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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Metabolische Syndrom

Der Lebensstil in den westlichen Industrienationen zeichnet sich durch die Kombination physischer
Inaktivitat mit hyperkalorischer Ernahrung aus. Die Folgen flr den Einzelnen wie fiir die Gesellschaft
bestehen in einer zunehmenden Pravalenz multipler Stoffwechselstérungen im Rahmen des
sogenannten Metabolischen Syndroms [1]. Dieses besteht nach WHO-Kriterien hauptsachlich aus
den Einzelkomponenten einer diabetischen Stoffwechsellage bzw. Insulinresistenz, arterieller
Hypertonie, Hyperlipidamie und abdomineller Adipositas [2]. Die genannte hyperkalorische

Erndhrung findet sich oftmals vergesellschaftet mit hoher didtetischer Salzbelastung.

1.2 Diabetes mellitus

Definition: Der Begriff Diabetes mellitus bzw. Zuckerkrankheit bezeichnet die haufigste endokrine
Stérung des Menschen und stellt eines der zentralen Merkmale des Metabolischen Syndroms dar.
Der Krankheitsbegriff wird fir verschiedene Formen der Glukosestoffwechselstérung
unterschiedlicher Atiologie und Symptomatik verwendet, als deren gemeinsames Kennzeichen ein

absoluter oder relativer Mangel an Insulin gilt.

1.2.1 Epidemiologie des Diabetes mellitus

Bei mindestens 171 Millionen Menschen weltweit liegt ein Diabetes mellitus vor, was etwa 5% der
adulten Bevolkerung der Erde entspricht [3]. Diese Anzahl wird sich nach Hochrechnungen der WHO
bis ins Jahr 2030 auf etwa 366 Millionen mindestens verdoppeln [4]. Weltweit sind Gber 3,2
Millionen Todesfalle pro Jahr kausal mit der Diagnose Diabetes mellitus verkniipft, was bedeutet,
dass einer von 20 Todesfallen auf das Vorliegen eines Diabetes mellitus zurlickzufiihren ist [5]. Das
Risiko eines im Jahr 2000 in den USA geborenen Individuums, im Laufe seines Lebens an Diabetes
mellitus zu erkranken, wurde mit 32,8% fur das méannliche und 38,5% fiir das weibliche Geschlecht
errechnet [6]. Der durchschnittliche Verlust an Lebensjahren wird von Narayan et al. flir einen zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung 40jihrigen Patienten mit 11,6 bzw. 14,3 Jahren (Méanner/Frauen)

angegeben [6].
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1.2.2 Klassifikation des Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus wird unterteilt in Typ 1 und Typ 2. Bei ersterem ist der (absolute) Mangel an
Insulin zurtckzuflihren auf eine meist autoimmun bedingte Zerstérung der pankreatischen B-Zellen
[7]. Haufig betroffen sind junge Menschen, die Assoziation mit anderen Autoimmunerkrankungen ist

moglich [8].

Beim Diabetes mellitus Typ 2 dagegen kommt es (meist infolge einer Adipositas) zu einem (relativen)
Insulinmangel. Glukose kann somit nicht in ausreichendem Male intrazelluldr aufgenommen werden
und verbleibt in der Zirkulation, was die Ausschiittung von immer héheren Insulinspiegeln triggert.
Diese Hyperinsulindmie erhoht das Hungergefiihl weiter und bedingt so eine gesteigerte
Nahrungsaufnahme und weitere adipose Entwicklung [3]. Hohe Insulinspiegel vermindern dabei die
Sensibilitdt und Dichte der Insulinrezeptoren (Down-Regulation), was zu einer verminderten
physiologischen Wirksamkeit von Insulin am Rezeptor fihrt [9]. Diese sog. Insulinresistenz der
Zielorgane fihrt reflektorisch zu einer weiteren Erhohung der Insulinkonzentrationen (Circulus
vitiosus). Im weiteren Verlauf kommt es (im Sinne einer Erschopfungssymptomatik der

pankreatischen B-Zellen) zum endokrinen Sekundarversagen, dem Einbruch der Insulinsekretion.

1.2.3 Komplikationen und Spatfolgen des Diabetes mellitus

Mehrere prospektive Studien untersuchten die Auswirkungen des Metabolischen Syndroms auf
Morbiditdt und Mortalitat im Hinblick auf die Entwicklung einer KHK (2fach-erhohtes Risiko fur
kardiovaskulare Erkrankungen) oder eines manifesten Diabetes mellitus Typ 2 (5fach-erhéhtes Risiko

bei Vorliegen eines Metabolischen Syndroms) [10-12].

Die diabetischen Spatfolgen und Komplikationen sind zu einem groRen Teil ursédchlich begriindet in
der unspezifischen Makroangiopathie und der spezifischen diabetischen Mikroangiopathie. Aus dem
makroangiopathischen Spektrum sind vor allem die Koronare Herzerkrankung mit nachfolgenden
Herzinfarkten, die arterielle Verschlusskrankheit der Zerebralarterien mit ischamischen Hirninfarkten
sowie die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) mit eventuell resultierendem diabetischen
Ulkus bis hin zur Gangran zu nennen [9]. Das Herzinfarkt-Risiko eines Patienten mit Diabetes mellitus
ohne vorangegangenes kardiovaskulares Ereignis bewegt sich in einem vergleichbaren Bereich wie
fir einen nicht-diabetischen Patienten nach stattgefundener myokardialer Ischamie [13].
Mikroangiopathisch bedingte diabetische Endorganschaden manifestieren sich vorwiegend an der

Niere als diabetische Glomerulopathie, am Herzen als Mikroangiopathie der intramuralen kleinen
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Koronararterien (small vessel disease), oder auch im Rahmen einer diabetischen Retinopathie oder

Neuropathie [9].

1.3 Die diabetische Nephropathie

Die diabetische Nephropathie gilt als Hauptursache fiir die terminale Niereninsuffizienz in Europa,
Japan und den Vereinigten Staaten [14, 15]. 40-50% der Patienten mit neu aufgetretenem terminalen
Nierenversagen und der Notwendigkeit einer Nierenersatz-Therapie sind Diabetiker, davon 95% Typ
2-Diabetiker [16]. Das kumulative Risiko, eine diabetische Nephropathie zu entwickeln, betragt bei
Typ 1- und Typ 2- Diabetikern etwa 20-30% [17] und ist zu einem hohen Grad genetisch determiniert
[18, 19]. Die Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz im Rahmen des Metabolischen
Syndroms ist weiter abhangig vom Geschlecht, der Dauer der Diabeteserkrankung und dem Vorliegen
anderer mikrovaskuldarer Komplikationen, insbesondere einer diabetischen Retinopathie [20]. Es
bestehen erhebliche Abhangigkeiten von der ethnischen Gruppierung [19, 21]. Das Auftreten renaler
Komplikationen einer diabetischen Erkrankung ist generell mit einer hohen Morbiditat verknipft
[22]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate ab dem Eintreten der terminalen Niereninsuffizienz bei einer
diabetischen Grunderkrankung betrdgt in Deutschland 6% und ist demnach vergleichbar mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit metastasierten gastrointestinalen Carcinomen [17].
Haufigkeit und Schwere der Nephropathie korrelieren mit der Dauer des vorliegenden Diabetes und
der Gite der Glukosespiegel-Kontrolle [16]. Eine normnahe Blutzuckereinstellung senkt signifikant
das Risiko fiir das Auftreten einer Mikroalbuminurie bei Typ 1- und bei Typ 2-Diabetikern
(Primarpravention) und zogert deren Progression hinaus (Sekundarpravention) [16]. Das Risiko —
insbesondere fir mikrovaskuldre Komplikationen wie eine diabetische Nephropathie — steigt im
HbAlc-Bereich von 5 bis 8,5% exponentiell an [17]. Die Lebenserwartung ist selbst im Stadium der

terminalen Niereninsuffizienz noch von einer strikten Blutzucker-Kontrolle abhdngig [23].

1.3.1 Histomorphologische Umbauprozesse

Als reprasentativstes histologisches Korrelat der diabetischen Nephropathie gilt die
Glomerulosklerose (Morbus Kimmelstiel-Wilson) [24]. Hierbei fuhrt die Ablagerung von
Glykoproteinen in Basalmembranen und mesangialen Zellen zu einer Stérung der glomeruldren
Filterfunktion mit konsekutiver Albuminurie und glomerulosklerotischen Umbauprozessen. Im
Verlauf einer diabetischen Nephropathie kommt es sowohl zu glomeruldrer wie auch zu genereller
renaler Hypertrophie [19, 25] und zur Verbreiterung der glomeruldren Basalmembran [26].

Glomeruldre Hypertrophie ist nach Bonventre und Force verbunden mit einem Anstieg der Gesamt-
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Protein-Synthese, gesteigerter Ablagerung extrazellularer Matrix und einer Re-Organisation des
Aktin-Zytoskeletts [25]. Oftmals kommt es im Rahmen des Metabolischen Syndroms zu weiteren
funktionellen EinbuRen der Nieren im Zuge hypoxischer Zustande durch arteriosklerotische Stenosen
der Nierenarterien oder (wenn auch oft subklinischen) Cholesterin-Embolien [17]. Die diabetischen
Nephropathien bei Diabetes mellitus Typ 1 oder Typ 2 sind histomorphologisch nicht zu

differenzieren [27].

1.3.2 Mikroalbuminurie als Friihsymptom

Als Friihsymptom einer diabetischen Nephropathie und Zeichen einer funktionellen Stérung der
glomeruléren Filtrationsbarriere gilt eine Mikroalbuminurie von 30-300 mg/24h oder 20-200 mg/| im
Spontanurin [25]. Aufgrund der hohen Schwankungsbreite bei Konzentrationsmessungen im
Spontanurin sind Mehrfachmessungen anzuraten. Aus diesem Grund sollte die Diagnose einer
Mikroalbuminurie nur erfolgen, falls zwei von drei Urinproben (an unterschiedlichen Tagen) positiv
ausfallen und primare Nierenerkrankungen ausgeschlossen werden konnen [25, 28]. Die
Mikroalbuminurie tritt bei ca. 20-40% der Patienten nach 10-15 Jahren Dauer einer diabetischen
Erkrankung auf und schreitet im Verlauf weiterer 5-10 Jahre in wiederum 20-40% der Falle zu einer

manifesten Makroalbuminurie fort [16].

Wahrend bei Typ 1-Diabetikern bei Vorliegen einer Mikroalbuminurie etwa 80% weitere Progredienz
in Hinblick auf eine Vollmanifestation der diabetischen Nephropathie zeigen, betrdgt die Rate der
betroffenen Patienten bei Typ 2-Diabetikern etwa 20-50% [29]. Allerdings ist bereits im Stadium der
Mikroalbuminurie das kardiovaskuldare Risiko deutlich erhéht [17]. Deswegen erscheint die
frihzeitige Detektion einer Mikroalbuminurie nicht nur im Hinblick auf die Entwicklung einer
diabetischen Nephropathie sondern auch in Bezug auf das damit verbundene massive
kardiovaskulare Risiko sinnvoll [17, 29, 30]. Sobald eine manifeste Makroalbuminurie vorliegt,
Ubersteigt das statistische Risiko des Patienten, an kardiovaskuldaren Komplikationen zu versterben

das Risiko, ein Nierenversagen zu entwickeln [31].

1.3.3 Die Rolle der Blutdruckkontrolle bei diabetischer Nephropathie

Unter normalen Bedingungen schitzt die Autoregulationsfihigkeit der Nieren diese vor den
Auswirkungen eines zu hohen systemischen Blutdrucks [32-36]. Diese Autoregulationsmechanismen
sind bei Vorliegen eines Diabetes mellitus gestort [16]. Die Entwicklung einer diabetischen
Nephropathie wird durch das gleichzeitige Vorliegen einer arteriellen Hypertonie erheblich verstarkt

und beschleunigt [37]. Zuchelli et al. konnten als erste im Jahr 1992 nachweisen, dass durch strikte
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Blutdruck-Kontrolle eine Verbesserung der  vorbestehenden chronischen renalen
Funktionseinschrankung erreicht werden kann, was im Widerspruch zu der damals gangigen
Meinung stand, dass ein erhdhter Perfusionsdruck erforderlich sei, um die Nierenfunktion langfristig

zu sichern [38].

Die Tatsache, dass eine friihzeitige antihypertensive Therapie im Rahmen des Metabolischen
Syndroms die Progression der diabetischen Nephropathie zur terminalen Niereninsuffizienz verzégert
und die Mortalitat reduziert, wurde unter anderem in der UKPDS (United Kingdom Diabetes Study
Group)-Studie nachgewiesen: die diabetes-korrelierte Mortalitdt konnte fiir diabetische Patienten
Uber das 9jahrige Follow-Up um 32% (p=0,019) durch strenge Blutdruck-Kontrolle mit Captopril oder
Atenolol gesenkt werden. Es kam dadurch zu einer 44%igen (p=0,013) Reduktion der Schlaganfall-

Inzidenz und einer 37%igen Reduktion (p=0,0092) mikrovaskular-diabetischer Endpunkte [23].

1.3.4 RAAS und die diabetische Nephropathie

Der chronischen Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) scheint groRe
Bedeutung in der Pathogenese der diabetischen Nephropathie zuzukommen [39]. So konnten Engeli
et al. zeigen, dass alle Einzelkomponenten des RAAS bei Patientinnen mit Adipositas erhéht sind [40].
Die Stimulation des RAAS fihrt durch zirkulierendes Angiotensin |l zu einer peripheren
Vasokonstriktion und vermittelt iber Gewebsangiotensin lokale Effekte [39]. Uber autokrine,
parakrine und endokrine Mechanismen nimmt das RAAS Einfluss auf die Nierenfunktion. So reguliert
das RAAS den renalen Blutfluss (RBF), die intraglomeruldare Himodynamik sowie die Permeabilitat fiir

Proteine [41].

Gerade die Frihphase der diabetischen Nephropathie ist durch die Aktivierung des RAAS und eine
Vasokonstriktion vor allem des Vas efferens des Glomerulums gekennzeichnet [16]. Dies fuhrt primér
zu einer Zunahme des glomeruldren Filtrationsdruckes, zur Hyperfiltration und zur glomerularen
Hypertonie. Im weiteren Verlauf kommt es zu permanent (berhohten Angiotensin II-
Konzentrationen, die auch am Vas afferens eine Vasokonstriktion bedingen [42]. Diese ,,Zustrom-
Verminderung” fihrt zur Reduktion des RBF sowie der GFR. Dies konnte man als
,Schutzmechanismus” des Glomerulums interpretieren, welches eine Schadigung durch die
permanente Perfusion mit hohen Blutdriicken verhindern soll. Durch die dadurch entstehende
glomeruldre Hypoperfusion bis hin zur Ischamie wird im Sinne eines circulus vitiosus das RAAS weiter

stimuliert.
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Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System vermittelt proliferative und profibrotische Effekte auf
verschiedene renale Zellarten [43]. Okada et al. konnten an mesangialen Zellkulturen typ-2-
diabetischer Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF)-Ratten eine erhdhte Proliferationsaktivitat
nach Angiotensin-ll-Exposition insbesondere in frihen Stadien diabetischer Nephropathie
nachweisen [44]. In spateren Stadien dominierte die erhdohte Synthese extrazellularer Matrix-
Proteine [44]. Auch in Zellkulturen proximaler Tubuluszellen von Ratten konnte ein proliferativer
Effekt von Angiotensin Il (vermittelt vor allem Uber AT1-Rezeptoren) nachgewiesen werden [45].
Wolf et al. demonstrierten die mitogene Aktivitdt von Angiotensin Il auf glomerulare Endothelzellen
[46] und Endothelzellen des aufsteigenden Teils der Henle’schen Schleife von Ratten in Zellkultur [47]
und zeigten eine erhdhte Typ-1-Kollagen-Synthese in kultivierten mesangialen Zellen von Mausen auf
[48]. Ray et al. wiesen auch an humanen fetalen mesangialen Zellen proliferative Effekte nach
Angiotensin ll-Exposition nach [49]. Eine Aldosteronexposition scheint Angiotensin-ll-vermittelte

proliferative Effekte auf vaskuladre glatte Muskelzellen in Zellkultur zu potenzieren [50, 51].

Eine Aktivierung des RAAS flhrt zu systemischer wie glomeruldrer Hypertonie und
dementsprechenden hamodynamisch vermittelten vaskuldren Schaden [52, 53]. Unabhangig davon
leisten profibrotische und proinflammatorische Effekte von Angiotensin Il und Aldosteron einen
Beitrag zu diesem pathophysiologischen Mechanismus [52]. Die Gesamtheit dieser proliferativen,
profibrotischen und proinflammatorischen Vorgange fiihrt schlielich zur Glomerulosklerose sowie

tubulointerstitiellen Fibrose [16].

Die positiven Effekte der RAAS-Blockade gelten als gut belegt fiir die Substanzgruppen von ACE-
Inhibitoren und Angiotensin-Rezeptor-Blockern. In experimentellen Studien konnte durch
Medikation mit ACE-Hemmern und AT1-Rezeptorblockern die mesangiale Matrixsynthese reduziert
und die Entwicklung einer renalen Fibrose gebremst werden [54]. Die erste klinische Studie, welche
auf breiter epidemiologischer Basis den renoprotektiven Effekt von Captopril bei Typ-1-diabetischer
Nephropathie nachwies, zeigte eine lGber 50%ige Reduktion des kombinierten Risikos fiir terminale
Niereninsuffizienz und Tod [55]. Auch an Typ 2-diabetischen Patienten zeigten Folgestudien eine
signifikante Reduktion der Albuminurie auf [56]. In mehreren Studien wie RENAAL [56], IDNT [57]
und IRMA [58] konnte durch den Einsatz von AT1-Antagonisten (Losartan und Irbesartan) die
Bedeutung der Blockade des Renin-Angiotensin-Systems bei Typ 2-Diabetikern im Hinblick auf die

Progression der diabetischen Nephropathie nachgewiesen werden.

Die hamodynamischen und metabolischen Prozesse im Rahmen einer RAAS-Aktivierung erklaren

einen Teil der renoprotektiven Effekte [15] von ACE-Inhibitoren und Angiotensin-Rezeptor-Blockern:
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diese senken den arteriellen Mitteldruck, relaxieren vor allem die efferenten Arteriolen und
reduzieren so den Filtrationsdruck [16]. Obwohl Angiotensin Il als primarer Trigger fir die
Aldosteron-Synthese gilt, zeigt sich eine ACE-Hemmung jedoch oft nicht als dauerhaft effektiv [59].
Vielmehr demonstrierten klinische Studien an Patienten mit Herzinsuffizienz, dass es nach 3-6
Monaten der Behandlung mit ACE-Inhibitoren zu einem sogenannten Aldosteron-Escape-Phianomen
kommt und die Aldosteronkonzentration wieder auf vergleichbar hohe Werte wie vor dem Beginn
der medikament6sen Therapie ansteigt [60] oder diese sogar Ubertrifft [61]. Ein Aldosteron-Escape-
Phanomen wird in etwa 40% der Typ 2-diabetischen Patienten in der Friihphase einer Nephropathie
trotz Behandlung mit ACE-Hemmern beobachtet [61, 62]. Mogliche Erklarungsansatze fur das
Aldosteron-Escape-Phanomen sind eine inkomplette RAAS-Blockade, alternative Angiotensin-II-

Synthesewege oder einen verminderten hepatischen Abbau von Aldosteron [59].

Bisher diente vor allem Angiotensin Il als Ansatzpunkt pharmakologischer Interventionen bei
diabetischer Nephropathie, eine medikamentdse Aldosteronrezeptorblockade gilt aufgrund der
Gefahr einer Kalium-Akkumulation in dieser Indikation als kontraindiziert. Die Kombination eines
Aldosteronrezeptorblockers mit einem ACE-Hemmer oder Angiotensin-ll-Hemmer hat sich jedoch bei
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz [63] und nach akutem Myokardinfarkt [64] als hilfreich
erwiesen, was moglicherweise - neben dem Effekt der Salz- und FlUssigkeitsretention und
dementsprechend vermehrtem Pre- und Afterload - auch auf die Blockade der profibrotischen

Wirkung von Aldosteron zurtickzufiihren ist [63].

Bei Diabetes mellitus liegen neben der gut belegten Wirkung von Angiotensin-Rezeptor-Blockern und
ACE-Inhibitoren nur wenige Untersuchungen von Aldosteron-Antagonisten vor, wenngleich erste
Studien auf renoprotektive Effekte dieser Substanzklasse hinweisen [61, 62, 65, 66]. Nach Sato et al.
reduziert eine Medikation mit dem kompetitiven Aldosteronrezeptor-Blocker Spironolacton bei
Patienten mit Aldosteron-Escape die renale Albuminexkretion und auch die linksventrikuldare Masse
ohne Abhangigkeit von Blutdruckverdanderungen [62]. Epstein et al. konnten im Jahr 2002 in einer
doppelblind gefiihrten Studie an hypertensiven Patienten mit Mikroalbuminurie in der Eplerenon-
behandelten Gruppe eine 62%ige Reduktion der Albuminausscheidung wahrend einem 6monatigen
Beobachtungszeitraum nachweisen. Eine Medikation mit Enalapril reduzierte die Albuminexkretion
um 45%, die Kombination beider Medikamente um 74%. Diese signifikante Reduktion der Proteinurie
in der Eplerenon-Gruppe bestand unabhangig vom blutdrucksenkenden Effekt [67]. In einer weiteren
klinischen Studie reduzierte eine Co-Medikation mit niedrigdosiertem Eplerenon zusatzlich zur
antihypertensiven Medikation mit Enalapril signifikant das AusmaR der Albuminurie ohne signifikante

Erh6hung der Kaliumkonzentration [66].
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Die mineralokortikoide Wirkung von Aldosteron erdffnet im Hinblick auf die Salzsensitivitat des
Blutdrucks neue Diskussionsfelder. Nach einer finnischen Studie mit siebenjahrigem prospektiven
Follow-Up-Design war eine um 100 mmol (entspricht etwa 5,8 g NaCl) erhohte téagliche
Kochsalzaufnahme mit einer Zunahme von kardiovaskuldren Ereignissen um 51 Prozent und mit einer
Steigerung der Gesamt-Mortalitat um 26 Prozent assoziiert. Die Bestimmung der Natriumaufnahme
erfolgte an den insgesamt 2436 Probanden durch Bestimmung der renalen Natrium-Exkretion [68].
Eine kirzlich veroffentlichte Meta-Analyse mit Uber 177 000 Teilnehmern und Studiendauern
zwischen fUnf und neunzehn Jahren [69] unterstiitzt die Ergebnisse der zitierten Studie von
Tuomilehto et al. (2001). Hohe Kochsalzaufnahme fiihrt unabhangig vom Blutdruck zu einer
Erhéhung der Schlaganfall-Mortalitat [70, 71], zur Zunahme der linksventrikuldaren Muskelmasse [72,
73], zur Verminderung der arteriellen Compliance [74], erhhter Mikroalbuminurie [75] und zu einer
Zunahme der glomeruladren Filtrationsrate gefolgt von sich spater entwickelnder Glomerulosklerose
[76]. Eine erhohte diadtetische Salzbelastung stellt demnach einen vom Blutdruck unabhédngigen
kardiovaskuldaren Risikofaktor dar. Daten der niederlandischen PREVEND-Studie deuten weiter darauf
hin, dass die Natriumausscheidung vor allem bei Individuen mit erhéhtem Body Mass Index mit

hoheren Ausscheidungsraten von Albumin vergesellschaftet ist [77].

Angesichts der direkt profibrotischen Wirkung von Aldosteron [52-54, 59, 78], des Aldosterone-
Escape-Phianomens [60] und der Salzsensitivitdats-Hypothese des Blutdrucks stellt sich die Frage, ob
eine selektive Aldosteronrezeptor-Blockade weitere Vorteile im Vergleich mit den Substanzklassen
der ACE-Hemmer und AT1-Blocker bietet und eventuell auch in der Kombination mit diesen indiziert
sein konnte. Eine Erweiterung der Indikationsstellung im Hinblick auf die diabetische Nephropathie
ist vor dem Hintergrund moglicher pathophysiologischer Analogien zur chronischen Herzinsuffizienz
zu priufen [79]. Aldosteron zeigt im Tiermodell vor allem in Verbindung mit einer diadtetischen
Salzbelastung profibrotische Wirkung [80], daher erscheint eine experimentelle Aldosteronblockade

unter verschiedenen Salzdidten von besonderem Interesse.

1.4 Experimenteller Diabetes mellitus Typ 2

Nur wenige Studien haben sich bis dato auf experimentelle Modelle des Diabetes mellitus Typ 2
konzentriert. Meist beziehen sich vorliegenden experimentellen Daten auf die Otsuka Long-Evans
Tokushima Fatty Rat (OLETF-Ratte) [81]. Die der vorliegenden Arbeit zugrunde gelegten
Versuchsreihen wurden mit Zucker-diabetic-fatty-(ZDF)-Ratten durchgefiihrt. Die ZDF-Ratte ist ein
Modell des humanen Diabetes mellitus Typ Il und verfligt wie dieser Uber die beiden

pathophysiologischen Komponenten der peripheren Insulinresistenz und der nur partiellen




Einleitung

Kompensationsmoglichkeit der pankreatischen B-Zellen [82]. Dieses Tiermodell zeigt im Vergleich mit
der OLETF-Ratte eine friihere Manifestation des Diabetes nach bereits neun bis zwdlf Lebenswochen.
Dies geht regelhaft einher mit Hyperphagie, Adipositas, Hyperinsulinamie und Hyperlipidamie, womit
zentrale Charakteristika des Metabolischen Syndroms als erfillt gelten [11]. ZDF-Ratten entwickeln
diabetische Nierenschiaden, welche vergleichbar sind mit den Veranderungen im Rahmen der

humanen diabetischen Nephropathie [83-85].

