 bekamen sie entsprechend ihrer Zuteilung Diédterndhrung unterschiedlichen Salzgehaltes. Signifikanzen

sind innerhalb der Tabelle bezeichnet und unten ndher erlautert.

CON-NS DM-NS CON-HS DM-HS CON-LS DM-LS DM-LSinpi.
(n=14) (n=13) (n=11) (n=13) (n=11) (n=12) (n=6)
Tier- Basal |274+4,4 280 6,1 266 + 3,6 273+4,0 262+2,8 274 + 3,8 257 +£3,8
gewicht
[e]] 7 320 £4,0 295+7,3 312+5,8 287 +4.3 299 + 3,8 281+5,2 268 + 4,2
14 344 £ 5,6 297 £ 6,9 342 +6,3 302+7,2 323+8,7 290 £ 6,2 285+ 4,4
*kk *% *%
Blut- 2 90,5+2,6 288,6 + 26,6 90,0+ 1,0 318,2+29,3 91,0£24 378,2 + 26,6 419,3 + 58,1
@_Coowm *kk *kk *kk *kk %%#
[mg/di] 7 90,2+ 1,4 343,5+ 15,6 92,7 £1,6 431,5+ 20,0 95,8 £3,3 542,0 + 19,6 600,0+0,0
*kk *kk *kk % O *kk 00
14 97,3+ 3,0 387,7 £ 36,7 96,4 + 2,7 377,5+26,0 93,3+ 3,0 505,8 + 23,4 327,5+51,7
*kk *kk *kk ## AVAV *kk O
Syst. Basal | 101,9+9,3 110,1+4,4 112,6 + 3,7 105,1+3,7 114,6 + 4,1 112,8 +5,3 102,7+6,5
Blutdruck
[mmHg] 7 112,9+ 3,0 118,9+5,8 116,8 +5,0 121,56+6,0 113,2+4,0 123,9+4,9 105,5 + 5,1
14 117,3+ 3,6 116,1+4,4 126,2+5,5 127,3+5,7 113,8 £ 3,7 116,56+ 4,3 112,8 £ 6,2

CON vs. jeweilige DM
* p<0,05
* p<0,01

*** p <0,001

DM-NS vs. DM-LS
# p<005
# p<0,01
### p < 0,001

DM-HS vs. DM-LS

0 p<005
00 p<0,01
000 p < 0,001

DM-LS vS. DM-LSimpi
o p<0,001
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Tabelle 2: Stoffwechselkéfigversuch I, 6 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus (iber 24 Stunden durchgefiihrt. Die ersten 6 Stunden wurden die

Tiere niichtern belassen, um fiir die Dopaminmessung Kontaminationen des Urins mit Futterbestandteilen zu vermeiden. Fiir die weiteren 18 Stunden

erhielten alle Tiere Normalsalzerndhrung. Abgekirzt sind: Natrium-, Kalium-, Glucose- und Dopamin-Konzentration im Urin (Uy,V, UxV, Ug.V, Up,V).

Signifikanzen sind unten erlautert.

CON-NS DM-NS CON-HS DM-HS CON-LS DM-LS DM-LS-I

(n=13) (n=12) (n=12) (n=13) (n=11) (n=12) (n=6)
Tiergewicht 3135 288 +1 3075 283+ 4 294 + 4 282+5 267 x4
ld]
Blutzucker 881 392+ 25 88+2 407 £ 15 92+3 389+ 23 424 + 60
vorh. [mg/dI] ok . . ok
Blutzucker 90+4 440 £ 23 90 +3 453+ 18 87+3 320+ 16 414 + 64
nach. [mg/dl] ok . . ok
Urinvolumen 18,8+ 1,6 131,7+ 8,6 12,2+1,1 127,8+8,0 23,0+ 5,0 91,0+£53 112,4 £ 19,1
[mi] . . - ok
UnaV 0,69 + 0,07 1,19+ 0,05 0,80 £ 0,12 1,29 + 0,09 0,76 + 0,08 1,09 + 0,05 0,51 £ 0,02
[mmol/24h/100g] i ** ** *
UV 1,82+0,15 2,98 +£0,10 1,4+0,13 2,92 +0,17 2,11 +£0,35 2,24 £ 0,20 1,80 £ 0,17
[mmol/24h/100g] R xx
UalV 0,02 + 0,00 21815 0,00 + 0,00 19,8+1,2 0,04 £ 0,01 14,8 +1,1 224 +1,7
[mmol/24h/100g] e o e e
Trinkvolumen 40+2,0 155,6 + 9,2 32,4+2,0 154,179 36,0+5,8 114,7+7,0 149,7 £ 6,0
[ml/24h] . - ok ok
Futtermenge 29,1+1,9 46,5+ 3,7 30,7+15 48,9+1,9 243 +2,1 36,0+4,0 34,3+3,6
[g/24h] . . * N
UpV 1,09+0,5 1,53+0,18 1,30+ 0,25 1,67 £ 0,29 1,14 £ 0,15 1,35+0,15 1,59 £ 0,24
[nmol/6h/100g] (n=12) (n=4) (n=10) (n=11) (n=10) (n=13) (n=6)
CON vs. jeweilige DM *p<005 *™ p<001 * p<0,001 ** p<0,0001
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Tabelle 3: Stoffwechselkéfigversuch nach 14 0.15 Tagen durchgefiihrt. Nachdem die Tiere die ersten 6 Stunden aufgrund der Kontaminationsgefahr

des Urins durch Futter niichtern gehalten wurden, bekamen sie in den darauffolgenden 18 Stunden entsprechend ihrer Gruppenzugehérigkeit

Diéterndhrungen unterschiedlichen Salzgehaltes. (siehe Material und Methoden). Signifikanzen sind in der Tabelle gekennzeichnet und unten erldutert.

