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1 EINLEITUNG

1.1 Gegenstand der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird an einem Rattenmodell des Diabetes mellitus
untersucht, in wie weit Dopamin D3 Rezeptoren fur die Entwicklung der
pathologischen Hyperfiltration bei der diabetischen Nephropathie eine Rolle
spielen. In diesem Zusammenhang soll geprift werden, ob die Behandlung mit
einem Dopamin Dj; Rezeptorantagonisten eine nephroprotektive Wirkung

aufweist.

1.2 Allgemeine Grundlagen

1.2.1 Anatomie und Funktionsweise des Nephrons

Ein Nephron besteht aus einem Nierenkdrperchen und einem Tubulusapparat
(Abb. 1). Beide menschlichen Nieren zusammen enthalten etwa 2 Millionen
dieser kleinsten Funktionseinheiten. Die Nierenkorperchen, bestehend aus der
Bowmankapsel und dem in diese eingestulpten Glomerulus (Abb. 2a, b), liegen
in der Nierenrinde. Oberflachlich dicht unter der Kapsel gelegene kortikale
Nephrone bilden kurze, die juxtamedullaren Nephrone dagegen lange Schleifen
der Tubuli. Im Vas afferens wird der Blutdruck in den nachgeschalteten
Glomeruluskapillaren autoregulatorisch auf etwa 50 mmHg eingestellt. Dadurch
wird der renale Blutfluss bei systolischen Blutdruckwerten zwischen 90 und 180
mmHg konstant gehalten. Im Glomerulus wird Blutplasma in den Bowman-
Kapselraum filtriert. Blutzellen und groBmolekulare Bestandteile werden dabei
vom Glomerulusfilter zuriickgehalten. Das Blut verlasst den Glomerulus Uber

das Vas efferens, welches in die ins Nierenmark ziehenden Vasa recta mindet.



Der Glomerulusfilter ist dreischichtig und besteht aus der Endothelschicht der
Kapillaren, der Basalmembran und dem Epithel der Bowman-Kapsel mit
ineinander verzahnten Podozyten und einer, die entstehenden Kontaktschlitze
uberspannenden, Membran. Am Harnpol gelangt das Ultrafiltrat, der
Primarharn, in das nachgeschaltete Tubulussystem. Dort werden ca. 99% des
Primarharns wieder rickresorbiert und dem zirkulierenden Blut zugeftihrt. Der in
den Sammelrohren gebildete Endharn gelangt Uber das Nierenbecken-
kelchsystem in die ableitenden Harnwege und wird ausgeschieden. Das
Tubulussystem wird in proximalen Tubulus, Henle-Schleife und distalen
Tubulus unterteilt. Im proximalen Tubulus werden bereits zwei Drittel des
filtrierten Wassers und NaCl ruckresorbiert. In der nachfolgenden Henle-
Schleife erfolgt der Aufbau eines osmotischen Gradienten im Nierenmark Uber
die NaCl-Resorption im fur Wasser nicht permeablen aufsteigenden Teil, was
vor allem durch den luminalen Na®*, K*,2CI" Cotransport bewerkstelligt wird. Die
Henle-Schleife endet im distalen Tubulus der stets zum ursprunglichen
Glomerulus zurlckkehrt und dort eine Zone sehr engen Kontaktes mit dem
Gefallpol bildet. In diesem Bereich, auch juxtaglomerularer Apparat genannt,
produzieren Epitheloidzellen Renin und die Macula densa registriert die
Natriumkonzentration im Tubulusharn um gegebenenfalls gegenregulatorische
Malnahmen, wie z.B. die Kontraktion des Vas afferens, auszulésen. Auch kann
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert werden um durch
Vasokonstriktion, Verminderung der glomerularen Filtrationsrate und vermehrte
Natriumrickresorption zur Konstanthaltung bzw. Normalisierung von
Plasmavolumen, -osmolaritat und Blutdruck beizutragen. Der distale Tubulus
mundet in das Sammelrohr. Dort werden unter der Wirkung von Adiuretin (ADH)
Wasserkanale eingebaut. Wahrend der Passage durch das zunehmend
hypertone Nierenmark wird nochmals Wasser entzogen. Wenn wenig ADH
vorhanden ist (z.B. bei Hyperhydratation) sind die Sammelrohre relativ

undurchlassig fir Wasser und es kommt zur konsekutiven Wasserdiurese.
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Abb. 1: Juxtamedulldres (links) und Kortikales (rechts) Nephron mit jeweils
langer, bzw. kurzer Henleschen Schleife in der schematischen Darstellung. Die
Grenzen von Mark und Rinde, bzw. die Zonen des Marks sind gestrichelt
eingezeichnet. Das Sammelrohr und die geraden Abschnitte des proximalen
und distalen Tubulus des kortikalen Nephrons liegen in einem Markstrahl, der
gleichfalls durch eine gestrichelte Linie abgegrenzt ist. (aus Junqueira LC,

Carneiro J, Kelley RO. Histologie 5. Auflage)
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Abb. 2a (links) und Abb. 2b (rechts): Aufbau eines Glomerulus. a: Der
Juxtaglomeruldre Apparat X markiert den GefadlBpol. Gegeniiber der mit H
gekennzeichnete Harnpol. C Glomeruluskapillaren, E Kapillarendothelien, K
Bowman-Kapselraum, M Mesangiumzellen, P Podozyten. Balken = 100um.
(aus Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. Histologie 5. Auflage)

1.2.2 Diabetes mellitus

Weltweit gibt es aktuell ca. 150 Millionen Diabetiker. In Deutschland sind es
etwa 4 Millionen, was einem Bevodlkerungsanteil von ungefahr 5% entspricht. Es
wird von einer genau so grolden Dunkelziffer ausgegangen. Die Zahl der

Erkrankten ist weiterhin zunehmend.

Diabetes mellitus fasst eine Gruppe metabolischer Stérungen zusammen, die
durch eine Hyperglykdmie charakterisiert sind. Neben den beiden haufigsten
Formen, dem insulinabhangigen Typ 1 Diabetes und dem primar

insulinunabhangigen Typ 2 Diabetes, gibt es noch den Gestationsdiabetes und



verschiedene Sonderformen. Dem meist in jungen Jahren auftretenden Typ 1
Diabetes liegt eine Autoimmunreaktion zugrunde, die zum Teil genetisch
determiniert ist. Es konnten Antikorper gegen die Inselzelloberflache sowie
Inselzellproteine und das Insulin selbst identifiziert werden. Dabei kann das
Auftreten dieser Antikérper dem manifesten Diabetes Monate bis Jahre
vorausgehen. Der auch Altersdiabetes genannte Typ 2 Diabetes tritt meist erst
nach dem 35. Lebensjahr auf. Insulinresistenz und Insulinsekretionsstorung
stehen dabei im Vordergrund. Auch hier liegt eine genetische Disposition vor,
jedoch spielen (ppige Erndhrung, Ubergewicht und Bewegungsmangel eine
grolle Rolle. Absoluter und relativer Insulinmangel beeintrachtigen den
Kohlenhydrat-, Lipid- und Proteinstoffwechsel. = Daraus resultieren
Hyperglykamie, Hyperlipiddmie sowie gesteigerter Protein- und Lipidabbau.
Uberschreitet die Glucosekonzentration die renale Schwelle kommt es zur
Glucosurie und durch die osmotische Wirkung auch zur Polyurie. Neben
Polyurie gehdren Polydipsie, Polyphagie, Mudigkeit und Gewichtsverlust zur

klinischen Symptomatik.

Die Therapie beim Typ 1 Diabetes ist die Insulinsubstitution. Wichtig sind auch
eine intensive Schulung der Patienten sowie das Einhalten einer Diat und die
regelmaldige korperliche Aktivitat. Beim Typ 2 Diabetiker sollte zunachst eine
Gewichtsnormalisierung angestrebt werden. Schulung, koérperliche Betatigung
und Diat sind auch hier angezeigt. Sollte das zur Blutzuckernormalisierung nicht
genugen konnen orale Antidiabetika verabreicht werde. Ist auf diese Weise

keine Normoglykamie zu erzeugen, muss Insulin zum Einsatz kommen.

Durch eine gute Blutzuckereinstellung konnen mdogliche Folgeschaden des
Diabetes zum Teil verhindert oder wenigstens hinausgezdgert werden. Zu den
typischen Folgeschaden zahlen Retinopathie, Neuropathie, Makro- und

Mikroangiopathien, und Nephropathie.



1.3 Spezielle Grundlagen

1.3.1 Diabetische Nephropathie

Unter den Begriff ,Diabetische Nephropathie® fallen samtliche renale Lasionen,

die bei Patienten mit Diabetes mellitus auftreten kdnnen. Dazu zahlen die
diffuse oder nodulare Glomerulosklerose, die chronisch interstitielle Nephritis,
Papillennekrosen sowie diverse tubulare Lasionen. Dabei tritt die diffuse
diabetische Glomerulosklerose am haufigsten auf. Unabhangig von einer
klinisch manifesten Nephropathie, kommt sie bei den meisten Diabetikern mit
Nephropathie vor. Die nodulare Glomerulosklerose Typ Kimmelstiel-Wilson ist

charakteristisch beim Diabetes mellitus. Eine Einteilung der diabetischen

Nephropathie in 5 Stadien zeigt Tabelle 1.

Tab. 1: Stadieneinteilung der diabetischen Nephropathie (nach Mogensen)

-Niereninsuffizienz

erhoht, Hypertonie in
80%

Zeitintervall Leitsymptome Prognose

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

Basalmembran u.

Expansion des

Mesangiums
Stadium 11l 5-15 Jahre Mikroalbuminurie, Progredienz kann
-Beginnende Blutdruckanstieg verhindert werden
Nephropathie
Stadium IV 10-15 Jahre Persistierende Progredienz kann
-Klinisch manifeste Proteinurie, Abnahme | verzdgert werden
Nephropathie der GFR,

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

Progredienz kann

verlangsamt werden




Bei Typ 1 Diabetikern und Typ 2 Diabetikern deren Diabetes sich bis zum
mittleren Alter manifestiert, entwickelt sich in 30-40 % eine diabetische
Nephropathie (Andersen et al. 1983, Hasslacher et al. 1989, Ritz und Orth
1999). Von den Typ 1 Diabetikern mit Mikroalbuminurie erreichen ohne
adaquate Therapie 75 % nach 10-15 Jahren das Stadium der manifesten
Proteinurie. Bei ansteigender Zahl dialysepflichtiger Typ 2 Diabetiker ist die
renale Komplikation des Diabetes mellitus mittlerweile die haufigste Ursache
einer terminalen Niereninsuffizienz (Ismail et al. 1999). So berichten einige
Dialysezentren von Uber 50 % Diabetikern unter den Dialysepatienten (Ritz et
al. 1996). Nach Daten des QuaSi-Niere Projektes (Frei und Schober-
Halstenberg 1998) betragt der Diabetikeranteil zu Beginn der
Nierenersatztherapie in Deutschland 31 % (7 % Typ 1 und 24 % Typ 2)
insgesamt aber nur 21 %, was auf eine hohe Absterbequote zurlckzuflhren ist.
Die 5-Jahresuberlebensrate betragt ab Start der Dialysebehandlung 33 % bei
Typ 1 Diabetikern und 5 % bei Typ 2 Diabetikern (Koch et al. 1997).

Bei Patienten mit diabetischer Nephropathie finden sich histologisch
typischerweise eine mesangiale Proliferation, eine glomerulare Basalmembran-
verdickung und eine glomerulare Sklerose. Ursachlich fur diesen progressiv
verlaufenden Prozess spielen u.a. ,Advanced Glycosylation End Products®,
Aktivierung der Proteinkinase C, vermehrte Expression von TGF-f als
Wachstumsfaktor und genetische Faktoren eine Rolle (Singh et al. 1998, Wolf
und Ziyadeh 1999). Die ,Advanced Glycosylation End Products® entstehen
durch kovalente Bindung der Glucose an Proteine und wirken Uber eine
Verdickung der Basalmembran mit Einbau von Plasmaproteinen sowie Uber
eine Steigerung der Kollagensynthese. Eine gute Blutzuckerkontrolle kann mit
dazu beitragen diese Prozesse aufzuhalten, so verschlechtert sich die
Nierenfunktion bei Patienten mit erhdohtem HbA.-Wert schneller als bei
Patienten mit niedrigerem HbA:. (Bojestic et al. 1994). Das trifft vor allem bei
Typ 1 Diabetikern zu. Fir die Vermutung, dass auch genetische Faktoren fir
das Entstehen und Voranschreiten der Nephropathie padisponierend sind,

spricht, dass in Amerika die Inzidenz und Schwere der diabetischen

10



Nephropathie unter der schwarzen Bevolkerung um den Faktor 3-6 gegenuber
den Weisen erhoht ist (Smith et al. 1991).

1.3.2 Diabetische Nephropathie und glomerulare Hyperfiltration

Obwohl alle Diabetiker im Laufe weniger Jahre morphologische Lasionen an
den Glomeruli entwickeln (Osterby 1983), leiden viele Diabetiker auch nach
jahrelangem Diabetes nicht an einer klinisch relevanten Nephropathie
(Andersen et al. 1983). Es war von gro3em Interesse, frihzeitig zu erkennen,
welche Patienten betroffen sein werden. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass eine erhohte glomerulare Filtrationsrate fur die
Entstehung einer diabetischen Nephropathie ein Risikofaktor darstellt
(Mogensen und Christensen 1984). Wenn die Hyperfiltration eingetreten ist, so
ist der Weg zur Nephropathie gebahnt, unabhangig von der Qualitat der
Stoffwechselkontrolle (Rudberg et al. 1992). Diese Veranderungen in der
renalen Hamodynamik treten sowohl beim klinischen als auch beim
experimentellen Diabetes mellitus auf. Man wusste schon vorher, dass bei
schlechterer Blutzuckerkontrolle die GFR mit der Hyperglykdmie ansteigt
(Mogensen und Andersen 1975). Wenn jedoch der Blutglucosespiegel extrem
erhoht ist, wie z. B. bei der diabetischen Keto-Azidose, bleibt die Hyperfiltration
aus (Reubi 1953). Veranderungen in der GFR hangen aber nicht nur von der
Blutglucosekonzentration ab. So fluhrt eine durch ZuckerUberladung
herbeigefuhrte Hyperglykamie beim Gesunden zwar zu einer Steigerung der
GFR, jedoch langst nicht so stark wie beim Diabetiker mit vergleichbarer
Hyperglykamie (Brochner-Mortensen 1973). Es wird vermutet, dass Insulin
unabhangig von seiner Wirkung auf den Blutzucker in die Regulation der
renalen Hamodynamik eingreift. Insulin ist ndmlich in der Lage die glomerulare
Filtrationsrate bei unkontrolliertem Diabetes akut zu senken (Mogensen et al.
1978) und fahig direkt an spezifischen Rezeptoren isolierter Glomeruli zu
binden (Kurokawa et al. 1978).