Bei der ZDF-Ratte gibt es Hinweise auf eine Salzsensitivitat des Blutdrucks, diabetische Tiere unter
Salz-Diat zeigen einen ausgepragteren Blutdruckanstieg als die entsprechende Kontrollgruppe [86,
87]. Dies stellt eine entscheidende Parallele zur klinischen arteriellen Hypertonie bei Diabetes-
Patienten dar: wie von Feldstein dargestellt, zeigt wohl der Grof3teil der Typ 2-Diabetiker einen
salzabhangigen Blutdruck [88]. Experimentelle Daten weisen auch bei Stroke-Prone-Hypertensiven-
Ratten (SHRSP) auf eine moglicherweise ursachliche Rolle von Aldosteron fiir die Salzsensitivitat des

Blutdrucks hin [78].

Der Abfall der Insulin-Konzentrationen im Serum erkldrt sich aus einer nachlassenden
Ansprechbarkeit der B-Zellen des Pankreas auf den Stimulus des Glukoseangebots und/oder Gber
eine ,,Erschopfungssymptomatik” der Langerhans-Inseln [89]. Die Schadigung der pankreatischen -
Zellen erfolgt nach Shimabukuro et al. durch den lipotoxischen Effekt der Akkumulation von
Triglyzeriden im Pankreas [90, 91]. Diese Hypothese wurde von Etgen und Oldham erhartet, indem
sie eine negative Korrelation zwischen Triglyzerid-Konzentration und Insulinspiegel aufzeigen
konnten [92]. ZDF-Tiere verfligen Uber eine nur geringe funktionelle Reservekapazitit der
pankreatischen B-Zellen. Demnach kommt es friihzeitig zur Manifestation eines Diabetes mellitus Typ
Il. Der Versuch, liber eine gewisse Zeit eine kompensatorisch erhéhte Insulinproduktion der B-Zellen
des Pankreas aufrechtzuerhalten und so der Insulinresistenz durch eine Hyperinsulinamie zu
begegnen, fiihrt zu einem erhéhten Umbau von Glukose zu Korperfett und manifestiert sich in einem
adipdsen Phdnotyp [93]. Nephropathien und Neuropathien als Spatkomplikationen des Diabetes

mellitus bewirken nach Clark et al. meist den Tod der Tiere nach etwa einem Jahr [94].

Die diabetische Diathese der ZDF-Ratten lasst sich auf den Defekt des fa-Gens zurickfiihren, welches
in ZDF-Ratten flr ein verdndertes Leptin-Rezeptor-Protein (OB-R) kodiert. Die entsprechende A-to-C-
Mutation bei Nukleotid 880 des OB-R-Gens bewirkt den Austausch von Glu zu Pro an Stelle 269 des
Proteins und ist an einer Stelle lokalisiert, die einen gemeinsamen Code der Leptinrezeptor-

Unterarten OB-Ra bis OB-Re enthalt [95].
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Leptin liegt bei Ratten als 16kDa-Protein vor, welches hauptsachlich, aber nicht ausschlieRlich [96] in
Fettzellen synthetisiert wird [97]. Es vermittelt an den Hypothalamus Informationen (ber die
Verfligbarkeit von Fettspeichern [98] und reguliert bei Nagetieren und auch dem Menschen das
Appetitgefiihl [99]. Hohe Plasma-Konzentrationen von Leptin im Zusammenhang mit einer zelluldren
Leptinresistenz sind hochsignifikant vergesellschaftet mit dem Auftreten von Adipositas sowohl bei

Nagetieren wie auch bei Menschen [100].

Die oben beschriebene genetische Mutation der ZDF-Ratten verhindert die physiologische
Interaktion von Leptin am Rezeptor. Sie wird nach den Mendel‘schen Gesetzen autosomal rezessiv
vererbt [101] und manifestiert sich ausschlieflich an homozygoten mannlichen ZDF-Ratten.
Weibliche Nachkommen entwickeln trotz Fettleibigkeit und Hyperinsulindmie keine diabetische
Stoffwechsellage [102]. Als Kontrolltiere dienten in der vorliegenden Studie mannliche heterozygote

ZDL-Ratten (,lean”), welche keine Fettleibigkeit und keine Hyperglykdmie ausbilden.

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll auf der Basis tierexperimenteller Bedingungen an Typ 2-diabetischen
ZDF-Ratten geklart werden, welche histomorphologischen und funktionellen Veranderungen im
Laufe der Manifestation einer diabetischen Nephropathie auftreten und inwiefern diese durch
Aldosteron vermittelt werden, bzw. durch eine medikamentdse Aldosteronblockade zu

antagonisieren sind.

Im Hinblick auf die Salzsensitivitats-Hypothese des Blutdrucks [86, 87] soll differenziert werden,
inwiefern eine Hoch- oder Normalsalzdiat Einfluss auf die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie
bei ZDF-Ratten nimmt und ob eine erhohte diatetische Salzbelastung Effekte auf funktionelle
Parameter der Nierenfunktion sowie strukturelle renale Endorganschaden [75, 76] vermittelt. Wie
unter Gliederungspunkt 1.3.4 dargelegt scheint eine hohe didtetische Salzbelastung beim Menschen

einen vom Blutdruck unabhangigen kardiovaskuldren Risikofaktor darzustellen [103].

Hypothesen

Vorliegender Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass die renalen Endorganschaden im Rahmen der
diabetischen Nephropathie am Tiermodell zumindest teilweise durch direkte profibrotische und
proliferative Effekte von Aldosteron vermittelt werden und eine medikamentdse Aldosteronblockade
- in Abhangigkeit von der didtetischen Salzbelastung — renoprotektive Wirkung vermittelt. Diese

Effekte gehen Uber die rein blutdrucksenkende Wirkung der Aldosteronblockade hinaus. Es ist
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denkbar, dass die Salzsensitivitdt des Blutdrucks bei ZDF-Ratten (dhnlich wie bei SHRSP-Ratten)

zumindest zum Teil auf die Wirkung von Aldosteron zuriickzufihren ist [78].

Versuchsaufbau

Als Aldosteron-Rezeptor-Antagonist wurde im vorliegenden Versuch Eplerenon verwendet. Lange
Zeit galt Spironolacton als klinisch gebrauchlichster Aldosteroninhibitor, zeigte jedoch massive pro-
gestagene und anti-androgene Nebenwirkungen [104], welche bei etwa 7% der Patienten klinisch
relevant in Erscheinung traten [59]. Eplerenon wurde als Epoxy-Derivat von Spironolacton zwischen
1994 und 2002 entwickelt und bindet ebenso wie Spironolacton kompetitiv an den intrazelluldren
Mineralo-Rezeptor (MR) des distalen Tubulus [105]. Das verbesserte Nebenwirkungsspektrum ist vor
allem auf die 100- bis 1000fach niedrigere Bindungsaffinitdit an Progesteron- und Androgen-
Rezeptoren zurlickzufiihren [59], was die sonst gangigen Nebenwirkungen wie Amenorrhoe bei der
Frau oder Potenzstorungen und Gyndkomastie beim Mann auf Placebo-Inzidenzraten senkt [106].

Als Medikation der Kontrollgruppe diente Hydralazin. Dieses wirkt als peripherer Vasodilatator [107,
108] uber eine Beeinflussung des zelluldren Ca**-Stoffwechsels in den glatten Muskelzellen
antihypertensiv [109]. Die Hydralazin-Kontrollgruppe sollte sicherstellen, dass mogliche Eplerenon-

vermittelte Effekte nicht lediglich auf dessen blutdrucksenkender Wirkung beruhten.

Im vorliegenden Versuch wurde die beschriebene medikamentdse Intervention weiter differenziert

durch die Aufteilung in Interventions- und Kontrollgruppen mit Normal- vs. Hochsalzdiat.
Parameter fiir Nierenschiaden

Uber den gesamten Versuchsverlauf erfolgte eine engmaschige Messung biometrischer Daten wie
Blutdruck, Blutzucker und Korpergewicht. Funktionelle Parameter der Nierenfunktion wie etwa
Kreatininkonzentrationen in Serum und Urin, Kreatinin-Clearance, Albuminurie und
Elektrolytkonzentrationen im Serum wurden Uber den Beobachtungszeitraum hinweg verfolgt.
Strukturelle Verdanderungen der Niere wurden mit PCR-gestltzten Assays (a-sma, Nephrin) sowie
verschiedenen histologischen und immunhistochemischen (u.a. PCNA, Desmin, PAS) Ansitzen

objektiviert.
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2 Material und Methoden

2.1 Lieferung, Haltung, Fiitterung

Die Bereitstellung der Tiere erfolgte durch die Firma Charles River Laboratories Inc., Wilmington,
USA. Zur Verwendung kamen insgesamt 45 mannliche ZDF-Ratten und 18 mannliche ZDL-Tiere,
welche durchschnittlich in der 8. Lebenswoche geliefert wurden. Alle Tiere wurden bis zur 14.
Lebenswoche auf die Manifestation einer diabetischen Stoffwechsellage untersucht, erst bei
Bestatigung dieser Voraussetzung erfolgte die randomisierte Gruppenzuteilung und die jeweilige

Intervention (vgl. Gliederungspunkt 2.2).

Die Haltung der Tiere erfolgte in normierten Makrolon®-Einzelkafigen Typ IV mit Hochdeckeln auf
Standardeinstreu. Die Temperatur in den Tierstallen betrug 20-22 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von
50-55% und die Versuchstiere unterlagen einem Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden. Zur
Fltterung und Wasserkontrolle wurden die Tiere taglich visitiert. Im vierwochentlichen Rhythmus
kam es zu einer drei Tage dauernden Haltung in metabolischen Kafigen. Die hohe Disposition zur
Entwicklung einer diabetischen Stoffwechsellage der ZDF-Ratten wurde nach Empfehlung von

Charles River Laboratories durch eine Diat mit bestrahltem Purina 5008-Futter unterstitzt.

Die vorliegender Studie zugrundeliegenden Tierversuche wurden im Einklang mit § 8 des Deutschen
Tierschutzgesetzes vom 25. Mai 1998 durchgefiihrt und unter dem Aktenzeichen 621-2531.1-2/05

von der Regierung der Oberpfalz bewilligt.

2.2 Gruppeneinteilung und Versuchsplanung

Der vorliegende Versuch umfasste insgesamt sieben Untergruppen. Zur Untersuchung der
Salzsensitivitdt des Blutdrucks bei der ZDF-Ratte erfolgte eine Differenzierung in Normal- und
Hochsalzdiat-Gruppen, mogliche renoprotektive Effekte der medikamentésen Aldosteronblockade
mit Eplerenon sollten Gber den Vergleich mit der Hydralazin-Kontrollgruppe festgestellt werden (vgl.
Gliederungspunkt 1.5). Tabelle 1 gibt Auskunft Gber die genaue Zusammensetzung der Untergruppen
des Versuchs, die verabreichten Medikamente, die unterschiedlichen Didten und die in der

vorliegenden Arbeit verwendeten Kurzbezeichnungen.
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Tabelle 1: Ubersicht Gruppenaufteilung im vorliegenden Versuch
Subgruppen Genotyp Medikation Diat
Bezeichnung Abkirzung | Abklrzung | fa/- | fa/fa | Eplerenon | Hydralazin | Normaldiat | Hochsalzdiat
in Graphen * *x
1]1zDL ZDL L ° °
2] ZDL + Salz ZDL-S L+S ° °
3| ZDF ZDF F ° °
4| ZDF + Salz ZDF-S F+S ° °
5] ZDF + Eple ZDF-E F+E ° ° °
6] ZDF + Eple + Salz | ZDF-E-S F+E+S ° ° °
7] ZDF + Hydra + Salz | ZDF-H-S F+H+S ° . °
* Normaldiat bedeutet eine Standarddiat mit Purina 5008 ohne weiteren Salz- Zusatz.
*x Hochsalzdidt bezeichnet eine Fiitterung mit Standarddidt mit Purina 5008 und eine erhdhte Salzzufuhr

mit im Schnitt 5,5 % NaCl Beimischung Gber den Zeitraum der Versuchsdauer

Die Medikamentengabe wie auch die Differenzierung in Hoch- und Niedrigsalzdidtgruppen erfolgte
ab der 15. Lebenswoche der Versuchstiere nach voller Auspragung der diabetischen Stoffwechsellage
(vgl. Gliederungspunkt 1.5). Die Medikamentenverabreichung und Salzexposition wurde {ber
Futterbeimischung realisiert. Die verabreichte Dosis Eplerenon betrug 100 mg pro kg Kérpergewicht.
Die Hydralazin-Dosis wurde bedarfsgemaR adaptiert, Ziel war eine dhnlich starke Blutdrucksenkung
wie in der Eplerenon-Gruppe. Sie betrug von der 15. bis zur 21. Lebenswoche 12,5 mg pro kg
Korpergewicht und wurde ab der 22. Lebenswoche auf 25 mg/kg KG gesteigert. Die Normalsalzdiat
beinhaltete 0, 28% NaCl, bei der Hochsalzdiat wurden im Schnitt Gber die Versuchsdauer 5, 5 % NacCl

dem Futter beigemischt.
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2.3 Physiologische Messungen wahrend des Versuchs

Biometrische Daten wie Blutdruck, Blutzuckerkonzentration und Koérpergewicht wurden (iber den
gesamten Beobachtungszeitraum wochentlich erhoben. Nachstehende Tabelle 2 veranschaulicht die

zeitliche Abfolge der Messungen wahrend der tierexperimentellen Phase des Studienverlaufs.

Tabelle 2: Ubersicht der Biometrischen Datenerhebung iiber den Studienverlauf

Lebenswoche e 10 |11 (12 (13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 | 25
Blutdruckmessung ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° °
Blutzuckermessung ° ° ° ° ° ° [} [} ° ° ° ° ° ° ° ° °
Korpergewicht ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° ° °
Metabolischer Kafig . . . °
Laufband °

Vorphase Versuchszeitraum (Medikamenten- und Diatdifferenzierung)

2.3.1 Blutdruck und Herzfrequenz

Die Blutdruck- und Pulsmessung wurde an den Ratten nach der Tail-Cuff-Methode durchgefiihrt und
immer zur gleichen Tageszeit gemessen [110]. Die Messungen erfolgten mit dem Gerét ,,BP Recorder
8005“ der Firma Rhema, Medizinische Forschung, Hofheim. Die Tiere wurden hierfir in
groRenadaptierbare ,Restrainer” gesetzt. Vor Beginn der dokumentierten Messungen wurden die
Ratten mehrfach der Mess-Situation in den Restrainern ausgesetzt, um durch Gewdhnungseffekte
die Einflisse von Stressoren wie raumlicher Enge und Warme zu minimieren. Um die periphere
Durchblutung zu optimieren wurden die Blutdruckmessungen generell unter einer Infrarot-Lampe
(Fa. Artas, Arnstadt) durchgefiihrt. Den Tieren wurde eine Staumanschette (Firma Rhema, Hofheim,
Durchmesser 9,5 mm) um die Schwanzwurzel gelegt und ein piezoelektrischer Sensor (Firma Rhema,
Hofheim) distal davon appliziert. Beim Aufpumpen der Blutdruckmanschette wurde das Druckniveau
registriert, in welchem der Sensor keine Pulsationen mehr registrierte, also der Manschettendruck
Uber dem systolischen Blutdruck der Schwanzarterie auf Herzhéhe lag [110]. Die in Punkt 3.1.4

geschilderten Ergebnisse kamen als Mittelwerte von 3 bis 5 Einzelmessungen pro Tier zustande.
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2.3.2 Blutzuckermessung

Als lokal-anasthetische MaRnahme vor der Venenpunktion erfolgte die topische Applikation von
Emla’ -Creme 5% '. Nach der vom Hersteller empfohlenen Einwirkzeit der Creme von 5-10 min.
wurde mit einem Hautantiseptikum? die Einstichstelle desinfiziert, mit einem Tupfer® abgewischt und
die laterale Vene am Schwanz mit einer Kanile® punktiert. Bei schwierigen anatomischen
Verhéltnissen wurde nach Fallon iber 1-2 min der Schwanz mit etwas warmen Wasser (etwa 45° C)
vor der Punktion erwdrmt [111], in den meisten Fallen reichte eine leichte Kompression der Vene mit
dem Finger (nach Barrow [112]) oder auch mit einem kleinen Stau-Schlauch (nach
Waynforth/Flecknell [113]) aus, um gute Punktionsbedingungen zu schaffen. Ein Tropfen des
vendsen Blutes wurde mit einem Glukoseoxidoreduktase-Teststreifen des Gerats Accu-Chek’ (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) aufgenommen und das Ergebnis als Mittelwert zweier Messungen

dokumentiert.

2.3.3 Korpergewicht

Wodchentlich erfolgte im Rahmen der Blutdruck- und Blutzuckerbestimmungen eine Messung des
Koérpergewichts jeder Ratte mit einer Prazisionswaage der Firma Sartorius, Gottingen, welche Uber
eine spezielle Tier-Waagen-Funktion verfigt und so in der Lage ist, bewegungsbedingte

Schwankungen auszugleichen.

2.3.4 Messung der Tibia-Ldnge

Aufgrund der adipdsen Konstitution der ZDF-Ratten hat sich zum GroRenvergleich der einzelnen
Untergruppen die Messung der Tibia-oder Femur-Lange der schlichten Messung des Kérpergewichts
Uberlegen gezeigt [114]. Die Messung erfolgte mittels eines millimeterskalierten Lineals an der

freipraparierten Tibia bei Versuchsende in der 25. Lebenswoche.

! AstraZeneca GmbH, Wedel.
2 Kodan -Tinktur Forte Farblos, Fa. Schiilke & Mayr, Norderstedt
3 pur-zellin® Zellstofftupfer, Hartmann AG, Heidenheim

4 0,8mm/38mm 21-G-Kaniile, Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht-Rommelsdorf
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2.3.5 Metabolische Daten

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich wird, wurden die Tiere im vierwochigen Rhythmus einzeln fiir jeweils
drei Tage in Metabolischen Kafigen® gehalten. Dies erméglichte die individuelle Messung der tiber 24
Stunden aufgenommenen Trinkmenge und konsumierten Futtermenge, des Urinvolumens, der
Durchfiihrung eines Uro-Stix-Teststreifens® und der Asservierung einer Urinprobe fiir die Bestimmung
der Kreatinin-Konzentration sowie der Elektrolyte (vgl. Gliederungspunkt 2.7). Die Urinproben
wurden in einem handelsiiblichen Laborgefrierschrank bei -4° C einstweilen gelagert und die Proben

en bloc bestimmt.

Dem Beginn der Messungen in den Stoffwechselkafigen ging eine 48-stiindige Eingewdhnungsphase

voraus, damit sich die Tiere auf die veranderten Haltungsbedingungen einstellen konnten (vgl. [115]).

2.3.6 Ergometrische Belastungstestung

Wie Tabelle 2 verdeutlicht, wurde in der 23. Lebenswoche bei jedem Tier eine ergometrische
Belastungstestung zur Einschatzung der kardiovaskuldren Leistungsfahigkeit vorgenommen. Dies
geschah auf einem Laufband (Eigenbau) mit einem adaptierbaren Steigungswinkel von 6° nach einem

in Tabelle 3 ndher beschriebenem Belastungs-Modell.

Tabelle 3: Stufen-Belastungsmodell Laufband
Stufe Laufbandgeschwindigkeit
Stufe | 10 m/min
Stufe Il 15 m/min
Stufe Il 20 m/min
Stufe IV 25 m/min
Stufe V 30 m/min

Nach einer jeweils flinfminttigen Belastung auf Stufe | usw. wurde die Belastung schrittweise erhoht
und die maximale Laufzeit bis zum Abbruch mittels Stoppuhr im Zusammenhang mit der erreichten

maximalen Belastungsstufe dokumentiert. Abbruchkriterium war, wenn ein Tier zweimalig langer als

> Fa. Tecniplast, Buguggiate, Italien

6 Combur-lO-Test®, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim




Material und Methoden

5 Sekunden auf der das Laufband nach hinten begrenzenden, unter Spannung befindlichen Plattform

sitzenblieb.

2.3.7 Versuchsende

Nach Dekapitation erfolgte primar die Sicherung von Blut fiir die Gewinnung von Serum und EDTA-
Plasma’. Die Asservate wurden nach der empfohlenen Wartezeit von einer halben Stunde in einer
geeigneten Zentrifuge® bei 4000 Umdrehungen/min fiir 20 Minuten zentrifugiert, danach vorsichtig
abpipettiert und aliquotiert. Im weiteren Verlauf erfolgte so zligig wie moglich die Organentnahme.
Eine Niere wurde fiur Kryopraparate, zur RNA- und zur Protein-Extraktion in flissigem Stickstoff bei
-80° Celsius asserviert und die andere Niere fir die Herstellung von Paraffinpraparaten in 4%iger
Formaldehyd-L6sung’ aufbewahrt. Es schloss sich die beidseitige Entnahme der Nebennieren fiir die
RNA-Extraktion an. Die Tibia wurde freiprapariert und ihre Lidnge mit einer Millimeter-Skala
bestimmt. Die Normierung auf die Tibia-Ldnge ist bei metabolischen Tiermodellen (welche
einhergehen mit einer hohen Standardabweichung der Einzelgewichte) der Bestimmung der

relativen Organgewichte in Bezug auf das Korpergewicht vorzuziehen [114].

Nach 24-48stiindiger Fixierung in 4%iger Formalin-Lésung wurde in Kooperation mit dem Institut fir
Pathologie der Universitat Regensburg die entsprechende Nierenhilfte nach laboriiblichem Protokoll

vom Verfasser mit dem Gerit Histocentre-2™ *°

in Paraffinblocke eingebettet. Nach ausreichender
Kiihlung' wurden die Blécke mit einem Schlitten-Mikrotom®® in S5um Schichtdicke geschnitten, in
einem Wasserbad® gestreckt und auf beschichtete Objekttrager'® aufgezogen. Nach 48stiindiger

Trocknungsphase wurden die Paraffinschnitte in Praparatekasten® archiviert.

”in Monovetten’ der Firma Sarstedt, Niurnbrecht

& Heraeus Sepatech, Kendro Laboratory Products, Berlin

° Formalin-Lésung 4%, neutral phosphatgepuffert, nach Lillie 1954
% Thermo Shandon Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA
n CP60, Fa. Microm, Walldorf

12 HMA400R, Fa. Microm, Walldorf

13 GFL-1052, Fa. Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel
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2.4 Histologie

2.4.1 Ubersichtsfirbung mit Himalaun-Eosin

Die Schnitte wurden zunichst zweimal fir je 5 min in einem Xylol-Bad®® entparaffiniert und
anschlielend in absteigender Alkoholreihe fiir je 2 min in 100%, 96% und 70%iger Ethanol-
Verdiinnung'’ hydriert. Nach kurzem Spiilen in a.d. folgte die Kern-Farbung mit azidophilem
Hamalaun®® fiir 5 min und anschlieRendem Bliduen unter flieBendem Leitungswasser (5 min). Die
Gegenfarbung wurde 10 Sekunden mit basophilem 0,5%ig wassrig gelstem Eosin G* durchgefiihrt,
welches mit einem Tropfen Essigsaure™ versetzt worden war. Nach Spiilen in a.d. wurde in 70%igem
Ethanol differenziert und in einer aufsteigenden Alkoholreihe fir je 2 min in 96% und 100%igem
Ethanol dehydriert. Nach zweimal 5 min im Xylol-Bad folgte das Eindecken mit Marienfeld 100

Deckglasern®! und dem xylolhaltigen Biomount™ Eindeckmedium?®.

Die Auswertung der H.E.-Schnitte erfolgte mit einem Mikroskop der Marke Leica, Bensheim,
Germany, Typ DM RBE mit einer 400fachen Vergroflerung. Die jeweiligen in die Auswertung
aufgenommen Glomerula wurden mit einer Kamera model 2.2.1 der Marke Visitron Diagnostic
Systems GmbH, Puchheim, Germany, digitalisiert und mit der Software MetaVue, Version 6.3.r3,

Molecular Devices GmbH, Miinchen-Ismaning, Germany, ausgewertet.

14 Superfrost®PIus (L75 x B 25 mm, Starke 1mm, H867.1, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
1 Beyersdorfer GmbH, Mandelbachtal
'8 carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
7 Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland
18
Merck, Darmstadt
19
Merck, Darmstadt
20
Merck, Darmstadt
29450 mm, Fa. Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen

2 gp Supplies Inc., West Chester, Pennsylvania, USA
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2.4.2 Glomerulosklerose-Farbung mit PAS nach Hotchkiss und McManus

PAS (Periodic acid Schiff)-positiv verhalten sich Glykogen, neutrale Mukopolysaccharide, Hyalin,
Kolloid der Glandula thyroidea etc. Der Hintergrund, eine PAS-Farbung zum Nachweis des
glomeruldren Fibrosegrades zu verwenden, besteht darin, dass PAS-positive Glykoproteine neben
Basalmembranen auch an Kollagenfibrillen angelagert sind. Die Farbung erfolgte nach

nachstehendem Protokoll.

1. 10 min Xylol-Bad

2. absteigende Alkoholreihe bis a.d. (100-96-70% je 2 min) zur Rehydrierung

3. 10 min 0,75%ige wassrige Perjodsaure® frisch angesetzt: dies oxidiert die 1,2 Glykolgruppen
zu Aldehydgruppen

in a.d. gut spilen

8 min Schiff'sches Reagens®: farbt die Aldehydgruppen

In Leitungswasser mind. 15 min flieBend wassern zur Entwicklung des roten Farbtons

3 min Mayer’s Hamalaun® zur Kernfarbung

5 min flieBend wassern in Leitungswasser zum Blduen

W R N o v o~

Aufsteigende Alkoholreihe (Punkt 2 in umgekehrter Reihenfolge)
10. 2 min in Xylol-Bad

6

11. Eindeckeln mit Marienfeld 100 Deckgldsern *® und dem xylolhaltigen Biomount™ —

Eindeckmedium?’.