CON-NS DM-NS CON-HS DM-HS CON-LS DM-LS DM-LS-I

(n=13) (n=12) (n=12) (n=13) (n=11) (n=12) (n=6)
Tiergewicht 347 £ 4 308 +£5 347 £7 301+6 320+ 5 269+9 279+ 4
(9] - # R o
Blutzucker 94 +4 369 + 26 912 440 £ 18 884 592 +7 328+ 4
vorh.[mg/dI] - R -
Blutzucker 882 388 + 26 96 +3 426 + 16 85+3 423 + 33 2205
nach.[mg/dI] - x R
Urinvol. 14,2+1,7 132,4 £ 14,3 53,0+ 5,1 170,8 £ 15,8 25,8 +6,7 2243 + 15,3 180,1 £ 47,7
[mi] o - oo _.
UnaV 0,49 + 0,06 1,09 £ 0,09 4,10+ 0,28 4,98 £ 0,56 0,03 + 0,00 0,06 + 0,01 0,08 + 0,03
[mmol/24h/100g] ittt ooo g *
UV 1,29 £ 0,12 2,67 +£0,18 2,60 £ 0,37 3,38 £ 0,32 0,86 + 0,04 2,04 £ 0,10 2,29+0,12
[mmol/24h/100g] # # HR*gg
UalV 0,02+0,0 21,7+1,4 0,00 + 0,00 18,5+1,8 0,02+0,0 43,1+3,8 31,8+8,3
[mmol/24h7100g] ** 0op
Trinkvolumen 38,8+1,9 171,1+ 20,9 47,4 + 14 211,0+ 84 37,6 +5,2 277977 171 £ 50,1
[ml/24h] - w00 .
Futtermenge 30,9+0,8 52,9+3,7 38,4+26 49,1+ 3,8 23,1+1,2 459+ 1,6 34,3+3,6
[g/24h] # * it 0
Up.V 1,43 + 0,39 1,57 £ 0,29 0,9+0,28 1,34 £ 0,15 0,64 +0,06 ## 0,60+ 0,10 oo 00 0,56 +0,11 ¢
[nmol/6h/100g] (n=3) (n=3) (n=10) (n=10) (n=11) (n=13) (n=6)

CON vs. jeweilige DM CON-NS vs. CON-HS, bzw. CON-LS DM-NS vs. DM-HS, bzw. DM-LS

*np <0,05 **p < 0,01 **p <0,001 ****p <0,0001 #p<0,05 #p<0,01 ### p <0,001 ##HH#p <0,0001 op<005 oop<0,01 ooop<0,001
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die Clearanceversuche und den Dopamingehalt im Nierengewebe. Abgekiirzt sind: Mittlerer arterieller Blutdruck (MAP),

Herzfrequenz (HF), Hdmatokrit (Hkt), glomerulére Filtrationsrate (GFR), Natriumkonzentration im Urin (Uy,V), Natriumkonzentration im Plasma (Plys),

Fraktionelle Natriumausscheidung (FEy,) und der Dopamingehalt im gesamten Nierengewebe (DApirs). Signifikante Differenzen sind gekennzeichnet

und im Anschlul3 an die Tabelle erlautert.

CON-NS DM-NS CON-HS DM-HS CON-LS DM-LS DM-LSimpi
(n=12) (n=12) (n=11) (n=11) (n=12) (n=6)
(n=13)
MAP 104,9+1,0 102,7 £ 4,2 102,9 +1,7 112,8 £ 3,4 104,1 £ 4,2 104,9+4,0 108,3 + 3,9
[mmHg] *
370 £ 12,7 337,8+10,8 344,0£ 6,0 3425+9,9 357,5+8,4 349,0+8,5 352,9+ 18,4
HF [1/min]
Hkt 45109 46,8+ 0,6 448+0,4 47,006 429%20 42,8+ 1,1 46,6+ 1,0
[%]
GFR 0,78 £ 0,04 1,00 + 0,06 0,81+ 0,05 1,08 £ 0,07 0,75+ 0,05 1,01 £ 0,08 0,93+0,16
[mI/min/100g] *x *k *
Urinvolumen 85+19 11,1+£1,8 14,4 +29 220+2,9 8,8+28 8,1+1,0 85+1,8
[uI/min/100g] o 00 X
U naV 0,98 + 0,35 1,72+ 0,45 2,89 £ 0,69 2,74 £ 0,59 1,05+ 0,38 0,49 £ 0,14 0,58 + 0,23
[umol/min/100g] # ‘ 00 X
Pl na 1473+ 2,6 1413%1,8 1485+ 5,6 1425+ 1,6 147,6 £ 2,1 1444 1,6 1443+ 0,6
[mmol/l]
FE na 0,86 + 0,28 1,55+ 0,36 2,40+0,5 2,53+0,43 0,87 £ 0,29 0,44 + 0,16 0,47 £ 0,11
[%] # ° 0 X
DAniere 10,24 + 1,22 9,91 +1,51 10,35+ 1,83 8,74 + 0,59 9,93 +1,07 9,84 + 1,55 12,41 £ 0,54
[ng/ g Niere]
CON vs. DM-Tiere # CON-NS vs. CON-HS p<0,05 o DM-HS vs. DM-NS p<0,01 ¢ DM-HS vs. DM-LS p<0,01 X DM-HS vs. DM-LSjmp1 p<0,05
* p <005 ° CON-HS vs. CON-LS p<0,05 00 DM-HS vs. DM-LS p< 0,001
**p <001
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Tabelle 5: Ubersicht iiber den Reningehalt im Plasma, abgenommen im Rahmen der Clearanceversuche.

CON-NS DM-NS CON-HS DM-HS CON-LS DM-LS

(n=7) (n=9) (n=10) (n=11) (n=7) (n=16)
Renin 2443 + 7,12 21,43 + 3,56 7,06 + 0,65 11,99 + 2,84 53,52 + 18,69 51,89 + 8,17
[ng/ml] # #
# CON-HS VvSs. CON-LS, bzw. DM-HS vS. DM-LS p<0,01
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4 Diskussion

Das Verstandnis flir das dopaminerge System in der Niere zur Erforschung
neuer Therapieansatze, beispielsweise zur Behandlung des Diabetes mellitus
und dessen Folgeerkrankungen (diabetische = Nephropathie) oder
verschiedenster Hypertonieformen ist von groRer Bedeutung. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Modell des Diabetes mellitus gewahlt, um
anhand dessen mdgliche Veranderungen des dopaminergen Systems in Bezug
auf die Nierefunktion zu untersuchen. Zusatzlich wurden die Wirkungen
unterschiedlicher Salzbeladung durch die Nahrung auf das dopaminerge
System beobachtet.