11



1.3.3 Diabetische Nephropathie, Blutdruck und ACE-Inhibition

Einfihrend sollen zunachst die physiologischen Grundlagen des Renin-
Angiotensin-System (RAS), welches neben dem Sympathikus das wichtigste
Regulationssystem fur Blutdruck, Salz- und Wasserhaushalt ist, dargelegt
werden. Renin ist eine Protease, die von den Epitheloidzellen des
juxtaglomerularen Apparates gebildet und von dort ans Blut abgegeben wird. Es
spaltet aus dem hauptsachlich in der Leber und im Fettgewebe gebildeten
Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin | ab. Von diesem wird durch das
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) ein Dipeptid abgespalten und so in das
Oktapeptid Angiotensin 1l umgewandelt. Das menschliche ACE ist an
Zellmembranen, vor allem von Endothelzellen und glatten Muskelzellen
gebunden. Im Plasma ist ACE nur in geringer Aktivitdt nachweisbar. Der
eigentliche Effektor, das Angiotensin Il stimuliert im proximalen Tubulus direkt
die  Natriumreabsorption. Es bewirkt Uber eine Erhohung der
Aldosteronproduktion in der Nebennierenrinde indirekt die Natrium- und
Wasserreabsorption in den Sammelrohren. Aullerdem fordert es Durstgefuhl
und Salzappetit. Neben der Zunahme des Extrazellularvolumens induziert
Angiotensin |l auch direkt eine Vasokonstriktion. Durch diese Mechanismen
wirkt Angiotensin Il blutdrucksteigernd. Alle diese Wirkungen werden uber
Angiotensin Il AT-Rezeptoren vermittelt. Daneben existiert noch ein AT,-
Rezeptor, der hauptsachlich im fetalen Gewebe exprimiert wird. Es wird
vermutet, dass dieser Rezeptor den Wirkungen des ATi-Rezeptors auf den

Blutdruck gegensteuert.

Dieses System kann pharmakologisch auf verschiedene Weise beeinflusst
werden. Dabei wird die grofte praktische Bedeutung den ACE-Hemmern
zugeschrieben. Aufgrund des oben gesagten, ist es nachvollziehbar, dass ACE-
Hemmer zur Blutdrucksenkung genutzt werden konnen. Da das ACE auch als
Kininase Il Bradykinin inaktiviert, wird dessen indirekte vasodilatierende

Wirkung unter ACE-Inhibition verstarkt, wodurch der Blutdruck zusatzlich
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gesenkt wird. Eine weitere Therapieoption bieten die neueren Angiotensin-II-

Antagonisten, die selektiv den AT -Subtyp blockieren.

Diabetes und arterielle Hypertonie treten haufig gemeinsam auf (Simonson
1988). Die Hypertonie wird als Ursache (Mogensen und Christensen 1984) und
Folge (Christensen et al 1987) der diabetischen Nephropathie angesehen.
Schon lange ist bekannt, dass eine antihypertensive Therapie das Fortschreiten
der diabetischen Nephropathie verzogern kann (Mogensen 1982, Parving et al
1983). Es wurde angenommen, dass die diabetische Nephrosklerose durch den
erhohten glomerularen Druck, der auch unabhangig von einer systemischen
Hypertension auftreten kann und die Passage von Proteinen durch die
Basalmembran bedingt, verursacht wird (Hostetter et al. 1982). Dem
widersprechen jedoch die Ergebnisse einer tierexperimentellen Studie an
normotensiven und hypertensiven diabetischen Wistar Kyoto Ratten (Bank et al.
1987). Dabei war der glomerulare Druck bei normotensiven diabetischen Ratten
im Vergleich zu nicht-diabetischen normotensiven Ratten erhoht und bei
diabetischen hypertensiven Tieren sogar weiter gesteigert. Trotz des
unterschiedlichen glomerularen Druckes bei den diabetischen Tieren waren
Unterschiede in der GFR und Proteinurie genau so wenig festzustellen wie
nach 6 Monaten in der histologischen Einstufung. Wurden jedoch ursprunglich
hypertone diabetische Tiere medikamentds in einen hypotensiven Zustand
uberfuhrt, entwickelten sie nur geringe Veranderungen wie sie auch
normotensive nicht-diabetische Ratten zeigten, was wiederum den protektiven

Effekt einer antihypertensiven Therapie bestatigt.

Weiter wurden den ACE-Hemmern nephroprotektive Eigenschaften unabhangig
von ihrer antihypertensiven Wirkung zugesprochen (Lewis et al. 1993). Das gilt
vornehmlich far Typ 1 Diabetiker. Beim Typ 2 Diabetes konnte ein Vorteil
gegenuber anderen Antihypertensiva nicht einheitlich nachgewiesen werden.
Zum Beispiel konnte in der UKPDS-Studie (1998) ein spezieller
nephroprotektiver Effekt von Captopril nicht belegt werden. In tier-

experimentellen Studien an diabetischen Ratten wurde unter ACE-Inhibition
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(Anderson et al 1989) und unter Angiotensin |l Rezeptor-Blockade (Remuzzi et
al. 1993) jeweils eine nephrotektive Wirkung beobachtet, die sogar Uber die
Begrenzung der diabetischen Schaden hinaus ging. So stieg unter Captopril die
Albuminausscheidung nach 68 Wochen Diabetes so gut wie nicht an, wahrend
sie bei der gesunden Kontrollgruppe ab der 44. Woche deutlich zunahm. Auch
war bei diesen Tieren der glomerulare Sklerose Score signifikant kleiner als bei
den Kontrolltieren. Im Vergleich dazu zeigte eine, der ACE-Inhibition bezuglich
des Blutdrucks gleichwertige, antihypertensive Therapie zwar eine
Verbesserung gegenlber der reinen Insulintherapie, jedoch waren gegenuber
der Kontrollgruppe deutliche Zeichen der Nierenschadigung nachzuweisen. In
Experimenten, bei denen der ATi-Antagonist Losartan zum Einsatz kam,
zeigten sich nach einer Diabetesdauer von 12 Monaten ebenfalls in diese
Richtung weisende Ergebnisse. Die Proteinurie die sich auch bei den
Kontrolltieren einstellte, war in der Diabetesgruppe mit Losartan etwas leichter
ausgepragt. Ebenso war das Ausmald der glomerularen Sklerose signifikant

gesenkt (Remuzzi et al. 1993).

Worauf die nephroprotektiven Wirkungen einer Blockade des Renin-
Angiotensin-Systems letztendlich beruhen kann noch nicht mit Sicherheit
gesagt werden. Dem Angiotensin Il kommt dabei eine grof3e Bedeutung zu. Ob
es aber die Schlusselrolle spielt ist nicht unbestritten. So konnte durch eine
Angiotensin lI-Infusion die durch eine Langzeit-ACE-Inhibition hervorgerufene
Reduktion einer Proteinurie nicht aufgehoben werden (Heeg et al. 1991). Der
antiproteinurische  Effekt konnte durch einen Podozyten-erhaltenden
Mechanismus verursacht sein. So bewahrte Trandolapril diabetische Ratten

uber 6 Monate vor Podozytenverlust und -hypertrophie (Gross et al. 2003).

Auf Grund des vielfach nachgewiesenen protektiven Nutzens, stellt die
Blockade des Renin-Angiotensin-Systems  neben der  optimierten
Blutzuckereinstellung, der Proteinrestriktion und der Blutdrucksenkung eine

tragende Saule bei der Behandlung der diabetischen Nephropathie dar.
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1.3.4 Dopamin und renale Dopaminsynthese

Dopamin ist ein endogener zu den Katecholaminen zahlender Neurotransmitter.
Das biogene Amin wird aus der Vorstufe L-Tyrosin, welches mit der Nahrung
aufgenommen wird oder durch Hydroxylierung von L-Phenylalanin entsteht,
gebildet. Dopamin selbst ist wiederum Ausgangspunkt fir die zwei anderen
naturlichen Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin, die in dieser
Reihenfolge enzymatisch gebildet werden. Abhangig vom Vorhandensein der
bendtigten Enzyme, kommt es zur Bildung des jeweiligen Neurotransmitters.
Hohe Dopaminkonzentrationen finden sich in den Kernarealen (Putamen,

Nucleus caudatus) des extrapyramidalen Systems.

Dopamin wird auch in der Niere gebildet. Die dopaminergen Nerven die es in
der Niere gibt (Dinnerstein et al 1979), leisten aber weniger als 10 % der
renalen Dopaminproduktion (Baines 1982, Adam und Adams 1985). Allerdings
kann die Dopaminfreisetzung in der Niere durch vagale Impulse gesteigert
werden (Hedge und Lokhandwala 1992). Die Hauptquelle des renalen
Dopamins bildet frei filtriertes L-Dopa, welches Uber einen Na*/L-Dopa-Symport
von den Tubuluszellen aufgenommen und durch die L-AADC (aromatic amino
acid decarboxylase) in Dopamin umgewandelt wird (Suzuki et al. 1984). So
korreliert die Dopaminausscheidung im Urin mit der Menge von zuvor
verabreichtem L-Dopa (Muhlbauer et al. 1997). Die Umwandlung findet
hauptsachlich in den proximalen Tubuli statt, wo auch die hochste Aktivitat der
L-AADC gemessen werden konnte (Hayashi et al. 1990). Die Konzentration von
L-AADC nimmt entlang des Nephrons kontinuierlich ab, so dass 75 % der
renalen L-AADC im Kortex und nur 25 % in der Medulla lokalisiert sind.
Dopamin wird in der Niere weder von den dopaminergen Nerven noch von den
Tubuluszellen zu Noradrenalin weiterverarbeitet, da dort keine Dopamin -
Hydroxylase vorhanden ist (Bell et al. 1988). Die renal ausgeschuttete
Dopaminmenge spiegelt sich in der Dopaminmenge im Urin wieder, da die aus
dem Plasma filtrierte Dopaminmenge vernachlassigbar klein ist (Van Loon und
Sole 1980).
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1.3.5 Dopaminrezeptoren

Dopamin verfugt Gber ein eigenes Rezeptorsystem. Zum Beispiel kann die
blutdrucksenkende Wirkung von niedrig dosiertem Dopamin durch adrenerge
Rezeptorblockade nicht gehemmt werden (Goldberg 1972). Die
Dopaminrezeptoren gehdéren zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, die im Allgemeinen aus 7 transmembranaren Domanen bestehen
(Schwartz 1996). Die pharmakologische Einteilung in Dy und D, Rezeptor
(Kebabian und Calne 1979), wonach die Adenylatzyklase stimuliert bzw.
gehemmt wird, wurde zu Ds-like und Dg-like Subtypen ausgebaut, nachdem
durch molekulare Klonierung weitere Rezeptoren, die sich nach ihrer
Pharmakologie einer der beiden Klassen zuordnen lieRen (Seeman und Van
Tol 1994), identifiziert wurden. Zur Dy Subgruppe gehdren der Dy Rezeptor
(Dearry et al. 1990) und der Ds-Rezeptor (Sunahara et al. 1991), die bei den
Nagetieren auch mit Dia und D4g bezeichnet werden. Die D, Subgruppe
beinhaltet den D, Rezeptor (Chio et al. 1990), den D3 Rezeptor (Sokoloff et al.
1990) und den D4 Rezeptor (Van Tol et al. 1991). lhre Affinitat zu Dopamin
nimmt dabei in der Reihenfolge D3>Ds>D»>D4>D1 ab (Jose et al. 1992). Diese 5

Rezeptoren wurden auch in der Niere nachgewiesen (Missale et al. 1998).

1.3.6 Lokalisation des Dopamin D; Rezeptors in der Niere

Im ZNS konnte der D3 Rezeptor in hoher Dichte im Bereich des Tuberculum
olfactorium, der Stria terminalis und des Nucleus accumbens, sowie vereinzelt

im Striatum nachgewiesen werden (Sokoloff et al. 1992).

Im Gegensatz zu einer Vielzahl an Studien zur Funktion des renalen D3
Rezeptors existieren nur wenige Arbeiten Uber seine Lokalisation. O’'Connell et
al. (1998) konnten ihn in einer immunhistochemischen Arbeit mit Hilfe eines

Antikdrpers markieren. Er war innerhalb der Glomeruli, dort vor allem an den
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Podozyten, im proximalen und distalen Tubulus und den Sammelrohren
nachzuweisen. Media und Adventitia der renalen Arterien waren ebenso
angefarbt. Im Tubulus waren ausschlielllich die apikalen Anteile markiert.
Bahnbrechende Untersuchungsergebnisse zur Ds; Rezeptorlokalisation liefert
ein aktuelle Arbeit von Nurnberger et al. (2004). Wie bei O’Connell et al. wurden
keine D3 Rezeptoren in der Markregion lokalisiert. Der Rezeptor wurde in
verschiedenen Strukturen des proximalen Tubulus detektiert, besonders in
Abschnitten nahe oder mit Verbindung zum Harnpol des Glomerulus. Anders
als O’Connell et al. konnten Nlrnberger et al. das D3 Rezeptorprotein nicht an
anderen Orten wie distale Tubuli, Sammelrohre, Glomeruli oder Nierengefale,
nachweisen. Wobei die Autoren die Moglichkeit einer Maskierung von
Rezeptoren durch die Fixation einrdumen. Erstmals gelang es Nurnberger et
al., die D3 Rezeptoren subapikal im Zytoplasma nachzuweisen, was nach ihren
Uberlegungen auf internalisierte apikale oder neu synthetisierte Rezeptoren
hindeuten konnte. Nurnberger et al. halten es fur moglich, dass die von
O’Connell in der Zellmembran liegenden Rezeptoren neben den intrazellularen
Rezeptoren existieren konnten, weisen aber gleichzeitig darauf hin, dass nur
der von ihnen verwendete Antikérper nachgewiesen spezifisch flr Dj;
Rezeptoren ist. Uber die funktionelle Bedeutung der intrazelluldren Rezeptoren,
und in wie weit diese neue Erkenntnis fur kinftige Experimente und deren
Interpretation richtungweisend sein wird, kann zum jetzigen Zeitpunkt nur

spekuliert werden.

1.3.7 Dopamin D; Rezeptor und diabetische Nephropathie

Dopamin und Dopaminrezeptoren sind an zahlreichen Regulationsvorgangen
im Organismus, auf die an dieser Stelle nicht naher eingegangen werden kann,
beteiligt. So beeinflult das Dopaminsystem auch die renale Hamodynamik und
Exkretionsfunktion (Lee 1993). Auch bei der Vermittlung der diabetischen

Nephropathie wird eine Beteiligung vermutet.
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Wie bereits in 1.3.1 erortert, ist die glomerulare Hyperfiltration pradestinierend
fur die Entwicklung des Vollbildes einer diabetischen Nephropathie. An genau
dieser Stelle durfte der Angriffspunkt der unterschiedlichen Dopaminwirkungen
liegen. Barthelmebs et al. gelang es durch Stimulation von renalen
Dopaminrezeptoren mit den Dopaminvorstufen L-Dopa und Gludopa die
glomerulare Hyperfiltration im Frihstadium des Streptozotozin induzierten
Diabetes bei Ratten aufzuheben. Dabei zeigte die Gabe von L-Dopa keinen
Effekt wenn zusatzlich der Dopa-Decarboxylase-Hemmer Carbidopa
verabreicht wurde. Die Wirkung von L-Dopa konnte ebenso mit dem selektiven
D+ Antagonisten SCH 23390 aufgehoben werden. Da auch mit dem selektiven
D1 Agonisten Fenoldopam die Hyperfiltration reduziert werden konnte, wurde
abgeleitet, dass die Normalisierung der glomerularen Filtration durch die
Stimulation von D; Rezeptoren vermittelt werden kann (Barthelmebs et al.
1991).