= Merck, Darmstadt

2 Merck, Darmstadt

5 Fa, Merck, Darmstadt

%9450 mm, Artikelnummer 5820, Fa. Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Koénigshofen

7 Synthetic Mounting Medium, SPI Supplies Inc.,West Chester, Pennsylvania, USA
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2.4.3 Immunhistochemie

Fir die Darstellung von PCNA und Desmin wurde die Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Peroxidase-
Technik mit dem Chromogen 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) angewandt. Um Pipettierschwankungen
und Unterschiede zwischen den verwendeten Glas-Racks beziglich der Verweildauer in den
Losungen weitgehend auszugleichen, wurde die Reihenfolge der Schnitte in den Kiivetten
gruppenalternierend gewahlt. Das im Anschluss beschriebene immunhistochemische Protokoll

wurde fir beide Farbungen verwendet.

Als initialer Schritt erfolgte die Deparaffinierung und Hydrierung des Gewebes im Xylol-Bad (2 mal 5
min) und einer absteigenden Alkoholreihe bis a.d. (100-96-70% Ethanol je 2 min).

Um die endogene Peptidase zu blockieren wurde im Dunkeln eine 20 minitige Inkubation mit
Methanol-H,0-Gemisch durchgefiihrt. Dieses Gemisch wurde aus 180 ml Methanol®® und 20 ml
30%igem Wasserstoffperoxid®® hergestellt und lichtgeschiitzt zur Verwendung gebracht. Im
Anschluss wurde nach kurzem Schwenken in PBS-Puffer® ein zweimaliger Wasch-Schritt in PBS-

Puffer-Losung auf einer Ruttlerplatte® vorgenommen.

Wahrend dem letzten Wasch-Durchlauf wurde als Vorbereitung fiir das Antigen-Retrieval in einer

2in  einem

handelstiblichen Mikrowelle die citratgepufferte Antigen Unmasking Solution
Verdinnungsverhaltnis von 1:100 mit a.d. in einem Glas-Rack zum Kochen gebracht und die
histologischen Schnitte fiir 10 min in der Losung weiter gekocht. Nach dem behutsamen Abkihlen
und Umsetzen in eine normal-temperierte Glasklvette mit PBS-Puffer erfolgten wiederum zwei

Waschschritte in PBS-Losung wie oben beschrieben.

%8 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

» Merck, Darmstadt

0 Fa, Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze
31 Fa. IKA” Werke GmbH & Co. KG, Staufen

32 \lector Laboratories Inc., Burlingame, CA/USA
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Im Anschluss wurden die Schnitte abgeklopft, in einer sog. feuchten Kammer (Eigenbau) waagrecht

gelagert und mit einem Fettstift umrandet. Die Blockade des endogenen Avidins und Biotins erfolgte

mit einem Blocking-Kit** nach folgendem Schema:

Tabelle 4: Blockade des endogenen Avidins und Biotins
Losung , Avidin-Blocking-Solution” unverdiinnt 15 min
kurz in PBS schwenken
PBS Waschen 2 mal 5 min
Losung ,,Biotin-Blocking-Solution” unverdiinnt 15 min
kurz in PBS schwenken
PBS Waschen 2 mal 5 min

Weiter erfolgte in der feuchten Kammer die Inkubation mit dem priméaren Antikorper (vgl. Tabelle 5),

welcher nach dem angebenen Verhiltnis in 10%igem Milchpulver-PBS-Gemisch verdiinnt wurde®. Es

wurde stets eine Negativkontrolle mitgefiihrt, welche mit einer Isotyp-Kontrolle (vgl. Tabelle 6) im

entsprechenden Verdiinnungsverhaltnis inkubiert wurde.

Tabelle 5: Primare Antikorper fir die Immunhistologie
Farbung | Primarer Antikorper Hersteller Verdlinnungs- Inkubationszeit
verhaltnis*
Art.-Nr. M0879,
Monoclonal Mouse Anti-Proliferating
PCNA Dako Cytomation | 1:200 60 min
Cell Nuclear Antigen Clone PC10
GmbH, Hamburg
Art.-Nr. M0760,
Monoclonal Mouse  Anti-Human
Desmin Dako Cytomation | 1:100 8h
Desmin Clone D33
GmbH, Hamburg
* Die Antikorper wurden in der angegebenen Verdiinnung mit einer 10%igen Milchpulver-PBS-Losung eingesetzt.

3 Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA/USA

3 Milchpulver Fa. Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Tabelle 6: Isotypkontrollen fir die Immunhistologie
Farbung | Isotypkontrolle Klon Artikel-Nummer Hersteller
1gG2a,kappa, Clone
PCNA M9144
Murine Myeloma UPC10 Sigma-Aldrich
1gG1,kappa Clone Laborchemikalien GmbH, Seelze
Desmin M9269
Murine Myeloma MOPC21

Nach der in Tabelle 5 angegebenen Inkubationszeit des primaren Antikérpers und zweimaligem
Waschvorgang in PBS-Puffer-Losung erfolgte die Applikation des sekundaren Antikorpers Biotinylated
Anti-Mouse 1gG* in einem Verdiinnungs-Verhiltnis von 1:300 mit 10%igem Milchpulver-PBS-

Gemisch und die Inkubation tiber 30 min in der feuchten Kammer.

Nach Schwenken und zweimaligem Waschen in PBS-Losung Uber jeweils 5 min wurden die Schnitte
mit Vectastain >° ABC-Kit*” zur Verstarkung des gebildeten Enzymkomplexes 30 min inkubiert, in PBS-

Losung geschwenkt und zweimal 5 min in PBS-Puffer gewaschen.

Die DAB-Farbung erfolgte mit dem Peroxidase Substrate Kit DAB SK-4100* unter Lichtabschluss
ohne NiCl,-Zusatz. Die Inkubationszeit nach Aufpipettieren der DAB-LOsung betrug 5 min in der

feuchten Kammer.
Nach kurzem Schwenken in einem PBS-Bad wurde 5 min mit Methylgriin®® gegengefarbt.

AbschlieBend wurden die Schnitte in den Kiivetten direkt (d.h. ohne Spiilen in PBS-L6sung) in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70-96-100% Ethanol je 2 min) dehydriert. Im Anschluss folgte das

Eindecken mit Marienfeld 100 Deckgldsern und dem xylolhaltigen Biomount™ —Eindeckmedium.

% Fa. Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA/USA
% Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim-Bettingen

7 Anmerkung: Das ABC-Reagens ist mindestens eine halbe Stunde vor Gebrauch anzusetzen und bei Raumtemperatur zu

lagern.
% Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA/USA

® Methyl Green, Dako Cytomation GmbH, Hamburg
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2.5 Radioaktive Immunoassays (RIA)

2.5.1 Plasma-Renin-Aktivitat mittels RIA

Renin (MW 40000 Da) wird in den juxtaglomeruldren Zellen der Niere gebildet und bewirkt durch
seinen proteolytischen Effekt eine Umwandlung von Angiotensinogen in das Dekapeptid Angiotensin
| (MW 1300 Da). Angiotensin | wird durch das Angiotensin Converting Enzym (ACE) weiterprozessiert
zum biologisch aktiven Oktapeptid Angiotensin Il. Angiotensin Il besitzt eine sehr kurze
Halbwertszeit, vermittelt aber hochpotente vasokonstriktorische Effekte. Da die Plasma-Renin-
Aktivitat (PRA) in direkter Relation zur Konzentration an Angiotensin | steht, kann eine quantitative
radioimmunologische Bestimmung von Angiotensin-I zur PRA-Bestimmung herangezogen werden. Es

wurde der kommerzielle Kit RENCTK der Firma DiaSorin GmbH, Dietzenbach, verwendet.

Die wesentlichen Schritte der Testdurchfiihrung sind einerseits die Bildung von Angiotensin | unter
optimalen Bedingungen (in Anwesenheit von enzymhemmendem PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid) und einem pH von 6,0) und andererseits der Vergleich der mit
Angiotensin | beschichteten Testrohrchen (,,coated tubes”) zwischen einem bei 37° C inkubierten und
einem nichtinkubierten Ansatz als Probenleerwert. Das Prinzip des verwendeten RIA beruht auf der

210d radioaktiv markiertem Angiotensin | und dem in den Proben

Kompetition zwischen mit
enthaltenen Angiotensin | um eine limitierte Anzahl von an die Réhrchenwand gebundenen
Antikorperbindungsstellen. Demnach ist nach der Inkubation die Signalstarke und damit die Menge
des rezeptorgebundenen markierten Angiotensin | umgekehrt proportional zur Konzentration des
freien Angiotensin | in den Kalibratoren und Proben. Als jeweiliges Probensample wurde beim
Versuchsende gewonnenes EDTA-Plasma eingesetzt. Aus dem Ansatz von Probe, PMSF- und
Pufferlosung wurden je 200 ul auf Eis belassen oder bei 37° C fir 90 min inkubiert und danach
eisgekihlt. Anschliefend wurde der Rohrcheninhalt vorsichtig abgesaugt und die Radioaktivitat der
Rohrchen mit einem y-Counter®® gemessen. Die Angiotensin I-Konzentrationen werden aus der
Kalibrationskurve automatisch vom y-Counter bestimmt. Die PRA errechnet sich aus der Differenz

der der Angiotensin I-Konzentration der inkubierten (37° C) Probe und der eisgekiihlten (4° C) Probe

bezogen auf 1,5 h Inkubationszeit. Die Messung der Proben erfolgte als Doppelbestimmung nach

9 cobra™-1i Auto-Gamma, Fa. Canberra-Packard, Groningen, Niederlande
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einer dreifachen Standardreihe. Als zusatzliche Kontrolle der Reliabilitdt der Messung wurde eine

vom Hersteller bereitgestellte Positivkontrolle mitgefihrt.

2.5.2 Aldosteronbestimmung mittels RIA

Aldosteron ist ein Steroidhormon mit einem molekularen Gewicht von 360 Da, wird in der Zona
glomerulosa der Nebennierenrinde synthetisiert und regelt in der Hauptsache die renale
Elektrolytausscheidung und —-retention. In der distalen Henle-Schleife bewirkt Aldosteron eine
Erhéhung der Resorption der Natrium- und Chlorid-lonen vom tubuldren Lumen und geht einher mit
einer erhohten Exkretion von Kalium und Wasserstoff-lonen. Die Natrium- und Chlorid-Retention
verursacht in der Regel eine gesteigerte Osmolalitat der extrazellularen Flissigkeit, welche wiederum
die neurohypophysare ADH-Ausschittung erhoht, was (lUber den Einbau von Aquaporinen in die

tubuldre Wand) zur Wasserretention und einer Erhéhung des Durstgefiihls fihrt.

Messungen der Aldosteronkonzentration erfolgten in Plasma und 24-h-Urin der Ratten. Aufgrund des
episodischen Verlaufs der Aldosteronkonzentration ist eine Messung im Plasma oder Serum als
Momentaufnahme zu bewerten und mit der gebotenen Vorsicht zu interpretieren. Als verlasslicherer
Parameter gilt die Messung in 24h-Sammel-Urin. Aliquots des 24h-Sammelurins wurden wéahrend
der periodischen Haltung der Tiere in metabolischen Kéafigen (vgl. Punkt 2.3.5) asserviert. Die
Gewinnung von EDTA-Plasma erfolgte wie unter Gliederungspunkt 2.3.7 beschrieben. Proben beider

Art wurden portioniert bei -20° C gelagert.

Zur Aldosteronbestimmung in Plasma und 24h-Sammelurin kam im vorliegenden Fall der Kit
ALDOCTK*! zur Anwendung. Das Testprinzip beruht auf der Kompetition von radioaktivem, **lod-
markierten Aldosteron mit dem in den Proben enthaltenen ,freien” Aldosteron um eine limitierte
Anzahl an Antikérperbindungsstellen. Als Trennmethode werden mit Antiserum gegen Aldosteron
(Kaninchen) beschichtete Rohrchen, sog. ,coated tubes”, verwendet. Nach der Inkubation ist die
Menge des wandgebundenen radioaktiven Aldosterons umgekehrt proportional zur Konzentration

des freien Aldosterons in Kalibratoren und Proben.

1 DiaSorin GmbH, Dietzenbach
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Die Aldosteronbestimmung in den Urinproben erfolgte nach Sdurehydrolyse von Aldosteron-18-
Glykuronat®. Abweichend von der mitgelieferten Betriebsanweisung wurde die Bestimmung in
einem Losungsverhaltnis von 50ul hydrolisierter Urin-Probe auf 150ul Nullkalibrator durchgefiihrt.

Das Plasma wurde unverdiinnt eingesetzt.

Die mit den Proben sowie dem Tracer lber 20 Stunden inkubierten Testréhrchen wurden nach
Ablauf dieser Zeit vorsichtig abgesaugt und die Radioaktivitdt der Réhrchen mit einem y-Counter
gemessen. Es erfolgte auf Basis der mit dreifachem Standard durchgefiihrten Kalibrationskurve eine
Berechnung der Aldosteronkonzentrationen in den als Doppelbestimmung gemessenen Proben. Fir
die Urinproben war dieser Wert noch mit dem Verdinnungsfaktor und dem Hydrolyse-Faktor zu

korrigieren.

2.6 Proteinurie-Nachweis mittels ELISA

Die Bestimmung der Albuminurie wurde durch die Asservierung von Proben des 24h-Sammelurins
wiahrend der periodischen Haltung der Tiere in metabolischen Kafigen (vgl. Gliederungspunkt 2.3.5)
ermoglicht. Die Proben wurden bis zur Messung bei -20° C tiefgefroren. Ein kommerzieller ELISA-Kit*

zur quantitativen Bestimmung von Albumin im Harn von Ratten kam zur Anwendung.

Hierbei handelt es sich um einen Festphasen-Enzymimmunoassay als direkten, kompetitiven Test. An
die Kavitaten der Mikrotiterplatte ist Ratten-Albumin gebunden, wahrend der Inkubation (Uber zwei
Stunden) wird die Bindung eines anti-Ratten-Albumin-Antikérpers an die Platte durch das ,freie”, in
der Probe enthaltene Albumin kompetitiv gehemmt. Das Waschen der Mikrotiterplatten nach
Abschluss der Immunreaktion entfernt den nicht wand-gebundenen Antikorper. Da der verwendete
Antikorper mit Peroxidase konjugiert ist, kann der gebundene Anteil nun mit einer TMB-Chromogen-
Losung quantifiziert werden. Die Zugabe von Sdure (nach 15 min) stoppt die bei Raumtemperatur
unter Lichtabschluss abgelaufene Chromogen-Reaktion, die im Anschluss bei 450 nm Wellenldange
gemessene Absorption** verhalt sich umgekehrt proportional zur Albumin-Konzentration der Probe.

Die Quantifizierung der Messungen erfolgt durch eine 1:4-Verdlinnungsreihe (mit

2 100wl Urin auf 1 ml 0,1 molare HCl in gestopften Glasrohrchen Gber 20 Stunden bei 30° C
 Celltrend GmbH, Luckenwalde

** Photometer MWG-Biotech AG, Ebersberg
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Verdinnungspuffer) des Standardkonzentrats (c = 10 ng/ml). Die Urinproben werden im
Verdiinnungsverhaltnis 1:100 gemessen, was sich auch bei polyurischen diabetischen Ratten als

praktikabel erwiesen hat. Die Messungen erfolgten in Doppelbestimmung.

2.7 Elektrolyte, Lipidprofil und Kreatinin

In Kooperation mit dem Institut fiir Klinische Chemie der Universitat Regensburg wurden im Harn
und im Plasma der Tiere bestimmte Parameter gemessen. Die Urinproben wurden im Rahmen der
periodischen Haltung in den metabolischen Kafigen (vgl. Gliederungspunkt 2.3.5) gewonnen und
ebenso wie die Serum-Proben aliquotiert bei -20° C gelagert. Die Bestimmung erfolgte mit den
Serum-Proben in einem Durchgang, um Kalibrationsschwankungen und &hnliche Storfaktoren

weitgehend auszuschlieBen.

Die folgende Tabelle veranschaulicht, welche Parameter im jeweiligen Medium bestimmt wurden.

Tabelle 7: Elektrolytbestimmungen in Serum und Urin
Na K Ca Crea Chol HDL LDL VLDL Triglyzeride
Einheit mmol/I mg/dl
Urin ° ° °
Serum ° ° ° ° ° ° ° ° °

Fir jedes im Versuch befindliche Tier existieren somit (vgl. Tabelle 2) Daten der vier Urin-Proben (der
11., 15, 19. und 24 Lebenswoche) und einer Serumprobe (nach Versuchsende in der 25.

Lebenswoche).
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2.8 Polymerase-Ketten-Reaktion

2.8.1 RNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA aus Nieren- und Nebennierengewebe erfolgte nach der Lagerung bei -80° C

mit einem RNeasyQ-Kit“s. Es wurden ausschlieSlich RNAse-freie Materialien verwendet.

In der Praxis wurde nach dem mitgelieferten Handbuch des Herstellers*® das Gewebe zunichst
homogenisiert und in Gegenwart eines R-Mercaptoethanol- und Guadiniumisothiocyanat (GITC)-
haltigen Puffers lysiert, um die im Lysat enthaltenen RNasen zu inaktivieren. Durch Zugabe von
70%igem Ethanol*’ wurden die Voraussetzungen fiir eine Bindung an die Silika-Gel-Siulen des Kits
geschaffen, woran sich weitere Wasch-Schritte (mit Ethanol-haltigem Puffer) und die Elution der RNA
vom Gel (mit RNase-freiem Wasser) anschlossen. Dabei erfolgte ein zusatzlicher DNase-Verdau nach
Empfehlung des Herstellers mit dem RNase-free DNase Set*® um Kontaminationen mit

moglicherweise interferierender DNA weitestgehend auszuschlieRen.

Mit Hilfe des RNeasy®-Kits werden selektiv RNA-Molekdle isoliert, die sich aus tiber 200 Nukleotiden
zusammensetzen. Dies ermoglicht, dass kleinere RNA-Fragmente wie tRNA, 5.8S rRNA und 5S rRNA,
welche anteilig an der gesamten RNA bis zu 20 Massen-Prozent betragen, nicht im Eluat enthalten

sind.

2.8.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration und der Reinheitskontrolle der in den Eluaten enthaltenen RNA
wurde ihre Absorption bei 230, 260, 280 und 320 nm vermessen®. Die Absorptionsbestimmung
erfolgte somit im UVC und im beginnenden UVB-Spektralbereich. Die Verdiinnung der Eluate zur

photometrischen Vermessung betrug 1:50, es wurden Doppelbestimmungen der gleichen

s Qiagen GmbH, Hilden

% 3. Ausgabe, 2001-2006, Qiagen GmbH, Hilden
47 Merck, Darmstadt

8 Qiagen, Hilden

9 Gene Quant Pro RNA-DNA-Calculator, Fa. Biochrome Ltd., Cambridge, GroRbritannien
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Probenverdiinnung durchgefiihrt. Die Konzentrationsbestimmung der RNA (c(RNA) erfolgte nach

dem Lambert‘schen Gesetz:
A =¢Xd Xc
(A: Absorption, €: Extinktionskoeffizient, d: Schichtdicke, c: Konzentration der Substanz)

Verunreinigungen der Proben kénnen durch bestimmte Quotienten (Ratios) abgeschatzt werden.
Konkret kann an dem Verhdltnis A,s/A.s0 die Reinheit der isolierten RNA beurteilt werden.
Optimalerweise rangiert dieser Quotient bei neutralen bis leicht alkalischen Bedingungen zwischen
Werten von 1,5 und 2,0. Proteinkontaminationen verringern diese Werte. Eine hohe Absorption bei
230 nm weist auf Verunreinigungen durch Kohlenhydrate, Peptide, Phenole oder aromatische
Verbindungen hin. Auch Tribungen der Losung und andere Storfaktoren kénnen photometrisch
detektiert werden. Hierzu wird der Absorptionswert bei 320 nm Wellenlange herangezogen, welcher

bei reinen Proben annahernd null betragen sollte.

2.8.3 Reverse Transkription der RNA in komplementire DNA (cDNA)

Die Real-Time-PCR (RT-PCR) ist eine molekularbiologische Methode zum qualitativen und
guantitativen Nachweis der Expression von mRNA. Voraussetzung fiir die spezifische Amplifikation
einzelner mRNA ist die Synthese von cDNA (complementary DNA, komlementdre DNA), bei der durch
das Enzym Reverse Transkriptase aus der isolierten Gesamtmenge an RNA komplementdre DNA-
Kopien hergestellt werden. Nahezu alle mRNA-Molekiile sind am 3’-Ende polyadenyliert. Die oligo-
dT-Nukleotide sind mit ihren Thymidin-Oligomeren komplementar zum Poly-A-Schwanz der mRNA
aufgebaut und bilden so mit diesem einen DNA/RNA-Doppelstrang, welcher der reversen
Transkriptase als Ausgangspunkt zur Synthese der cDNA dient [116]. Wa&hrend der reversen
Transkription werden RNasen durch RNasin inhibiert. RNasin, ein Protein aus humaner Plazenta,
bildet nicht-kovalente dquimolare Komplexe mit RNasen aus, ist nur unter nicht-denaturierenden
Bedingungen einsetzbar und bendtigt fir seine korrekte Funktion reduzierende Pufferbedingungen.
Neben der zu transkribierenden RNA, RNasin, Reverser Transkriptase, Puffersubstanzen und Oligo-
dT-Primern enthalt der Transkriptionsansatz die vier Desoxynukleosid-Triphosphate (dNTP’s) als

Substrate. Nachstehende Tabelle 8 erlautert den Ansatz fiir die cDNA-Synthese.
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Tabelle 8: Ansatz fir die cDNA-Synthese
Reagens Konzentrationen Hersteller Volumen [pl]
mRNA (1ug) X
RNase-freies Wasser Aqua ad injectabilia, Braun, Melsungen 14 —-x
Oligo-dT-Primer Invitrogen GmbH, Karlsruhe 1,5
RT-Puffer 5 x Invitrogen GmbH, Karlsruhe 6
dNTP’s 10 mM Art.18427-013, Invitrogen GmbH Karlsruhe 6
RNAsin (40 U/ul) Promega, Mannheim 1
Reverse Transkriptase (200 U/ul) Art.12236-014 Invitrogen GmbH, Karlsruhe 1,5
Gesamtvolumen 30

Nachdem zuné&chst die mRNA (mit dem RNase-freien Wasser) und dem Oligo-Primer (d.h. die ersten
drei Punkte der obenstehenden Tabelle 8) in Eppendorf Cups (1,5 ml) auf Eis einpipettiert und kurz
gevortext wurden, kam es bei der Inkubation Giber 3 min bei 70° C im Thermomixer® zur Aufldsung
von RNA-Sekundarstrukturen und zur Aktivierung des Oligo-dT-Primers. Im Anschluss wurden die die
restlichen Bestandteile des Ansatzes nach Tabelle 8 hinzugegeben und 60 min bei 37° C im
Thermoblock inkubiert. Eine 2 minltige Behandlung bei 95° C stoppte die Aktivitdt der Reversen
Transkriptase. Es wurde fiir jede Probe eine RT-Kontrolle mitgefiihrt, diese enthielt statt der
Reversen Transkriptase RNase-freies Wasser. Nach erfolgter Transkription wurde das Endvolumen
auf 150 pl aufgefillt und die Proben fiir die weitere Verwendung im Rahmen von konventioneller

PCR oder RT-PCR bei -20° C gelagert.
2.8.4 Primer Etablierung mit konventioneller PCR, Gradienten-PCR und Agarose-Gelen

Die verwendeten Primer wurden mit dem Programm PrimerExpress® v2.0 der Firma Applied
Biosystems, Foster City (CA-USA), entworfen. Dieses benltzt optimierte Algorithmen fir die
Verwendung mit dem Tagman® Real-Time-Detection-PCR-System (Applied Biosystems). Die
verwendeten Primer wurden mit dem gesamten Genom verglichen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) und auf eventuelle Pseudogen-Kreuzreaktionen hin tUberprift.
Bei RTD-PCRs kamen Systeme ohne Sonden fiir eine Verwendung mit SYBRGreen” Mastermix™* zur

Anwendung. Um die Amplifikation genomischer DNA auszuschlieBen wurden die Primer Intron-

50 . qe .
Falc Instruments S.r.l., Treviglio, Italia
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Uberspannend entworfen und bei RTD-PCRs generell RT-Kontrollen mitgefiihrt (vgl.
Gliederungspunkt 2.8.3). Samtliche Primer wurden von der Firma Operon Biotechnologies GmbH,

K6ln, bereitgestellt.

Die Etablierung der fir die RTD-PCR verwendeten Primer wurde zunachst mit konventioneller PCR-
Technik und dem nachfolgenden Auftragen auf Agarose-Gel realisiert. Hierbei kamen Gerate der
Firma Thermo Hybaid MBS, Heidelberg, zur Verwendung, welche mit verschiedenen
Primerkonzentrationen beschickt wurden. Der optimale Temperaturverlauf wurde mittels

Gradienten-PCR ermittelt.

Der konventionelle PCR-Ansatz folgte nachstehendem Schema mit einem Gesamtvolumen von 20ul.