4.1 Modell des Diabetes mellitus

Um eine diabetische Stoffwechsellage zu induzieren, wurde den Sprague-
Dawley-Ratten intraperitoneal Streptozotocin (STZ) injiziert. Das aus
Steptomyces achromogenes gewonnene Substrat zerstort selektiv die -Zellen
des Pankreas, wobei es sonst keine nephrotoxische Wirkung hervorruft. Circa
12-24 Stunden nach STZ-Injektion ist eine Hyperglycamie nachzuweisen. Bei
Junod et al. [1967] zeigten sich schon eine Stunde nach STZ-Gabe
histologische Veranderungen des Pankreas, nach ca. 10 Stunden nekrotisierte
Gewebebereiche mit einer massive Degranulation der Zellen. Da der Effekt auf
die Pankreaszellen dosisabhangig ist, wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Dosis von 55 mg/kg Korpergewicht intraperitoneal injiziert, um einen
Blutzuckerwert von ca. 350 - 450 mg/dl zu erreichen. Dieser Wert induzierte
eine diabetische Stoffwechsellage, bei der die Tiere noch ohne
Insulinsubstitution Uberleben konnten. Um eine Verfalschung der Ergebnisse zu

verhindern, mussten bei den niedrigsalzernahrten Tieren jedoch bei einer
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Gruppe von Tieren Insulin abgebende Stdbchen (Linplant®) implantiert werden,
um die hohen Blutzuckerspiegel - hervorgerufen durch die Niedrigsalz-
induzierte Insulinresistenz - abzufangen. In der vorliegenden Arbeit waren ein
bis zwei Tage nach STZ-Injektion Auswirkungen der diabetischen
Stoffwechsellage zu verzeichnen. Die Tiere nahmen trotz vermehrter
Futteraufnahme (40-60 %-ige Steigerung gegenuber den Kontrollen) prozentual
weniger an Gewicht zu (4 bis 10 %) im Vergleich zu den Kontrolltieren. Im
Stoffwechselkafigversuch zeigten sich Hyperglycamie, Polyurie (11-fach
gesteigert), Polydipsie (vierfach erhdhtes Trinkvolumen), Natriurese (doppelt so
hoch), Kaliurese und Glucosurie (20 %ige Steigerung). Ahnliche Symptome
wurden auch schon in Arbeiten von Bank et al. [1988, 1991] und O Donell et al.
[1988] gefunden. Auch die von einigen Autoren [Jensen et al., 1981; Hostetter,
1981] aufgezeigte Steigerung der GFR konnte durch die vorliegende Arbeit
bestatigt werden (siehe Kapitel 4.2). Die durch das Tiermodell des Diabetes
mellitus aufgezeigten Symptome finden sich ebenso bei unbehandelten
diabetischen Patienten, so dass der STZ-induzierte Diabetes mellitus ein

geeignetes Modell fir den humanen Typ | DM darstellt.

4.2 Diabetische Hyperfiltration und Dopamin

Eine ansteigende GFR und einen erhohten RBF findet man
charakteristischerweise schon im frihen Stadium des Diabetes mellitus beim
Menschen und im Tiermodell. Diese hamodynamischen Veranderungen
vergesellschaftet mit einem gesteigerten intraglomerularen Druck werden als
fuhrende pathogene Faktoren in der Entstehung und im Verlauf der
diabetischen Glomerulosklerose angesehen [Mogensen und Christensen,
1984]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte 14 Tage nach Entwicklung der
Hyperglycamie eine mittels Clearanceversuchen uUber vier Perioden gemessene
signifikante Hyperfiltration dargestellt werden. Diese Steigerung der GFR um 22
% bis 25 % war auch unter den verschiedenen Salzdiaten sehr konstant, im
Gegensatz zu der von Vallon et al. [1995 und 1997] aufgestellten These, dass

es unter Salzrestriktion zu einer Steigerung (paradoxerweise wird der renale
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vaskulare Widerstand reduziert), bzw. unter Hochsalzerndhrung zu einer
Senkung der GFR beim fruhen DM (einige Tage nach Induktion) kommt. Eine
modgliche Erklarung der differierenden Werte waren die unterschiedlichen
Rattenrassen. Wahrend Vallon Munich-Wistar-Ratten verwendete, wurden in
vorliegender Arbeit SD-Ratten verwendet. O'Donell [1988] konnte
Rassenunterschiede in Bezug auf die GFR und den kapillaren Druck im
Glomerulum (Drucksteigerung bei MW-Ratten um 2-10 mmHg) feststellen.
Zudem gab es Unterschiede im Versuchsaufbau: Wahrend in vorliegender
Arbeit bei den hochsalzernahrten Tieren die erhohte Salzzufuhr dem Futter
beigegeben war (2 % NaCl) wurde bei Vallon 1 % NaCl dem Trinkwasser
zugefugt.

Unterstutzt und beschrieben worden ist die glomerulare Hyperfiltration beim
Diabetes mellitus auch schon von zahlreichen anderen Autoren [Bank et al.,
1988, 1991; Remuzzi et al., 1993] und gilt als einer der ersten Symptome der
diabetischen Nephropathie. Bei Bank betrug die Steigerung 30 % 7-10 Tage
nach Induktion des DM, in vorliegender Arbeit waren Steigerungen von 22 %
bis 25 % zu verzeichnen. Mogliche Ursachen der differierenden Werte kdonnten
unterschiedliche Volumeninfusionen, unterschiedliche Ernahrungen, die Art der
Anasthesie oder der Blutdruck zum Zeitpunkt der Experimente sein.

In der Literatur gibt es verschiedenste Ansatze die diabetische Hyperfiltration,
wie sie auch in dieser Arbeit gut gezeigt werden konnte zu erklaren. Eine erste
mogliche Erklarung konnte die vermehrte Futteraufnahme der diabetischen
Tiere wie sie auch in der vorliegenden Arbeit auftrat (Hyperphagie um 40 bis 60
%) und damit die erhdhte Proteinzufuhr sein. Bestatigt wird diese Beobachtung
durch die Arbeit von King und Levey [1993] und Hostetter [1986], welche
hamodynamische Veranderungen der Niere, wie gesteigerte GFR, Natriurese
und Diurese nach vermehrter Proteinzufuhr beim Menschen und im Tiermodell
beobachten konnten. Infolgedessen soll durch eiweiRarme Diat die
Hyperfiltration bei Diabetikern gehemmt werden [Walker et al., 1989, Kupin et
al., 1987]. Nicht zu vernachlassigen ist auch die gegenseitige Beeinflussung
von diabetischer Hypertrophie der Nieren und glomerularer Hyperfiltration,
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wobei es noch nicht mdglich ist zu ergrinden welches von beiden Symptomen
ursachlich und welches reaktiv sein soll [Vallon et al., 2003].