Was die Dy-ahnlichen Rezeptoren betrifft, lies sich durch eine gezielte
Stimulation dieser Rezeptoren mit Quinpirol gleiche Veranderungen in der
renalen Hamodynamik wie bei der Aminosauren induzierten Hyperfiltration
hervorrufen. In beiden Fallen konnte die Hyperfiltration mit dem nur peripher
wirkenden D,-like Antagonisten Domperidon teilweise und mit S(-)-Sulpirid,
einem peripher und zentral wirksamen Antagonisten, komplett aufgehoben
werden. Daraus wurde gefolgert, dass die Steigerung der GFR Uber D,-
ahnliche Rezeptoren vermittelt wird, wobei zentrale und periphere Rezeptoren
beteiligt sind (Luippold und Muhlbauer 1998). Da die Affinitat von Quinpirol
besonders auf die D; Rezeptoren ausgerichtet ist (Seeman und Schaus 1991),

konzentrierten sich weitere Untersuchungen vornehmlich auf diesen Rezeptor.

In einem Versuch mit dem selektiven D; Rezeptor Agonisten 7-OH-DPAT
induzierte dieser dosisabhangig eine Steigerung der GFR. Wenn mit dem
selektiven D3 Antagonisten U-99194A vorbehandelt wurde, bewirkte 7-OH-
DPAT keine Veranderungen der renalen Hamodynamik (Luippold et al. 1998).

Nachdem bereits eine diabetesbedingte Hyperfiltration durch eine Dy-like
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Antagonisierung normalisiert werden konnte (Luippold et al. 2001a), liegt nun
eine Studie vor, bei der ein selektiver D3 Rezeptor Antagonist eingesetzt wurde
(Luippold et al 2005). Es gelang, 14 Tage nach Diabetesinduktion und
Behandlung mit dem peripher wirkenden Antagonisten BSF 135170 eine
signifikante Korrektur der GFR in Bereiche der gesunden Kontrolltiere zu

erzielen.

Diese Datenlage lasst den Schluss zu, dass durch eine D3 Rezeptor-Blockade
die diabetische Hyperfiltration unterdrickt werden kann. Sie fordert im gleichen
Zug auf, Untersuchungen, nach einem moglichen Benefit in der Entwicklung der

diabetischen Nephropathie durch eine Langzeittherapie, anzustellen.

1.4 Eigene Fragestellung

In dieser Langzeitstudie an diabetischen, hyperglykdmischen Ratten sollen

durch Stoffwechselkafigversuche folgende Fragen naher geklart werden:

e Verzodgert oder verhindert die Dopamin D3 Rezeptor-Blockade das Eintreten

der diabetischen Hyperfiltration?

e Wird durch eine Dopamin D3 Rezeptor-Blockade die Protein- und

Albuminausscheidung bei diabetischer Stoffwechsellage vermindert?
e Wirkt der ACE-Hemmer Trandolapril nephroprotektiv? Bietet der Dj

Rezeptorantagonist BSF 201640 Vorteile gegenuber Trandolapril? Ist die
Kombinationstherapie der jeweiligen Monotherapie Uberlegen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Fir die Studie wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River,
Sulzfeld) verwendet. Das Korpergewicht der Tiere betrug bei Studienbeginn
250-275 g.

2.1.1 Haltungsbedingungen

Die Tiere wurden im Tierstall des Institutes bei einer Temperatur von 24°C und
einem 12-stindigen Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Die Gruppen CON-A und
CON-BSF waren jeweils zu viert, die anderen Gruppen jeweils zu dritt in einem
Kafig untergebracht. Je nach Gruppenzugehdérigkeit hatten die Ratten jederzeit
freien Zugang zu Standardfutter (Altromin 1320°, Altromin, Lage) bzw. zu BSF
201640 (Knoll AG, Ludwigshafen) haltigem Futter und zu Leitungswasser bzw.

zu Leitungswasser in dem Trandolapril gelést war.

2.1.2 Induktion des Diabetes mellitus

Nach einem basalen Stoffwechselkafigversuch wurden die Ratten, die den
diabetischen Gruppen zugeteilt wurden, mit Streptozotocin (STZ, Sigma Aldrich
Chemie, Steinheim) behandelt. Dabei wurde STZ in Zitratpuffer (0,210 g
Zitronensaure auf 10 ml Aqua bidest., pH 4) geldst und den Tieren in einer
Dosierung von 55 mg/kg KG intraperitoneal injiziert. Die Tiere, bei denen nach
Ablauf von 48 Stunden die Blutglucosewerte noch im Normbereich (80-120 mg/

dl) lagen, erhielten eine weitere Injektion von STZ (40-45mg/kg KG).
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2.1.3 Implantation von Insulinstabchen

Zur Steuerung der Blutglucosekonzentration wurde bei den diabetischen Tieren
4 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus eine Insulintherapie begonnen um
Blutglucosewerte von ca. 350-400 mg/ dl zu erzielen. Dazu wurden den Ratten
Insulinstabchen (Linplant®, LinShin, Kanada) im Nackenbereich subkutan
implantiert. Bei den Implantaten handelt es sich um ein Insulin-
Palmetinsauremikrokristallgemisch. Ein Stabchen wiegt 26+2 mg und misst im
Durchmesser 2 und 7 mm in der Lange. Laut Hersteller werden fur eine Dauer

von Uber 40 Tagen gleichmafig ca. 2 IE Insulin pro 24 Stunden freigesetzt.

Die Implantation der Insulinstabchen erfolgte in einer Kkurzzeitigen
Athernarkose. Dabei wurden die Tiere in ein GlasgefaR gesetzt, in dem, durch
ein mit Ather getrénktes Zellstofftuch, Atherdampf erzeugt wurde. Sobald die
Bewusstlosigkeit eintrat wurden die Tiere heraus genommen, auf den
Arbeitstisch gelegt und eine Hautfalte im Nackenbereich angehoben. Dann
wurde ein Trokar durch die Haut bis ins Subkutangewebe eingefuhrt um
anschlieBend durch diesen die Insulinstabchen mittels eines Stabes
einzuschieben. Die Dosis wurde nach Tiergewicht und Blutglucose bestimmt, so
dass Mengen von 0,25 bis 1 Stabchen gegeben wurden. Nach Entfernen des
Trokars schloss sich die Wunde von selbst und die Tiere erwachten nach

weiteren ca. 1-2 Minuten aus der Kurznarkose.
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2.2 Pharmaka

2.2.1 Trandolapril

Bei Trandolapril (Knoll AG, Ludwigshafen) handelt es sich um einen ACE-
Hemmer, der, da er auch hepatisch eliminiert wird, bei nachlassender
Nierenfunktion unter Beibehaltung der Dosierung ohne Kumulationsgefahr
weiter gegeben werden kann. Trandolapril wurde in einer Dosierung von 0,3
mg/kg KG pro Tag uber das Trinkwasser verabreicht. Der Berechnung wurden
das durchschnittliche Gewicht und die durchschnittliche Trinkmenge der Tiere

zu Grunde gelegt.

2.2.2 BSF 201640

BSF 201640 (Knoll AG, Ludwigshafen) ist ein selektiver, zentral und peripher
wirksamer, Dopamin Ds-Rezeptor-Antagonist. Die chemische Bezeichnung
lautet:

2-(3-(4-(2-t-Butyl-6-trifluormethyl)pyrimidin-4-yl)piperazin-1-yl)-

propylmercaptopyrimidin-4-ol-fumarat
Die Ratten erhielten diesen Wirkstoff Uber das Futter in einer Dosierung von 10

mg/kg KG pro Tag. Fur die Berechnung wurden die durchschnittliche

Futtermenge und das durchschnittliche Kérpergewicht bericksichtigt.
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2.3 Versuchsgruppen

Die insgesamt 56 Tiere wurden auf 6 Versuchsgruppen wie folgt verteilt:

CON-A (n=4) nicht  diabetische, mit  Standardfutter = und

Leitungswasser versorgte Ratten als Kontrollgruppe

CON-BSF (n =4) nicht diabetische, mit BSF 201640 im Futter

behandelte Ratten als Kontrollgruppe

DM-VHC (n = 12) diabetische, nur mit Insulin behandelte Ratten als
hyperglykamische Diabetes-Gruppe

DM-BSF (n =12) diabetische, mit Insulin und BSF 201640 im Futter
behandelte Ratten

DM-ACE (n =12) diabetische, mit Insulin und Trandolapril im

Trinkwasser behandelte Ratten

DM-BSF-ACE (n=12)  diabetische, mit Insulin, BSF 201640 und

Trandolapril behandelte Ratten

Da BSF 201640 per se keinen Einfluss auf die untersuchten Parameter hatte,
wurden die Gruppen CON-A und CON-BSF zur Gruppe CON-VHC
zusammengefasst und werden in der vorliegenden Arbeit nicht mehr gesondert
besprochen. Bei der jeweiligen Anzahl n handelt es sich um die zu Beginn der
Studie eingesetzten Tiere. Im Verlauf der Studie reduzierte sich die Tierzahl
insgesamt auf 45. Davon verstarben 2 Ratten in der Narkose und 3 wahrend
der Blutdruckmessung. Bei einem Tier wurde bei der Obduktion ein Lebertumor
gefunden. Die weiteren Todesfalle konnten nicht auf eine konkrete Ursache
zuruckgefuhrt werden. Als wahrscheinlich kommen Folgen des Diabetes

mellitus in Betracht.
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2.4 Experimenteller Ablauf

2.41 Studiendesign

Die Studie war als Langzeitstudie fur die Dauer von 22 Wochen geplant. Nach
Ablauf dieser Zeit wurde auf Grund der Ergebnislage beschlossen die Studie

auf 38 Wochen zu verlangern.

Zu Beginn der Studie wurden die Ratten in die o. g. Versuchsgruppen eingeteilt
und, nach einem basalen Stoffwechselkafigversuch, entsprechende Gruppen
diabetisch gemacht. Es wurden wdchentlich Kérpergewicht und Blutglucose bei
den diabetischen Tieren bestimmt. Ggf. wurde durch zusatzliche
Insulinsubstitution oder bei rucklaufiger diabetischer Stoffwechsellage durch
erneute STZ-Applikation der Blutglucosespiegel korrigiert. Nach 2 Wochen
wurde der erste Stoffwechselkafigversuch bei diabetischer Stoffwechsellage
durchgefuhrt. Die weiteren Stoffwechselkafigversuche wurden bis zur 22.
Woche in vierwochigen und weiter bis zur 38. Woche in achtwochigen
Abstanden durchgefuhrt. AuRerdem wurde im Verlauf einmal in vier bzw. acht

Wochen der systolische Blutdruck gemessen.
Nach 46 Wochen erfolgten noch Perfusionsversuche, Feucht- und

Trockengewichtbestimmungen und Morphometrie der Nieren. Jedoch sind

diese Untersuchungen nicht mehr Gegenstand dieser Arbeit.

2.4.2 Glucosemessung

Die Blutglucose wurde mit einem modernen Blutzuckermessgerat (Accu-
Check® Sensor, Fa. Roche, Mannheim). Durch Abschneiden von 1-2 mm des

Schwanzendes und Auspressen des Schwanzes wurde Blut gewonnen, das auf
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ein zum o.g. Gerat passenden Teststreifen (Accu-Check® Sensor Comfort
Teststreifen, Fa. Roche, Mannheim) gebracht wurde. Nach ca. 30 Sekunden

wurde die Blutglucosekonzentration vom Gerat angezeigt und abgelesen.

2.4.3 Bestimmung des Korpergewichtes

Zur Bestimmung des Korpergewichtes wurden die Ratten mit einer Tierwaage

(Fa. Mettler, Zirich) gewogen.

2.4.4 Schwanzdruckmessung

Zur Bestimmung des systolischen Blutdruckes wurden die Ratten in ein Filztuch
eingewickelt und in einen von der Institutswerkstatt aus Metallgitter gefertigten
Restrainer gebracht. Nun wurden die Tiere in einen auf 38°C geheizten
Plexiglaskasten gesetzt und bekamen eine Staumanschette proximal und einen
Piezosensor distal am Rattenschwanz angelegt. Nach ungefahr zehnminutiger
Verweildauer wurde mit der Messung begonnen. Zunachst wurde die
Staumanschette bis zum vorher eingestellten Maximaldruck (180 mmHgQ)
aufgepumpt. Aus der beim Ablassen des Druckes ersten vom Piezosensor
detektierten Pulswelle wurde vom Gerat der systolische Blutdruck ermittelt und
ausgedruckt. Die Messung wurde dreimal hintereinander durchgefiuhrt und

daraus der Mittelwert errechnet.
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2.4.5 Stoffwechselkafigversuche

Hierbei wurden die Ratten flir 24 Stunden in Stoffwechselkafige (Tecniplast
600°, Fa. Ehret, Freiburg) verbracht. Diese speziellen Kafige ermoglichen das
getrennte Sammeln von Kot und Urin. Es wurden Blutglucose zu Beginn,
Korpergewicht zu Beginn und Ende, die aufgenommene Futter- und
Trinkmenge sowie das Urinvolumen nach 6 Stunden und nach 24 Stunden
dokumentiert. Im 24-Stunden-Sammelurin wurden Natrium, Kalium, Chlorid,
Kreatinin, Osmolalitat und Albumin bestimmt. Desweiteren wurde nach der 1.
Phase von 6 Stunden Urin aus dem Sammelbehaltnis zur Proteinbestimmung
abpipettiert. Wahrend dieser 1. Phase bekamen die Tiere kein Futter, da eine
Verfalschung der Proteinwerte durch, in den Urin gelangte, Nahrungspartikel
nicht ausgeschlossen werden konnte. Fur die restliche Zeit erhielten die Tiere

Futter und Uber die gesamte Zeit Trinkwasser.

2.4.6 Urinvolumenbestimmung und Urinprobengewinnung

Die Urinsammelgefalle wurden jeweils leer und nach der Sammelperiode auf
einer Feinwaage (Fa. Oerlikon, Zirich) gewogen. Aus der Gewichtsdifferenz
wurde das Urinvolumen abgeleitet, wobei fur ein g ein ml angenommen wurde.

Vom 6-Stunden-Urin wurden nach Abwiegen je 1 ml in 2 PE-Gefalle (Safe-
Lock® 2,0 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg) pipettiert (alle verwendeten Pipetten Fa.
Eppendorf, Hamburg). Zum Teil waren nach 6 Stunden noch keine 2 ml Urin
vorhanden, so dass dann nur eine kleinere Menge gewonnen werden konnte.
Vom 24-Stunden-Urin wurden nach Abwiegen zunachst 3 PE-Gefalie mit je 2
ml geflillt, dann zentrifugiert, schlieBlich der Uberstand abpipettiert und auf 2

PE-Gefale verteilt. Alle Proben wurden bis zur Analyse bei -20°C eingefroren.
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2.5 Analytik

2.5.1 Konzentration von Natrium und Kalium im Urin

Fir die Bestimmung der Na- und K-Konzentration wurde ein
Flammenphotometer (Elex 6361®, Fa. Eppendorf, Hamburg) verwendet. Der
Urin wurde hierfir mit Aqua bidest. verdinnt und mit einer Lithiumlésung
(Standard Lithiumlosung, Fa. Eppendorf, Hamburg) vermischt. Es wurden
jeweils Doppelproben gemessen aus denen der Mittelwert gebildet und in
mmol/l angegeben wurde. Vor Beginn und jeweils nach 20 durchgefuhrten

Messungen wurde der Flammenphotometer mit einer Standardlésung kalibriert.