Tabelle 9: Ansatz fir konventionelle PCR
Hersteller Volumen
cDNA 10 pl
PCR-Puffer 10 x (mit MgCl,) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 2 ul
dNTP Art.18427-013, Invitrogen GmbH Karlsruhe 1ul
Taq—Ponmerase52 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 1ul
Aqua ad injectabilia Braun, Melsungen-D 4 pul
Primer Operon Biotechnologies GmbH, Koln 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl

51 Qiagen GmbH, Hilden

*2 Das Enzym wurde in E.coli-Stammen geklont und verfigt laut Hersteller tGber keine Endo- und Exonuklease-Aktivitat. Es
besteht aus einer einzelnen Polypeptid-Kette mit einem Molekulargewicht von etwa 95 kDa. Der fiir die maximale Aktivitat

empfohlene pH liegt bei etwa 9 (bei 20° C eingestellt) und einer Arbeitstemperatur von 75° C.
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Die konventionelle PCR wurde in einem Multiblocksystem®® nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Tabelle 10: Temperaturverlauf und Zyklenzahl bei konventioneller PCR
Temperaturin ° C Dauer Zyklenzahl
94 5 min 1
94 30s 40
56 30s
72 30s
72 5 min 1
4 HOLD

Der in Tabelle 10 dargestellte Temperaturverlauf verdeutlicht die drei essentiellen Schritte jeder PCR-

Technik [117]:

Denaturierungsphase (Melting): Zunachst wird die vorliegende DNA auf 94° C erhitzt, um den
Doppelstrang aufzuspalten. Die Wasserstoffbriickenbindungen, die die Struktur der Doppelhelix
bedingen, werden hierbei aufgelost. Im ersten Zyklus wird die DNA (iber langere Zeit (hier 5 min)
erhitzt, um sicherzustellen, dass sich sowohl die Ausgangs-DNA als auch die Primer vollstindig

voneinander getrennt haben und nur noch Einzelstringe vorliegen®.

Hybridisierungsphase (Primer Annealing): Nach der Trennung der beiden Striange im ersten Schritt
wird die Temperatur abgesenkt, es kommt zur Anlagerung der Primer an die komplementaren
Strange der DNA. Die Zusammenlagerung der urspriinglichen beiden DNA-Strange wird durch im
Uberschuss eingesetzten Primer unwahrscheinlich gemacht. Die Temperatur wihrend dieser Phase
hdngt von den verwendeten Primern ab. Wird die Temperatur zu hoch gewahlt, kann es sein, dass
die Primer nicht an die DNA andocken, wird zu niedrig temperiert, kommt es moglicherweise zur

fehlerhaften Anlagerung an nicht-komplementare Strukturen.

** Thermo Hybaid MBS, Heidelberg

** Die fur die Multiplex-PCR verwendete Tag-Polymerase von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, bendétigt im Unterschied

zur im SYBR® Green Mix enthaltenen AmpliTaq Gold" DNA Polymerase diesen ,hot-start-Schritt” nicht zur Aktivierung.
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Elongation (Polymerisation): Im Anschluss synthetisiert die DNA-Polymerase, ein hitzestabiles,
urspriinglich aus Thermus aquaticus isoliertes Enzym, die fehlenden Strangsequenzen beginnend
vom 3’-Ende des angelagerten Primers mit freien Nukleotiden. Der Primer verbleibt am
synthetisierten Einzelstrang als Startpunkt. Die Temperatur wird in Abhadngigkeit der verwendeten

DNA-Polymerase in der Regel zwischen 68 und 72° C gewahlt [117].

Die PCR-Tubes wurden jeweils mit cDNA und Negativkontrollen bestiickt. Die entstandenen PCR-
Produkte wurden in Portionen von 18 pl mit 2 pl Loading Dye Solution *°® auf Agarose-Gel (1,5% oder
2%) aufgetragen. Zur Herstellung wurde das Gemisch aus 3 g Agarose® mit 200 ml TBE-Puffer in
einer handelsiiblichen Mikrowelle in einem Erlenmayer-Kolben aufgekocht und vorsichtig
entnommen. Sodann erfolgte die Zugabe von 6 ul Ethidiumbromid®®. Ethidiumbromid interkaliert in
doppelstrangige DNA, wodurch die Fluoreszenz bei Anregung mit UV-Licht messbar erhoht wird
[118]. Die Mischung wurde mit einem Laborriihrer®> homogenisiert, auf etwa 55° C abgekiihlt und in
einen Gelrahmen mit Kamm gegossen. Nach etwa einer Stunde wurde das bei Raumtemperatur
polymerisierte Gel aus dem Rahmen geldst und in den Elektrophorese-Apparat® in 1x TBE-Puffer
eingelegt. Nach Einpipettieren der PCR-Produkte mit Loading Dye wanderten diese aufgrund ihrer
durch Phosphatgruppen negativierten Gesamtladung unter einer Gleichspannung von 10 V pro cm

Laufstrecke im Gel in Richtung der Anode®. Die GroRe der PCR-Produkte bzw. die Geschwindigkeit

**Ein hitzestabiler Bakterienstamm, der in Gber 70° C heifen Quellen isoliert wurde. Die Tag-Polymerase besitzt in ihrer
urspriinglichen Form ein Aktivitdtsmaximum bei 74° C und einem pH von 8,0. Die DNA-Syntheserate liegt bei etwa 2800

Nucleotiden pro Minute.

*® MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot; Loading Dye wurde 6fach konzentriert eingesetzt, das enthaltene Glyzerin
ermoglicht ein exaktes Einpipettieren der PCR-Produkte in die von einem Kamm geformten Wells des Gels. Der EDTA-Zusatz

bindet divalente Metall-Kationen und inhibiert metall-abhangige Nukleasen.
LE Agarose, Biozym GmbH, Oldendorf

8 Merck, Darmstadt

59 MR2000, Heidolph, Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim

© owl Separation Systems Inc., Portsmouth, USA

®1 Biometra Power Pack P25 und Consort E835
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der Wanderung im elektrischen Feld wurde mit GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus®
standardisiert. Unter UV-Licht® lieBen sich nach etwa 45 min die einzelnen DNA-Banden

vergleichend betrachten und mit einer Digitalkamera® dokumentieren.

Die mRNA-Expression der Aldosteronsynthase und von Renin wurde in der Nebenniere gemessen,
Nephrin und a-sma in der Niere. Die Bestimmung von Renin in der Nebenniere versuchte, der
Hypothese eines moglicherweise durch lokale Reninsynthese in der Nebenniere getriggerten
systemischen Hyperaldosteronismus nachzugehen. B-Aktin diente jeweils als ,Housekeeping” Gen.
,Housekeeper” sind Gene, die als essentiell fir den Erhalt der Zellfunktion anzusehen sind,
anndhernd ubiquitdr exprimiert werden und deren Transkription nicht von den experimentellen

Bedingungen beeinflusst wird [119].

Tabelle 11 gibt Auskunft tiber die verwendeten Primer und entsprechenden PCR-Produkte.

82 MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
% Gel Doc 2000, BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

5 power Shot A95, Canon
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Tabelle 11: Primer und PCR-Produkte
Accession Forward- Reverse- Grole des
Interne Offizielles Lokali-
Code Gen Primer Primer  (5'- PCR-
Bezeichnung | Symbol sation
(mRNA) (5’-3") 3) Produkts
ACTA2 smooth GGA GAT GAG AAG CCA
asm actin
(interim NM_031004 | muscle alpha- | Chr.1 CAC AGC GGA TGG AGC | 101 bp
a-sma
symbol) actin CCTCGCT C
ATCTTT
TTC CAC CCA
renin REN1 NM_012642 | reninl Chr. 13 GAC ACG 199 bp
CAG TTACCA
GGTTCAG
CA
nephrosis 1 TAT CAC
homolog, CAA GGT GTC CATTCG
nephrin NPHS1 NM_022628 Chr. 1 120 bp
nephrin GCT GAA TACTTC ATC
(human) GG ATA GAG
cytochrome
Cyb P450, family CTG CTT
ATCTGC ACA
Aldosteron- CYB11b2 NM_012538 | 11, subfamily | Chr.7 CAC CAT 62 bp
TCCTCTTGT C
synthase B, ATG CTG
polypeptide 2
CCT GGG CAG TGA GGC
bAktin
ACTB NM_031144 | actin, beta Chr. 12 TAT GGA CAG GAT AGA | 250 bp
3-Aktin
ATCCTG TG GC

2.8.5 Real-time-Detection-PCR

In der vorliegenden Arbeit wurde als Abkiirzung fir die sogenannte Real-time-PCR der Begriff RTD-

PCR (Real Time Detection PCR) gebraucht.

Ein RTD-PCR-System besteht im Grunde aus der Kombination eines PCR-Gerdtes mit einem
Fluoreszenz-Detektor®. Der im verwendeten PCR Mastermix®® enthaltene Farbstoff SYBR® Green wird

interkalierend in doppelstrangige DNA eingebaut und gibt in dieser Form Fluoreszenz-Signale ab,

% |m konkreten Fall ABI Prism” 7900 HT Sequence Detection System, Applied Biosystems

&6 Qiagen GmbH, Hilden
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welche beim Aufschmelzen der DNA reversibel sind. Aufgrund der unspezifischen Anlagerung von
SYBR® Green wurden Intron-lUberspannende Primer gewahlt, um die Amplifikation von (eventuell
auch nach dem DNAse-Verdau noch vorhandener) genomischer DNA auszuschlieBen. Unerwiinscht
anfallende Nebenprodukte und die Zusammenlagerung von Primer-Dimeren kdnnen anhand der
Dissoziationskurve oder mittels Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese der Amplifikate weitgehend
ausgeschlossen werden. Eine Dissoziationskurve veranschaulicht graphisch die Dissoziation

doppelstrangiger DNA (y-Achse) im Verhaltnis zur Temperatur der Umgebung (x-Achse).

Der in vorliegender Arbeit verwendete SYBR' Green PCR Mastermix enthilt alle fur die PCR
bendtigten Substanzen® bis auf die jeweiligen Primer, das Template (also zu amplifizierende cDNA)
und Wasser. Die Probenvorbereitung, PCR-Setup, Amplifikation und die Analyse der Amplifikate
erfolgte raumlich strikt getrennt nach den Empfehlungen von Applied Biosystems [120] und den

Richtlinien der Good Laboratory Practice [121].

Die RTD-PCR wurde in einem 20ul-Ansatz auf 384-Well-Platten durchgefiihrt und enthielt jeweils 5 pl
der verdinnten cDNA-LGsung aus Gliederungspunkt 2.8.3 fiir die Verwendung als PCR-Template, 1 pl
Primer-Mix®, 4 pl Aqua ad injectabilia und 10 pl des SYBR® Green PCR Mastermix. Die eigentliche PCR
erfolgte in zwei Schritten: zunachst wurden alle zu bestimmenden Proben mit einem gepoolten
Standard auf einer Platte aufgetragen und das Sample der in der Relation hdchsten Konzentration
ermittelt. Im zweiten Schritt wurde eine Verdiinnungsreihe dieser Probe angefertigt und als Standard
verwendet, die Bestimmung der restlichen Proben erfolgte im zweiten Durchlauf im Rahmen von

Doppelbestimmungen.

7 SYBR Green | Dye Fluoreszenzfarbstoff, AmpliTaq Gold” DNA Polymerase, dNTPs und optimierte Pufferkomponenten

% - und f-Primer wurden nach Angaben des Herstellers in RNAse-freiem Wasser geldst und im Anschluss im Verhaltnis

1:1:8 H,0 in die PCR eingesetzt.
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Tabelle 12: Temperaturverlauf der RTD-PCR

Stage Zeitdauer Temperatur Zyklenzahl

1 2:00 min 50°C 1

2 0:15 min 95°C 1

3 0:15 min 95°C
0:30 min 56°C 40
0:30 min 72°C

4 0:15 min 95°C 1
0:15 min 65°C 1
0:15 min 95°C 1
HOLD 04°C

Die Notwendigkeit zur Adaptation des obigen Schemas war nach den Ergebnissen der Gradienten-
PCR und Primer-Verdiinnungs-Reihen (vgl. Gliederungspunkt 2.8.4) nicht gegeben. Im Anschluss an
die Synthese-Phase unter Stage 3 erfolgte eine Dissoziationskurvenanalyse mit einer Ramp Rate von
2%. Cr-Werte des Amplifikationsplots wurden mit der SDS 2.2.2 Software von ABI bestimmt und in

der Standardkurve gegen die Kopienanzahl der dsDNA (,,Quantity”) aufgetragen.

Als endogenes Referenzgen (,,Housekeeping Gen“, ,Housekeeper”) kam R-Aktin zur Anwendung.
,Housekeeper” sind Gene, die als essentiell fir den Erhalt der Zellfunktion anzusehen sind,
anndhernd ubiquitar exprimiert werden und deren Transkription nicht von den experimentellen
Bedingungen beeinflusst wird [119]. Die C;-Werte dieses Referenzgens dirfen im Proben- und
Kontrollgewebe nicht systematisch variieren. Sie dienen dazu, als endogene Kontrolle Unterschiede
zwischen den einzelnen Samples beziiglich der RNA-Qualitdt und Variationen der Effizienz der

Reversen Transkription auszugleichen [122].

Die relative Quantifizierung der Genexpression wurde mit Hilfe der Standardkurvenmethode
durchgefiihrt [120]. Hierzu wurde anhand der im ersten Lauf festgelegten maximalkonzentrierten
Probe eine mindestens in vier Schritten 1:10 verdiinnte Standard-Reihe angefertigt (um sicher nicht
den Messbereich der Samples in einen interpolierten Standardbereich zu verlegen). Fiir jede cDNA
Probe wurde die Menge des Zielgens und der endogenen Referenz R-Aktin mit Hilfe der
Standardkurve ermittelt. AnschlieBend wurde der Konzentrationswert des Zielgens durch die
Konzentration des in der jeweiligen Probe gemessenen Housekeeping Gens dividiert. Dieser Quotient
beschreibt somit in Form einer relativen Quantifizierung die auf das Referenzgen normalisierte
Menge (,Quantity”) des Zielgens in der jeweiligen cDNA. Die jeweiligen PCR-Effizienzen fiir Zielgen

und Housekeeper wurden von der Software automatisch bericksichtigt.
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2.9 Kraniales MRT

Um Mikro- und Makroangiopathien auch auf cerebraler Ebene nachzuweisen, wurden in Kooperation
mit dem Neuroradiologischen Institut der Universitat Regensburg am Bezirksklinikum Regensburg in
einem 3 Tesla-Magnet-Resonanz-Tomographen die Gehirne von Vertretern der ZDF- und ZDL-
Gruppen gescannt (vgl. Gliederungspunkt Anlage 2). Hierzu wurden die Tiere mit jeweils 0,1 ml
Xylazin 2% und 0,3 ml Ketamin 10% i.p. andsthesiert. Leider war es nicht méglich, in der 22./23.

Lebenswoche radiologische Korrelate einer Angiopathie nachzuweisen.

2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten erfolgte mit
der Software SPSS 12.0G®. Alle abhiangigen Variablen des Versuchs kdnnen als intervall-skaliert
betrachtet werden, somit wurde im ersten Schritt in einem einfaktoriellen varianzanalytischen
Verfahren (ANOVA) mit dem Zwischensubjekt-Faktor Versuchsgruppe mit 7 Stufen iberprift, ob sich
Overall-Effekte zeigten. Bei einem signifikanten Haupteffekt wurden Post-Hoc-Mittelwertsvergleiche
(Student t-Tests) zwischen den sieben Versuchsuntergruppen gerechnet. Das Signifikanzniveau

wurde dabei fiir multiple Vergleiche nach der Methode von Bonferroni korrigiert.

Bei Verlaufsdaten wie etwa den biometrischen Daten 0.3. wurde zunichst unter MS Excel”® die Area-
under-the-Curve (AUC) fir alle Zeitpunkte hinweg bestimmt. Dieser intervall-skalierte Wert wurde

auch nach den eben beschriebenen statistischen Verfahren (ANOVA, Post-Hoc-Tests) ausgewertet.

% 1989-2003 SPSS Inc., Chicago, USA

70 1985-2003, Microsoft Corporation, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Biometrische Daten

3.1.1 Korpergewicht

Samtliche der im Versuch befindlichen Tiere zeigten lGiber den Beobachtungszeitraum hinweg bei den
im wochentlichen Abstand erfolgten Messungen des Kérpergewichts eine kontinuierliche Zunahme,
welche sich mit Beginn der Medikation um die 15. Lebenswoche auf einem relativ konstanten Niveau

einpendelte.

Wie nachstehende Graphik verdeutlichen soll, nahmen die ZDF-Tiere anfangs sehr rasch an Gewicht
zu. Etwa funf bis sechs Wochen spater dagegen stagnierte das Korpergewicht der ZDF-Tiere und

wurde so von den Vertretern der ZDL-Kontrollgruppe libertroffen.
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Abbildung 1:  Korpergewicht ZDL- und ZDF-Gruppe (MW + SEM)

Die Verabreichung einer Hochsalzdiat der ZDL- und der ZDF-Tiere fiihrte nicht zu einem signifikanten
Zurlickbleiben des Korpergewichts gegenliber den jeweiligen Normaldidt-Kontrollgruppen.

Nachstehende Graphiken verdeutlichen die weitgehend deckungsgleiche Gewichtsentwicklung.



Ergebnisse

400 q

380 A
360 A
o 340
£
= 3204
S
3 300 A
=4
8 280 A
S
X 260 4
240
220 4
200 Aror-————-——
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Lebenswoche
—e— ZDL
—@— ZDL+S
Abbildung 2: Korpergewicht ZDL und ZDL-S
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Abbildung 3: Korpergewicht ZDF und ZDF-S

Die Medikation mit Eplerenon zeigte bei mit Normaldidt gefltterten Tieren keine signifikanten

Unterschiede beziiglich der Kérpergewichtsentwicklung (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Kérpergewicht ZDF und ZDF-E
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Abbildung 5: Koérpergewicht ZDF-S, ZDF-E-S, ZDF-H-S

Die Medikation mit Hydralazin fiihrte bei Tieren unter Hochsalzdidt zu einer Erhohung des

Korpergewichts im Vergleich zur ZDF-S und noch mehr zur ZDF-S-E-Gruppe. Die Area-under-the-

Curve zwischen dem Medikationsbeginn in der 15. Woche und dem Versuchsende in der 25. Woche

zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen, sodass lediglich auf

die beschriebenen Trends hingewiesen werden kann. Alle Graphen zeigen die jeweiligen Mittelwerte

der Gruppen * SEM.
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3.1.2 Tibia-Lange
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Abbildung 6: Tibia-Ldnge (MW + SEM)

Wie obenstehende Ergebnisse prasentieren, divergieren die einzelnen Versuchsgruppen nur minimal
in der erreichten EndgroRe, wobei ZDL-Tiere (vor allem unter Normal-, jedoch auch unter
Hochsalzdiat) tendenziell héhere Werte aufweisen. Dies lasst sich in paralleler Weise auch aus der
bereits erlduterten Entwicklung der Kérpermassen nachvollziehen (vgl. Punkt 3.1.1), wdhrend ZDF-
Tiere anfangs sehr schnell ein hohes Gewicht erreichten, pendelte sich dies relativ bald auf einem
stabilen Niveau ein. Dieses Gewichts-Plateau wurde im Verlauf der 18. Lebenswoche von den ZDL-
Tieren noch Ubertroffen. Als mogliche Erklarung fir das hohere Kérpergewicht der ZDL- und ZDL-S-
Tiere zum Zeitpunkt des Versuchsendes war wohl neben einem héheren Muskelanteil auch die

hohere Korpergrolle (vgl. Abbildung 6) zu werten.
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3.1.3 Glukose-Konzentration

Im wochentlichen Abstand erfolgte die Bestimmung der Glukose-Konzentrationen (vgl.
Gliederungspunkt 2.3.2) bei jedem einzelnen Versuchstier. Wie nachstehende Abbildung 7
veranschaulicht, existierten von Anfang an (d.h. ab dem Versuchsbeginn in der 8. Lebenswoche)
hochsignifikante Unterschiede der vendsen Glukose-Konzentrationen zwischen diabetischen Tieren

und den Kontrolltieren.
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Abbildung 7: Glukosekonzentration im Verlauf (MW + SEM)
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Wie nachstehende Abbildung 8 noch detaillierter aufzeigt, unterschieden sich die ZDL- und ZDL-S-
Gruppe nicht, jedoch bleibt zu vermerken, dass die Verabreichung einer Hochsalzdiat bei ZDF-Tieren

zu etwas niedrigeren Blutzuckerspiegeln flhrte.
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Abbildung 8: Glukosekonzentration ZDL, ZDL-S, ZDF, ZDF-S (MW + SEM)

Abbildung 9 zeigt, dass der beschriebene Unterschied zwischen der ZDF- und der ZDF-S-Gruppe Ulber
den Verlauf integriert signifikant ist, die AUC wurde fir den Zeitraum ab Medikationsbeginn (also ab
der 15. Lebenswoche) bis zum Versuchsende bestimmt. Dieser Mechanismus der Supprimierung der
Glukosekonzentration durch Hochsalzdidt lasst sich — wenn auch auf nicht signifikantem Niveau —im

Vergleich zwischen der ZDF-E und der ZDF-E-S-Gruppe nachvollziehen (vgl. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Glukosekonzentration AUC 15-24. LW (MW + SEM)

3.1.4 Blutdruck

Die wochentlichen Messungen des Blutdrucks mittels der tail-cuff-Methode wie unter
Gliederungspunkt 2.3.1 beschrieben, wurden zur Area under the Curve zusammengefasst und in

untenstehendem Balkendiagramm Abbildung 10 dargestellit.

Signifikante Unterschiede ergab der direkte Vergleich der ZDL- mit den ZDF-Tieren, wobei die ZDL-
Kontrollgruppe hohere systolische Blutdriicke aufwies als die ZDF-Gruppe. Bei der Betrachtung von
Abbildung 10 wird deutlich, dass die Verabreichung einer Hochsalzdidt bei ZDL-Tieren nur zu einer
geringfligigen Erhohung des Blutdrucks fiihrt, wahrend dieser Effekt bei ZDF-Tieren starker
ausgepragt ist. Dies wird im Folgenden als Salzsensitivitdit des Blutdrucks bei der ZDF-Ratte

bezeichnet [86, 87].

Die Medikation mit Eplerenon fiihrte insbesondere bei ZDF-Tieren unter Hochsalzdidt zu einer
Senkung des Blutdrucks. Ein direkter Vergleich der ZDF-S mit der ZDF-E-S-Gruppe mittels eines
Student’schen t-Tests flir unabhdngige Stichproben ergab T = 0,015 ohne Korrektur fiir multiples

Testen.
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Abbildung 10: Systolischer Blutdruck AUC 15.-24.LW (MW + SEM)

3.1.5 Organgewichte

Die Massen der in der 25. Lebenswoche entnommenen Nieren unterschieden sich signifikant (p <

0,05) bis hochsignifikant (p < 0,01) bezliglich der einzelnen Versuchsgruppen.
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Abbildung 11: Organmasse linke Niere (MW % SEM) Abbildung 12:  Organmasse rechte Niere (MW * SEM)
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Vor allem bei ZDL-Tieren fuhrt die Hochsalzdidt zu einer Zunahme der Nierenmasse, wahrend sich
dieser Effekt bei ZDF-Tieren nicht beobachten lasst. ZDF-Tiere zeigen hochsignifikant hohere

Organmassen als ZDL-Tiere.

3.1.6 Masse der Nebennieren

Unter Salzbelastung kommt es sowohl bei ZDL- wie auch bei ZDF-Tieren zu einer — wenn auch nicht
signifikanten - Reduktion der Nebennieren-Gesamtmasse. Die Medikation mit Eplerenon steigert die
Nebennierenmassen (Vergleich ZDF und ZDF-E), eine Hochsalzdidt unter Eplerenongabe senkt
dagegen das Organgewicht wiederum (Vergleich ZDF-E und ZDF-E-S). Obwohl keiner dieser Trends in
der ANOVA auf signifikantem Niveau dargestellt werden konnte, zeigte ein direkter Vergleich mittels

Student’schem t-Test einen signifikanten Unterschied der Gruppen ZDF-S vs. ZDF-E-S (p = 0,025).
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Abbildung 13: Gesamtmasse Nebennieren (MW + SEM)
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3.1.7 Hamatokrit

Der am Versuchsende mittels einer vollautomatischen Handzentrifuge bestimmte Hamatokrit wies
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen auf. Tabelle 13 gibt

Auskunft Gber die jeweiligen Hkt-Mittelwerte, die Standardabweichungen und —fehler.

Tabelle 13: Hamatokrit
Gruppe Mittelwert des Hkt Standardabweichung Standardfehler
ZDL 43,8 5,3 1,8
ZDL-S 42,4 3,3 1,2
ZDF 43,0 6,3 2,1
ZDF-S 45,8 5,4 1,8
ZDF-E 41,8 4,8 1,8
ZDF-S-E 45,2 5,3 1,8
ZDF-S-H 44,8 6,4 2,4

3.2 Futtermenge

Wie aus untenstehendem Verlaufsdiagramm Abbildung 14 ersichtlich wird, unterschieden sich die
ZDF-Tiere massiv in der Futter-Aufnahme von der ZDL-Gruppe und konsumierten unabhangig von
der verabreichten Salzdiat fast doppelte Futtermengen. Der direkte Vergleich ZDL und ZDL-S sowie

ZDF und ZDF-S ergibt in dieser Darstellung keine augenfalligen Unterschiede.