Als weitere Ursache der Hyperfiltration kénnte die Uberlegung eines erhéhten
tubuloglomerularen Feedbacks gelten. Pollock et al. fanden 1991 einen
signifikanten Anstieg der TGF-Aktivitat bei diabetischen SD-Ratten. Er
postulierte, dass die diabetische Hyperfiltration mit einer gesteigerten
proximalen und distalen tubuldren Resorption von Na® - unabhangig vom
Na*/Glucose-Cotransport und der osmotischen Diurese - assoziiert ist.

Auch Vallon et al. [1999] konnte eine gesteigerte Resorption bei diabetischen
Ratten aufzeigen, aufgrunddessen die Macula densa nur eine geringere Na'-,
ClI'-, bzw. K*- Konzentration detektieren kann (20-28 % Konzentrationssenkung
gegenuber Kontrolltieren), was zu einem Anstieg des tubuloglomerularen
Feedbacks, vergesellschaftet mit einem reduzierten vaskularen Widerstand der
afferenten Arteriole und einem Anstieg der GFR fuhrt [Vallon et al., 2003]. Auch
Thomson et al. [2001] fanden bei Ratten eine erhdhte Resorptionsrate, erklart
durch eine Hypertrophie des Tubulus, ausgeldst durch einen Anstieg der
Ornithin-Decarboxylase-Aktivitat und folgernd verbunden mit einem erhohten
tubuloglomerularen Feedback.

Ebenso konnte bei hyperfiltrierenden diabetischen Patienten eine vermehrte
proximale Resorptionsrate (gemessen mittels Lithium-Clearance) in positiver
Korrelation zur steigenden GFR aufgezeigt werden [Hannedouche et al., 1990].
Resultierend wurde bei hyperglycamischen Hunden mit einem geblockten TGF
keine GFR-Steigerung gefunden [Woods et al.,1987]. Um diese Hypothese zu
bestatigen musste jedoch eine verminderte Natriumkonzentration im Urin der
diabetischen Tiere vorliegen, was sich jedoch durch die vorliegende Arbeit nicht
bestatigen lieR. Die diabetischen Tiere zeigten eine doppelt so hohe Na'-
Konzentration im Urin im Gegensatz zu den CON-Tieren. Eine mdogliche
Erklarung waren die Blutglucosespiegel uber 180 mg/dl. In diesem Bereich sind
die Glucose-Carrier bereits abgesattigt und es wird Glucose und damit Na™ mit
dem Urin abgegeben.

Als weitere pathophysiologische Hypothese findet man beim Diabetes mellitus
eine Erhdhung der GFR durch Sekretion des Vasodilatators ANP (atrial
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natriuretic peptide) [Ortola et al.,1987; Laragh und Atlas, 1988], welcher als
Antwort auf eine Volumenexpansion, hervorgerufen durch die osmotische
Wirkung der gesteigerten intravasalen Glucosekonzentration, aus dem rechten
Vorhof ausgeschuttet wird. AuRerdem konnte die diabetische Hyperfiltration
dosisabhangig durch HS-142-1, einen ANP-Rezeptor-Antagonisten gesenkt
werden [Sakamoto et al., 1995].

Die Volumenexpansion und die Sekretion von ANP kénnten Ursache flr den
geringeren Plasmareninspiegel beim Diabetes mellitus sein, denn ANP
antagonisiert die Vasokonstriktoren AT Il und Norepinephrin [Laragh und Atlas,
1988]. In vorliegender Arbeit fand sich bei den NS- und bei den LS-ernahrten
diabetischen Tieren ein nicht signifikant verminderter Plasma-Renin-Spiegel im
Vergleich zu ihren Kontrollen.

Im Zusammenhang mit einem verminderten vaskularen Widerstand darf auch
der Einfluss vasodilatierender Prostaglandine nicht unerwahnt bleiben. Barnett
et al. [1987], Schambelan et al. [1985] und Craven et al. [1987] fanden in den
ersten zwei Wochen nach Diabetes-Induktion eine vermehrte glomerulare
Produktion von PGE,;, bzw. weiteren Prostaglandinen (PGF,) Dbei
Streptozotocin-induzierten diabetischen Ratten gegenuber nicht diabetischen
Kontrollen. Durch Indometacin, einem Prostaglandin-Synthese-Inhibitor lief3
sich die Hyperfiltration beim Menschen und im Tiermodell reduzieren [Jensen et
al., 1986; Hommel et al., 1987]. Allerdings konnte bei den Tieren durch die
vorausgegeangene Behandlung mit Insulin schon eine Reduktion der GFR
hervorgerufen worden sein. Bank [1991] konnte namlich keinerlei Veranderung
der GFR durch Indometacin hervorrufen. Zudem scheinen die renalen
Blutgefalde diabetischer Ratten dem konstriktorischen Effekt der Thromboxane
gegenuber teilweise resistent zu sein [Bank, 1991]. Auch eine verminderte
Synthese und Ausscheidung von Kallikrein bei unbehandelter diabetischer
Stoffwechsellage ist gesichert [Jaffa et al., 1987].