2.5.2 Konzentration von Chlorid im Urin

Die Cl-Konzentration im Urin wurde mit einem Chloridmeter (6610°, Fa.
Eppendorf, Hamburg) nach einem coulometrischen Verfahren ermittelt. Dabei
gehen von einer Silberanode Silberionen in Loésung. Bei Zugabe von
Chloridionen fallt Silberchlorid aus und die Silberionenkonzentration in der
Ldsung nimmt ab. Aus dem Ladungsfluss zwischen Anode und Kathode, der
die urspringliche Silberionenkonzentration wieder aufbaut, wird die
Chloridmenge ermittelt. Ladungsfluss und Chloridmenge verhalten sich dabei

proportional zueinander.

Zur Durchfihrung wurde der Urin in ein Gemisch aus einer BasislOsung
(Essigsaurelosung), einer Salpetersaurelosung und einer Gelatinelosung
pipettiert. Die Chloridkonzentration konnte dann von der Anzeige des Gerates in
mmol/l abgelesen werden. Vor den Messungen erfolgte eine Kalibrierung des

Gerates mit einer Kontrollldsung.
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2.5.3 Urinosmolalitat

Die Urinosmolalitat wurde mit Hilfe eines Osmometers (Osmomat 030°, Fa.
Gonotec, Berlin) nach einem Verfahren, welches die Abhangigkeit der
Gefrierpunkterniedrigung von der Osmolalitat ausnutzt, bestimmt. Vor und
wahrend den Messungen wurden Kalibrierungen durchgefuhrt. Auch hier

wurden Doppelproben gemessen aus denen der Mittelwert errechnet wurde.

2.5.4 Proteinbestimmung im Urin

Die Proteinkonzentration im Urin wurde nach Bradford bestimmt. Dazu wurde
ein kommerzieller Kit (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad Labaratories, Minchen)
verwendet. Dabei wechselt das Absorptionsmaximum einer Coomassieblau-
Ldsung, in welche die Probe gegeben wird, bei Proteinbindung von 465 nm
nach 595 nm. Die Extinktionsmessung bei 595 nm fand mit einem Photometer
Modell Sunrise (Tecan, Salzburg) statt. Aus dem Extinktionswert wurde mit
einer, jeweils vor der Messreihe erstellten, Standardkurve die

Proteinkonzentration ermittelt.

2.5.5 Albuminbestimmung im Urin

Die quantitative Albuminbestimmung im Urin erfolgte mit einem Ratten-
spezifischen ELISA (CellTrend GmbH, Luckenwalde). Bei diesem Test werden
Mikrotiterplatten verwendet, an deren Kavitaten Rattenalbumin gebunden ist.
Wahrend einer Inkubationsphase wird durch das in der Probe befindliche
Albumin die Bindung eines anti-Ratten-Albumin-Antikdrpers kompetitiv
gehemmt. Nach Abschluss der Immunreaktion wird der nicht an der Platte

gebundene Anteil des anti-Ratten-Albumin-Antikorpers abgespult. Der

28



gebundene Anteil, des mit Peroxidase markierten Antikorpers kann mittels einer
Substrat-Chromogen-Lésung quantifiziert werden. Durch Zugabe einer Saure
wird die Reaktion gestoppt und ein Farbumschlag von blau nach gelb
herbeigefuhrt. Die bei 450 nm gemessene Absorption ist zur
Albuminkonzentration in der Probe umgekehrt proportional. Dieser Wert wird
letztlich durch den Vergleich mit einer zuvor erstellten Standardkurve ermittelt.
Die Durchfuhrung des Tests erfolgte nach der Anleitung des Herstellers. Fur die
Extinktionsmessung wurde der selbe Photometer wie bei der

Proteinbestimmung verwendet.

2.5.6 Kreatininbestimmung im Urin

Die Kreatininbestimmung erfolgte am Kreatinin-Analysator 2° (Beckmann,
Minchen), unter Anwendung einer kinetischer Messtechnik auf der Basis der
photometrischen Jaffé-Reaktion. Hierbei wird eine dosierte Probenmenge in ein
Reaktionsgefall in dem sich ein modifiziertes Jaffé-Reagenz befindet pipettiert.
Die Bildung des roten Kreatinin-Pikratkomplexes wird durch Messung des
Extinktionsabstiegs bei 520 nm verfolgt. Der Signalablauf wird elektronisch
fortlaufend differenziert und so die Bildungsgeschwindigkeit gemessen. Daraus
wird die bei 25,6 s nach Reaktionsbeginn konzentrationsproportionale
Reaktionsgeschwindigkeit ermittelt. Die Proben wurden jeweils so mit Aqua
bidest. verdinnt, dass sie im Messbereich (0,2 mg/dl - 25 mg/dl) des
Analysators lagen. Das vom Gerat in mg/dl angezeigte Ergebnis wurde

entsprechend der Verdinnung umgerechnet.

2.5.7 Glucosemessung im Urin

Fir die Glucosemessung im Urin wurde ein Spektrophotometer (U-300®, Hitachi

Ltd., JP) herangezogen. Es wurden jeweils 3 pl Urin in 300 uyl Reagenz
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(Infinity®, Fa. Sigma, Steinheim) pipettiert und drei Minuten bei 37°C inkubiert,
womit der Pentosephosphatweg in Gang gesetzt wurde. Die dadurch gebildete
Menge an NADH, die vom Gerat photometrisch bei einer Wellenlange von 340
nm Uber die Extinktion gemessen wird, ist der Glucosekonzentration in der
Probe proportional. Die Messung von Doppelproben erfolgte nachdem zuvor
eine Kalibriergerade erstellt wurde. Die Werte, die in mmol/l ausgegeben

wurden, wurden in mg/dl umgerechnet.

2.6 Berechnungen

2.6.1 Absolute Ausscheidung von Natrium, Kalium und Chlorid

Die Ermittlung der absoluten renalen Elektrolytexkretion pro Tier erfolgte aus
dem Uber 24 Stunden gesammelten Urinvolumen. Die Berechnung ist am
Beispiel des Natriums dargestellt:

Naurin = [Na]urin X UV [mmol/24h/Tier]

Die renale Exkretion von Kalium (Kyin) und Chlorid (Cluin) wird analog

berechnet.

2.6.2 Absolute Ausscheidung von Albumin, Protein und Glucose

Die absolute Exkretion von Albumin, Protein und Glucose wird wie die
Elektrolytausscheidung berechnet, indem die jeweilige Konzentration mit dem

Urinvolumen multipliziert wird.

30



2.6.3 Kreatinin-Clearance und glomerulare Filtrationsrate

Zur Bestimmung der Glomerularen Filtrationsrate (GFR) wurde endogenes
Kreatinin aus dem 24 Stunden Urin herangezogen, wobei gilt: Die GFR ist

gleich der Clearance von Kreatinin. Berechnung:

GFR = Crres = —1r€8lun XUV i ey
[Kreals.,, X 1440 min

FUr die Kreatininkonzentration im Serum wurde ein Sollwert von 0,38 mg/dl

angenommen.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Kreatinin-Clearance (Ckrea) Wurde diese auf

100 g Kdrpergewicht (KG) umgerechnet:

Cyrea [MI/min/Tier] x100 g
KG

Ckrea = [mI/min/100 g KG]
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2.7 Statistik

Aus den pro Tier gemessenen und berechneten Daten wurden fur die Gruppen
die Mittelwerte mit Standardfehlern (SEM, standard error of the mean)
errechnet. Dazu, sowie fur die graphische Darstellung der Ergebnisse, diente
das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 98° (Microsoft Corporation, Redmont,
WA, USA).

Zur statistischen Beurteilung der beobachteten Ergebnisse wurde mit dem
Statistikprogramm InStat V3.0® (Graph Pad Inc., USA) eine Varianzanalyse mit
dem Bonferroni post-test durchgefuhrt. Hierbei wurde fur p-Werte < 0,05 die
Nullhypothese Hp, nach welcher der beobachtete Effekt in der Grundgesamtheit
nicht existiet und das Ergebnis der Stichprobe lediglich auf die

zufallsabhangige Streuung zurickzuflhren ist, verworfen.

Es wurden alle diabetischen Gruppen mit der nichtdiabetischen Gruppe CON-
VHC und die Gruppen DM-BSF, DM-ACE und DM-BSF-ACE mit der
diabetischen Kontrollgruppe DM-VHC verglichen. Aulierdem wurden die
Gruppen DM-BSF, DM-ACE und DM-BSF-ACE jeweils gegentber gestellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Stoffwechselkafigversuche

3.1.1 Blutglucose

Vor Induktion des Diabetes lagen die Blutglucosewerte aller Gruppen zwischen
90£3 und 97+2 mg/dl (Abb. 7, Tab. 2). Die Gruppen unterschieden sich
statistisch nicht. Zwei Wochen nach STZ-Applikation zeigte sich eine deutliche
und signifikante (p<0,05) Erhéhung der Blutglucosekonzentration in allen
diabetischen Gruppen (238+34 bis 425+27 mg/dl) vs. CON-VHC (85+3 mg/dl).
Trotz einer starken Streuung in den einzelnen diabetischen Gruppen (z.B. lag
der Variationskoeffizient in der DM-ACE-Gruppe bei 49%), waren die
Blutzuckerwerte bei der DM-ACE-Gruppe und der DM-BSF-ACE-Gruppe
signifikant niedriger als bei DM-VHC und DM-BSF (p<0,05).

Zu allen weiteren Messzeitpunkten (Abb. 7, Tab. 2) waren die diabetischen
Gruppen untereinander statistisch gleich und hoben sich vs. CON-VHC
signifikant ab. Die Streuung in den einzelnen diabetischen Gruppen, die vor
allem in den mit Trandolapril behandelten Gruppen hoch war, entsprach uUber
die gesamte Studiendauer etwa der Streuung der 1. Messreihe nach STZ-

Injektion.

Auffallig war der Verlauf der Blutglucosekonzentration in der DM-ACE-Gruppe.
Nach einem Maximum von 446125 mg/dl (18. Woche), fiel diese auf 278147
mg/dl (38. Woche) ab.

Die Mittelwerte (Abb. 3), aus den seit Diabetesinduktion erfolgten Messungen,
erstreckten sich von 351+25 mg/dl (DM-ACE) uber 364+17 mg/dl (DM-BSF-

ACE) und 375+7 mg/dl (DM-VHC) bis 403+7 mg/dl (DM-BSF).
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Abb. 3: Uber die Zeit gemittelte Blutglucosekonzentrationen+SEM nach
Diabetesinduktion. Gruppeneinteilung siehe 2.3. Gegeniiber CON-VHC wurde
das Signifikanzniveau von allen diabetischen Gruppen erreicht (V¥ p<0,05 vs.
CON-VHC). Zwischen den diabetischen Gruppen unterschieden sich DM-ACE
und DM-BSF signifikant (+ p<0,05 vs. DM-BSF).

3.1.2 Korpergewicht

Bei Studienbeginn war das Koérpergewicht in allen Gruppen statistisch gleich.
Es betrug im Mittel 26016 g bis 26218 g. Bei allen Gruppen konnte eine
kontinuierliche Zunahme des Kdrpergewichts beobachtet werden (Abb. 8,Tab.
3). Ein signifikanter Rickstand der Zunahme des Kdrpergewichtes im Vergleich
zur CON-VHC-Gruppe zeichnete sich bei den ACE-Gruppen bereits 2 Wochen
nach Diabetesinduktion ab. Von der 6. Woche an lagen alle diabetischen
Gruppen korpergewichtsbezogen signifikant unter der CON-VHC-Gruppe.
Untereinander unterschieden sich die diabetischen Gruppen statistisch zu
keinem Zeitpunkt. In der 38. Woche lag das durchschnittliche Korpergewicht der
diabetischen Gruppen (492116 g bis 513127 g) etwa 22% unter dem der
Kontrollgruppe (647129 g).
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3.1.3 Urinvolumen

Im basalen Stoffwechselkafigversuch war das Urinvolumen in allen Gruppen
statistisch gleich. Es lag zwischen 911 ml/24h und 12+1 ml/24h. Bei
diabetischer Stoffwechsellage war das Urinvolumen auf das 5- bis 8-fache im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant angestiegen. Die
Urinausscheidung war in allen diabetischen Gruppen im zeitlichen Verlauf
deutlichen Schwankungen unterworfen (Abb. 9, Tab. 4). Die Urinmenge
korrelierte meist mit dem aktuellen Blutzucker und der jeweiligen Trinkmenge
der Tiere. Die Uber die Zeit gemittelten Werte reichten von 90+13 ml/24 h (DM-
ACE) uber 115+8 ml/24 h (DM-BSF-ACE) und 128+8 ml/24 h (DM-VHC) zu
14317 mi/24 h (DM-BSF).

Setzt man diese Werte mit den fur die Blutglucosekonzentration gemittelten

Werten in Beziehung, so ergibt dies einen Korrelationskoeffizienten von 0,95.

3.1.4 Trinkmenge

Die Trinkmengen unterschieden sich bereits vor Diabetesinduktion deutlich. Die
DM-ACE Gruppe erreichte mit 36x3 ml sogar das Signifikanzniveau gegentber
DM-VHC mit 243 ml und DM-BSF mit 23+4 ml. Obwohl zu diesem Zeitpunkt
die Behandlung aller Tiere noch gleich war, kam es zu diesen abweichenden
Werten, die sich so ahnlich auch bei der Futtermenge fanden. Erklarbar ware
dies durch die Reaktion (extrem viel trinken bzw. nichts trinken) einzelner Tiere
auf die ungewohnte Umgebung des Stoffwechselkafigs im ersten Durchgang.
Das Trinkvolumen in der gesunden Kontrollgruppe blieb Uber die Zeit nahezu
konstant. In den diabetischen Gruppen stieg die Trinkmenge signifikant an
(Abb. 10, Tab. 5). Bei diabetischer Stoffwechsellage wurden Werte zwischen
88+12 ml und 185+22 ml gemessen. Der Verlauf der Trinkmenge war, wie zu

erwarten, dem des Urinvolumens, jeweils anndhernd parallel.
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3.1.5 Futtermenge

Bei noch normalem Blutglucosestoffwechsel war die aufgenommene
Futtermenge in den verschiedenen Gruppen statistisch nicht unterschiedlich. Es
wurden Mengen zwischen 23+4 g und 302 g gemessen (vgl. Trinkmenge). Die
Futtermenge in der gesunden Kontrollgruppe schwankte Uber die gesamte Zeit
nur wenig. In allen diabetischen Gruppen wurde sichtbar mehr Futter verbraucht
als in der Kontrollgruppe (Abb. 11, Tab 6). Statistisch signifikant war die
Polyphagie aber nur in den Gruppen DM-VHC und DM-BSF-VHC. Die Uber die
Zeit gemittelten Futtermengen waren in allen diabetischen Gruppen signifikant
grolRer als bei der Kontrollgruppe, in den ACE-Gruppen wiederum signifikant
kleiner als in der DM-VHC- und DM-BSF-Gruppe. Im Schnitt frallen die Tiere
der Gruppen DM-VHC und DM-BSF um die 65 % mehr als die Kontrolltiere. Die
Tiere der ACE-Gruppen dagegen lediglich 42 % mehr.