Ergebnisse

70 q
60 A
50 - v 3
(@]
£ v
O 40 -
c
)
IS
@ 301 ‘><‘,4/—;:§§
=1
s
20 1
10 A
O T T T T T
10 13 15 19 24
Lebenswochen
—e— ZDL
—0— ZDL+S
v— ZDF
—v— ZDF+S
Abbildung 14: Futtermenge ZDL, ZDL-S, ZDF, ZDF-S (MW + SEM)

Anders dagegen verhalt sich die Darstellung der Area under the Curve ab dem Zeitpunkt des
Medikations- und Diat-Beginns bis zum Versuchsende. Hier gewinnt man den Eindruck (wenn auch
auf nicht signifikantem Niveau), dass die Verabreichung einer Hochsalzdiat bei ZDF-Tieren eine
verminderte Futteraufnahme bewirkt. Hochsalzdiat fiihrte ansonsten aber weder in der ZDL noch in
der ZDF-E-Gruppe zu einer verminderten Nahrungsaufnahme. Signifikante Unterschiede der
Futtermengen-AUC finden sich lediglich zwischen der ersten und der zweiten Gruppe zu allen

restlichen Gruppen.




Ergebnisse

140 -

120 -
< 100 A
ﬁ- T
]
(o)
£ 804
)
(o))
T
£ 60 A _ -
8
5
L 40 -

20 4

0 T T T
L L+S F F+S F+E F+E+S F+H+S
Gruppeneinteilung
Abbildung 15: Futtermenge AUC 15-24. LW (MW + SEM)

3.3 Wasserverbrauch

Wahrend der Aufenthalte in den metabolischen Kafigen wurde der Wasserverbrauch jedes im
Versuch befindlichen Tieres im vierwochentlichen Abstand ermittelt. Aus nachstehenden beiden

Diagrammen wird die Entwicklung der Trinkmengen tber den Versuchszeitraum deutlich (Darstellung

MW + SEM).
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Abbildung 16: Wasseraufnahme ZDL, ZDL-S, ZDF, ZDF-S Abbildung 17: Wasseraufnahme ZDF,ZDF-E, ZDF-E-S
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Linksstehende Graphik zeigt die Wasseraufnahme der Untergruppen ohne Medikation, also ZDL, ZDF
sowie die jeweiligen Hochsalzdiat-Parallelgruppen. Deutlich ist zu sehen, dass bereits zum Zeitpunkt
der ersten Messung nach Lieferung der Tiere (8. Lebenswoche) die ZDF-Tiere hoheren
FlUssigkeitsbedarf gegenliber den ZDL-Tieren zeigten. Dieser Effekt verstarkte sich im weiteren
Versuchsverlauf mit Einstellung einer voll ausgepragten diabetischen Stoffwechsellage noch weiter.
Die Verabreichung einer Hochsalzdiat steigerte das Durstgefiihl und die Wasseraufnahme der Ratten
ebenfalls. Dieser Effekt iberstieg jedoch nicht die Auswirkungen einer diabetischen Stoffwechsellage,

so erreichte die Wasseraufnahme der ZDL-S-Tiere nicht das Niveau der ZDF-Tiere.

Die rechtsstehende obige Abbildung veranschaulicht die Entwicklung der Trinkmengen der ZDF, ZDF-
E und ZDF-E-S-Gruppen. Wahrend die zusatzliche Medikation mit Eplerenon keine wesentlichen
Effekte auf das Trinkverhalten der Tiere zeigte, stieg der Wasserkonsum mit Verabreichung einer
Hochsalzdidt enorm an, wobei die ZDF-E-S noch deutlich tber der in der linksstehenden Graphik

abgebildeten Trinkmenge der ZDF-S-Gruppe rangierte (vgl. auch

Abbildung 18), da zusatzlich zur — durch die Hochsalzdidt — gedrosselten Aktivitdt des Renin-
Angiotensin-Systems noch der Effekt der diuretisch wirksamen Aldosteronblockade zu verzeichnen

war.
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Abbildung 18: Wasserverbrauch AUC 15.-24. LW (MW + SEM)
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3.4 Urinausscheidung

Weitgehend analog zur Wasseraufnahme verlief auch die Entwicklung der Urinausscheidung. Die
jeweiligen Urinvolumina wurden im Rahmen der Haltung in den Metabolischen Kafigen im
vierwdchigen Abstand bestimmt. Abbildung 19 verdeutlicht die diuretische Wirkung einer
Hochsalzdiit’* sowie die osmotische Diurese’?, welche bereits ab dem Versuchsbeginn bei den
diabetischen ZDF-Tieren zu beobachten war. Abbildung 20 zeigt die Wirkung des Diuretikums
Eplerenon, zu beobachten ist im Vergleich mit der ZDF-Gruppe eine gesteigerte Urinausscheidung,
welche im Schnitt um etwa 45 ml tiber dem Niveau der Kontrollgruppe rangierte.” Die Abbildung 21
fihrt die Entwicklung der Urinmengen der ZDF-S, ZDF-S-E und ZDF-S-H-Gruppen vor Augen.
Insbesondere bei Betrachtung der AUC iber die Versuchsphase (vgl. Abbildung 22) wurde die
diuretische Wirkung von Eplerenon unter Salzbelastung deutlich (ZDF-E vs. ZDF-E-S Signifikanzniveau

p = 0,001 nach Bonferroni-Korrektur). Alle Graphen zeigen Mittelwerte *+ Standardfehler.

L d.h. Vergleich der Gruppen ZDL und ZDL-S sowie ZDF und ZDF-S
1m Vergleich zur ZDL-Kontrollgruppe

3 Allerdings bei einem relativ hohen Standardfehler von 18,2 (ZDF) bzw. 23,5 ml (ZDF-S).
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Urinvolumen in ml/24h

300 -
250 A
200 4
150
100
50 4
04
T T T T T
10 13 15 19 24
Lebenswochen
—e— 7ZDL
—o— ZDL+S
v ZDF
—v— ZDF+S

Abbildung 19: Urinvolumina L, F, LS, FS (MW * SEM)
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Abbildung 20: Urinvolumina F, FE (MW + SEM)
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Abbildung 21 : Urinvolumina FS, FSE, FSH (MW + SEM)
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Abbildung 22: Urinvolumen AUC 15.-24. Lebenswoche (MW + SEM)

3.5 Laufband-Konditionstestung

Einmal im Versuchsverlauf (in der 23. Lebenswoche) wurde auf dem Laufband eine ergometrische
Belastungstestung zur Einschatzung der kardiovaskuldren und konditionellen Belastungsfahigkeit der
einzelnen Tiere vorgenommen. Wie unter Gliederungspunkt 2.3.6 dargestellt, handelte es sich um
ein funfstufiges Geschwindigkeits-Schema, bei dem jeweils nach fiinf Minuten die nachsthdhere
Laufbandgeschwindigkeit gewahlt wurde, was fiir die Interpretation der nachstehenden Abbildung
23 von Bedeutung ist: bei der Angabe der gelaufenen Strecke handelte es sich also nicht um eine
lineare, sondern um eine im zeitlichen Verlauf stetig gesteigerte Belastung. Zur Definition der

Abbruchkriterien sei auf den Gliederungspunkt 2.3.6 verwiesen.
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Abbildung 23: Zuriickgelegte Entfernung auf dem Laufband (MW + SEM)

Obige Abbildung 23 veranschaulicht die héhere physische Leistungsfahigkeit der ZDL und ZDL-S-Tiere
im Vergleich zu den ZDF-Ratten unabhangig von der Medikation und Diat auf einem
hochsignifikanten Niveau. Die restlichen fiinf Gruppen untereinander weisen keine signifikanten

Unterschiede auf.

3.6 Plasma-Renin-Aktivitdt (PRA)

Die Bestimmung der Plasma-Renin-Aktivitdt (PRA) erfolgte durch eine quantitative
radioimmunologische Bestimmung von Angiotensin-l wie in Punkt 2.5.1 beschrieben. Hierbei
konnten Vorarbeiten der Arbeitsgruppe [123] zu bestatigt werden, wonach bei experimentellem Typ-
2-Diabetes mellitus der ZDF-Ratten eine Hyporenindmie vorliegt: die Plasma-Renin-Aktivitat der
diabetischen ZDF-Ratten rangierte in der vorliegenden Untersuchung deutlich unter den Werten der
nicht-diabetischen ZDL-Kontrollen, wenngleich es nicht gelang, diesen Zusammenhang auf
signifikantem Niveau darzustellen (vgl. Abbildung 24). Die Verabreichung einer Hochsalzdiat fihrt bei
ZDL-, ZDF- und ZDF-E-Tieren zu einer Renin-Suppression. Unter zusatzlicher Eplerenonmedikation

fand diese Suppression (im Vergleich mit der ZDF-S-Gruppe) in weniger ausgepragtem Umfang statt.




Ergebnisse

3,0 A

2,5 A

1,5 T

PRA in ng/ml/h

1,0 4
0,5 A

wl | | mm ]

L L+S F F+S F+E  F+E+S F+H4S

Gruppeneinteilung

Abbildung 24: Plasma-Renin-Aktivitat (MW + SEM)

3.7 Aldosteron: Plasmakonzentration, ¥ mMRNA-Expression und renale

Ausscheidung

Ahnlich der Renin-Bestimmung erfolgte auch die Messung der Aldosteronkonzentration im Plasma
der Versuchstiere auf radioimmunologischer Basis (vgl. Punkt 2.5.2). Abbildung 25 bestatigt im
Zusammenhang mit der Interpretation der Ergebnisse der Plasma-Renin-Aktivitat (siehe vorigen
Gliederungspunkt) Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, wonach bei experimentellem Typ-2-Diabetes
der ZDF-Ratten ein hyporenindamischer Hyperaldosteronismus vorliegt [123]. ZDF-Ratten verfiigen
demnach im Vergleich mit ZDL-Kontrollen zwar Uber niedrigere Renin-Aktivitditen im Plasma,
allerdings Ubertreffen sie diese interessanterweise (wenn auch auf nicht signifikantem Niveau)
hinsichtlich der im Plasma vorliegenden Aldosteronkonzentrationen. Die Medikation mit einem
Aldosteronrezeptorblocker (wie dem der vorliegenden Arbeit zugrunde gelegten Eplerenon) fihrt zu
einer massiven Steigerung der Aldosteronkonzentration um den Faktor 6,0. Im Rahmen eines Feed-
back-Mechanismus kommt es bei Blockade der Rezeptoren zu einer Hochregulation der
Syntheseleistung der Nebenniere. Die Verabreichung einer Hochsalzdiat flihrte - wie bereits bei der
Renin-Plasma-Aktivitdt beobachtet — zu einer Suppression der Aldosteronausschittung im Plasma.
Wahrend die Aldosteronsuppression unter Hochsalzdiat in Kontrolltieren komplett erfolgt, bleibt bei

ZDF-Tieren interessanterweise ein gewisser Aldosteronspiegel bestehen.
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Abbildung 25: Aldosteronkonzentration im Plasma (MW + SEM)

In Abbildung 25 zeigen sich die Ergebnisse der ZDF-E-Gruppe hochsignifikant unterschiedlich zu allen
anderen Gruppen. Durch die massiv erhohte Aldosteronkonzentration dieser Gruppe konnten die
Unterschiede zwischen den restlichen Versuchsgruppen nicht auf signifikantem Niveau dargestellt
werden. Im direkten, paarweisen Vergleich mittels t-Tests ohne Korrektur fiir multiples Testen
konnten Signifikanzen gezeigt werden fiir den Vergleich ZDL vs. ZDL-S (p = 0,022), ZDL vs. ZDF (p =
0,036) und ZDF vs. ZDF-S (p < 0,001).

Nahezu identische Ergebnisse (mit analogen statistischen Problemen) zeigte auch die mRNA-
Bestimmung der Aldosteronsynthase in der Nebenniere (vgl. Abbildung 26). Die Gruppe ZDF-E zeigte
sich hochsignifikant (p < 0,001) unterschiedlich zu allen anderen Gruppen, weitere Unterschiede
konnten erst im direkten t-Test-Vergleich ohne Korrektur fiir multiples Testen herausgearbeitet
werden. Dabei zeigten sich Unterschiede fir ZDL vs. ZDL-S (p < 0,001), ZDF vs. ZDF-S (p < 0,001) und
ein Trend an der Signifikanzgrenze fiir ZDF-S vs. ZDF-E-S (p = 0,054).
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Abbildung 26: Aldosteronsynthase CYB11b2 mRNA Expression (MW + SEM)

Ahnliches lieR sich bei der Messung der Aldosteronausscheidung im Urin im Rahmen der
Untersuchung in den metabolischen Kafigen beobachten. Untenstehende Abbildungen zeigen die

Aldosteronausscheidung tber den Zeitverlauf, angegeben sind jeweils Mittelwerte + Standardfehler.
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Abbildung 27: Aldosteronausscheidung im Urin, Gruppen L, LS, F, FS (MW £ SEM)
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Abbildung 28: Aldosteronausscheidung im Urin, Gruppen F, FS, FES (MW = SEM)
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Abbildung 29: Aldosteronausscheidung im Urin, Gruppen FS, FES, FSH (MW % SEM)
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In Abbildung 30 dargestellt findet sich die AUC der Aldosteronausscheidung von Beginn der
Medikation in der 15. Lebenswoche bis zum Versuchsende in der 24. LW. Die hochste
Aldosteronausscheidung im Urin wiesen hierbei die Tiere der ZDF-E-Gruppe auf, was als eine Art
,Uberlauf-Phianomen” bewertet werden kann. Die Verabreichung einer Hochsalzdiit fiihrte
zumindest bei ZDL- und ZDF-Tieren zu einer erhdhten Ausscheidung von Aldosteron, was sich in einer
niedrigen Plasmakonzentration dullerte (bei Salz-exzessiver Didt bestand ein geringerer Bedarf an
physiologischer Aldosteronwirkung mit Wirkung einer Natrium-Retention). Der Vergleich der ZDF-S-
mit der ZDF-E-S-Gruppe zeigte, dass eine Eplerenonmedikation zu erhohter Aldosteronausscheidung
fihrte, wenngleich der Effekt weniger eindrucksvoll ausfiel als im direkten Vergleich ZDF/ZDF-E. Eine
Kombination von Aldosteronrezeptorblockade und Hochsalzdidt (ZDF-E-S) fuhrte im Vergleich zur

ZDF-E-Gruppe zu keiner Steigerung der renalen Aldosteronexkretion.
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Abbildung 30: Aldosteronausscheidung im Urin AUC 15.-24. LW (MW % SEM)

3.8 Einschub: Renin-mRNA-Expression in der Nebenniere

Bei Vorliegen eines hyporenindmischen Hyperaldosteronismus (vgl. Punkt 3.6 und 3.7) der ZDF-
Ratten verbleibt zum gegenwartigen Zeitpunkt die Frage, an welcher Lokalisation eine Triggerung der
Aldosteronsynthese stattfindet bzw. ob die erhéhte Aldosteronkonzentration bei ZDF-Ratten eher
auf einen verminderten Abbau zurlickzufiihren ist. Die Hypothese, dass bei ZDF-Tieren eine lokale
Renin-Produktion der Nebenniere vorliegt, welche sozusagen ,vor Ort“ die Aldosteronsynthese

dieses Organs anregt, konnte in diesem Versuch nicht bestatigt werden. Untenstehend finden sich
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die entsprechenden Amplifikationskurven sowie die Schmelzkurven des Renin-PCR-Produkts und des

als ,Housekeeper” verwendeten B-Aktin.
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Abbildung 31: Renin Nebenniere Amplification Plot
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Abbildung 32: Renin RTmin-Kontrollen und Wasser Amplification Plot
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Abbildung 33:

Renin Amplification Plot Positivkontrolle (Niere)
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Abbildung 35: Dissoziationskurve Renin Abbildung 34: Dissoziationskurve B-Aktin

Obenstehende Amplifikationskurven zeigen, dass die Konzentrationskurve von spezifischer mRNA fir
Renin in der Nebenniere in vergleichbarer GréRenordnung lag wie in Wasser oder RT-Kontrollen,
wahrend in als Positivkontrolle dienendem Nierengewebe reelle Konzentrationen gemessen werden

konnten, welche etwa um den Faktor 100 000 hoher rangierten.

3.9 Natrium

3.9.1 Natriumkonzentration im Serum

Die Natriumkonzentrationen im Serum zum Zeitpunkt des Versuchsendes unterschieden sich nicht
signifikant. Auffallig erscheint jedoch, dass der Anstieg der ZDF-Gruppe im Vergleich zur ZDF-S-
Gruppe deutlicher ausgepragt ist als im Vergleich der ZDL vs. ZDL-S-Gruppe. Der Anstieg der
Natriumkonzentration unter Salzbelastung scheint anndahernd analog dem Anstieg des Blutdrucks

unter Salzbelastung zu erfolgen (vgl. Gliederungspunkt 3.1.4).
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Abbildung 36: Natrium-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.9.2 Renale Natrium-Ausscheidung

Um weitgehend konstante Natrium-Konzentrationen im Serum zu gewahrleisten, gelang es den unter
Hochsalzdiat befindlichen Tieren sehr gut, das mit der Nahrung aufgenommene Natrium renal

auszuscheiden.

Die untenstehenden drei Abbildungen (Abbildung 37 bis Abbildung 39) =zeigen die

Natriumausscheidung im 24-h-Sammelurin in Abhéngigkeit der verschiedenen Gruppen (MW + SEM).
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Abbildung 37: 24h-Natriumausscheidung, Gruppen L, LS, F, FS (MW + SEM)
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Abbildung 38: 24h-Natriumausscheidung, Gruppen LS, FS, FSE, FSH (MW + SEM)
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Abbildung 39: 24h-Natriumausscheidung, Gruppen L, F, FE (MW  SEM)
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Abbildung 40 zeigt die Mittelwerte der AUC der Natriumausscheidung im Urin Uber den
Versuchszeitraum. Auffallig erscheint die hochsignifikant (um etwa den Faktor 10) erhoéhte

Natriumexkretion unter Hochsalzdiat unabhangig von der Gruppezugehdrigkeit.
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Abbildung 40: Natrium-Ausscheidung AUC im Urin 15.-24. LW (MW % SEM)

3.10 Kalium

3.10.1 Kalium-Konzentration im Serum

Aldosteron fordert die Natrium-Retention und erhdht physiologischerweise die Ausscheidung von
Kalium. Eplerenon vermittelt seine diuretische Wirkung auf der Basis einer Reduktion der Natrium-
Rickresorption, vermindert die Ausscheidung von Kalium und zahlt aus diesem Grunde fiir Katzung

und Trevor zu den sogenannten kaliumsparenden Diuretika [124].

Der Hyperaldosteronismus der ZDF-Tiere filihrte nicht zu einer erniedrigten Kaliumkonzentration im
Serum gegenliiber den ZDL-Kontrollen. Unter Aldosteronblockade mit Eplerenon kam es zu keiner
Steigerung der Kalium-Konzentration im Vergleich mit der ZDF-Gruppe. Unter Salzbelastung (welche
den Effekt der Aldosteronblockade verstirkt) zeigte sich eine weitere Reduktion der
Kaliumkonzentration im Serum. Alle genannten Beobachtungen lieRen sich nicht auf signifikantem

Niveau darstellen.
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Abbildung 41: Kalium-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.10.2 Renale Kalium-Ausscheidung

In Abbildung 42 finden sich die Mittelwerte der AUC der renalen Kalium-Ausscheidung in mmol/24h
dargestellt. Diese Daten wurden im Rahmen der Messungen in den metabolischen Kafigen gewonnen
(vgl. Gliederungspunkt 2.3.5) Deutlicher als bei der Kaliumkonzentration im Serum (vgl.
Gliederungspunkt 3.10.1) dulRerte sich der Hyperaldosteronismus der diabetischen ZDF-Gruppe bei
der Betrachtung der Kalium-Ausscheidung im Urin. Die Kaliumausscheidung der ZDF-Gruppe
rangierte im Vergleich mit der ZDL-Kontrollgruppe bei etwa 160%. Die Medikation mit Eplerenon
oder die Verabreichung einer Hochsalzdiat bewirkte dagegen keine deutlichen Unterschiede. Keine

der Differenzen war auf signifikantem Niveau darzustellen.
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Abbildung 42: Kalium-Ausscheidung AUC im Urin 15.-24. LW (MW + SEM)

3.11 Calcium-Konzentration im Serum

Der Calciumhaushalt wird durch das Zusammenwirken von Parathormon, Calcitriol u. Calcitonin
normalerweise in engen Grenzen konstant geregelt. Im Serum liegt Calcium beim Menschen zu ca. 55
% in ionisierter Form als Ca** (funktionell aktiv) und zu ca. 40 % an Proteine sowie zu etwa 5 % an
organische Sauren gebunden vor. Eine Azidose fiihrt zur Zunahme des ionisierten Calciums im Blut,
Alkalose dagegen zur Reduktion der Ca’*-Konzentration und in der Folge evtl. zur Tetanie (vgl. z.B.
[105]). Abbildung 43 stellt die Mittelwerte der im Serum gemessenen Calcium-Konzentrationen dar.
Die Verabreichung einer Hochsalzdidt scheint die Gesamt-Calcium-Konzentration im Serum zu
erhoéhen (Vergleich ZDL vs. ZDL-S, ZDF vs. ZDF-S, ZDF-E vs. ZDF-E-S). Diabetische ZDF-Tiere zeigten im
Vergleich mit den Kontrollgruppen eine niedrigere Calciumkonzentration als die Kontrollgruppe. Die

gemessenen Unterschiede erreichten kein signifikantes Niveau.
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Abbildung 43: Calcium-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.12 Lipidprofil

Samtliche im Folgenden aufgefiihrte Parameter wurden nach Versuchsende in der 24. Lebenswoche

in Kooperation mit dem Institut fiir Klinische Chemie der Universitat Regensburg bestimmt.

3.12.1 Cholesterin im Serum

Cholesterin ist ein biosynthetischer Vorldaufer von Gallensduren, Steroiden und Calciferolen. Das mit
der Nahrung aufgenommene oder auch endogen produzierte Cholesterin wird an Lipoproteine
gebunden u. mit Fettsduren verestert transportiert: nach Resorption im Darm in Chylomikronen,
sonst in LDL, VLDL, IDL u. HDL. Speicher- u. Transportform des Cholesterins sind vor allem seine
Esterverbindungen mit ungesattigten Fettsdauren. Die De-novo-Biosynthese aus Acetyl-CoA findet in
erster Linie in Leber und intestinaler Mukosa statt. Sie wird lber eine Riickkopplungsschleife {iber die
Regulation von Aktivitat und Menge der HMG-CoA-Reduktase gesteuert. Nicht verestertes

Cholesterin wird biliar sezerniert (vgl. z.B. [105]).

Bei den Lipoproteinen unterscheidet man die kovalent an Lipide gebundenen Proteine (meist
Membranproteine wie Hormonrezeptoren etc.) sowie die Plasmalipoproteine, welche nichtkovalent
mit Lipiden verbunden sind (Apolipoproteine). Bei Lipoproteinen handelt es sich um hochmolekulare
wasserlosliche Komplexe variabler Zusammensetzung, die in Leber u. Darm synthetisiert werden u. v.

a. dem Transport von Cholesterin u. -estern, Phospholipiden, Triglyzeriden u. fettldsl. Vitaminen im
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Blut dienen. lhre Einteilung wird nach der Dichte in der Ultrazentrifuge in Chylomikronen, VLDL, IDL,

LDL und HDL eingeteilt.

Abbildung 44 zeigt die jeweiligen Mittelwerte der Versuchsgruppen. Auffillig sind die erhéhten
Cholesterinwerte der diabetischen ZDF-Ratten in allen Versuchsgruppen. ZDL- und ZDL-S-Gruppe

erwiesen sich als signifikant unterschiedlich zu allen anderen Versuchsgruppen.
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Abbildung 44: Gesamt-Cholesterin-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.12.2 LDL-Konzentration im Serum

LD-Lipoproteine vermitteln den Transport des endogen produzierten oder exogen nutritiv
aufgenommenen Cholesterins (vorrangig in veresterter Form) in periphere Koérperzellen. LDL
entstehen aus VLDL und bestehen zu 75 % aus Lipiden und zu 25 % aus Apolipoproteinen (Apo-B). Sie

entsprechen in der elektrophoretischen Klassifikation den Betalipoproteinen [105, 125].

Abbildung 45 zeigt die Mittelwerte der LDL-Konzentrationen im Serum. Es bestand eine hohe

Standardabweichung, die Differenzen waren nicht signifikant.
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Abbildung 45: LDL-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.12.3 HDL-Konzentration im Serum

Bei HDL handelt es sich um Lipoproteine hoher Dichte (1,063-1,210 g/ml) der elektrophoretischen
Alpha-1-Globulinfraktion, welche in Leber u. Darmmukosa gebildet (HDL1) und im Blut in HDL2
umgewandelt werden. HDL bestehen zu ca. 50 % aus Apolipoproteinen und zu ca. 50 % aus
Cholesterin u. Phospholipiden, ihre Funktion besteht im retrograden Transport von Cholesterin aus
peripheren Zellen in die Leber. Dazu wird freies Cholesterin unter Katalyse der LCAT (Lecithin-
Cholesterol-Acyltransferase) mit einem Acylrest von Lecithin verestert (HDL3). Erhhtem HDL wird

ein protektiver Effekt bzgl. des Arterioskleroserisikos zugeschrieben [105].

Abbildung 46 verdeutlicht die HDL-Konzentrationen der jeweiligen Versuchsgruppen. Bemerkenswert
erscheint, dass die diabetischen Tiere zwar Uiber hdheres Gesamtcholesterin und LDL verfiigen (siehe
Gliederungspunkte 3.12.1 und 3.12.2), jedoch auch hohere Serumkonzentrationen an HDL
aufweisen. Die diabetischen Tiere unterschieden sich in den verschiedenen Subgruppen nicht

signifikant.
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Abbildung 46: HDL-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.12.4 VLDL-Konzentration im Serum

VLD-Lipoproteine werden in der Leber gebildet und bestehen zu etwa 85-90 % aus Lipiden und zu 10-
15 % aus Apolipoproteinen. Sie entsprechen den Prabetalipoproteinen beziglich ihres
Elektrophorese-Verhaltens. lhre Funktion liegt im Transport der endogenen Triglyceride begriindet,

nach Abgabe von Fettsauren erfolgt die Transformation in IDL und LDL [105].