Obwohl die Bedeutung des Dopamins flr die Nierenfunktion seit langerer Zeit
untersucht wird, sind viele Details wie die Herkunft des Dopamins, das
Zusammenspiel der verschiedenen Dopaminrezeptoren, deren genaue

Funktion und der Einfluss auf das Regelsystem der Nieren noch ungeklart.
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Baines und Drangova [1986] vertraten die Hypothese, dass tubular sezerniertes
Dopamin keinen Einfluss auf die renale Hamodynamik ausubt. In vorliegender
Arbeit konnte ebenfalls kein kausaler Zusammenhang gefunden werden, da
sich die GFR (siehe Kapitel 3.2.3.2 und Abb. 13) - im Gegensatz zur
Dopaminausscheidung im Urin (siehe Kapitel 3.2.2.2 und Abb. 12) - unter den
verschiedenen Salzdiaten als sehr konstanter Wert darstellte. MUhlbauer et al.
[1997] konnten durch Aminosaureninfusion eine signifikante Steigerung der
GFR hervorrufen, zusatzlich fuhrte Aminosaureninfusion mit L-Tyrosin zu einer
funffach gesteigerter Dopaminausscheidung. In diesem Zusammenhang
postulierte Muhlbauer jedoch, dass Dopamin im Urin keine signifikante Rolle in
Bezug auf die Regulation der Nierenfunktion spiele, da sich in einer friheren
Arbeit durch alleinige Infusion von Tyrosin keine Steigerung der GFR
hervorrufen lie [Muhlbauer et al., 1995,1997]. Barthelmebs et al. [1991]
allerdings konnten eine Normalisierung der gesteigerten GFR-Werte bei
diabetischen Ratten durch Fenoldopam, L-DOPA und Glu-DOPA hervorrufen.
In der vorliegenden Arbeit stellte sich nun die Frage, ob ein Zusammenhang
zwischen der durch den Diabetes mellitus ausgeldsten Hyperfiltration und
einem stimulierten dopaminergen System besteht. Luippold et al. [2001a]
konnten am Menschen eine durch Aminosauren hervorgerufene Hyperfiltration
durch Blockade von D,-like Rezeptoren reduzieren, bzw. aufheben. Zudem
konnte durch eine weitere Arbeit von Luippold et al. [2005] eine Beteiligung von
Ds;-Rezeptoren an der Modulation der diabetischen Hyperfiltration
nachgewiesen werden: Die mit dem Ds;-Rezeptor-Antagonisten BSF 135170
behandelten diabetischen Ratten zeigten im Vergleich zu ihren nicht
diabetischen Kontroll-Tieren einen den nicht diabetischen Tieren angenaherten
GFR-Wert. BSF 135170 ist fur seine hohe Selektivitat fur den Ds;-Rezeptor
bekannt. Liganden-Verdrangungsstudien zeigten eine bis zu 800-fach hohere
Affinitat fir den Ds-Rezeptor im Vergleich zu D,-, D4~ und D4-Rezeptoren
[Luippold et al., 2001b]. In vorliegender Arbeit zeigten sich bei den diabetischen
Tieren der Normalsalz- bzw. Hochsalz-Gruppe im Rahmen der
Stoffwechselkafigversuche eine Steigerung der Dopaminausscheidung im

Vergleich zu ihren Kontrollen um 9 % bzw.33 %. Ob es sich hierbei um ein
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stimuliertes dopaminerges System handelt ist fraglich, da bei der
Dopaminausscheidung im Urin und dem Dopamingehalt im Nierengewebe
keine Korrelation festgestellt werden konnte. Es zeigten sich beim
Dopamingehalt im Nierengewebe ein nicht signifikant gerinerer Wert bei den
NS-, HS- und den LS-diabetischen Tieren, bei den LSimp-Tieren wurde ein
erhohter Dopamingehalt gemessen.

4.3 Dopamin und Salzdiat

Muahlbauer und Osswald [1994] konnten zeigen, dass die renale
Dopaminausscheidung weder abhangig ist von einer intakten renalen
Innervierung noch vom Natriumgehalt im Urin, bzw. dem Natriumgehalt im
Trinkwasser, jedoch lasst sie sich durch sonstige Nahrungsbestandteile wie
Aminosauren beeinflussen. Auf Grund dessen wurde den Tieren in vorliegender
Arbeit der Nahrungszugang im SWK-Versuch fur 6 Stunden verweigert und in
diesem Zeitraum die Dopamin-Ausscheidung bestimmt, um die exogene
Beeinflussung zu minimieren. In diesem Zusammenhang postulierte Muhlbauer
[1994], dass Futterung die Dopamin-Ausscheidung um mehr als den 2-fachen
Wert ansteigen lasst. Der entscheidende Faktor der Steigerung der renalen
Dopaminausscheidung nach Nahrungszufuhr scheint die Aufnahme der
Dopaminvorstufen  Tyrosin  und Phenylalanin zu sein (Dissertation
Mickeler,1996). In vorliegender Arbeit kann jedoch ein Einfluss  durch
vorausgegangene (vor den 6 Stunden Nahrungskarenz im SWK-Versuch)
Nahrungsaufnahme nicht ausgeschlossen werden.

Im Hinblick auf die Dopamin-Ausscheidung unter erhohter diatetischer
Salzzufuhr konnten in einer Arbeit von Luippold et al. [2000a] beim Menschen
keine Veranderungen festgestellt werden. Dies steht im Gegensatz zu einer
Studie von Rudberg et al. [1996], welche eine Steigerung der
Dopaminausscheidung durch Hochsalzernahrung allerdings nur in der
Kontrollgruppe, nicht aber beim IDDM feststellte. Rudberg fand heraus, dass
bei Patienten mit IDDM der Mechanismus einer Steigerung der
Dopaminausscheidung - wahrscheinlich genetisch bedingt - gestort ist und in

Korrelation dazu zeigten sie einen geringeren Anstieg der Natrium-
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Ausscheidung im Urin als Reaktion auf eine Natriumbelastung durch die
Nahrung im Vergleich zu ihren Kontrollen. In vorliegender Arbeit konnte die
Natriumausscheidung bei den HS-DM-Tieren nur um 20 % gesteigert werden
im Vergleich zu ihren Kontrollen. Bei den DM-NS, bzw. DM-LS Tieren steigerte
sich die Natriumausscheidung um den Faktor 2, jedoch stand dies in keiner
Korrelation zur Dopaminausscheidung.