3.1.6 Renale Natrium-, Kalium-, und Chloridausscheidung

Die diabetischen Tiere haben im Mittel signifikant hohere Elektrolytmengen
ausgeschieden als die Gesunden. Die DM-BSF-ACE-Tiere schieden von den
diabetischen Tieren die geringste Menge an Elektrolyten aus und lagen nur
bezuglich der Kaliumausscheidung signifikant Uber den Kontrolltieren.
Insgesamt anderten sich die Ausscheidungsmengen der verschiedenen
Elektrolyte eher unsystematisch. Auffallend war ein Hoéhepunkt in allen
Gruppen, einschlieBlich der Kontrollgruppe, in der 14. Versuchswoche (Abb. 12-
14, Tab. 7-9).
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3.1.7 Urinosmolalitat

Zwei Wochen nach Diabetesinduktion war die Urinosmolalitat in allen
diabetischen Gruppen gleichermallen auf Werte zwischen 998+47 mosm/kg
und 1052158 mosm/kg gegenuber 1634+89 mosm/kg bei der Kontrollgruppe
abgefallen (Abb. 15,Tab. 10). Von diesem Niveau aus nahm die Osmolalitat in
allen diabetischen Gruppen stetig weiter ab, zeigte damit aber einen zur
Kontrollgruppe parallelen Verlauf. Die Werte der diabetischen Gruppen lagen
uber den gesamten Beobachtungszeitraum sehr eng beieinander und

signifikant unter den Kontrollwerten.

3.1.8 Glucoseausscheidung im Urin

Nahezu keine nachweisbare Glucoseausscheidung uber den kompletten
Verlauf zeigten die euglykdmischen Tiere. Dem gegenuber war die
Glucoseausscheidung in allen diabetischen Gruppen stets signifikant erhoht
(Abb. 16, Tab. 11). Die durchschnittichen Werte bewegten sich insgesamt
zwischen 30+7,6 mmol/24 h/Tier und 74,3+9,9 mmol/24 h/Tier. Uber die Zeit
gemittelt korreliere die renale Glucoseausscheidung mit der Uber die Zeit

gemittelten Blutglucosekonzentration.

3.1.9 Kreatinin-Clearance

Die Ausgangswerte flr die Kreatinin-Clearance lagen von allen Gruppen nahe
zusammen. Sie bewegten sich zwischen 0,66+£0,04 ml/min/100 g KG und
0,75£0,04 ml/min/100 g KG. Im Verlauf schwankten die Werte der
Kontrollgruppe grob zwischen den Grenzen von 0,6 ml/min/100 g KG und 0,8
ml/min/100 g KG.
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Bei allen diabetischen Gruppen kam es zu einem deutlichen und vs. CON-VHC
signifikanten Anstieg der Kreatinin-Clearance. Das Maximum wurde von der
DM-VHC-Gruppe in der 10. und von den anderen Gruppen jeweils in der 14.
Woche erreicht (Abb. 17,Tab. 12). Den mit 1,291£0,06 ml/min/100 g KG
hdchsten Wert nahm die DM-ACE-Gruppe ein (Abb. 4). Nach Durchlaufen der
Maximalwerte nahm die Kreatinin-Clearance in allen diabetischen Gruppen
wieder ab. In der 30. und 38. Woche bestand kein signifikanter Unterschied
mehr gegenuber der Kontrollgruppe. Den flachsten Kurvenverlauf zeigte die

DM-BSF-ACE-Gruppe. Deren Maximalwert lag bei 1,02+0,04 ml/min/100 g KG.
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Abb. 4: Die Kreatinin-Clearance war in der 14. Woche bei den diabetischen
Gruppen signifikant gegentiiber der Kontrollgruppe erhéht (V¥ p<0,05 vs. CON-
VHC). Der Maximalwert wurde in der DM-VHC-Gruppe bereits in der 10. Woche
durchlaufen, bei den anderen diabetischen Gruppen wurde das Maximum in der
dargestellten 14. Woche erreicht. Bis zur 38. Woche waren die Werte in allen
diabetischen Gruppen deutlich riickléufig. Dargestellt sind die Mittelwerte +

SEM, Gruppeneinteilung siehe 2.3.

38



3.1.10 Albuminurie

Mit der Zeit stieg auch bei den normoglykamisch gehaltenen Tiere die
Albuminausscheidung leicht an, wobei der grof3te Teil dieser geringen
Steigerung erst in den letzten 8 Wochen auftrat. Fast identische Werte nahm
die Gruppe DM-BSF-ACE an. Bei den DM-ACE-Tieren war die Albumin-

ausscheidung stets noch geringer.

Ab der 10. Versuchswoche konnte eine, jedoch nicht signifikante und auch nicht
relevante, Steigerung der renalen Albuminausscheidung in den Gruppen DM-
VHC (0,38+0,14 mg/24 h/Tier) und DM-BSF (0,25+0,04 mg/24 h/Tier)
gegenuber der Kontrollgruppe (0,15+£0,02 mg/24 h/Tier) verzeichnet werden.

Von der 22. Woche an kam es zu einer drastischen und kontinuierlichen
Steigerung der Albuminauscheidung in den Gruppen DM-BSF und DM-VHC
(Abb. 18,Tab. 13). So war die Albuminausscheidung nach 38 Wochen in den
Gruppen DM-VHC (18,52+14,69 mg/24 h/Tier) und DM-BSF (5,87+2,48 mg/24
h/Tier) im Vergleich zur CON-VHC-Gruppe (1,271£0,43 mg/24 h/Tier) um ein
Vielfaches erhoht (Abb. 5). Bei einer sehr ausgepragten Streuung, wurde trotz
der deutlich voneinander distanzierten Mittelwerte das Signifikanzniveau nicht
erreicht. Es konnte bei einigen Tieren eine deutlich ausgepragte Albuminurie

beobachtet werden.
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Abb. 5. Bis zur 22. Woche waren noch in keiner Gruppe Zeichen fiir eine
Albuminurie erkennbar. Das &nderte sich sprunghaft bis zur 38. Woche. Die
ausgeschiedenen Albuminmengen von DM-VHC und DM-BSF betrugen nun
ein Vielfaches der anderen Gruppen. Bei einer starken Streuung wurde jedoch
das Signifikanzniveau nicht erreicht. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM,

Gruppeneinteilung siehe 2.3.

3.1.11 Proteinurie

Mit zwei kleinen HOhepunkten in der 6. und 18. Woche stieg die
Proteinausscheidung bei der gesunden Kontrollgruppe von einem
Ausgangswert von 2,56+0,31 mg/6 h/Tier insgesamt an, um in der 38. Woche
4,30+0,88 mg/6 h/Tier zu erreichen. Die Werte der mit Trandolapril behandelten
Gruppen bewegten sich in etwa dem gleichen Bereich, wobei Uber die Zeit
gemittelt die DM-ACE-Tiere etwas niedriger und die DM-BSF-ACE-Tiere etwas
daruber lagen. Auch die Gruppen DM-BSF und DM-VHC bewegten sich bis zur
30. Woche in etwa im héheren Bereich dieses Rahmens (Abb. 19, Tab. 14)

40



Bis zur 38. Woche stieg die Proteinausscheidung in der DM-VHC-Gruppe
sprunghaft auf 16,97+10,57 mg/6 h/Tier und in der DM-BSF-Gruppe auf
7,881£1,53 mg/6h/Tier an. Die DM-VHC-Tiere lagen damit signifikant hoher als
die Kontrolltiere (Abb. 6). Die DM-BSF-Tiere erreichten jedoch das
Signifikanzniveau vs. CON-VHC nicht. Dafur lagen sie aber wie die anderen

diabetischen Gruppen signifikant unter der DM-VHC-Gruppe.
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Abb. 6: Noch in der 22. Woche war die Proteinausscheidung in allen Gruppen
etwa gleich. Bis zur 38. Woche stiegen im Mittel die DM-BSF-Tiere und
besonders die DM-VHC-Tiere deutlich an. Das Signifikanzniveau gegenliiber
CON-VHC wurde nur in der DM-VHC-Gruppe erreicht (¥ p<0,05 vs. CON-
VHC). Die anderen diabetischen Gruppen lagen signifikant unter DM-VHC (#
p<0,05 vs. DM-VHC). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM, Gruppeneinteilung
siehe 2.3.
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3.2 Schwanzdruckmessung

Im Verlauf betrachtet kam es bei allen Gruppen zu einem leichten aber nicht
relevanten Blutdruckanstieg, bis zur 10. Woche, gefolgt von einem Abfall bis zur
38. Woche (Abb. 20, Tab. 15). Am starksten war der initiale Blutdruckanstieg
bei der DM-VHC-Gruppe ausgepragt. Es wurden aber auch da nur systolische
Werte bis 14248 mmHg erreicht. Besonderheiten waren aus den
Gruppenvergleichen nicht zu erschlie3en, obwohl zu den einzelnen Zeitpunkten
oft statistisch signifikante Unterschiede gemessen wurden (Tab. 15). Insgesamt
konnten keine Effekte von BSF 201640 oder Trandolapril auf den Blutdruck

nachgewiesen werden.

3.3 Nebenbefund Diabetische Katarakt

Obwonhl urspringlich nicht als Gegenstand der Studie gedacht, war die
Entwicklung einer Katarakt unter den diabetischen Tieren nicht zu Ubersehen,

die dann auch protokolliert wurde.

Bei keinem Tier der gesunden Kontrollgruppe wurde bis zum Studienende eine
Katarakt festgestellt. 14 Wochen nach Diabetesinduktion fiel bei insgesamt 7
von 45 diabetischen Tieren eine beidseitige Katarakt auf. In der DM-VHC-
Gruppe waren 5 von 12, in der DM-BSF-Gruppe 4 von 12, in der DM-ACE-
Gruppe 2 von 12, und in der DM-BSF-ACE-Gruppe 1 von 9 Tieren betroffen.
Die mit Trandolapril behandelten Gruppen zeigten damit eine deutlich geringere
Kataraktrate im Vergleich zu den anderen diabetischen Gruppen. Nach 38
Wochen erhohte sich die Zahl der an einer Katarakt leidenden Tiere auf 30 von
insgesamt 40 Tieren. Das waren in der DM-VHC-Gruppe 10 von 10, in der DM-
BSF-Gruppe 9 von 11, in der DM-ACE-Gruppe 6 von 11, und in der DM-BSF-
ACE-Gruppe 5 von 8 Tieren. Somit konnte die Kataraktrate durch die ACE-
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Inhibition von 90 % auf 58 % reduziert werden. Ein Effekt der D3 Rezeptor-

Blockade wurde in diesem Zusammenhang nicht beobachtet.
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4 DISKUSSION

4.1 Modell des Diabetes mellitus

Zur Untersuchung des nephroprotektiven Nutzens der ACE-Inhibition und der
Ds; Rezeptor-Blockade wurde in der vorliegenden Langzeitstudie das Modell des
Streptozotocin (STZ)-induzierten Diabetes mellitus bei mannlichen Sprague-
Dawley-Ratten verwendet. Streptozotocin ist ein aus Streptomyces
achromogenes gewonnenes Antibiotikum. Seine diabetogene Wirkung wurde
bereits vor Uber 40 Jahren an Ratten und Hunden, bei denen sich durch eine
i.v.-Injektion von STZ eine diabetische Stoffwechsellage erzeugen lies, erforscht
(Ratieken et al. 1963). Weiter wurde gezeigt, dass STZ selektiv die B-Zellen des
Pankreas zerstort und selbst keine nephrotoxischen Wirkungen aufweist (Junod
et al. 1967). Eine Stunde nach STZ-Injektion konnten histologische
Veranderungen der [B-Zellen nachgewiesen werden. Nach weiteren 7-10
Stunden kam es zu massiven Degranulationen und Nekrosen der Zellen. Dabei
sank der Insulinspiegel auf unter 5 % seines Ausgangswertes. Eine
Hyperglykamie stellte sich 12-24 Stunden post injectionem ein. Der Effekt von
STZ auf die Stoffwechsellage ist dabei dosisabhangig (Junod et al. 1969). Mit
einer Dosis von 35 mg/kg KG kann eine leichte Hyperglykdmie ausgelost
werden. Nach einer Injektion von 100 mg/kg KG versterben die Ratten nach 2-3
Tagen. Bei einer mittleren Dosierung von 55-65 mg/kg KG wird eine diabetische
Stoffwechsellage erzeugt, bei der die Tiere noch ohne Insulin auskommen.
Diese Dosis wurde auch in unserer Studie verabreicht. Um gleiche und auch in
sich homogene Diabetesgruppen mit moderaten Blutzuckerwerten von 350-400

mg/dl zu erhalten, wurden die Tiere mit Insulinimplantaten behandelt.
In der vorliegenden Studie erhielten alle Ratten nach der Diabetesinduktion

initial die gleiche Insulinmenge. Zwei Wochen nach Diabetesinduktion konnte

bei allen diabetischen Gruppen eine gegentber der gesunden Kontrollgruppe

44



deutlich und signifikant erhéhte Blutglucosekonzentration aufgezeichnet
werden. Auch stellten sich die typischen klinischen Zeichen eines Diabetes
mellitus wie Polyurie, Polydipsie, Polyphagie und reduzierte Gewichtszunahme
ein. Andere Autoren (O’ Donnel et al. 1988), die am Streptozotocinmodell
Experimente durchfiihrten, berichten ebenfalls Uber diese Symptomatik. Jedoch
wurden bei den mit Trandolapril behandelten Gruppen deutlich und signifikant
niedrigere Glucosekonzentrationen als in den anderen diabetischen Gruppen
gemessen. Als mogliche Ursachen sind neben einer zufalligen Erscheinung
eine verstarkte Insulinwirkung unter ACE-Inhibition oder eine eigene

antihyperglykamische Wirkung von Trandolapril zu diskutieren.

An Wistar Ratten, die mit den gleichen Dosen STZ und Trandolapril behandelt
wurden, konnte innerhalb eines Zeitraums von 6 Monaten zu keinem Moment
ein Effekt auf die Blutglucosekonzentration beobachtet werden (Dhein et al.
2000). Allerdings wurde bei dieser Studie kein Insulin substituiert. Die
Blutzuckerwerte lagen mit und ohne Trandolapril etwas Uber 700 mg/dl. In einer
anderen tierexperimentellen Studie (Anderson et al. 1989), ebenfalls an
diabetischen Wistar Ratten, kam Insulin taglich zum Einsatz. Dabei war in der
mit Captopril behandelten Gruppe bei vergleichbarer Hyperglykdmie der
Insulinbedarf gegenuber der sonst unbehandelten Gruppe nicht reduziert.
Hingegen konnte durch eine 7-tagige Therapie mit dem ACE-Hemmer Ramipril
die Blutglucosekonzentration bei Wistar-Kyoto-Ratten deutlich und signifikant
gegenuber diabetischen Kontrollen gesenkt werden (lttner et al. 1999). Bei

diesem Effekt war kein exogenes Insulin beteiligt.