Abbildung 47 zeigt die Mittelwerte der VLDL-Konzentrationen. Die diabetischen Tiere zeigten im
Vergleich zu den Kontrollgruppen deutlich erhéhte Werte. Die Medikation mit Hydralazin fiihrt
(signifikant unterschieden zu allen anderen Gruppen) zu erhéhten Serum- Konzentrationen an VLDL,
weitere Signifikanzen konnten nicht dargestellt werden. Im direkten Gruppenvergleich (t-Test ohne
Korrektur fir multiples Testen) konnte der Unterschied der Gruppen ZDL und ZDF mit p < 0,001

gezeigt werden.
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Abbildung 47: VLDL-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.12.5 Triglyzeride im Serum

Triglyzeride bestehen aus einem mit drei Fettsduren veresterten Glycerol-Anteil. Teilweise findet die
Aufnahme mit der Nahrung statt, die Triglyzeride werden im Darmlumen in Monoacylglycerole und
freie Fettsduren gespalten. Nach der intestinalen Resorption und der anschlieRenden Re-Synthese im
Blut werden sie in Chylomikronen transportiert. Die Synthese der endogenen Trigylzeride findet
hauptsachlich in Leber, Niere u. Herzmuskel aus Glycerol-3-phosphat Uber die Zwischenstufen
Phosphatidsduren und Diacylglycerole statt. In der Zirkulation erfolgt der Transport in VLDL-Partikeln
(vgl. Gliederungspunkt 3.12.4). Physiologische Bedeutung besitzen die Triglyzeride vor allem als

Energielieferanten, die Speicherung erfolgt in Form von Depot-Fett [105].

Abbildung 48 zeigt die Mittelwerte der Triglyzerid-Konzentrationen der jeweiligen Versuchsgruppen.
Die diabetischen Tiere weisen deutlich erhohte Werte auf. Die Medikation mit Hydralazin scheint
(signifikant zu allen anderen Gruppen) zu erhdhten Serum-Konzentrationen an Triglyzeriden zu
flhren. Prinzipiell decken sich die Ergebnisse bis ins Detail mit den Daten der VLDL-Konzentrationen,

welche ja als Transportvehikel fiir endogen produzierte Trigylzeride dienen.
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Abbildung 48: Triglyzerid-Konzentration im Serum (MW + SEM)

Zusammengefasst besteht bei den im Versuch befindlichen ZDF-Tieren die Auspragung eines
Metabolischen Syndroms mit Diabetes mellitus, einer abdominellen Adipositas und einem

entsprechenden Lipid-Profil.

3.13 Parameter der Nierenfunktion

3.13.1 Kreatinin im Serum

Kreatinin ist ein in der Muskulatur auf nichtenzymatischem Wege gebildetes cyclisches Anhydrid von
Kreatin. Kreatinin stellt die Ausscheidungsform des Kreatins dar. Die renale Kreatinin-Ausscheidung
ist individuell unterschiedlich aber konstant ausgepragt und unter anderem von der vorliegenden
Muskelmasse abhangig. Kreatinin wird in der Niere nahezu vollstdndig glomerular filtriert und
ausgeschieden und eignet sich vor diesem Hintergrund zur Bestimmung der glomerularen

Filtrationsrate als MaR der renalen Ausscheidungsleistung [105].

Die Messung der Kreatinin-Konzentrationen im Serum zum Zeitpunkt des Versuchsendes sowie in
den einzelnen Urin-Samples (vgl. Gliederungspunkt 2.3.5) erfolgte in Kooperation mit dem Institut fir

Klinische Chemie der Universitat Regensburg.

Wie Abbildung 49 verdeutlicht, zeigten sich bezlglich der Kreatinin-Konzentration im Serum zum

Zeitpunkt des Versuchsendes keine signifikanten Unterschiede. Interessant erscheint jedoch der
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Eindruck, dass die Verabreichung einer Hochsalzdiat bei diabetischen Ratten und Kontrolltieren die
Kreatinin-Konzentration zu erh6hen scheint, eine Medikation mit Eplerenon ist moglicherweise in der

Lage, diesen Effekt zu kompensieren.
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Abbildung 49: Kreatinin-Konzentration im Serum (MW + SEM)

3.13.2 Kreatinin Ausscheidung AUC im Urin

Folgende Graphen veranschaulichen die Kreatininausscheidung im Urin Gber den Versuchszeitraum.

Angegeben sind jeweils Mittelwerte der Gruppen * Standardfehler.
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Abbildung 50: 24h-Kreatininausscheidung, Gruppe L, LS, F, FS (MW £ SEM)
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Abbildung 51: 24h-Kreatininausscheidung, Gruppe L, F, FE (MW * SEM)
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Abbildung 52: 24h-Kreatininausscheidung, Gruppe FS, FSE, FSH (MW + SEM)
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Abbildung 53 stellt die AUC der Kreatinin-Ausscheidung im Urin in mg/24h wahrend dem Zeitraum

zwischen der 15. Lebenswoche sowie der 24. Lebenswoche dar.

Deutlich werden bei der Betrachtung die (zumindest im Vergleich mit der ZDL-S-Gruppe
signifikanten) Unterschiede der diabetischen Tiere (jeglicher Untergruppe) zu den Kontrollen. Tiere
mit diabetischer Stoffwechsellage tendieren zu einer niedrigeren Kreatinin-Ausscheidung im Rahmen
der diabetischen Nephropathie. Der Einfluss einer Hochsalzdidt scheint (zumindest bei der
Betrachtung der AUC-Daten) keine nennenswerte Rolle zu spielen, auch unter Medikation mit

Eplerenon liel’ sich keine erhéhte Kreatinin-Ausscheidung nachweisen.
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Abbildung 53: Kreatinin-Auscheidung im Urin AUC 15.-24. LW (MW + SEM)

Bei der isolierten Betrachtung der renalen Kreatininausscheidung am Ende der Versuchsperiode (vgl.

Abbildung 54) in der 24. Lebenswoche dagegen stellt sich die Situation etwas anders dar.

Hier scheint die Verabreichung einer Hochsalzdidt tendenziell die Kreatinin-Exkretion zu vermindern
und eine Medikation mit Eplerenon positive Auswirkungen auf die Kreatinin-Ausscheidung im Urin zu

vermitteln. Keine der Beobachtungen konnte auf signifikantem Niveau dargestellt werden.
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Abbildung 54: Kreatinin-Ausscheidung in der 24. Lebenswoche (MW * SEM)

3.13.3 Kreatinin-Clearance in der 24./25.Lebenswoche

Die Clearance einer Substanz bezeichnet diejenige Plasmamenge, die pro Zeiteinheit von einer
bestimmten Substanzmenge befreit (,geklart”) wird [126]. Die renale Clearance dient als Mal} die
glomerulare Filtrationsrate (GFR) zu, da Kreatinin im Normalfall kaum riickresorbiert oder tubular
sezerniert wird. Bei chronischer Niereninsuffizienz ist allerdings dieser Parameter wegen steigender
Serumkonzentrationen von Kreatinin nicht mehr verldsslich. Kreatinin wird dann zusatzlich tubular
sezerniert und Uber die Darmschleimhaut ausgeschieden, was zur Uberschitzung der GFR fithren

kann.

Die Kreatinin-Konzentrationen in Urin und Serum wurden wie oben erwahnt in Kooperation mit dem
Institut flr Klinische Chemie der Universitdit Regensburg bestimmt. Die Messung des
Harnzeitvolumens erfolgte mit Hilfe eines handelsiiblichen Labor-Messzylinders im Rahmen der

periodischen Haltung der Tiere in den Metabolischen Kafigen (vgl. Punkt 2.3.5).

Abbildung 55 veranschaulicht die Kreatinin-Clearance zum Zeitpunkt der 24./25. Lebenswoche.
Verlaufsparameter Uber den gesamten Zeitraum des Versuchs stehen nicht zur Verfligung, da
lediglich am Versuchsende Serum-Material gewonnen wurde, um die Konzentrationsmessung des

Kreatinins vorzunehmen.
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Bei der Betrachtung wird die recht gleichmaRige Kreatinin-Clearance der einzelnen Versuchsgruppen
ersichtlich. Eplerenon scheint im Vergleich mit der ZDF-Gruppe, noch mehr aber bei zusatzlicher
Hochsalzdiat, die Kreatinin-Clearance zu erhéhen. Allerdings bewegen sich die Differenzen zwischen
den einzelnen Gruppen in so geringfligigen Dimensionen, dass eine zuverlassige Interpretation auf

der Grundlage der vorliegenden Daten nicht erfolgen kann.
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Abbildung 55: Kreatinin-Clearance in der 24./25. Lebenswoche (MW * SEM)

3.13.4 Proteinurie: Albuminausscheidung im Urin 15.-24.Lebenswoche

Als Albumine bezeichnet man in der Leber synthetisierte, gut wasserlosliche globulédre Proteine mit
einer Molekularmasse von etwa 66 000 Da (Dalton). Sie stellen einen Grofteil (etwa 52-62%) des
GesamteiweiRes im humanen Blutplasma. Die Bedeutung der Albumine liegt primar in der Regelung
des onkotischen Drucks, allerdings wirken sie im Serum auch als Transportproteine fiir

wasserunlosliche Stoffe wie Bilirubin und freie Fettsduren [105].

Eine geringgradige Proteinurie (beim Menschen unter 30 mg Albumin pro 24h) kann als physiologisch
betrachtet werden. Die Extremform einer hochgradigen Proteinurie fihrt zur Ausbildung eines
Nephrotischen Syndroms [127]. Das Ausmall der Proteinurie im Rahmen einer diabetischen
Nephropathie korreliert mit der Progression der Glomerulosklerose und tubulointerstitiellen
Fibrose[128, 129]. Das Protein-Leck im Glomerulum induziert im tubuldren Abschnitt der Henle-
Schleife proinflammatorische und profibrotische Verdnderungen der tubuldren Zellen, welche die

Entwicklung interstitieller Fibrose und tubularer Atrophie triggern oder beschleunigen kénnen [128].
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Die pathologische Proteinurie unterteilt man in der Regel in:

a) prarenale Proteinurie: Sie kommt in der Hauptsache bei pathologisch erhohter
Serumkonzentration niedermolekularer Proteine (MG < 20 000) mit Uberschreiten der tubuliren
Riickresorptionskapazitat vor. Als Beispiele sind ein vorliegendes Plasmozytom, Myoglobinurie nach

Trauma oder dhnliches anzufiihren.

b) renale Proteinurie: Sie liegt als sogenannte glomeruldre Proteinurie bei erhdhter glomerulérer
Permeabilitdt oder als tubuldre Proteinurie infolge einer Stérung der tubuldren Rickresorption
glomerular filtrierbarer Proteine vor. Die sogenannte Mikroalbuminurie (30-300 mg/24h) gilt beim
Menschen als Frihsymptom und Risikoindikator eines beginnenden glomeruldren Schadens im

Rahmen einer diabetischen Glomerulosklerose [127].

c) postrenale Proteinurie: Sie kommt im Zuge einer lokalen Produktion von Immunglobulinen und
entzlindlich bedingter Proteinfreisetzung bei Harnweginfektionen (z. B. Zystitis, Pyelonephritis) oder

bei Blutungen im Bereich der Harnwege vor.

Nachstehende Abbildungen 56 bis 58 zeigen den Verlauf der Albuminurie Uber den

Versuchszeitraum.
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Abbildung 56: 24h-Albuminurie, Gruppe L, LS, F, FS (MW + SEM)
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Abbildung 57: 24h-Albuminurie, Gruppe L, F, FE (MW * SEM)
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Abbildung 58: 24h-Albuminurie, Gruppe FS, FSE, FSH (MW + SEM)
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Abbildung 59 demonstriert die Albouminausscheidung summiert Gber den Zeitraum der 15. bis zur 24.
Lebenswoche als AUC. Wahrend die nicht-diabetischen Tiere der ZDL und ZDL-S-Gruppe keine
nennenswerte Albuminurie aufwiesen, zeigten samtliche diabetischen Versuchsgruppen um bis zu
knapp 200fach erhohte Werte (bezieht sich auf den Vergleich der ZDF-H-S-Gruppe mit der ZDL-
Gruppe). Der periphere Vasodilatator Hydralazin scheint in dieser Hinsicht die renale Funktion zu
beeintrachtigen und bei diabetischen Tieren unter Hochsalzdidt einen glomeruldren Schaden zu
provozieren. Ein im Vergleich mit der ZDF- oder der ZDF-S-Gruppe protektiver Effekt von Eplerenon

konnte hinsichtlich der Albuminurie nicht aufgezeigt werden.
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Abbildung 59: Albumin-Ausscheidung im Urin AUC 15.-24. LW (MW + SEM)

Bei der Darstellung der Albuminausscheidung pro Gramm Kreatinin-Ausscheidung in einem 24-
stiindigen Zeitraum (in der 24. Lebenswoche, vgl. Abbildung 60) zeigt sich ein im Grunde recht
dhnliches Bild, doch wird hier der renoprotektive Effekt der Eplerenon-Gabe (vor allem bei

Hochsalzdiat) deutlicher.
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Abbildung 60: Albumin-Ausscheidung pro g Kreatinin in 24 h (Zeitpunkt 24. Lebenswoche) (MW + SEM)

3.14 a-smooth-muscle-Aktin

Als Myofibroblasten werden aktivierte Fibroblasten bezeichnet, welche ein breites Spektrum an
zytoskelettalen Proteinen exprimieren, hier sind in erster Linie a —sma [130] sowie Vimentin und

Desmin zu nennen [131, 132].

Myofibroblasten tragen zur pathologischen Ablagerung extrazelluldrer Matrix im Rahmen
diabetischer interstitieller Fibrose bei [133]. Im Rahmen der chronischen Niereninsuffizienz korreliert
die Abnahme der exkretorischen Nierenfunktion nach Grupp et al. (2001) direkt mit dem Ausmal der

interstitiellen Fibrose.

Auch friihere Beobachtungen [134] hatten bereits auf die immense Bedeutung tubulointerstitieller
phanotypischer Veranderungen und fibrotischer Prozesse im Zusammenhang mit der Progression der
diabetischen Nephropathie hingewiesen. Die pradiktive Aussage der Synthese von Myofibroblasten
beschrdankt sich nicht nur auf die experimentelle diabetische Nephropathie: bei Patienten mit

diabetischer Nephropathie vermittelt sie eine signifikant schlechtere Prognose [132].

o —sma steht in engem Zusammenhang mit dem Prozess der Umwandlung renaler Zellen in Zellen
mit myofibroblastischen Charakteristika. TGFbeta (transforming growth factor beta) spielt in diesem

Geschehen wohl eine entscheidende Rolle: er ist in der Lage, die Expression von alpha sma zu
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erhohen (in vivo und in vitro Fibroblasten). Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese von TGFbeta
in tubuldaren Zellen durch hohe Glukosespiegel im Plasma getriggert werden kann [135]. Dies gilt
sowohl fiir experimentellen Diabetes mellitus wie auch fiir humane Verhaltnisse [136] und bezieht
sich in erster Linie auf interstitielle Fibroblasten aber auch auf glomeruldare mesangiale Zellen [132].
Die Beobachtungen von Essawy et al. (1997) zeigen auf, dass die Progression der diabetischen
Nephropathie mit phdanotypischen Verdnderungen sowohl im Interstitium wie auch in glomeruldren

und tubuladren Zellen assoziiert ist [132].

o —sma gilt als Indikator sowohl fiir tubulo-interstitielle Fibrosierung wie auch fir die mesangiale
Proliferationsaktivitat im Sinne einer Glomerulosklerose[132, 137]. Periglomeruldre Myofibroblasten
sind wohl (nach einem Postulat von Essawy et al.) in der Lage, den Bowman‘schen Raum zu
okkupieren, die glomeruldre Filtrationsflache zu infiltrieren und auf diese Art pathophysiologisch in

die Entwicklung einer Glomerulosklerose einzugreifen [138].

Abbildung 61 verdeutlicht die mRNA-Expression von a —sma im Vergleich der verschiedenen
Versuchsuntergruppen. Unterschiede zeigten sich fir den Vergleich der ZDL und ZDL-S-Gruppe mit
den diabetischen Tieren (weitgehend unabhdngig von Medikation und Salzdiat). Allgemein gewinnt
man den Eindruck, dass eine zusatzliche renale Belastung im Sinne einer Hochsalzdidt die Expression
von a —sma erhoht (relativ deutlich fiir die beiden nicht-diabetischen Kontrollgruppen, angedeutet

flr die restlichen Parallelgruppen ZDF vs. ZDF-S und ZDF-E vs. ZDF-E-S).
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Abbildung 61: a-sma mRNA Expression (MW + SEM)
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3.15 Nephrin

Die Ultrafiltration von Plasmakomponenten wahrend der Bildung des Primarharns im Glomerulum
gilt als eine der zentralen Aufgaben der Nieren. Die glomerulédre Filtrationsbarriere setzt sich aus drei
Schichten zusammen: zunachst der Podozyt, dann die glomeruldre Basalmembran (GBM) und
nachfolgend das Endothel. Die Podozyten sind mit ihren Fullprozessen direkt tiber der Basalmembran
Uber eine spezielle Struktur verbunden, welche als Schlitzmembran bezeichnet wird. Die
Schlitzmembran Uberbriickt die Filtrationsporen zwischen zusammenhidngenden podozytdren
Auslaufern. Lange Zeit ging man basierend auf den Daten von experimentellen Tiermodellen und
einigen Untersuchungen an humanem Material davon aus, dass Defekte der Basalmembran
verantwortlich zeichnen fir die Pathogenese der Proteinurie. Mittlerweile allerdings haufen sich die
Anzeichen dafiir, dass die Verdanderungen der Schlitzmembran Einfluss auf die Entwicklung einer

Proteinurie nehmen [127].

Nephrin ist ein Zelladhasionsprotein, das auf Podozyten, sog. glomeruldren viszeralen epithelialen
Zellen, exprimiert wird [127]. Es gilt als spezifisches Protein der Schlitzmembran der Glomerula [139]
und spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Filtrationsbarriere [26, 127, 140].
Mutationen im Nephrin-Gen verursachen bei Menschen die schwerste Form des Nephrotischen
Syndroms [141]. Die Expression von Nephrin korreliert invers mit der Weite der podozytdren

FuRprozesse [127].

Das diabetische Milieu, das seinen Ausdruck in Hyperglykdmie, nicht-enzymatisch glykosylierten
Proteinen und mechanischem Stress (in Verbindung mit der vorliegenden Hypertonie) findet, flhrt
zur Down-Regulation von Nephrin [129]. Als Grund dafir wurden von Toyoda et al. [127] zwei
Mechanismen vorgeschlagen: einerseits der strukturelle Umbau glomerularer epithelialer Zellen, das
heilt, die phdnotypische Verdnderung der FuRprozesse und der Filtrationsschlitze [142], der andere
Mechanismus dagegen bezieht sich auf den Untergang von Podozyten [143]. Einer der zentralen
Mediatoren der Suppression von Nephrin ist Angiotensin I, welches auch weitere Zytokin-Pathways
wie TGF-B und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) induzieren kann [129]. Nach Toyoda et al.
[127] und Doublier et al. [144] gilt diese inverse Korrelation zwischen Nephrin-Expression und der

Entwicklung einer Proteinurie auch fir die humane diabetische Nephropathie.

Abbildung 62 zeigt die Mittelwerte der Nephrin-mRNA-Expression der einzelnen Versuchsgruppen.
Obwohl nur einzelne der Differenzen der Gruppen auf signifikantem Niveau gezeigt werden konnten,

lassen sich doch einige Trends feststellen.




Ergebnisse

Der Vergleich der ZDL mit der ZDF-Gruppe verdeutlicht die Suppression der Nephrin-Expression unter
diabetischem Milieu. Die Verabreichung einer Hochsalzdiat scheint ebenfalls podozytaren Stress zu
vermitteln und erniedrigt die Nephrin-Expression weiter. Deutlich zeigt sich der Benefit einer
Medikation mit Eplerenon in der Normalsalzdiat-Gruppe: im Vergleich mit der ZDF-Gruppe verfligte
die ZDF-E-Gruppe Uber nahezu die doppelte Nephrin-Expression, wenngleich diese Differenz
aufgrund der hohen Standardabweichung in der Gruppe nicht auf signifikantem Niveau gezeigt
werden konnte. Die ZDF-E-Gruppe Ubertraf in diesem Punkt sogar die nicht-diabetische ZDL-
Kontrollgruppe, allerdings wurde der Effekt der Medikation unter zuséatzlicher Hochsalzdiat zunichte
gemacht: hier erwies sich die Medikation mit Eplerenon tendenziell eher als ungiinstig im Vergleich

zur ZDF-S-Gruppe.
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Abbildung 62: Nephrin mRNA Expression (MW + SEM)

3.16 Uro-Stix Daten

Wahrend jeder Haltung der Tiere in den Metabolischen Kafigen kam es zu einer Untersuchung des

Urins mit Uro-Stix (vgl. Gliederungspunkt 2.3.5).

In Tabelle 14 sind die wesentlichen Ergebnisse der Messungen knapp zusammengefasst. Angegeben

ist die Summe der Mittelwerte (als AUC) der einzelnen Gruppen mit dem jeweiligen Standardfehler.
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Tabelle 14: Uro-Stix-Daten, angegeben ist jeweils die AUC 15.-24. Lebenswoche (MW * SEM)

Gruppe Dichte pH Leukos Eiweill Glucose Blut/Hb Keton
ZDL 2,021+0,001 | 1522£0,252 | 1,833+ 0,186 | 1,611£0,162 | 0,167+0,118 | 2,111£0,686 | 4x1
ZDL-S 2,023 +0,002 | 14,22+0,121 | 0,500+0,167 | 0,111+0,073 | 0,000+ 0,000 | 0,389+0,274 | 1x3
ZDF 2,037+0,002 | 11,50+0,354 | 5,056 +0,155 | 2,611+0,247 | 8,000+ 0,000 | 2,167 £0,333 | 1x1
ZDF-S 2,036 +0,001 | 12,06+0,395 | 4,625+0,324 | 2,938+0,320 | 8,000+0,000 | 2,375+0,573 | O
ZDF-E 2,036 +0,002 | 11,38+0,232 | 4,778 +0,237 | 2,944 +0,256 | 8,000+ 0,000 | 2,722+0,392 | 1x1
ZDF-E-S | 2,032+0,001 | 12,45+0,283 | 4,500+0,224 | 2,200+0,111 | 7,900+0,100 | 3,000+0,619 | O
ZDF-H-S | 2,033+0,001 | 12,43+0,346 | 4,813+0,298 | 2,813+0,326 | 8,000+0,000 | 0,750+0,231 | O

Bezliglich der Urindichte wiesen die ZDL-Tiere im Vergleich zu ZDF-Tieren (unabhédngig von der

Salzbelastung) hochsignifikant niedrigere Werte auf (vgl. Abbildung 63).
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Abbildung 63: Urindichte AUC 15.-24. LW (MW % SEM)

Der Urin-pH der nicht-diabetischen Kontrolltiere (Gruppen ZDL und ZDL-S) rangierte signifikant hoher
im Vergleich zu allen anderen Gruppen (vgl. Abbildung 64). Ebenfalls hochsignifikant zeigte sich der
Unterschied der nicht-diabetischen Kontrolltiere zu allen anderen Gruppen in der semiquantitativen
Messung der Leukozytenkonzentration (vgl. Abbildung 65) und der Protein-Gesamtkonzentration
(vgl. Abbildung 66) im Urin, wobei sich diesbeziiglich innerhalb der Versuchsgruppen der

diabetischen Tiere keine Unterschiede ergaben.
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Eine Ausscheidung von Ketonen konnten nur in vereinzelten Fallen (vgl. Tabelle 14) nachgewiesen
werden, da (anders als Typ 1-diabetische Tiere) bei einem Typ-2-diabetischen Tiermodell eher eine

hyperosmolare als eine ketoazidotische Situation zu erwarten ist.
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Abbildung 64: Urin pH Uro-Stix AUC 15.-24. Lebenswoche (MW  SEM)
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Abbildung 65: Leukozyten Score Uro-Stix AUC 15.-24. LW (MW % SEM)
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Abbildung 66: Eiweil Uro-Stix AUC 15.-24. LW (MW % SEM)

Wie erwartet zeigten die diabetischen Tiere durchgangig eine semiquantitativ sicher nachzuweisende
Glukosurie bei Uberschrittener Nierenschwelle. Die Ausscheidung der Glukose Uber den
Beobachtungszeitraum zeigte sich unabhangig von der Medikation und der verabreichten Diat (vgl.

Abbildung 67).
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Abbildung 67: Glukose-Ausscheidung Uro-Stix AUC 15.-24. LW (MW + SEM)

Bezliglich der Messung des im Urin enthaltenen Hamoglobins zeigte sich zwischen der ZDL- und ZDF-
Gruppe kein Unterschied. Die niedrigsten Hb-Werte im Urin zeigten die ZDL-S und die ZDF-S-H-
Gruppe im Vergleich zu den restlichen Versuchsgruppen (teilweise auf signifikantem Niveau). Die
diabetischen Tiere zeigten unter Hochsalzdidt, mehr noch unter der Medikation mit Eplerenon und

am meisten unter der Kombination beider Faktoren tendenziell erhéhte Hb-Werte (vgl. Abbildung

68).
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Abbildung 68: Hamoglobin im Urin Uro-Stix AUC 15.-24. LW (MW + SEM)

3.17 Histologie

3.17.1 Hamalaun-Eosin Farbung

Wie in Gliederungspunkt 2.4 geschildert, wurde von jedem im Versuch befindlichen Tier eine
Ubersichtsfarbung mit Hiamalaun-Eosin angefertigt. Exemplarisch findet sich ein Vertreter jeder

Gruppe in Abbildung 69 dargestellt.
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Abbildung 69: Hamalaun-Eosin-Farbung, Nierenglomerulum, 400x VergréfRerung,

Gruppenzuteilung siehe a bis g
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Abbildung 70 zeigt die durchschnittliche glomeruldre Flache der einzelnen Versuchsuntergruppen.