Es zeigte sich bei der NS- und der HS-Gruppe tendenziell eine Steigerung der
Dopaminausscheidung im Urin der diabetischen Tiere im Vergleich zu ihren
Kontrollen. Da diese Tiere quantitativ im Vergleich zu den nichtdiabetischen
Ratten eine gesteigerte Natriumausscheidung im Urin aufwiesen, stellt dies
wiederum eine Verknupfung zur Aussage dar, dass Dopamin als
natriuretisches und diuretisches Hormon angesehen wird und somit wichtig fur
die Aufrechterhaltung einer konstanten Elektrolytbalance ist. Als unterstutzend
fur diese These kann die Arbeit von Luippold et al. [1998] angesehen werden:
7-OH-DPAT, eine spezifischer D3-Rezeptor-Agonist verursachte bei SD-Ratten
eine verminderte tubulare Natrium-RUckresorption, was wiederum eine erhdhte
Natrium- und FlUssigkeitsausscheidung bewirkte und mit einen Anstieg der
GFR assoziiert war. Ascio et al. [1998] zeigte in seiner Arbeit mit D3-Rezeptor-
knockout-Mausen, dass diese auf eine akute Natriumbelastung nicht mit einer
quantitativangemessenen Steigerung der Natriumausscheidung reagieren
konnten im Vergleich zu ihren Kontrolltieren. Auch D1-Rezeptoren scheinen an
der natri- und diuretischen Wirkung von Dopamin beteiligt zu sein. So konnten
Hegde und Mitarbeiter [1989] eine Uber diesen Rezeptor vermittelte Wirkung als
Reaktion auf eine akute Volumenbelastung aufzeigen. Ausgeldst soll die
Natriurese durch Inhibition des im proximalen Tubulus lokalisierten apikalen
Na*/H*-Austauschers [Gesek und Schoolwerth, 1990; Felder et al. 1990] und
dosisabhangig durch Inhibition der im proximalen Tubulus Ilokalisierten
basolateralen Na*/K'-ATPase-Aktivitdt [Bertorello et al., 1988] werden. Die
funktionale Inhibition dieser beider Transportsysteme wird sowohl Uber D4-like
als auch Uber D,-like Rezeptoren vermittelt [Bertorello und Aperia,1988 &
1990]. Als unterstutzend fur diesen kausalen Zusammenhang einer Natriurese

durch Inhibition der Natriumrickresorption durch Dopamin, kdnnte man die
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verminderte Dopaminausscheidung der LS-Tiere sehen. Da in diesem Fall eine
Hemmung der Na*/K*-ATPase - aufgrund der verminderten Natriumaufnahme -
unphysiologisch ware, kdnnte beispielsweise ein reduzierter Dopaminspiegel
als hamodynamischer Kompensationsmechanismus Folge sein, vorausgesetzt
es handelt sich bei dem durch die Niere ausgeschiedenen Dopamin um
funktionelles Dopamin. Zahlreiche Studien haben die herausragende Rolle
endogenen, intrarenal produzierten Dopamins gegenuber systemischem oder
neuronal produziertem Dopamins in der renalen Na-Homoostase als Antwort
auf akute und chronische Salzbeladung belegt [Ball and Lee,1977; Hayashi et
al.1991].

In der vorliegenden Arbeit stellte sich nun weiterfihrend die Frage, ob die
Dopaminausscheidung als Mal} fir die renale Dopaminproduktion angesehen
werden kann, da sich im Gegensatz zu einer verminderten
Dopaminausscheidung im Urin der LS-ernahrten Tiere (siehe Kapitel 3.2.2.2,
bzw. Abb. 12) keine parallel verminderte Dopaminkonzentration im
Nierenparenchym (siehe Kapitel 3.3, bzw. Abb. 15) derselbigen Tiere finden
lieR. Hayashi et al. [1990] und Muhlbauer et al. [1993] konnten zeigen, dass
tubular synthetisiertes Dopamin auf dem Weg durch das Nephron nicht
ruckresorbiert wird. Als ein weiterer Beweis zur Unterstutzung dieser Aussage
kénnen die Arbeiten von Wang et al. [1997] und Kuster et al. [1997] angesehen
werden. Wang konnte zeigen, dass Dopamin nach Verabreichung der Vorstufe
Gludopa trotzdem ins Tubuluslumen abgegeben wird. Bei Kuster zeigte sich
trotz Infusion von L-DOPA ein nur minimaler Anstieg des Plasma-Dopamin-
Levels.

Muahlbauer und Osswald [1994] allerdings stellten im Zusammenhang mit der
Beeinflussung der Dopaminausscheidung durch Nahrungsbestandteile einen
Anstieg der Kreatininausscheidung fest, was eine GFR-Steigerung anzeigen
konnte. Da der Clearancewert fir Kreatinin nicht genau mit der GFR
Ubereinstimmt - Kreatinin wird in gewissem Umfang noch sezerniert - ist diese

Bestimmung weniger geeignet.
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4.4 Renin - Angiotensin - Aldosteron - System

In der klinischen Anwendung =zeigte sich, dass ACE-Inhibitoren die
glomerularen Schadigungen bei der Entstehung und Progression der
diabetischen Nephropathie potenter verzdgern als andere antihypertensive
Medikamente [Allen et al., 1997b]. Diese Aussage kann als Beweis dafur
interpretiert werden, dass das RAAS eine wichtige Rolle in Bezug auf die
Veranderungen der renalen Hamodynamik beim Diabetes mellitus spielt
[Kalinyak et al. 1993].

Christiansen et al. [1988] und Christlieb und Long [1972] zeigten in ihren
Arbeiten am Menschen mit Diabetes mellitus, bzw. am Tiermodell, dass die
Plasma-Renin und Angiotensin IlI-Levels im Normbereich oder unterhalb dieses
Bereichs lagen. Kikkawa beobachtete 1986 eine Senkung der Renin- und
Angiotensinplasmakonzentration vier Wochen nach Induktion des Diabetes
mellitus. Vallon et al. [1995] und Allen et al. [1997a] fanden eine verminderte
ATII-Konzentration im Gewebe der Niere, bzw. im Plasma. Nakayama et al.
[1998] konnten vier Wochen nach Induktion eines Diabetes mellitus eine
Hyporeninamie und einen Abfall des Plasma-Angiotensin II-Levels aufzeigen.
Grund fur dieses Phanomen konnte eine durch die erhohte
Blutglucosekonzentration hervorgerufene Volumenexpansion sein (siehe
Kapitel 4.1.2). Auch Wilkes [1987] und Ballermann et al. [1984] fanden nach
Induktion eines Diabetes mellitus eine verminderte Dichte an Angiotensin II-
Rezeptoren. Eine Woche nach Induktion zeigte sich in seinen Arbeiten jedoch
eine erhohte Angiotensinplasmakonzentration. Ballermann et al. [1984] konnten
die verminderte Plasma-Renin-Aktivitdt diabetischer Ratten durch Insulin
normalisieren.