Auch bei Studien am Patienten konnten diese gegensatzlichen Beobachtungen
gemacht werden. In einer viel zitierten Arbeit (Lewis et al. 1993) wurden Typ 1
Diabetiker mit Captopril versus Placebo behandelt. Das glycosylierte
Hamoglobin war mit 11,8 % und 11,6 % in beiden Gruppen zu Beginn gleich
und stieg wahrend der Studiendauer von 4 Jahren in beiden Gruppen um
weitere 0,5 % an. Der ACE-Hemmer zeigte bei den insulinpflichtigen Typ 1

Diabetikern keinen Einfluss auf die Blutglucosekonzentration. Auffallend sind in
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dieser Studie die extrem hohen HbAic-Werte, was fir eine ungenlgende
Blutzuckerkontrolle spricht. In der UKPDS-Studie Nr. 39 (UKPDS-Group 1998)
wiederum mussten bei hypertensiven Typ 2 Diabetikern die Captopril erhielten
signifikant weniger zusatzliche Antidiabetika als bei der Vergleichsgruppe mit
Atenolol gegeben werden. Auch kam es wahrend des Captopril Praventions
Projekts bei bislang nicht diabetischen Hypertonikern unter Captopril zu
signifikant weniger Neuerkrankungen an einem Diabetes mellitus als unter

Diuretika oder Beta-Rezeptorantagonisten (Hansson 1999).

Erklarbar ware die gunstige Wirkung auf die Hyperglykamie dadurch, dass
ACE-Hemmer den systemischen Kininspiegel anheben und Kinine an der
Modulation der Insulinsensitivitat des Skelettmuskelgewebes beteiligt sind
(Donnelly 1992). ACE-Hemmer, die eine Sulfhydryl-Gruppe enthalten,
verbessern die Insulinsensitivitat mehr als andere (Uehara et al. 1994). Die in
unserer Studie signifikant verminderte Hyperglykamie bei den ACE-Tieren,

konnte also durchaus auf die spezifische ACE-Inhibition zurtickzufiihren sein.

Diese anfanglichen Unterschiede des Blutzuckers konnten im Verlauf der
Studie durch individuell angepasste Insulindosendosen ausgeglichen werden.
So wichen die Uber die Zeit gemittelten Blutglucosewerte nur von DM-ACE und

DM-BSF statistisch voneinander ab.

4.2 Glomerulare Hyperfiltration

In unserem Modell zeigte sich nach Diabetesinduktion in allen diabetischen
Gruppen eine signifikante glomerulare Hyperfiltration. Die glomerulare
Filtrationsrate wurde weder durch Trandolapril noch durch BSF 201640 deutlich
gemindert oder gar normalisiert. Allenfalls in der DM-BSF-ACE-Gruppe war

eine leichte Reduktion der Hyperfiltration zu beobachten.
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In friheren Studien hingegen, konnte die diabetische Hyperfiltration durch die
Gabe eines ACE-Hemmers deutlich reduziert werden (Anderson et al 1989).
Durch die Behandlung mit dem AT Rezeptorantagonisten Losartan konnte die
Hyperfiltration sogar komplett aufgehoben werden (Remuzzi et al. 1993).
Ansonsten ist die Studie von Remuzzi et al. sehr gut mit der unseren
vergleichbar. Verwendet wurden auch mannliche Sprague-Dawley Ratten
gleichen Korpergewichtes. Die diabetischen Tiere wurden ebenso mit Insulin
auf  ahnliche Blutglucosewerte eingestellt, allerdings erfolgte die
Insulinsubstitution  taglich. Nach einer Zeit von 4-6 Wochen nach
Diabetesinduktion war die GFR bei den gesunden Kontrolltieren (0,74+0,07
ml/min/100g KG) mit der von unserer CON-VHC-Gruppe (0,73+0,03
ml/min/100g KG) identisch. Das trifft auch fur die diabetischen Kontrollen zu
(1,130,171 ml/min/100g KG gegenuber 1,13£0,08 ml/min/100g KG). Wahrend
nun bei den diabetischen Tieren von Remuzzi et al. die GFR durch AT4-
Blockade an die der gesunden Tiere angeglichen werden konnte, war die GFR
unserer DM-ACE-Gruppe sogar noch gegenuber der GFR von DM-VHC erhdht.
Allein durch die unterschiedliche Art der Blockade des Renin-Angiotensin-
Systems - einerseits wurde das Angiotensin-Converting-Enzyme gehemmt,
andererseits die Angiotensin Il AT{ Rezeptoren blockiert - lasst sich die
gegensatzliche Wirkung nicht erklaren. Es gilt zwar als erwiesen, dass der
Effekt der ACE-Hemmer auf die Nierenfunktion nicht allein Uber den
Mechanismus der gehemmten A Il Synthese erklarbar ist (Heeg et al. 1991),
jedoch vermindern auch die ACE-Hemmer bekanntermalien die GFR und

steigern sie nicht noch zusatzlich.

In der schon erwahnten Studie von Anderson et al. (1989) wurden diabetische
Wistar Ratten, die durch tagliche Insulingaben auf eine moderate
Hyperglykamie eingestellt waren, in 3 Gruppen unterteilt. Die Tiere erhielten
keine weitere Behandlung, den ACE-Hemmer Captoprii oder eine
Dreifachkombination aus Reserpin, Hydralazin und Hydrochlorothiazid. Durch
die antihypertensive Therapie konnte die Hyperfiltration deutlich, jedoch nicht

signifikant gesenkt werden, was aber mit der ACE-Inhibition erreicht werden
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konnte. Dieses Ergebnis zeigt einmal mehr die blutdruckunabhangige Wirkung
der ACE-Hemmer auf die renale Hamodynamik. Durch die Captopril-
Behandlung konnte die GFR allerdings nicht vollstandig normalisiert werden.
Die GFR wurde in einem Verhaltnis gesenkt, wie es ahnlich auch bei unserer
Studie durch die Kombinationstherapie aus Trandolapril und BSF 201640 der
Fall war. Die Monotherapie mit dem D3 Rezeptor Antagonisten verminderte die
Hyperfiltration so gut wie nicht, so dass in der Kombinationstherapie kaum die
Begrundung fur die Abweichung vom vollig unerwarteten Verlauf der GFR in der
DM-ACE-Gruppe liegen durfte. Abgesehen davon, wurde auch mit einem
starkeren Effekt der D3 Rezeptorblockade auf die diabetische Hyperfiltration
gerechnet.

Zwei bereits in der Einleitung angesprochene Arbeiten, der eigenen
Arbeitsgruppe, sollen als Kontrast zu den vorliegenden Resultaten, bezuglich
der Rolle einer Dopamin D3 Rezeptorblockade bei der Hyperfiltration, betrachtet
werden. Beide Studien wurden am selben, wie dem in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Rattenmodell des Diabetes mellitus durchgefuhrt. Der einzige
Unterschied lag in der fehlenden Insulinsubstitution, wobei die Blutglucosewerte
2 Wochen nach Diabetesinduktion jeweils mit denen der vorliegenden Studie

vergleichbar waren.

In der einen Studie konnte durch den peripher wirkenden Dopamin Do-like
Rezeptorantagonisten die glomerulare Hyperfiltration vollstandig aufgehoben
werden. Gleichzeitig blieb dadurch auch die renale Filtrationsreserve erhalten,
was durch die physiologische Steigerung der GFR als Antwort auf eine
Aminosaureninfusion zum Ausdruck kam. Diese Filtrationsreserve war bei den
unbehandelten diabetischen Tieren nur noch in geringem Malle vorhanden
(Luippold et al. 2001a). Dem zufolge unterscheiden sich die Mechanismen, Uber
welche die Vermittlung der physiologischen Hyperfiltration und der
pathologischen Hyperfiltration des Diabetes erfolgt, zumindest teilweise.
Luippold et al. verweisen auch auf zwei Publikationen von ter Wee et al. (1986

und 1987). Nach einer Untersuchung an gesunden Menschen wurde vermutet,
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dass auch die Dopamin induzierte Hyperfiltration von einem anderen
Mechanismus als die durch Aminosauren induzierte abhangt (ter Wee et al.
1986). So bleibt auch bei Patienten mit Typ 1 Diabetes die renale
hamodynamische Antwort auf exogenes Dopamin erhalten, wo hingegen sie auf

eine infundierte Aminosaurenlésung abnahm (ter Wee et al.1987).

In der anderen Studie (Luippold et al. 2005), wurde die Wirkung des peripher
wirkenden, selektiven D3 Antagonisten BSF 135170 untersucht. Der Wirkstoff
wurde dabei ab Diabetesinduktion flr 14 Tage verabreicht. Nach dieser Zeit trat
in den diabetischen Kontrollen eine signifikante Hyperfiltration auf, wahrend in
der behandelten diabetischen Gruppe nahezu Normalwerte fur die GFR

gemessen wurden.

Eine ganz andere Rolle des Dopamins bei der Vermittlung der diabetischen
Hyperfiltration zeigte die Untersuchung von Barthelmebs et al. (1991). Durch
Stimulation von renalen Dopaminrezeptoren mit den Dopaminvorstufen L-Dopa
und Gludopa gelang es, die glomerulare Hyperfiltration im Frahstadium des
Streptozotocininduzierten Diabetes bei Ratten aufzuheben. Diese Wirkung
wurde mit dem selektiven D4 Antagonisten SCH 23390 neutralisiert. Da auch
mit dem selektiven D; Agonisten Fenoldopam die Hyperfiltration reduziert
werden konnte, wurde abgeleitet, dass durch die Stimulation von Dy
Rezeptoren eine Normalisierung der glomerularen Filtration erreicht werden
kann (Barthelmebs et al. 1991). Das scheint noch verwirrender, wenn man
bedenkt, dass eine Stimulation mit Fenoldopam die Expression des Dj;
Rezeptor Proteins steigert (Zeng et al. 2004) und gleichzeitig durch D3
Rezeptorstimulation die glomerulare Filtrationsrate ansteigt (Luippold et al.
1998). AulRerdem bestehen Hinweise, dass Dopamin die Podozytenfunktion
beeinflusst. Uber D4 Rezeptorstimulation soll es zu einer Ansammlung von
cAMP und, vermutlich durch Aktivierung von CI- und Hemmung von K-
Kanalen, zu einer Depolarisation von Podozyten kommen (Bek et al. 1999).
Dadurch ware die Ladungsbarriere gestort. Auch groRere Proteine wie das

Albumin mussten dann in erhdhtem Ausmald den Filter passieren konnen. Dass
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die D3 Rezeptorenzahl durch D¢ Stimulation ansteigt, gilt allerdings nur flr
normotensive Ratten, bei hypertensiven Ratten ist es gerade umgekehrt. Diese
Unterschiedliche Interaktion zwischen den D4 und D3 Rezeptoren durfte auch
bei der Pathogenese des Bluthochdrucks eine Rolle spielen (Zeng et al. 2004).
Bezuglich der diabetischen Hyperfiltration konnten sowohl D+-like als auch D,-
like Rezeptoren beteiligt sein. Die Dy Rezeptoren zum Beispiel sind beim
streptozotocininduzierten Diabetes mellitus in ihrer Anzahl vermindert und in
ihrer Funktion durch fehlerhafte G-Proteinkopplung gestort (Marwaha et al.
2004). Weiterhin ist eine gegensatzliche Funktion der beiden Rezeptortypen
bekannt und eine Interaktion von Dj-like und D-like Rezeptoren wird

angenommen (Jose et al. 1998).

Warum es in der vorliegenden Studie, anders als in der aufgezahlten Literatur
berichtet, weder durch die ACE-Inhibition noch durch die D3 Rezeptor-Blockade
moglich war, die diabetische Hyperfiltration zu verringern oder gar zu
normalisieren, konnte nicht geklart werden. Eine Ursache fur den nicht
erwarteten zeitlichen Verlauf der GFR in der DM-ACE-Gruppe konnte ebenfalls
nicht gefunden werden. Auch die vergleichende Analyse der anderen
Parameter wie Blutglucosekonzentration, Nahrungsaufnahme, Trinkwasser-

verbrauch usw. konnte keine Antwort fur die offen gebliebene Frage bieten.

Ein moglicher Unterschied zwischen unseren diabetischen Tieren und denen
der anderen Arbeiten konnte in den Insulinspiegeln, die jedoch in der
vorliegenden Arbeit nicht bestimmt wurden, liegen. Die Tiere von Luippold et al.
(2005) zeigten etwa gleiche hyperglykamische Werte ohne exogenes Insulin.
Es ist also davon auszugehen, dass noch ein Rest der physiologischen
Insulinausschuttung vorhanden war. Den Ratten von Anderson et al. (1989) und
Remuzzi et al. (1993) wurden taglich angepasste Insulininjektionen verabreicht.
In  diesen Experimenten ist jeweils eine sich zeitlich &andernde
Insulinkonzentration anzunehmen. In unserer Studie jedoch wurden
Insulinstdbchen implantiert, welche nach Herstellerangaben bis zu einer Dauer

von 40 Tagen eine zeitlich konstante Insulinmenge abgeben. Die Richtigkeit
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dieser Angaben uber die Insulinimplantate und deren praktische Anwendbarkeit
im Langzeittierversuch wurde in der eigenen Arbeitsgruppe (Schneider et al.
2004) geprift. Uber einen Zeitraum von 30 Tagen wurde die Zuverldssigkeit
dieser Praparate bei Ratten und Mausen bestatigt. Die Insulinkonzentrationen
unserer Tiere durften folglich relativ konstant gewesen sein. Da Insulin eine, bei
entgleister Stoffwechsellage eingetretene, Hyperfiltration akut normalisieren
kann, wurde vermutet, dass Insulin unabhangig von seiner Wirkung auf den
Blutzucker in die Regulation der renalen Hamodynamik eingreift (Mogensen et
al. 1978). Diese Vermutung konnte mit der Entdeckung von Insulinrezeptoren
an isolierten Glomeruli gestitzt werden (Kurokawa et al. 1978). In diesem
Zusammenhang ist vorstellbar, dass die GFR senkende Wirkung der ACE-
Hemmer und der Dopaminantagonisten von diesen Rezeptoren abhangig ist.
Genauso kame eine Desensibilisierung dieser Insulinrezeptoren durch die Uber
langere Zeit konstanten Insulinkonzentrationen in Betracht. Die Reaktion der
renalen Insulinrezeptoren auf die zeitlich unveranderten Insulinkonzentrationen,
konnte somit den Grund fur die nicht eingetretene medikamentdse Senkung der
GFR darstellen.

Letztendlich muss noch in Betracht gezogen werden, dass die der Diskussion
zu Grunde liegenden Resultate fur die GFR nicht die wirklichen Werte der GFR
widerspiegeln. Wie in 2.6.3. eingeraumt, basieren die GFR-Werte auf einer
Berechnung, bei der fir die Kreatinikonzentration im Serum ein Sollwert von
0,38 mg/dl eingesetzt wurde. Dieser Sollwert wurde herangezogen, da die in
2.5.6 beschriebene Methode fur die Ermittlung der Kreatininkonzentration im
Serum zu ungenau ist. Auf eine prazisere Bestimmung wurde verzichtet, da der
Mehraufwand unverhaltnismaflig hoch gewesen ware. Weiterhin stehen in der
vorliegenden Arbeit weniger die Auswirkung auf die GFR, als vielmehr die
Frage nach einem tatsachlichen nephroprotektiven Nutzen der untersuchten

Wirkstoffe im Mittelpunkt des Interesses.
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4.3 Albumin-und Proteinurie

Albumin- und Proteinurie werden sowohl beim experimentellen als auch beim
klinischen Diabetes mellitus als Indikatoren fur eine diabetische Nephropathie
herangezogen. Zum Beispiel galt in einer Studie von Mathiesen et al. (1999) bei
diabetischen Patienten eine anhaltende Albuminurie >300 mg/24 h als Marker
fur eine diabetische Nephropathie. Fur die Entstehung der Albumin- und
Proteinurie konnten verschiedene Mechanismen verantwortlich sein. Zum einen
konnte die Einlagerung von Glucose in Membranen 2zu einer
Funktionsbeeintrachtigung von Endothelzellen, Basalmembran und Podozyten
mit resultierender Albuminurie fihren (Verbeke et al. 1997). Weiter konnte der
allmahliche Verlust der Filterfunktion fur Proteine durch den erhdhten

Perfusionsdruck der Nieren verursacht sein (Keane und Shapiro 1990).