Der Wert pro Tier kam durch getrennte Auswertung von zehn Glomerula pro Tier zustande.
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Abbildung 70: Durchschnittliche glomerulére Flache (MW  SEM)

Diabetische Ratten weisen signifikant hohere glomeruladre Flachen auf als die Kontroll-Tiere. Generell
gewinnt man den Eindruck, dass eine Belastung der Tiere mit einer Hochsalzdiat unabhangig von der

genetischen Konstellation zu einer Zunahme der durchschnittlichen glomeruldren Flachen fiihrt.

Diabetische Tiere scheinen im Vergleich zu Kontrolltieren unter Hochsalzdiat anfalliger fur die
Entwicklung einer glomeruldren Hypertrophie zu sein, der Anstieg ist hier deutlicher ausgepragt. In
der statistischen Auswertung mittels t-Test ohne Korrektur fiir multiples Testen erreichte der
Vergleich der Gruppen ZDF vs. ZDF-S p = 0,060 und verfehlte damit das festgelegte Signifikanzniveau
nur knapp, der Vergleich ZDF-E vs. ZDF-E-S konnte in diesem Schritt signifikant dargestellt werden
(p=0,017).

Abbildung 71 verdeutlicht erganzend die Korrelation der Nierenmasse mit der glomeruldren Flache,
es ergibt sich ein Korrelationskoeffizient nach Pearson von 0,566, was nach Bortz einen ,starken

Effekt” signalisiert [145].

Abbildung 72 zeigt die Korrelation der Urinausscheidung mit der glomerularen Flache, hier ergibt sich

ebenfalls ein starker Zusammenhang mit einem Korrelationskoeffizienten nach Pearson von 0,619.
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Abbildung 71: Nierenmasse vs. glomuldre Flache
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Abbildung 72: Urinvolumen vs. glomerulare Flache

Es fanden sich in der H.E.-Farbung keine weiteren pathologischen Veranderungen. Da sich auch die
Kreatinin-Clearance zum Zeitpunkt des Versuchsendes noch nicht zwischen den Gruppen
unterschied, handelte es sich wohl noch um eine Frihform des Nierenschadens, was weitere

Untersuchungen auf Proteinebene nétig machte.
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3.17.2 Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) Immunhistologie

PCNA dient als mesangialer Proliferationsmarker und wird als Ausdruck einer glomeruldren
Aktivierung im Sinne einer Adaptions-Reaktion verstanden [146]. Dies stellt einen entscheidenden
Schritt auf dem Weg zur Glomerulosklerose dar [147-149] und war fir den vorliegenden Versuch
insbesondere aufgrund des relativ frihen Entwicklungsstadiums der diabetischen Nephropathie von

Interesse.

Bezliglich der Methode der immunhistochemischen Farbung sei auf den Gliederungspunkt 2.4.3
verwiesen. Besondere Beachtung verdient die Tatsache, dass die Farbung von Paraffinschnitten mit
PCNA-Antikdrpern eine hohe Abhangigkeit von der Fixationszeit aufweist [150], weswegen auf eine

standardisierte Behandlung des Materials grofRter Wert zu legen ist.

Pro Schnitt wurden zehn Glomerula ausgewertet, welche jeweils deutlich positiv angefarbten Arealen
der Nieren-Querschnitte entstammten. Dies sollte moglichst sicherstellen, dass die Farbung lokal
ohne Storfaktoren wie austrocknende Antikérper-Verdiinnungen etc. abgelaufen war. Nachstehend

wird fiir jede Gruppe ein Vertreter exemplarisch abgebildet (Abbildung 73).
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Abbildung 73: PCNA Immunhistochemische Farbung, Nierenglomerulum, 400x VergroRerung,

Gruppenzuteilung siehe a bis h
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Abbildung 74 zeigt die Proliferationsaktivitdt der Glomerula als Mittelwert PCNA-positiver Zellen pro
Glomerulum. Auffallige Unterschiede ergaben sich vor allem im Vergleich der diabetischen Tiere mit
der ZDL-Kontroll-Gruppe. Eine Hochsalzdiat steigert den Proliferationsgrad in jedem Falle im
Vergleich zur normodiatischen Vergleichsgruppe, wenn auch nur im Vergleich ZDL vs. ZDL-S auf

signifikantem Niveau.

35 -
E 30 - -|-
2
£
5 251
0] T
o
S 20
c
Q
@
N 15 -
[]
2 T
8 104
&
<
5
g °
0 . . ;
L L+S F F+S F+E  F+E+S  F+H+S

Gruppeneinteilung

Abbildung 74: Proliferationsaktivitat mittels PCNA-Immunbhistologie (MW = SEM)
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3.17.3 Desmin Immunhistologie

Nach Wiggins et al. korreliert eine erhdhte Expression von intermedidaren Matrixproteinen wie
Desmin als Ausdruck eines glomerularen Schadens mit einem funktionellen Defizit der Niere, welches
seinen Ausdruck in einer erhéhten Albuminausscheidung findet [151]. Ein podozytarer Schaden ist
dementsprechend —wie eingangs geschildert- als entscheidender Frihindikator einer diabetischen
Nephropathie anzusehen und stellt einen wichtigen Ansatzpunkt der Renoprotektion im Sinne der
Verhinderung von diabetischen Folgeschdaden dar [152]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
erhohte Desmin-Synthese der Glomerula stellvertretend als Zeichen einer generell erhdhten
Expression intermedidrer Filamente [83] verstanden. Eine erhohte Desmin-Ablagerung signalisiert
podozytare Schaden als Folgeerscheinung intraglomeruldarer Hypertension, immunoreaktiver

Veranderungen oder bisher ungeklarter weiterer Mechanismen [153, 154].

Nachstehend folgen zur Veranschaulichung einige Aufnahmen der Desmin-immunhistochemisch

gefarbten Schnitte (vgl. Punkt 2.4.3).

Abbildung 75: Desmin Immunhistologische Farbung, Ubersichtsaufnahme ZDF-Tier, Niere, 100x VergréRerung
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f: ZDF-S-E

h: Kontrolle

Abbildung 76: Desmin Immunhistochemische Farbung, Nierenglomerulum, 400x VergroRRerung,

Gruppenzuteilung siehe a bis h
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Abbildung 77 veranschaulicht den jeweiligen Anteil der desmin-positiven Flache an der Gesamtflache

des Glomerulums. Es wurden jeweils zehn Glomerula pro Schnitt und Tier ausgewertet.

Als hochsignifikant erwiesen sich die Unterschiede zwischen der ZDL wie auch der ZDL-S-Gruppe zu
allen anderen Versuchsgruppen. Die Desmin-positive Flache variierte insgesamt zwischen unter 5%

(bei ZDL und ZDL-S) und knapp 30% (29,1 fiir ZDF-Kontrolle).
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Abbildung 77: Desmin-Immunhistologie (MW + SEM)

3.17.4 PAS Farbung: Periodic Acid Schiff Staining

In vielen diabetischen Patienten entwickelt sich das Vollbild der diabetischen Nephropathie als

Konsequenz aus einer Glomerulosklerose heraus [19, 155].

Nach Suzuki [156] erscheint die Anhdufung PAS-positiven Materials im Zusammenhang mit der
Entwicklung einer diabetischen Nephropathie als ein weitgehend charakteristisches Kriterium,
welches erlaubt, eine morphologische Differenzierung von Glomerulopathien anderer Genese
vorzunehmen. So zeigten sich signifikante Unterschiede der PAS-positiven glomeruldren Flache
zwischen Patienten mit diabetischer Nephropathie und diffuser proliferativer Glomerulonephritis
[156]. Der prozentuale Anteil PAS-positiven Materials an der glomeruldren Flache korreliert hierbei

mit dem Serum-Kreatinin-Spiegel [157] sowie dem Grad der Proteinurie der Patienten [156].
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Nach Gamble kénnen anhand der PAS-Farbung glomeruldre Proteinablagerungen mit hoher
Sensitivitdat detektiert werden, welche auch einem Vergleich mit Immunofluoreszenz- und
elektronenmikroskopischen Methoden standhalt [158]. Neben Mukopolysacchariden stellt sich auch
Laminin, Fibronektin und Kollagen IV als PAS-positives Material dar [159]. Andresen et al. wiesen
zudem darauf hin, dass (zumindest im Kontext der diabetischen Makroangiopathie) nicht nur davon
auszugehen ist, dass die Koexistenz eines Diabetes mellitus im Rahmen des Metabolischen Syndroms
die bekannten arteriosklerotischen Veranderungen beschleunigt. Vielmehr stellten die Autoren die
Hypothese auf, dass parallel zu diesem pathophysiologischen Mechanismus ein davon unabhéangiges,
spezifisches Geschehen zur diabetischen Angiopathie flihren misse. Unabhadngig von
arteriosklerotischen Veranderungen scheint die Ablagerung PAS-positiven Materials in den Gefaf3en
in enger Beziehung zu dieser bis dato unbekannten spezifischen Pathogenese der diabetischen
Vaskulopathie zu stehen [159]. Erst in einem relativ spaten Stadium der Nephropathie kommt es zu
einem Synthese-Einbruch vieler Bestandteile der glomeruldaren Basalmembran und zu einem
erhohten Anfall PAS-positiven Materials [155]. Bei ZDF-Ratten kommt es in der Regel erst ab dem 5.

Lebensmonat zu deutlichen glomerulosklerotischen Veranderungen [160].

Nach Bertagni et al. kénnen an humanen Typ 2-diabetischen Patienten diffuse mesangiale
glomerulosklerotische Veranderungen nachgewiesen werden [161]. Die Autoren der oben zitierten
Studie verwendeten ein semiquantitatives Scoring von 0 bis 3, welches in der vorliegenden Arbeit
noch um eine Stufe erweitert wurde, um eine hohere Trennscharfe zu erreichen. Die Auswertung im

vorliegenden Versuch erfolgte kumulativ an jeweils 50 Glomerula pro Tier auf einer Skala von 0 bis 4.

Zur Veranschaulichung der Untersuchung dient Abbildung 78 mit einer exemplarischen Darstellung
des verwendeten Scores. Die in Abbildung 79 dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte der

jeweiligen Gruppen.
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b: Score 1 c: Score 2

d: Score 3 e: Score 4

Abbildung 78: PAS-Farbung, Nierenglomerulum, 400x VergroRRerung,

exemplarisches Scoring (a bis e)
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Wie aus untenstehender Abbildung 79 ersichtlich wird, gelang es, die glomerulosklerotischen
Veranderungen der diabetischen Tiere im Vergleich mit den nicht-diabetischen Kontrollen
nachzuweisen, wenngleich dies auf einem nicht signifikanten Niveau stattfand. Unter der Medikation
mit Eplerenon wie auch mit Hydralazin kam es tendenziell zu einem eher erhéhten
Glomerulosklerose-Grad, wahrend eine Hochsalzdidt sowohl mit wie auch ohne Eplerenon-

Medikation zu einem eher erniedrigten Score fihrte.
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Abbildung 79: PAS Farbung (MW £ SEM)
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen der Aldosteronblockade mittels Eplerenon an
Typ 2-diabetischen ZDF-Ratten in Abhangigkeit der Salzbelastung zu untersuchen, wobei das
Augenmerk vor allem auf der Rolle des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems sowie den renalen
Endorganschaden im Rahmen einer diabetischen Nephropathie lag (vgl. Einleitung 1.5). In diesem
Sinne sollte geklart werden, welche Verdanderungen im Laufe der Manifestation einer diabetischen
Nephropathie auftreten und in welchem Verhaltnis diese von Hoch- oder Niedrigsalzdiat beeinflusst

werden.

Ein spezieller Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung der Bedeutung der
Salzsensitivitat des Blutdrucks, wie er nach eigenen Beobachtungen (vgl. Punkt 3.1.4) sowie nach
Untersuchungen von Fujiwara et al. [87] und Pamidimukkala et al. [86] beim verwendeten Tiermodell
vorliegt: ZDL-Tiere zeigten unter Hochsalzdiat nur einen sehr geringen, ZDF-Ratten einen deutlicher

ausgepragten Anstieg des Blutdrucks liber den Zeitverlauf.

Eine Medikation mit Eplerenon vermittelt gegenteilige Effekte: der blutdrucksenkende Effekt von
Eplerenon erwies sich nach unseren Beobachtungen als besonders ausgepragt unter gleichzeitiger
Verabreichung einer Hochsalzdidt. Hier zeigten die ZDF-E-S-Tiere tendenziell einen niedrigeren
Blutdruck im Vergleich zur ZDF-E-Gruppe. Somit scheint Eplerenon in der Lage, die Salzsensitivitat des

Blutdrucks beim verwendeten Tiermodell zu verhindern.

Die Salzsensitivitat des Blutdrucks bei ZDF-Ratten stellt eine entscheidende Parallele zur klinischen
Erscheinung der arteriellen Hypertonie bei Diabetes-Patienten dar: wie von Feldstein [88] gezeigt,
weist wohl der GroBteil der Typ 2-Diabetiker einen salzabhangigen Blutdruck auf. Auch bei Stroke-
Prone-Hypertensiven-Ratten (SHRSP) gibt es Hinweise auf eine méglicherweise ursachliche Rolle von

Aldosteron fir die Salzsensitivitat des Blutdrucks [78].

4.1 Entwicklungsschritte der diabetischen Nephropathie

Die pathophysiologische Grundlage der experimentellen diabetischen Nephropathie ist eng
verknilipft mit einem podozytdren funktionellen Defizit (Alouminurie) sowie den entsprechenden
morphologischen Verdnderungen des Glomerulums [123]. Histologisch und immunhistochemisch
wurde in der vorliegenden Arbeit der Versuch unternommen, die unterschiedlichen Stadien auf dem

Weg zur Glomerulosklerose nachzuvollziehen und anhand verschiedener, im Folgenden naher
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erlduterter Parameter zu objektivieren. Diese Stadien wurden nach Wiggins et al. [151] in vier
aufeinanderfolgende Schritte gegliedert, welche sich mit den Schlagworten der glomeruldren
Hypertrophie (Schritt 1), Adaption (Schritt 2), Dekompensation (Schritt 3) und dem Endstadium der

Podozyten-Destruktion und konsekutiven Glomerulosklerose (Schritt 4) umreiflen lassen.

Schritt 1: Zunachst kommt es ausgehend von normalen, funktionell aktiven Podozyten zu einer
glomeruldren Hypertrophie. Diese ist nach Musso et al. Ausdruck einer glomeruldren Hyperfiltration
[162]. In diesem Stadium sind die morphologischen Veranderungen der Glomerula noch nicht mit
Veranderungen in der podozytdren Biologie verbunden. Der enge Zusammenhang zwischen einer
Glomerulomegalie und Glomerulosklerose gilt nach den Untersuchungen von Fogo [163, 164] als
weitgehend gesichert. Im konkreten Fall wiesen die diabetischen ZDF-Ratten in der Tat signifikant
hohere glomerulare Flachen auf als die ZDL-Tiere. Diese Beobachtung liel sich auch fiir das
Verhaltnis der ZDF-S- und ZDL-S-Gruppe nachvollziehen. Eplerenon zeigte hierbei keine zu
objektivierenden Effekte: die glomeruldren Flachen der ZDF-E-Gruppe rangierten im gleichen Bereich
wie die der ZDF-Kontrollen, dies gilt auch fiir den direkten Vergleich der jeweiligen Gruppen unter
Salzbelastung. Generell gewinnt man den Eindruck, dass eine Belastung der Tiere mit einer
Hochsalzdidt zu einer Zunahme der durchschnittlichen glomeruldren Flachen fihrte, dieser Effekt
erwies sich bei diabetischen Tieren als noch ausgepragter als in der Kontrollgruppe. Nach unseren
Daten korreliert die glomeruldre Flache mit dem Organgewicht. Zusammenfassend bleibt
festzustellen, dass diabetische ZDF-Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren eine signifikant erhéhte
glomeruldre Flache aufweisen, was durch eine Hochsalzdidt noch weiter verstarkt wird (vgl.

Gliederungspunkt 3.17.1).

Schritt 2: Bei weiterem Einwirken der Noxen (Hyperlipiddmie und Hyperglykdmie) kommt es zu
,adaptiven” Veranderungen des Glomerulums, dessen Funktion in diesem Stadium noch weitgehend
aufrechterhalten wird. Dies ist auf eine gesteigerte Synthese von spezialisierten podozytaren
Funktionsproteinen zurilickzufiihren. Die adaptiven Vorgdnge &aullern sich vor allem in der
gesteigerten Synthese von intermedidren Matrixproteinen wie Desmin. Bei Desmin handelt es sich
um ein Intermediadrfilament der Klasse Ill, welches bisher ausschlieflich in Muskel- und
Endothelzellen nachgewiesen wurde. Es wurde erstmals 1977 isoliert, der genetische Hintergrund
wurde 1984 geklart [165], das erste Knock-out-Maus-Modell wurde 1996 prasentiert [166]. Das
Filament wurde bisher ausschliefRlich an Wirbeltieren nachgewiesen, wo ein einziges Gen (DES) dafir
kodiert. Bei Sdugetieren liegt Desmin in einer einzigen Isoform in normalerweise phosphoryliertem
Zustand vor [167]. Auch dreiRig Jahre nach der Erstbeschreibung gelang es bislang nicht, die genaue

Funktion der Desmin-Filamente zu entschliisseln [168]. Eine funktionelle Beteiligung von Desmin wird
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vermutet flr die Myofibrillogenese, die mechanische Strukturierung von Muskelzellen,
mitochondriale Lokalisationsprozesse, die Regulation der Gen-Expression und fiir die Modifikation

intrazellularer Signalwege [168].

Nach Wiggins et al. [151] ist eine erhohte Expression von Desmin als Ausdruck eines drohenden
glomeruldren Schadens aufzufassen. Sie ist dementsprechend als entscheidender Friihindikator einer
diabetischen Nephropathie anzusehen. Die frihzeitige therapeutische Intervention auf der Basis
einer verbesserten Diagnostik bereits vor der Manifestation von Filtrationsstérungen kdnnte einen
wichtigen Ansatzpunkt der Renoprotektion im Sinne der Verhinderung von diabetischen

Folgeschaden darstellen [153, 154].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhdhte Desmin-Synthese der Glomerula stellvertretend als
Zeichen einer generell erhdhten Expression intermediarer Filamente verstanden [83]. Eine erhohte
Desmin-Ablagerung gilt nicht als spezifische Veranderung im Rahmen der diabetischen Nephropathie.
Vielmehr ist sie als Folgeerscheinung intraglomeruldarer Hypertension, immunoreaktiver

Veranderungen oder weiterer bisher ungeklarter Mechanismen aufzufassen [153, 154, 169].

Die vorliegenden Daten aufgrund immunhistochemischer Messungen zeigten hochsignifikante
Unterschiede der Desmin-Ablagerung zwischen der ZDL- sowie der ZDL-S-Gruppe zu allen anderen
Versuchsgruppen (vgl. Gliederungspunkt 3.17.3). Die Desmin-positive Flache variierte insgesamt
zwischen unter 5% (bei ZDL und ZDL-S) und knapp 30% (29,1 fiir ZDF-Kontrolle). Signifikante
Unterschiede (speziell beziglich der Medikation mit Eplerenon) lieRen zwischen den restlichen
Gruppen nicht feststellen. Es zeigte sich also ein struktureller Schaden insbesondere fir die
diabetischen Versuchsgruppen ohne Hinweise auf eine positive Wirkung einer Medikation mit

Eplerenon.

Als weiterer Indikator glomeruldrer Adaptionsvorgdnge wurde das sog. Proliferating Cell Nuclear

Antigen (PCNA) untersucht.

PCNA wurde erstmals aus Sera von Patienten mit Systemischem Lupus erythematodes isoliert [170].
Es wirkt zum einen als Teil einer Signalkette, welche die Zellzyklusprogression reguliert, zum anderen
ist es als Co-Faktor der DNA-Polymerase 6 in eukaryotischen Zellen an der DNA-Neusynthese
beteiligt, indem es die Polymerase an den DNA-Strang fixiert [171-173]. Der Begriff Cyclin deutet auf
die grofle Bedeutung in der Regulation des Zellzyklus hin und wird synonym mit der Bezeichnung
PCNA verwendet [172]. Wahrend Zellen der GO-G1-Phase keine signifikanten Mengen an PCNA

exprimieren, kommt es wahrend der spaten G1-Phase zu einer drastischen Zunahme, welche sich in
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der S-Phase der Mitose noch weiter steigert [174, 175]. Wahrend der sich anschlieRenden G2- und
M-Phase kommt es zu einem reduzierten Aktivitdtsniveau von PCNA, welches jedoch im Vergleich
mit GO-G1-Zellen noch immer erhoht ist. Intrazellular liegt PCNA in zwei Formen vor: eine Form
findet sich gebunden an die DNA und stellt die aktive Einheit dar, wahrend die nukleoplasmatische
Fraktion als Art Reservepool zu verstehen ist [147]. PCNA wird in nahezu allen teilungsfahigen

Zellverbanden exprimiert [147].

Dass sich diabetische ZDF-Ratten durch eine Erhéhung der glomeruldaren PCNA-Konzentration
auszeichnen, mag auf den ersten Blick verwundern, handelt es sich doch bei Podozyten prinzipiell um
postmitotische Zellen [176]. Hiromura et al. [146] gelang es jedoch, die Vermutung experimentell zu
erharten, dass eine erhohte PCNA-Expression auch als Ausdruck einer zelluldaren Aktivierung zu
werten sein kénnte und nicht unbedingt als Zeichen der mesangialen Proliferation mit voller
Abwicklung des mitotischen Zyklus zu verstehen sei, wie von anderen Autoren in sonstigen

diabetischen Modellen dargestellt [177-179].

PCNA dient in der vorliegenden Arbeit als mesangialer Proliferationsmarker (vgl. Gliederungspunkt
3.17.2) und wird als Ausdruck einer glomeruldren Aktivierung im Sinne einer Adaptions-Reaktion
verstanden [146], was einen entscheidenden Schritt auf dem Weg zur Glomerulosklerose darstellt

[147-149].

Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Proliferationsaktivitdt der Glomerula ergaben sich vor
allem im jeweiligen Vergleich mit der ZDL-Kontroll-Gruppe, welche die niedrigsten PCNA-Werte
aufwies (siehe Gliederungspunkt 3.17.2). Die PCNA-Proliferationsaktivitat steigt unter Medikation mit
Eplerenon an. Eine Hochsalzdiat steigert den Proliferationsgrad in jedem Falle im Vergleich zur
normodidtischen Vergleichsgruppe und zeigt in Verbindung mit Eplerenon moglicherweise einen
kumulativen Effekt. Diese Entwicklung konnte einheitlich, wenn auch auf nur im Fall ZDL vs. ZDL-S

signifikantem Niveau, gezeigt werden.

Als weiterer Marker fiir mesangiale Proliferation und interstitielle Fibrose gilt die Expression von a —
Isoform von smooth muscle Aktin (a-sma). a —sma bildet einen Anteil des Zytoskeletts von sog.
Myofibroblasten. Als aktivierte Fibroblasten exprimieren diese ein breites Spektrum an
zytoskelettalen Proteinen wie a —sma [130] Vimentin und Desmin [131] und tragen so im Rahmen
diabetischer interstitieller Fibrose zur pathologischen Ablagerung extrazelluldarer Matrix bei [133].
Dies ist gilt nach Essawy et al. nicht nur fir interstitielle Fibroblasten sondern in geringerem Mal}
auch fir glomeruldare mesangiale Zellen [132]. Periglomeruldare Myofibroblasten sind wohl in der

Lage, den Bowmanschen Raum zu okkupieren, die glomerulare Filtrationsflaiche zu besetzen [132]
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und auf diese Art pathophysiologisch in die Entwicklung einer Glomerulosklerose einzugreifen [138].
Bei der chronischen Niereninsuffizienz korreliert das AusmaR der interstitiellen Fibrose direkt mit der
Abnahme der exkretorischen Nierenfunktion [133, 134]. Die pradiktive Aussage der Synthese von
Myofibroblasten beschrankt sich nicht nur auf die experimentelle diabetische Nephropathie: auch bei
diabetischen Patienten vermittelt sie eine signifikant schlechtere Prognose [132]. a —sma gilt somit
als Indikator sowohl flir tubulo-interstitielle Fibrosierung wie auch flir mesangiale

Proliferationsaktivitat auf dem Weg der Entwicklung einer Glomerulosklerose [132, 137].

Die Messung spezifischer a —sma-mRNA-Expression zeigte im Vergleich der ZDL und ZDL-S-Gruppe
mit den diabetischen ZDF-Tieren (weitgehend unabhdngig von Medikation und Salzdiat) deutliche
Differenzen (vgl. Gliederungspunkt 3.14). Die funf Gruppen mit diabetischen Tieren rangierten
beziiglich der a —-sma-Expression Uber den beiden ZDL-Kontrollgruppen, wenngleich diese
Unterschiede nicht auf signifikantem Niveau gezeigt werden konnten. Eine zusatzliche renale

Belastung im Sinne einer Hochsalzdiat scheint die Expression von a —sma zu erhéhen.