In vorliegenden Arbeit wurde die Plasma-Renin-Aktivitat im Rahmen der
Clearanceversuche gemessen. Es konnte eine nicht signifikante Verminderung
der Werte bei den diabetischen Tieren der NS- und der LS-Gruppe gegenuber
den nicht-diabetischen Ratten aufgezeigt werden. Bei den DM-HS-Tieren kam
es zu einer Erhdhung der Renin-Werte. Deutlich konnte die physiologische
Aktivierung des RAAS bei den niedrigsalzernahrten Tieren, bzw. dessen
Hemmung bei den hochsalzernahrten Tieren dargestellt werden. Die Annahme
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einer gegenseitige Beeinflussung des dopaminergen Systems und des RAAS
als Grundlage fur die Adaptation der Nierenfunktion an gegebene Verhaltnisse
konnte durch die vorliegende Arbeit nicht bestatigt werden, da sich keine
Korrelation zum Dopamingehalt im Nierengewebe, bzw. der
Dopaminausscheidung im Urin und der Plasma-Renin-Aktivitat ergab.
Gegensatzliches fand Barnett et al. [1986]: Der Dopaminrezeptor wirke via D4-
like an den glomerularen Mesangiumzellen vasodilatierend, der ATII-Rezeptor
vasokonstringierend um die renalen Funktionen zu steuern. Ahnlich wie sich die
beiden Rezeptor-Typen antagonisierend in Bezug auf die renale Hamodynamik
verhalten, so verhalten sie sich auch bei der parakrinen Regulation des renalen
Salztransportes. Zeng et al. [2001] konnte gar durch immunhistochemische
Verfahren eine Interaktion von D4- und ATII-Rezeptoren aufzeigen.

Gestutzt wird die These der gegenseitigen Beeinflussung durch Arbeiten von
Ascio et al. [1998], welche bei Ds-knockout-Mausen eine deutlich erhohte
Plasma-Renin-Aktivitat im Vergleich zu Wildtypmausen zeigen konnten.
Aulerdem konnte die arterielle Hypertonie, welche bei den knockout-Mausen
auftrat, durch Gabe des AT4-Rezeptor-Antagonisten Losartan gemildert werden.
Diese These wurde auch die geringere Dopaminkonzentration im Urin der LS-
ernahrten Tiere im Vergleich zu den HS- und NS-Tieren erklaren, da das RAAS
infolge der niedrigen NaCl-Konzentration der Nahrung aktiviert wirde. Durch
jene Aktivierung, welche zentralnervds ein gesteigertes Durstgefuhl hervorruft,
kam es bei den LS-ernahrten diabetischen Tieren zu einem signifikant erhohten
Trinkvolumen gegenuber den NS- und HS-DM-Tieren. Als gesichert gilt auch
ein Zusammenhang zwischen Entgleisungen der renalen dopaminergen
Regulation der Aldosteron-Sekretion via D»-Rezeptor und bestimmten
Entstehungsformen des Hypertonus [Jose et al. 1999] im Zusammenhang mit
Salzbeladungen des Organismus. Spontan hypertensive Ratten (SHR)
schieden mehr Dopamin im Vergleich zu normotensiven Ratten aus [Hansell et
al., 1996].

Jose et al. [2003] beschrieb in seinen Studien, dass der natriuretische Effekt der
D1-Rezeptoren gesteigert ware, wenn die AT II-Produktion abfiele oder wenn

die AT l|I-Rezeptoren geblockt wirden. Die Expression von Di-Rezeptoren
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verminderten die ATi-Rezeptor-messenger-RNA in den proximalen
Tubuluszellen von normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten. Im Gegensatz dazu,
lield die Stimulation von AT{-Rezeptoren die Expression von D¢-Rezeptoren in
den renalen proximalen Tubuluszellen ansteigen. Letztere Aussage wirde die
Steigerung der Reninsekretion in der Arbeit von Kurtz et al. [1988] durch
Aktivierung des Dji-Rezeptors in juxtaglomerularen Rattennierenzellen
bestatigen. Eadington et al. [1993] jedoch postulierten, dass keine Korrelation
zwischen NaCl-Ausscheidung, Dopaminausscheidung und Angiotensin II-
Infusion bestehe, wobei in jener Arbeit durch AT ll-Infusion eine Reduktion der
Dopaminausscheidung im Urin und eine Antinatriurese aufzeigten werden
konnte.

Eine weiterere - in der Literatur bekannte und als Insulin-Resistenz titulierte -
Verknupfung zwischen RAAS-System und Diabetes mellitus zeigte sich bei den
Niedrigsalzernahrten diabetischen Tieren, welche innerhalb kurzester Zeit nach
Ernahrungsumstellung eine gegenuber den NS-, bzw. HS-Tieren signifikante
Hyperglycamie entwickelten. Als Erklarungsmechanismus kdnnte das durch die
Niedrigsalzernahrung aktivierte RAAS (erhohte ATIl-Konzentration im
Nierengewebe und Plasma diabetischer niedrigsalzernahrter Ratten [Vallon et
al., 1995]), eine verminderte Glucose-Oxidation [Nielsen et al., 2001] und
folgernd eine herabgesetzte Insulin-Sensitivitat [Petrie et al., 1998] geltend
gemacht werden. Feldmann und Schmidt [1999] konnten beispielsweise eine
durch Salzrestriktion signifikant reduzierte Insulin-vermittelte Vasodilatation
induzieren. Auch Allen et al. konnten in ihrer Arbeit von 1997[a] eine
Wiederherstellung der - durch den Diabetes mellitus verminderten ATII-
Plasmakonzentration - durch Salzrestriktion erreichen. Wahrend viele Studien
einen klaren Zusammenhang zwischen denen durch Angiotensin |l-stimulierten
intrazellularen Second-messengern und der Insulin-Sensitivitat zeigen konnten
[Melander et al., 2000], postulierten Prada et al. [2000] eine RAAS-unabhangige
Insulin-Sensitivitat bei LS-ernahrten Ratten. Sie fanden eine erhdhte GLUT4-
(Glucosetransporter, welcher Insulin-induziert ist) Expression bei HS-ernahrten
Ratten und im Gegensatz zu vorliegender Arbeit ein gesteigertes Tiergewicht