Bis zur 22. Woche entwickelten die diabetischen Kontrolltiere keine Albumin-
oder Proteinurie. Erst ab diesem Zeitpunkt war bis zur 38. Woche bei den
diabetischen Kontrolltieren eine Albumin- und eine Proteinurie zu beobachten.
Albumin- und Proteinurie waren in der Gruppe die den Dopamin D3 Rezeptor
Antagonisten BSF 201640 deutlich schwacher ausgepragt als in der
diabetischen Kontrollgruppe. In den beiden Gruppen, die Trandolapril als
Monotherapie oder in der Kombinationstherapie erhielten, war keine erhdhte
Albumin- oder Proteinurie nachzuweisen. Ob nun die Kombinationstherapie
(Trandolapril + BSF 201640) der Monotherapie (nur Trandolapril) in ihrer
Schutzfunktion Uberlegen ist, konnte folglich nicht gepruft werden. In diesem
Zusammenhang konnte ein der ACE-Inhibition gleichwertiger nephroprotektiver
Nutzen einer D3 Rezeptorblockade an Ratten mit Typ 2 Diabetes beobachtet
werden. Nach einer Versuchsdauer von 6 Monaten waren die, in der
histologischen Untersuchung festgestellten, Nierenschadigungen
gleichermalRen durch die ACE-Inhibition und die D; Rezeptorblockade
vermindert. Ebenso war in beiden behandelten Gruppen die Albuminurie

gegenuber den diabetischen Kontrollen deutlich reduziert (Gross et al. 2004).
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Interessant dirfte auch die Tatsache sein, dass selbst die diabetischen
Kontrolltiere Uber einen viel langeren Zeitraum hinweg als erwartet von der
Albumin- und der Proteinurie verschont blieben. Die im vorigen Kapitel
beschriebene Studie von Anderson et al. liefert fur die diabetischen Kontrolltiere
bereits in der 20. Woche nach Diabetesinduktion eine deutlich starker
ausgepragte Albuminurie als unsere Tiere in der 30. Woche. Allerdings wurden
dort Wistar Ratten eingesetzt, worin auch die Erklarung fur das fruhzeitigere
Auftreten der Albuminurie liegen konnte. Wie in unserer Studie konnte die
Albuminurie bei den diabetischen Tieren unter ACE-Inhibition verhindert
werden, obwohl die glomerulare Hyperfiltration auch nur zum Teil reduziert
werden konnte. Wahrend auch bei den gesunden Kontrolltieren ab der 44.
Woche eine ansteigende Albuminurie einsetzte, war es in der diabetischen
Captopril-Gruppe selbst bis zur 70. Woche noch zu keiner Steigerung der
Albuminurie gekommen. Das spiegelte sich auch im erhobenen Glomerulus

Sklerose Score wieder (Anderson et al 1989).

In der ebenfalls im vorherigen Kapitel beschriebenen Studie von Remuzzi et al.
(1993), erreichten die gesunden Kontrolltiere eine mehrfach héhere Proteinurie
als unsere nicht behandelten diabetischen Tiere. Jedoch entwickelten dort die
diabetischen Tiere eine noch starkere gegenuber der Kontrollgruppe
signifikante Proteinurie, wobei die unter Losartan stehenden Ratten sogar eine
etwas mildere Proteinurie als die Kontrolltiere zeigten. Dabei muss bedacht
werden, dass die Proteinbestimmung aus einer Urinprobe erfolgte, die lediglich
uber 6 Stunden am Vormittag gesammelt wurde. Aul3erdem erhielten die Tiere
in dieser Phase kein Futter. (Auf die Gabe von Futter wurde verzichtet, da eine
Verunreinigung des Urins durch herabgefallene Futterpartikel nicht
ausgeschlossen werden konnte. Dies hatte wiederum eine nicht vorhandene
Proteinurie vortauschen koénnen.) Aufgrund dieser Eigenheit bei der
Uringewinnung fur die Proteinmessung, ist ein Vergleich mit anderen Studien,
bei denen gewdhnlicher 24 Stunden Urin verwendet wurde, jedoch in seiner

Aussagekraft schwer eingeschrankt. Ansonsten gilt fur die Wirkung der
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verwendeten Pharmaka auf die Proteinurie das, was bereits zu deren Wirkung

auf die Albuminurie berichtet wurde.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die bereits bekannten
nephroprotektiven Eigenschaften der ACE-Inhibitoren bestatigten und das eine
Dopamin D; Rezeptor Blockade tendenziell die Aufrechterhaltung der
Nierenfunktion unterstitzt. Ob die Kombinationstherapie noch weitere Vorteile
gegenuber der ACE-Hemmung alleine gebracht hatte, bleibt fraglich. Innerhalb
unseres Beobachtungszeitraumes ware die Wirkung von Trandolapril bezlglich

Albumin- und Proteinurie nicht zu Uberbieten gewesen.

4.4 Blutdruckverhalten

Heute weil3 man, dass fur das Voranschreiten der diabetischen Nephropathie
ein Bluthochdruck eine wesentliche Rolle spielt und somit eine konsequente
Blutdruckkontrolle derzeit mit die wichtigste therapeutische MalRnahme darstellt
(Ismail et al.). Normotonie nach Definition der WHO, also unter 140/90 mmHg,
wird zumindest fur den Typ 2 Diabetiker nicht mehr als optimal betrachtet. Es
sollten auf jeden Fall Werte im mittleren Normbereich angestrebt werden, d.h.
unter 135/85 mmHg. Ist die Nephropathie bereits manifest, sollte er sogar auf
unter 130/80 mmHg gesenkt werden (Schafers et al. 1999). Aufgrund der
grollen Bedeutung des Bluthochdruckes bei der Entstehung und beim
Fortschreiten der diabetischen Nephropathie soll daher noch etwas konkreter

auf die Blutdruckverlaufe in unserer Studie eingegangen werden.

Weder die diabetische Stoffwechsellage noch die ACE-Inhibition oder die
Dopamin D; Rezeptorblockade bewirkten in der vorliegenden Studie eine
Veranderung des systolischen Blutdruckes. Stattdessen wurden hypertensive
Blutdruckwerte bei den diabetischen Kontrollen und eine Normalisierung des

Hypertonus durch den ACE-Hemmer erwartet. Aufgrund der Ergebnisse aus
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Studien (Asico et al. 1998, Luippold et al 2001b), die das Blutdruckverhalten
beim ausgeschalteten D3 Rezeptorsystem untersuchten, wurde auch mit
erhohten Blutdruckwerten unter BSF 201640 gerechnet.

Bei Remuzzi et al. (1993) zeigten gesunde Ratten Uber ein Jahr einen
ahnlichen Blutdruckkurvenverlauf wie unsere Kontrolltiere. Die diabetische
Gruppe wies jedoch uber die gesamte Zeit gleichmaliig signifikant hohere
systolische Werte auf, die in der diabetischen Losartan-Gruppe komplett
normalisiert werden konnten. Anderson et al. (1989) haben bei ihren
diabetischen Tieren ebenfalls erhdhte systolische Blutdruckwerte gemessen.
Auch hier wurden die hypertonen Werte durch den ACE-Hemmer Captopril
normalisiert. Dem widersprechen jedoch die Ergebnisse aus einer Studie, bei
der die chronischen Komplikationen im STZ-Rattenmodell mit denen des
menschlichen Diabetes mellitus verglichen wurden. Uber die gesamte
Versuchsdauer von 24 Wochen blieben diabetische Wistar Ratten normotensiv.
Eine Arteriosklerose entwickelte sich in diesem Zeitraum nicht. Das sollte
erlauben die diabetischen Folgeschaden als unabhangig von einer Hypertonie
oder von einer Arteriosklerose zu betrachten und zu untersuchen (Wei et al.
2003).

SchlieRlich gibt es noch Hinweise, dass ein defektes oder gestortes Dopamin
D; Rezeptorsystem zur Entstehung einer Hypertonie beitragen kann. An Dj
Rezeptor Knockout Mausen wurden gegenuber Wildtypmausen ca. um 20
mmHg erhohte Blutdruckwerte gemessen. Als Antwort auf eine akute
Salzbeladung stiegen bei  Wildtyptieren der Urinfluss und die
Natriumausscheidung deutlich starker an als bei den D3 defizienten Tieren
(Asico et al. 1998). Aullerdem wurde Uber eine 10- bis 20-fach niedrigere
Bindung des Agonisten [*H]-7-OH-DPAT an die renalen D; Rezeptoren salz-
sensitiver Dahl Ratten berichtet (Barili et al. 1997). Dem widersprechen
allerdings Versuchsergebnisse laut denen dieses Bindungsverhalten bei salz-
sensitiven Tieren nicht verandert ist, wohl aber die Rezeptorendichte in der

Niere vermindert ist (Luippold et al. 2001b). In der gleichen Arbeit wurde auch
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durch eine D3 Rezeptor-Blockade mit BSF 135170 bei genetisch salz-
resistenten Ratten ein salz-abhangiger Hypertonus induziert. Ohne die
Hochsalz-Diat veranderte der D3 Antagonist den Blutdruck nicht. Da die Tiere in
der vorliegenden Arbeit alle eine Normalsalz-Diat erhielten, kdnnte darin auch
der Grund liegen, warum unter der Langzeit D; Rezeptor-Blockade keine
erhdhten Blutdruckwerte gemessen wurden. In einer Studie an Ratten mit Typ 2
Diabetes wurden jedoch gegensatzliche Feststellungen bezuglich des
Blutdrucks gemacht. Durch eine D; Rezeptorblockade konnte der systolische
Blutdruck in gleicher Weise wie durch den ACE-Hemmer Trandolapril signifikant
gegenuber den diabetischen Kontrolltieren, deren Blutdruck erhoht war, gesenkt
werden (Gross et al. 2004).

45 Diabetische Katarakt und ACE-Inhibition

Als Nebenbefund wurde die Entwicklung einer diabetischen Katarakt
protokolliert. Bei unbehandelten diabetischen Wistar Ratten, die also auch kein
Insulin erhielten, manifestierte sich eine Linsentribung ab der 4. Woche nach
Diabetesinduktion. Nach 16 Woche hatten alle Versuchstiere eine beidseitige
Katarakt (Wei et al. 2003). Glucosebelastete Linsen sind einem erhdhten
oxidativen Stress ausgesetzt oder nur eingeschrankt in der Lage reaktive
Sauerstoffverbindungen umzusetzen oder beides. Verursacht durch eine
Membranundurchlassigkeit, ist die Sorbitolkonzentration in den Linsen auf das
10- bis 20- fache gesteigert. Die erhdhte Sorbitolkonzentration und zusatzlich
die langsame Umwandlung in Fructose, konnten die osmotische Belastung
steigern oder die Komponenten schadigen, die der osmotischen Belastung

normalerweise entgegenwirken (Mitton et al. 1993).
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In unserer Studie zeigte sich eine Reduktion der Kataraktrate auf 58 %
gegenuber 90 % durch die ACE-Inhibition mit Trandolapril. Dieser Nebeneffekt
wurde auch bei einer sechs-monatigen Langzeitstudie an mannlichen Wistar-
Ratten mit streptozotozininduziertem Diabetes mellitus beobachtet. Die
Behandlung mit Trandolapril in der gleichen Dosierung senkte die Kataraktrate
auf 57 % gegenuber 67 % bei den nicht behandelten Tieren (Dhein et al. 2000).
In einer speziellen Katarakt-Praventionsstudie an diabetischen Sprague-Dawley
Ratten konnte durch Behandlung mit Pyrazinoylguanidin die Entwicklung einer
Katarakt vollstandig unterdrickt werden. Mit der Vergleichsgruppe, die den
ACE-Hemmer Captopril erhielt, konnte nach 16 Wochen mit 22 % eine deutlich
geringere Kataraktrate als in der unbehandelten Kontrollgruppe mit 89 % erzielt
werden (Follansbee et al. 1997). Auf Grund dieser Daten kann den ACE-
Inhibitoren eine positive Wirkung bezlglich der Verhinderung einer diabetischen
Katarakt zugesprochen werden. Der Dopamin D3 Rezeptorblocker BSF 201640
schien keinen Einfluss auf die Kataraktentwicklung zu haben.

4.6 Klinische Implikation

Die diabetische Nephropathie ist ein Krankheitsbild, das heutzutage eine
steigende Zahl von Patienten gefahrdet. Das liegt nicht zuletzt daran, dass
Diabetiker dank der modernen Medizin nicht mehr so haufig vor Eintreten der
Niereninsuffizienz an  anderen  Folgeschaden, insbesondere Herz-
Kreislauferkrankungen, versterben. Zwar kann der diabetischen Nephropathie
teilweise vorgebeugt werden, jedoch gelingt es selbst mit groRem Aufwand und
mehrstufigem Behandlungsansatz (optimale Blutzuckereinstellung, anti-
hypertensive Therapie, Proteinrestriktion, Inhibition des Renin-Angiotensin-
Systems etc.), nicht immer ihre Entstehung bzw. ihr Fortschreiten zu

verhindern.
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Bei der Suche nach neuen Therapieoptionen wurde die glomerulare
Hyperfiltration im Frihstadium des Diabetes zu einem wichtigen Angriffspunkt.
In zahlreichen klinischen und experimentellen Studien konnte eine Beteiligung
der Hyperfiltration an der Entstehung der diabetischen Nephropathie belegt
werden. Ein Regulationssystem des Organismus, welches nachweislich, neben
anderen verschiedenen Faktoren, auf die renale Hdmodynamik einwirkt, stellt
das Dopamin mit seinen unterschiedlichen Rezeptoren, vornehmlich dem D3

Rezeptor, dar.

Frihere Studien zeigten, dass durch eine Dopamin D3 Rezeptorblockade die
Hyperfiltration vermindert oder sogar vollstandig normalisiert werden kann.
Obwohl das in der vorliegenden Studie so nicht zu beobachten war, konnte der
Langzeit D3 Rezeptorblockade eine tendenziell nephroprotektive Rolle
zugesprochen werden. Wenn sich die Dopamin D3 Rezeptorblockade in
weiteren Untersuchungen als zuverlassiges Instrument zur Erhaltung der
Nierenfunktion herausstellen sollte, ohne dabei erhebliche unerwinschte
Nebenwirkungen auszulésen, so koénnten in der Zukunft entsprechende
Medikamente als sinnvolle Erganzung in der Prophylaxe und in der Therapie
der diabetischen Nephropathie zum Einsatz kommen. Insbesondere kdnnten
Patienten mit verminderter Aktivitat des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
von einer solchen Therapieform profitieren, da die derzeitigen
Therapiealternativen ~ vornehmlich  Uber die  Beeinflussung  dieses

Regulationssystem ihre nephroprotektive Wirkung entfalten.