Zusammenfassend konnten beziiglich der Marker Desmin, PCNA und a —sma weitgehend konsistente
Schadigungen bei vorliegendem Diabetes mellitus und einer erhéhten Salzbelastung im Vergleich zu
den jeweiligen Kontrollgruppen nachgewiesen werden, eine Medikation mit Eplerenon zeigte keine

positiven Effekte.

Schritt 3: Im weiteren Verlauf der Pathogenese der diabetischen Nephropathie erfolgt die
beginnende Dekompensation der hypertrophen Podozyten: die Produktion funktionell wichtiger
Proteine (z.B. Nephrin, VEGF, Kollagen Typ IV) erfolgt nur mehr in eingeschranktem Male, es kommt
zur Aufweitung der Podozyten-Ausldufer und einer reduzierten Filtrations-Effektivitdit mit dem

Auftreten einer Proteinurie.

Das Zelladhasionsprotein Nephrin wird ausschlielich podozytar exprimiert [127]. Es gilt damit als
spezifisches Protein der Schlitzmembran des Glomerulums [139] und spielt eine entscheidende Rolle
bei der Aufrechterhaltung der Filtrationsbarriere [26, 127, 140]. Mutationen im Nephrin-Gen
verursachen bei Menschen die schwerste Form des Nephrotischen Syndroms [141]. Die Expression
von Nephrin korreliert invers mit der Weite der podozytaren FuBprozesse [127]. Eine entscheidende
Grundlage der Entwicklung einer Mikroalbuminurie besteht im schrittweisen Verlust der Nephrin-

Expression der Podozyten [180].

Das diabetische Milieu, das seinen Ausdruck in Hyperglykdmie, nicht-enzymatisch glykosylierten

Proteinen und mechanischem Stress (in Verbindung mit der vorliegenden Hypertonie) findet, scheint
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zur Down-Regulation von Nephrin zu fithren [129]. Als Grund dafiir wurden von Toyoda et al. [127]
zwei Mechanismen vorgeschlagen: einerseits der strukturelle Umbau glomeruldrer epithelialer
Zellen, das heil3t, die phdnotypische Verdnderung der FuBprozesse und der Filtrationsschlitze [142],
der andere Mechanismus dagegen bezieht sich auf den Untergang von Podozyten [143]. Nach
Toyoda et al. [127] und Doublier et al. [144] gilt diese inverse Korrelation zwischen Nephrin-

Expression und der Entwicklung einer Proteinurie auch fiir die humane diabetische Nephropathie.

Auch dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System scheint hierbei zentrale Bedeutung zuzukommen.
Angiotensin |l gilt als einer der zentralen Mediatoren der Suppression von Nephrin und ist in der
Lage, auch weitere Zytokin-Pathways wie TGF-B und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) zu

induzieren [129].

Der Vergleich der ZDL mit der ZDF-Gruppe hinsichtlich der Nephrin-Expression verdeutlicht die
Suppression der Nephrin-Expression bei diabetischen Tieren (wenn auch auf nicht-signifikantem
Niveau). Die Verabreichung einer Hochsalzdidt scheint ebenfalls podozytdren Stress zu vermitteln
und erniedrigt die Nephrin-Expression. Unter zusatzlicher Medikation mit Eplerenon und Hydralazin
erscheint dieser negative Effekt sogar noch starker ausgeprdgt. Deutlich zeigten sich die Vorteile
einer Medikation mit Eplerenon dagegen bei Tieren, welche nicht unter dem Einfluss der
Hochsalzdiat standen: im Vergleich mit der ZDF-Gruppe wies die ZDF-E-Gruppe nahezu die doppelte
Nephrin-Expression auf, wenngleich aufgrund des hohen Standardfehlers diese Differenz nicht auf
signifikantem Niveau gezeigt werden konnte. Die ZDF-E-Gruppe Ubertraf in diesem Punkt sogar die

nicht-diabetische ZDL-Kontrollgruppe (vgl. Gliederungspunkt 0).

Mit der Reduktion der Synthese-Leistung funktionell wichtiger glomeruldrer Proteine kommt es (wie
unter Schritt 3 erwdhnt) zur Aufweitung der podozytaren Ausldufer und einer reduzierten Filtrations-
Effektivitdt mit dem Auftreten einer Proteinurie. Das Ausmal} der Proteinurie im Rahmen einer
diabetischen Nephropathie korreliert mit der Progression der Glomerulosklerose und
tubulointerstitiellen Fibrose [128]. Das Protein-Leck im Glomerulum induziert im tubuldren Abschnitt
der Henle-Schleife proinflammatorische und profibrotische Verdanderungen der tubuldren Zellen,
welche die Entwicklung interstitieller Fibrose und tubuldrer Atrophie triggern beziehungsweise

beschleunigen kénnen [128].
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Das AusmaR der Albuminurie im vorliegenden Versuch stellen sich wie folgt dar: wahrend die nicht-
diabetischen Tiere der ZDL und ZDL-S-Gruppe keine nennenswerte Albuminurie aufwiesen, zeigten
samtliche diabetischen Versuchsgruppen um bis zu knapp 200fach erhohte Werte”. Hydralazin
scheint die renale Funktion in dieser Hinsicht zu beeintrachtigen und bei diabetischen Tieren unter
Hochsalzdidat einen glomeruldaren Schaden zu provozieren. Einen protektiven Effekt von Eplerenon

konnten wir hinsichtlich der Albuminurie nicht aufzeigen.

Zusammenfassend konnte also fiir diabetische Tiere eine ausgepragte Proteinurie Uber den
Versuchszeitraum hinweg nachgewiesen werden, protektive Effekte fir Eplerenon konnten nicht
gezeigt werden. Eine diabetische Stoffwechsellage erniedrigte die Nephrinexpression, die
Verabreichung einer Hochsalzdidt vermittelte weitere negative Effekte auf diesen Parameter. Der
positive Effekt von Eplerenon in der ZDF-S-E-Gruppe beziglich der Nephrinerh6hung konnte nicht auf

signifikantem Niveau dargestellt werden.

Schritt 4: Im letzten Stadium der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie erfolgt nach Wiggins
et al. eine Reduktion der Podozytenzahl, welche nach der Podozyten-Depletions-Hypothese [151]
eine Glomerulosklerose nach sich zieht. Es kommt in diesem terminalen Stadium gravierenden
funktionellen EinbuRen, welcher sich unter anderem im Abfall der Kreatinin-Clearance manifestieren.
Im Verlauf der Entwicklung einer Glomerulosklerose bei diabetischer Nephropathie kommt es zu
einer Zunahme von PAS-positivem Material [181-183]. Nach Suzuki [156] erscheint die Anhdufung
PAS-positiven Materials im Zusammenhang mit der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie als
ein weitgehend charakteristisches Kriterium, welches erlaubt, eine morphologische Differenzierung
von Glomerulopathien anderer Genese vorzunehmen. So zeigten sich signifikante Unterschiede der
relativen PAS-positiven glomerularen Flache zwischen Patienten mit diabetischer Nephropathie und
diffuser proliferativer Glomerulonephritis [156]. Der prozentuale Anteil PAS-positiven Materials an
der glomeruldren Flache korreliert mit dem Serum-Kreatinin-Spiegel [157] sowie dem Grad der

Proteinurie der Patienten [156].

Nach Gamble koénnen anhand der PAS-Farbung glomeruldre Proteinablagerungen mit hoher
Sensitivitdat detektiert werden, welche auch einem Vergleich mit Immunofluoreszenz- und
elektronenmikroskopischen Methoden standhélt [158]. Neben Mukopolysacchariden stellt sich auch

Laminin, Fibronektin und Kollagen IV als PAS-positives Material dar [159]. Andresen et al. wiesen

7* Bezieht sich auf den Vergleich der ZDF-H-S-Gruppe mit der ZDL-Gruppe.
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zudem darauf hin, dass (zumindest im Kontext der diabetischen Makroangiopathie) nicht nur davon
auszugehen ist, dass die Koexistenz eines Diabetes mellitus im Rahmen des Metabolischen Syndroms
die bekannten arteriosklerotischen Veranderungen beschleunigt [159]. Vielmehr stellten die Autoren
die Hypothese auf, dass parallel zu diesem pathophysiologischen Mechanismus ein davon
unabhangiges, spezifisches Geschehen zur diabetischen Angiopathie fihren misse. Unabhangig von
arteriosklerotischen Veranderungen scheint die Ablagerung PAS-positiven Materials in den Gefal3en
in enger Beziehung zu dieser bis dato unbekannten spezifischen Pathogenese der diabetischen
Vaskulopathie zu stehen [159]. Erst in einem relativ spaten Stadium der Nephropathie kommt es zu
einem Synthese-Einbruch vieler Bestandteile der glomeruldaren Basalmembran und zu einem

erhohten Anfall PAS-positiven Materials [155].

Aufgrund der fir vorliegende Arbeit erhobenen PAS-Daten gelang es, die glomerulosklerotischen

Veranderungen bei fa/fa-Ratten im Vergleich zu den nicht-diabetischen Kontrollen nachzuweisen.

Im Gefolge der glomerulosklerotischen Veranderungen kommt es im Verlauf der Entwicklung einer
diabetischen Nephropathie zu funktionellen Defiziten, wie etwa dem Abfall der Kreatinin-Clearance.
Im vorliegenden Versuch war eine Messung dieses Parameters zum Zeitpunkt des Versuchsendes

erfolgt.

Diabetische Tiere wiesen generell eine Tendenz zu reduzierter Kreatinin-Clearance zum Zeitpunkt der
24./25. Lebenswoche auf. Bei ZDL-Tieren zeigte sich unter Salzbelastung eine Reduktion der
Clearance, bei ZDF-Tieren war im Vergleich mit der ZDF-S-Gruppe kein Effekt nachweisbar. Eplerenon
scheint zum Zeitpunkt des Versuchsendes in der 24./25. Lebenswoche im Vergleich mit der ZDF-
Gruppe, noch mehr aber in der zusatzlichen Kombination mit einer Hochsalzdidt die Kreatinin-
Clearance der Tiere zu erhéhen. Die genannten Differenzen lieBen sich nicht auf signifikantem Niveau

darstellen (vgl. Gliederungspunkt 3.13.3).

Die Rolle der Salzbelastung wird deutlicher, betrachtet man isoliert die Kreatinin-Konzentrationen im
Serum in der 24. Lebenswoche. Hier zeigte die ZDL-S-Gruppe dhnlich hohe Werte wie die ZDF-S- und
ZDF-S-H-Gruppe. Eplerenon zeigte im Vergleich mit der ZDF-Gruppe einen neutralen Effekt,
verringerte jedoch unter Hochsalzdiat (ZDF-E-S-Gruppe) die Kreatinin-Konzentration sogar unter den
Wert von ZDL-Kontrolltieren (vgl. Gliederungspunkt 3.13.1). Bei der isolierten Betrachtung der
renalen Kreatininausscheidung am Ende der Versuchsperiode in der 24. Lebenswoche scheint die
Verabreichung einer Hochsalzdiat tendenziell die Kreatinin-Exkretion zu vermindern und eine
Medikation mit Eplerenon positive Auswirkungen auf die Kreatinin-Ausscheidung im Urin zu

vermitteln. Die Beobachtungen konnten nicht auf signifikantem Niveau dargestellt werden.
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Um einen klinischen Eindruck der kardiopulmonalen Leistungsfahigkeit der Versuchstiere zu erhalten,
erfolgte eine einmalige Konditionstestung in der 24. Lebenswoche auf einem speziellen Laufband
(vgl. Gliederungspunkt 2.3.6). Diabetische Tiere zeigten hier eine hochsignifikant niedrigere
Leistungsfahigkeit im Vergleich mit den nicht-diabetischen Kontrollgruppen, beziiglich der
verabreichten Hochsalzdiat und der Medikation mit Eplerenon ergaben sich keine zu

objektivierenden Effekte (vgl. Gliederungspunkt 3.5).

Zusammenfassend wiesen diabetische Tiere am Ende der Versuchsperiode eine tendenziell
erniedrigte Kreatinin-Clearance auf, Eplerenon schien insbesondere in Verbindung mit einer
Hochsalzdiat diesen Effekt zu reduzieren. Moglicherweise befanden sich die Tiere in der 24.
Lebenswoche jedoch noch in einem eher frilhen Stadium der Entwicklung einer diabetischen
Nephropathie, sodass es erst zu sehr geringen funktionellen Einbuen kam. Eine verlassliche
Interpretation lasst sich auf Grundlage der vorliegenden Daten nicht vornehmen. In der PAS-Farbung
konnte ein Unterschied zwischen diabetischen Tieren und Kontrollen — wenn auch auf nicht
signifikantem Niveau — gezeigt werden. Die kardiopulmonale Leistungsfahigkeit der ZDF-Tiere war im

Vergleich mit den nicht-diabetischen Kontrollen signifikant reduziert.

Auffallig erschien die weniger ausgepragte Gewichtszunahme der mit Eplerenon behandelten Tiere
(vgl. Gliederungspunkt 3.1.1). Diese erklart sich moglicherweise durch eine reduzierte 6dematose
Flussigkeitsspeicherung unter dem Einfluss des Diuretikums Eplerenon. Diese Beobachtung bestatigte
sich auch unter dem zusatzlichen Einfluss einer Hochsalzdiat. Als StérgrofRe sei an dieser Stelle auf die
unterschiedlich ausgepragte Muskelmasse der ZDL und ZDL-S-Tiere im Vergleich mit den Ubrigen
Gruppen verwiesen. Trotz der anfanglich sehr raschen Gewichtszunahme der diabetischen Tiere
holten im Laufe des Versuchszeitraums die nicht-diabetischen Kontrolltiere diesen Vorsprung wieder
auf, was auf einen hoheren Muskelanteil am Gesamtkoérpergewicht und eine héhere ZielgroRe (bzgl.
der Tibia-Langen, vgl. Punkt 2.3.4) zuriickgefiihrt werden kann. Bei einem erhdhten Anfall von
Kreatinin aufgrund der erhohten Muskelmasse ist in Betracht zu ziehen, dass die hohere Kreatinin-
Ausscheidung der nicht-diabetischen Tiere nur zum Teil auf einer besseren Nierenfunktion dieser

Tiere beruhen koénnte.
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4.2 Erganzung: Hyporeninamischer Hyperaldosteronismus bei der ZDF-Ratte

Als zentrales Ziel des vorliegenden Projektes galt es, die Auswirkungen der Aldosteronblockade
mittels Eplerenon an Typ 2-diabetischen ZDF-Ratten im Hinblick auf die Rolle des Renin-Angiotensin-

Aldosteron-Systems sowie auf das Auftreten renaler Endorganschaden naher zu untersuchen.

Unabhangig von dieser speziellen Fragestellung stand ein Beitrag zum besseren Verstandnis des ZDF-

Tiermodells an sich im Fokus der vorliegenden Arbeit.

Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe und eigene Daten verdeutlichen, dass bei der ZDF-Ratte ein
hyporenindmischer Hyperaldosteronismus vorliegt (vgl. Punkte 3.6 und 3.7). Hier verbleibt zum
gegenwartigen Zeitpunkt die Frage, an welcher Lokalisation eine Triggerung der Aldosteronsynthese
stattfindet. In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob in den Nebennieren Renin-
produzierende Zellen existieren, welche sozusagen ,vor Ort“ die Aldosteronsynthese zu triggern im
Stande sind ohne zu systemisch erhéhten Renin-Plasmaspiegeln zu flihren. Diese Hypothese konnte
im vorliegenden Versuch nicht bestatigt werden. Es war keine spezifische mRNA fiir Renin in der
Nebenniere nachzuweisen wahrend im als Positivkontrolle dienenden Nierengewebe reelle

Konzentrationen gemessen werden konnten (vgl. Punkt 3.8).

Ehrhart-Bornstein et al. gelang es in diesem Zusammenhang in vitro nachzuweisen, dass endokrin
aktive humane Fettzellen Sekretionsprodukte freisetzen, welche direkt die adrenokortikale
Aldosteronproduktion zu stimulieren im Stande waren [184]. Md&glicherweise kommt es auf diesem
Wege zu einer Triggerung der adrenalen Aldosteron-Synthese aufgrund des Stimulus des bei fa/fa-
Tieren erhoht vorliegenden viszeralen und subkutanen Fettgewebes. In diesem Zusammenhang sind

weiterfiihrende Untersuchungen unabdingbar.

4.3 Zusammenfassung

Die ZDF-Ratte ist ein Modell des humanen Diabetes mellitus Typ Il. Bei zuséatzlich vorliegender
Hyperphagie, Adipositas und Hyperlipidamie gelten zentrale Charakteristika des Metabolischen

Syndroms als erfillt [11].

Im vorliegenden Versuch zeigten sich Hinweise auf eine Salzsensitivitdt des Blutdrucks bei ZDF-
Ratten. Diabetische Tiere unter Salz-Diat zeigen einen (wenn auch nicht signifikant) ausgepragteren
Blutdruckanstieg als die entsprechende Kontrollgruppe, Eplerenon ist tendenziell in der Lage, diesen

Effekt zu reduzieren.
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Es gelang in vorliegendem Versuch, wesentliche Entwicklungsschritte der diabetischen Nephropathie

am verwendeten Tiermodell nachzuvollziehen.

Diabetische ZDF-Ratten wiesen im Vergleich zu Kontrolltieren eine signifikant erhohte glomerulare

Flache auf, was durch eine Hochsalzdiat noch weiter verstarkt wurde.

Beziglich der Marker Desmin, PCNA und a —sma konnten Schadigungen bei vorliegendem Diabetes
mellitus im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen nachgewiesen werden, die Medikation mit
Eplerenon zeigte keine positiven Effekte. Zumindest bezliglich PCNA und a —sma konnten negative

Einflisse der Hochsalzdiat belegt werden.

Fir diabetische Tiere konnte eine ausgepragte Proteinurie Uber den Versuchszeitraum hinweg
nachgewiesen werden, protektive Effekte fiir Eplerenon waren nicht feststellbar. Eine diabetische
Stoffwechsellage erniedrigte die Nephrinexpression, die Verabreichung einer Hochsalzdiat
vermittelte weitere negative Effekte auf diesen Parameter. Der positive Effekt von Eplerenon in der
ZDF-S-E-Gruppe bezliglich der Nephrinerh6hung konnte nicht auf signifikantem Niveau dargestellt

werden.

In der PAS-Farbung konnte ein Unterschied zwischen diabetischen Tieren und Kontrollen — wenn

auch nicht auf signifikantem Niveau — gezeigt werden.

Signifikante Unterschiede der Gruppen beziglich der Kreatinin-Clearance zum Zeitpunkt des
Versuchsendes konnten nicht nachgewiesen werden. Tendenziell wiesen diabetische Tiere zum
Zeitpunkt des Versuchsendes eine verminderte Kreatinin-Clearance auf, Eplerenon schien
insbesondere in Verbindung mit einer Hochsalzdiat diesen Effekt zu reduzieren. Aufgrund der nur
geringen funktionellen EinbuRen (z.B. nur minimale Reduktion der Kreatinin-Clearance) scheint das

Spatstadium der diabetischen Nephropathie nicht im Vollbild erreicht worden zu sein.

In vorliegendem Versuch konnte die Hypothese widerlegt werden, dass in der Nebenniere eine lokale
Renin-Produktion als Trigger fir den beim ZDF-Ratten-Modell vorliegenden hyporenindmischen

Hyperaldosteronismus existiert.
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4.4 Ausblick

Gerade die letzte in der Diskussion angesprochene Frage, namlich an welcher Stelle der

hyporenindamische Hyperaldosterismus der ZDF-Ratten grundgelegt sei, verbleibt weiterhin offen.

Diabetische Versuchstiere zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren eine signifikant erhohte
Aldosteronausscheidung im Urin (vgl. Gliederungspunkt 3.7), was einen verminderten hepatischen
oder renalen Abbau [185, 186] dieses Mineralokortikoids bei ZDF- im Vergleich zu ZDL-Ratten

unwahrscheinlich erscheinen lasst.

Zum derzeitigen Zeitpunkt kann nur vermutet werden, dass (selbst ohne den Trigger von Renin)
moglicherweise das arterielle Endothel, das Fettgewebe (viszeral oder subkutan) oder Organe wie die
Lunge, Leber etc. in der Lage sind, direkt Aldosteron zu produzieren und in einem systemisch
wirksamen Rahmen zu sezernieren bzw. Sekretionsprodukte freizusetzen, welche die

adrenokortikale Aldosteronproduktion triggern.

Viele der Eplerenon-vermittelten Effekte konnten in der vorliegenden Arbeit leider nur als Trends
und klinische Eindriicke geschildert werden, was die Frage nahelegt, ob sich in einem groReren
Rahmen mit erhohter Anzahl n der im Versuch befindlichen Tiere manche der Aussagen auf

signifikantem Niveau verifizieren lassen.

In statistischer Hinsicht ergab sich aus der Anzahl der insgesamt 7 Versuchsgruppen das Problem,
dass die Korrektur flr multiples Testen sich auch auf viele nicht sinnvoll vergleichbare Gruppen-
Kombinationen erstreckte, weswegen an einigen Stellen ergdanzend nach vorliegender positiver

ANOVA-Testung direkte Vergleiche mittels t-Test hinzugezogen wurden.

Eplerenon scheint aufgrund der in vorliegendem Versuch gewonnen Daten im Hinblick auf die
kardiovaskulare Leistungsfahigkeit sowie der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie eher
keine positiven Effekte zu vermitteln. Weitere Tierversuche mit einem verlangerten
Beobachtungszeitraum bis zur Vollmanifestation der diabetischen Nephropathie (mit den
entsprechenden funktionellen EinbuBen wie reduzierter Kreatinin-Clearance etc.) sollten mogliche
renoprotektive Effekte einer medikamentésen Aldosteronblockade mit Eplerenon eventuell

deutlicher zeigen.
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5 Anhang

5.1 Gerate, Hilfsmittel und Verbrauchsmaterial

Puffer

TBE-Puffer:

500 mM Tris/HCI
500 mM Borsaure

20 mM EDTA

pH mit HCl auf 8,2 einstellen

Gerate und Verbrauchsmaterial

Biofuge fresco

Blockthermostat 1302

Combitips

Elektrophoresekammer (horizontal)
Elektrophorese-Rahmen (horizontal)
Feinwaage Masterpro LA620S
Gefrierschranke -20° C

Grobwaage

High Voltage Power Pack P30
Homogenisator T25basic

Inkubator 1000

Kamera

Kamera Canon Power Shot A95 (Gelfotos)
Kamme verschiedener GroRRe fir Elektrophorese
Magnetriihrer Ikamag RCT basic
Magnetrihrer MR2000
Magnetriihrer/Thermoplatte RETbasic
Mikroskop

Mikroskop Auswertung
Mikrotiterplatte

MinistoRel

Minizentrifuge

Multipette® plus

pH-Meter

Photometer Spectra

Heraeus Instruments, Hanau
Haep Labor Consult, Bovenden
Eppendorf, Hamburg

Owe Separation Systems Inc., Portsmouth, USA
Keutz, Reiskirchen

Sartorius, Gottingen

Liebherr, Rostock

Sartorius, Gottingen

Biometra, Gottingen

IKA Labortechnik, Staufen
Heidolph, Kelheim

Kamera: Visitron Systems GmbH, Puchheim

Keutz, Reiskirchen

IKA Labortechnik, Staufen
Heidolph, Kelheim

IKA Labortechnik, Staufen

Leica DM RBE, Leica, Bensheim, mit
Software: Meta Vue, Version 6.3 r3
Greiner, Frickenhausen

Fisher, Schwerte

Poly Labor, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

WTW, Weilheim

SLT Labinstruments, Crailsheim
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Pipette

Pipettenspitzen

Pipetus-akku

Polypropylen-Réhrchen 15 ml, 50 ml

ReaktionsgefdlRe Safe lock tubes 1,5 ml

Reaktionsgefalle Safe lock tubes 2,0 ml

Salz

Schiittler Duomax 1030

Serologische Einmalpipetten

ThermoBlock

ThermoMixer

UV-Kammer Gel Doc 2000

Vortex-Apparatur Reax 2000

Whatman Filterpapier

Gilson, Viliers-le-Bel, Frankreich

Gilson, Viliers-le-Bel, Frankreich
Hirschmann, Eberstadt
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Bad Reichenhaller Markensalz, Stidsalz, Miinchen
Heidolph, Kelheim

Becton Dickinson, Heidelberg
Liebisch, Bielefeld

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen

Heidolph, Kelheim
Schleicher&Schiill, Dassel

Alle weiteren verwendeten Substanzen wurden im Text mit Herstellerangaben versehen.

5.2 Abkiirzungen

AUC
Ct/Cy
ELISA
Eple
etal.
GFR
Hydra
Makrolon®
MW

n

PRA
RAAS
RBF

RIA

RR
RTD-PCR
SD

SEM
WHO

Area under the Curve

Threshold Cycle

Enzyme linked immunosorbent assay
Eplerenon

"et alii"

Glomeruldre Filtrationsrate

Hydralazin

Polycarbonat-Material von Bayer MaterialScience
Mittelwert

Anzahl der im Versuch verwendeten Tiere
Plasma-Renin-Aktivitat
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Renaler Blutfluss

radioaktiver Immunoassay

Blutdruck nach Riva Rocci
Real-time-Detection-PCR
Standardabweichung ("standard deviation")
Standardfehler (“standard error of the mean”)

Weltgesundheitsorganisation ("World's Health Or

ganization")
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5.3 Weitere Bildanlagen

Anlage 1: Phadnotyp einer ZDF-Ratte

Anlage 2: Magnet-Resonanz-Tomographie an der Ratte, Fotonachweis: PD Dr. Felix Schlachetzki
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