der LS-ernahrten Tiere. Auch Perry et al. [2003] fanden eine reduzierte Insulin-
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Sensitivitat durch Niedrigsalzernahrung beim Menschen, doch wurde der Effekt
von AT Il auf die Insulin-Funktion (Expression der Insulin-vermittelten Glucose-
Transporter oder einen Einfluss auf die Lipolyse) verneint. Nichtsdestotrotz
scheint aber eine erhdhte Salzzufuhr die Glucose-Toleranz und Insulin-
Sensitivitat zu verbessern [Ames, 2001].

Eine differierende These vertreten Donovan et al. [1993], welche nach HS-
Ernahrung nichtdiabetischer, normotensiver Probanden einen verminderten
Renin- und Aldosteron-Spiegel im Plasma aufzeigten und eine erhdhte Insulin-
Resistenz infolge HS-Erndhrung durch eine vermehrte Konzentration an
zirkulierenden freien Fettsauren erklarten. Auch Ogihara et al. [2001] stellte bei
HS-ernahrten SD-Ratten eine Hyperglycamie und Hyperinsulinamie - ausgelost
durch eine verminderte Insulin-abhangige Glycogen-Synthase-Aktivitat in der

Leber - fest.

4.5 Zusammenfassung

Ein entscheidender Faktor flr das Verstandnis zur Entstehung der diabetischen
Nephropathie ist das Zusammenspiel von morphologischen Veranderungen und
der modifizierten Pathophysiologie der Niere beim Diabetes mellitus. Eine
wichtige Rolle scheint dabei das dopaminerge System, die glomerulare
Hyperfiltration und mdgliche Veranderungen dieser Parameter in Bezug auf
unterschiedliche Salzkonzentrationen in der Nahrung zu spielen. Nachdem in
friheren Arbeiten die diabetische Hyperfiltration durch Dopamin D,-
Antagonisten reduziert werden konnte, ist eine Teilnahme von Dopamin an der
Regulation der Hyperfiltration wahrscheinlich. Zudem wird endogenes in der
Niere gebildetes Dopamin als diuretisches und natriuretisches Hormon
diskutiert, so dass sich in vorliegender Arbeit die Frage stellt, ob es zu einer
veranderten Ausscheidung bzw. Produktion von Dopamin in der Niere beim
Diabetes mellitus kommt, bzw. ob diese abhangig ist von einem modifizierten
Salzgehalt in der Nahrung. Zudem wurde durch Bestimmung der Plasma-
Reninaktivitat der Einfluss des RAAS untersucht.

Als geeignetes Modell zur Erforschung der pathophysiologischen Vorgange

beim Diabetes mellitus dient die Ratte. Durch die Injektion von Streptozotocin
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(STZ) und die daraus resultierende selektive Zerstorung der B-Zellen des
Pankreas wurde eine diabetische Stoffwechsellage bei den Tieren
hervorgerufen. Nicht-diabetische Tiere wurden als Kontrollen mitgeflhrt. Zudem
wurden die Tiere in Gruppen mit Normal-, Hoch- und Niedrigsalzernahrung
eingeteilt. Im  Stoffwechselkafigversuch wurden an wachen Tieren
verschiedenste Ausscheidungsparameter, wie Urinvolumen, Elekrolyte und in
einem futterfreien Intervall die Dopaminausscheidung im Urin bestimmt.

Bei den hochsalzernahrten Tieren bzw. niedrigsalzernahrten Tieren kam es
physiologischerweise zu einer Erhohung bzw. Erniedrigung der
Natriumausscheidung und des Urinvolumens. Die diabetischen Tiere zeigten im
Vergleich zu den Kontrolltieren eine signifikante Polydipsie, Polyurie,
Polyphagie und Glucosurie. Bei der Dopaminausscheidung im Urin im Rahmen
der Stoffwechselkafigversuche liel3 sich bei den Normalsalz- bzw. Hochsalz-
diabetischen Tieren eine Steigerung im Vergleich zu ihren nicht-diabetischen
Kontrollen feststellen. Bei den niedrigsalzernahrten Tieren wurde bei den
diabetischen Tieren und ihren Kontrollen eine signifikant geringere
Dopaminausscheidung gegenuber den normalsalzernahrten Tieren festgestellt.
Ab dem 16. Tag nach STZ-Injektion wurde an mit Thiopental narkotisierten
Tieren im Clearanceversuch die renale Hdmodynamik und die Plasma-Renin-
Aktivitat bestimmt. Am Ende der Experimente wurden die Nieren zur
Bestimmung des Dopamingehalts im Gewebe mittels HPLC entnommen.
Erwartungsgemal zeigte sich bei allen diabetischen Tieren unabhangig von der
Salzdiat eine glomerulare Hyperfiltration. Bezuglich des Dopamingehaltes in der
Gesamtniere konnten jedoch keinerlei signifikante Unterschiede, weder in
Abhangigkeit von der diabetischen Stoffwechsellage noch von der
unterschiedlichen Salzdiat nachgewiesen werden. Die Plasmareninaktivitat war
zwischen den diabetischen und nicht-diabetischen Tieren nicht unterschiedlich.
Deutlich konnte die physiologische Aktivierung bzw. Hemmung des RAAS bei
den hochsalz- bzw. niedrigsalzernahrten Tieren dargestellt werden.
Schlussfolgernd muss im Rahmen des vorliegenden Versuchsaufbaus davon
ausgegangen werden, dass das dopaminerge System (gemessen als renale

Dopaminausscheidung und Dopamingehalt der Gesamtniere) keinen Einfluss
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auf die Regulation der diabetischen Hyperfiltration hat. Zudem wurden keine
signifikanten ~ Auswirkungen der verschiedenen Salzdiaten auf den

Dopamingehalt im Nierengewebe gefunden.
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