Der Faktor Hypertonie konnte flr den Einsatz dieser Medikamente limitierend
sein. Es ist daher wichtig Uber die Ursachen und Begleitumstande, die unter
einer solchen Behandlung mit zur Hypertonie beitragen kdnnen, Bescheid zu
wissen. Nach unseren Ergebnissen scheint die Langzeit Dopamin D; Rezeptor-
Blockade bei Normalsalz-Erndhrung in diesem Zusammenhang nicht

kontraindiziert zu sein.

58



5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Langzeitstudie wurde an einem Rattenmodell des Diabetes
mellitus untersucht, ob eine Dopamin D3 Rezeptorblockade die diabetische
Hyperfiltration beeinflusst und die Entstehung einer diabetischen Nephropathie
verhindern oder hinauszogern kann. Aullerdem wurde diese Therapie im

Vergleich zur etablierten nephroprotektiven ACE-Inhibitor Therapie betrachtet.

Dazu wurde bei allen Versuchstieren, mit Ausnahme derer, die die gesunde
Kontrollgruppe  (CON-VHC) darstellten, mit einer intraperitonealen
Streptozotocin-Injektion ein Diabetes induziert. Mit Insulinimplantaten wurde die
Blutglucosekonzentration bei allen diabetischen Tieren auf einen moderaten
Wert um 400 mg/dl eingestellt. Die Tiere erhielten ansonsten keine weitere
Medikation (DM-VHC), den Dopamin D3 Antagonisten BSF 201640 (DM-BSF),
den ACE-Hemmer Trandolapril (DM-ACE) oder beide Wirkstoffe in Kombination
(DM-BSF-ACE). Vor und 2 Wochen nach Diabetesinduktion, dann in
vierwochigen, und ab der 22. Woche achtwochigen Abstanden, wurden Uber
einen  Zeitraum von 38 Wochen  Stoffwechselkafigversuche und

Blutdruckmessungen durchgefuhrt.

Die gemessenen systolischen Blutdruckwerte ergaben keine relevanten
Unterschiede zwischen diabetischen und nicht diabetischen Tieren sowie unter
den verschieden therapierten diabetischen Ratten. Bei allen diabetischen
Gruppen war eine deutliche und gegenliber CON-VHC signifikante Polydipsie,
Polyphagie, Polyurie und Glucosurie sowie ein signifikanter
Wachstumsrickstand zu beobachten. Eine signifikante  glomerulare
Hyperfiltration war in allen diabetischen Gruppen bereits in der ersten
Untersuchung nach Diabetesinduktion festzustellen. Diese durchlief in den
Wochen 10 bis 18 ihr Maximum und fiel danach wieder ab. Interessanterweise
war die Hyperfiltration bei DM-ACE am starksten und bei DM-BSF-ACE am
geringsten ausgepragt. DM-VHC und DM-BSF lagen mit ungefahr gleichen
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Werten dazwischen. Weder die ACE-Inhibition, noch die D; Rezeptorblockade
vermochten die Hyperfiltration zu unterdriicken. Die Auspragung einer Albumin-
und einer Proteinurie, beides Indikatoren fur eine beginnende Nephropathie,
hielt sich im verwendeten Modell in Grenzen. Im Durchrschnitt stiegen bei den
DM-BSF-Tieren die Albumin- und die Proteinurie verglichen mit den DM-VHC-
Tieren deutlich, die Proteinurie auch signifikant geringer an. Bezlglich der ACE-
Inhibition konnte gezeigt werden, dass kein Tier, welches Trandolapril erhielt,

innerhalb von 38 Wochen Zeichen einer Nephropathie entwickelte.

Damit besteht tendenziell ein nephroprotektiver Nutzen einer Ds-
Rezeptorblockade. Wie erwartet konnte ein protektiver Nutzen durch die ACE-
Inhibition klar gezeigt werden. Die Kombinationstherapie erbrachte keine
weiteren Vorteile gegentber der Monotherapie mit Trandolapril. Eine zeitliche
Ausdehnung der Versuche oder ein anderes Modell kdnnten zu einer valideren
Aussage bezuglich des nephroprotektiven Nutzens der Ds

Rezeptorantagonisten fuhren.
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7 ANHANG

7.1 Tabellen und Abbildungen

Von allen im Ergebnisteil beschriebenen Parametern werden hier die zugrunde
liegenden Wertetabellen dargestellt. Alle Werte sind als Mittelwerte + SEM
(standard error of the mean) angegeben. In den Spalten kann der jeweilige
Verlauf der in der obersten Tabellenzeile genannten Gruppe verfolgt werden. In
den Zeilen kénnen die Werte der verschiedenen Gruppen zu einem bestimmten
Zeitpunkt (Spalte ganz links, Wochenangabe) miteinander verglichen werden.
Die zum jeweiligen Zeitpunkt aktuelle Anzahl n der Tiere ist in Klammern

angegeben.

Zur graphischen Veranschaulichung wird jede Tabelle von einer Abbildung
begleitet. Die Abbildungen zeigen jeweils den zeitlichen Verlauf. Um die
Abbildungen Ubersichtlich zu halten, wurde auf eine Darstellung der SEM-Werte

verzichtet.

Die Gruppeneinteilung ist in Kapitel 2.3 aufgefuhrt.
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7.1.1 Blutglucose

500 -

450 -
— 400 -
3
S 350
E 300
" —e— CON-VHC
g 250 - _e_DM-VHC
% 200 - —a DM-BSF
2 150 —= DM-ACE
o —% DM-BSF-ACE

100 -

50 -
0 T T T T T T T 1

10 14 18 22 26 30 34 38
Wochen nach STZ

Abb. 5: Nach STZ-Applikation kam es zu einem deutlichen und signifikanten
Blutglucoseanstieg in allen diabetischen Gruppen. Das Ziel die
Blutglucosekonzentration durch Insulinsubstitution und STZ-Nachinjektionen
Uber die Zeit konstant und in den verschiedenen Gruppen mdglichst gleich zu

halten gestaltete sich vor allem in den ACE-Gruppen schwierig.

Tab. 2: Blutglucose [mg/dl]. V, #, + p<0,05 vs. CON-VHC, DM-VHC, DM-BSF.

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE | DM-BSF-ACE

Woche 0| 4136 (n=8) | 923 (n=12) | 90424 (n=12) | 97+2 (n=12) 94+1 (n=12)
v \Y V#+ V#+

Woche 2| g5.3(1=8) | 38116 (n=12) | 425:27 (n=12) | 238+34 (n=12) | 298+18 (n=12)
v v v v

Woche 6| g1.5(1=8) | 35434 (n=12) | 371415 (n=12) | 318432 (n=12) | 309422 (n=12)
v v v v

Woche 10 | 77,5 (h=g) 386116 (n=12) | 406+27 (n=12) | 351+22 (n=12) | 351+37 (n=12)
v \Y \Y v

Woche 14 | 54,5 n=8) | 37017 (n=12) | 422425 (n=12) | 418+22 (n=12) | 36743 (n=9)
A% \Y \Y v

Woche 18 | 76,3 (n=7) | 30116 (n=11) | 392427 (n=12) | 44625 (n=12) | 41733 (n=9)
v v v v

Woche 22 | 91,4 (n=7) | 406+27 (n=11) | 420+15 (n=12) | 409+36 (n=12) | 43840 (n=9)
v v v v

Woche 30 | 75,5 n=7) | 346417 (n=11) | 404+17 (n=12) | 349+36 (n=11) | 38641 (n=8)
A% \Y \Y v

Woche 38 | 79,3 n=7) | 364+35 (n=10) | 386:19 (n=11) | 278+47 (n=11) | 35035 (n=8)
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7.1.2 Korpergewicht
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Abb. 6: Alle diabetischen Gruppen zeigten bezliglich der Gewichtszunahme
einen deutlichen Riickstand gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe. Bei den
ACE-Gruppen war das Gewichtsdefizit vs. CON-VHC bereits ab der 2. Woche
signifikant. Bei den anderen Gruppen ab der 6. Woche.

Tab. 3: Kérpergewicht [g]. V p<0,05 vs. CON-VHC.

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE | DM-BSF-ACE
Woche 0| 565.8(n=8) | 26015 (n=12) | 262+5(n=12) | 261%5(n=12) | 2606 (n=12)
Woche 2| 388,13 (n=8) | 363:0 (n=12) | 36145 (n=12) | 342+7 (n=12) | 353%6 (n=12)
Woche 6 | 447,00 (n=8) | 300411 (n=12) | 3947 (n=12) | 367410 (n=12) | 38715 (n=12)
Woche 10 | 459.24 (n=8) 420¢1§ (n=12) 41718v(n=12) 39018V(n=12) 4o7«.~7v(n=12)
Woche 14 | 550,05 (n=8) | 434+13 (n=12) | 42748 (n=12) | 4038 (n=12) | 432+0 (n=9)
Woche 18 | 530,99 (n=7) | 454215 (n=11) | 44428 (n=12) | 42049 (n=12) | 438+10 (n=9)
Woche 22 | 556,59 (n=7) 474217 (n=11) 460412 (n=12) 43019V(n=12) 455411 (n=9)
Woche 30 | 597,35 (n=7) | 492414 (n=11) | 475:11 (n=12) | 464%11 (n=11) | 47710 (n=8)
Woche 38 | 547.09 (n=7) | 513227 (n=10) | 4929 (n=11) | 502413 (n=11) | 492416 (n=8)

70



7.1.3 Urinvolumen
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Abb. 7: Deutliche Polyurie bei diabetischer Stoffwechsellage bei allen
diabetischen Gruppen. Die Urinmengen zeigten eine Korrelation zur
Blutglucosekonzentration und zur Trinkmenge.

Tab. 4: Urinvolumen [ml/24h]. V, #, + p<0,05 vs. CON-VHC, DM-VHC, DM-
BSF.

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE | DM-BSF-ACE

Woche 0|  g,1 (=g 941 (n=12) 941 (n=12) 1241 (n=12) 10£1 (n=12)
W h 2 \% \% V + V +

oche 16+2 (n=8) 116+15 (n=12) | 13014 (n=12) | 77+14 (n=12) | 81%10 (n=12)
W h 6 v v v \Y%

oche 17+1 (n=8) 100213 (n=12) | 110+16 (n=12) | 8414 (n=12) | 97+13 (n=12)
v v V#+ v

Woche 10 18+1 (n=8) 150+15 (n=12) | 152+20 (n=12) | 87+11 (n=12) | 119+20 (n=12)
w he 14 \% V# A\ \Y

oche 22+2 (n=8) 99414 (n=12) | 159+21 (n=12) | 120%14 (n=12) | 108%17 (n=9)
Woche 18 v y y M

oche 18+1 (n=7) 135419 (n=11) | 145222 (n=12) | 128+12 (n=12) | 135%21 (n=9)
W he 22 v v v \Y%

oche 2042 (n=7) | 143%24 (n=11) | 165421 (n=12) | 112416 (n=12) | 10820 (n=9)
W h 30 v v v v

oche 2042 (n=7) 124421 (n=11) | 128420 (n=12) | 136£21 (n=11) | 152+33 (n=8)
Woche 38 v y M

oche 20+2 (n=7) 153428 (n=10) | 15423 (n=11) | 94423 (n=11) | 123+21 (n=8)
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7.1.4 Trinkmenge
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Abb. 8: Deutlich erhbhter Trinkwasserbedarf bei diabetischer Stoffwechsellage
Die Kurvenverldufe sind denen der

bei

allen diabetischen Gruppen.

Urinvolumina annéhernd parallel.

Tab. 5: Trinkmenge [ml]. V, #, + p<0,05 vs. CON-VHC, DM-VHC, DM-BSF.

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE | DM-BSF-ACE
Woche 0| 3144 (n=8) | 2443 (n=12) | 2314 (n=12) 3613#51:12) 2843 (n=12)
Woche 2| 5.5 (n=g) | 131216 (n=12) | 143217 (n=12) | 91214 (n=12) | 8812 (n=12)
Woche 6| 53.5 (n=g) |125:15 (n=12) | 128419 (n=12) | 9614 (n=12) | 106413 (n=12)
Woche 10 | 3510 (ng) | 171414 (n=12) | 152420 (n=12) | 92412 (n=12) | 126218 (n=12)
Woche 14 | 35,5 (n=8) | 99:21 (n=12) | 156421 (n=12) | 122418 (n=12) | 112416 (n=9)
Woche 18 | 19,4 (n=7) | 13623 (n=11) | 138424 (n=12) | 130£13 (n=12) | 133£19 (n=9)
Woche 22 | 5145 (n=7) | 14526 (n=11) | 18522 (n=12) | 110219 (n=12) | 102421 (n=9)
Woche 30 | 59.6 (n=7) 125:24 (n=11) | 119423 (n=12) 146£20 (n=11) 14836 (n=8)
Woche 38 | 3.5 (n=7) | 163£29 (n=10) | 158424 (n=11) | 99425 (n=11) | 120422 (n=8)
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7.1.5 Futtermenge
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Abb. 9: Polyphagie bei allen diabetischen Gruppen. Bei den ACE-Gruppen
weniger Futterverbrauch als bei DM-VHC und DM-BSF. Bei der Kontrollgruppe
nahezu konstante Nahrungsaufnahme.

Tab. 6: Futtermenge [g]. ]. V, #, + p<0,05 vs. CON-VHC, DM-VHC, DM-BSF.

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE | DM-BSF-ACE

Woche 0 2742 (n=8) | 27+1(n=12) | 234 (n=12) | 30%2(n=12) | 292 (n=12)
v v + #+

Woche 2 2041 (n=8) | 46%3 (n=12) | 523 (n=12) | 382 (n=12) | 362 (n=12)
v

Woche 6 271 (n=8) | 4243 (n=12) | 374 (n=12) | 37:2(n=12) | 3542 (n=12)
v v #+ #

Woche 10 | 57,1 (n=8) | 5324 (n=12) | 44+3(n=12) | 33+3(n=12) | 3613 (n=12)
v v v +

Woche 14 | og8.1(n=8) | 39:3(n=12) | 4743 (n=12) | 403 (n=12) | 35+2 (n=9)
v v

Woche 18 233 (n=7) | 414 (n=11) | 395 (n=12) | 37:3(n=12) | 373 (n=9)
v v

Woche 22 241 (n=7) | 41%5(n=11) | 454 (n=12) | 36:4 (n=12) | 313 (n=9)

Woche 30 3042 (n=7) | 364 (n=11) | 374 (n=12) | 40%3 (n=11) | 4116 (n=8)
v v #

Woche 38 233 (n=7) | 47+5(n=10) | 42+3(n=11) | 354 (n=11) | 3243 (n=8)
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7.1.6 Natriumausscheidung
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Abb. 10: Bei diabetischer Stoffwechsellage wurde deutlich mehr Natrium renal
ausgeschieden. Unter den diabetischen Gruppen wurde von DM-BSF-ACE am
wenigsten Natrium ausgeschieden. Auffallend war ein Maximum bei allen
Gruppen in der 14. Woche.

Tab. 7: Natriumausscheidung [mmol/24h/Tier]. V, #, +, A p<0,05 vs. CON-
VHC, DM-VHC, DM-BSF, DM-ACE.

1.2940.16 (n=7)

2.07+0.24 (n=10)

3.54£0.24 (n=11)

1.9740.23 (n=11)

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE DM-BSF-ACE
v v
Woche 0| 408:020(n=8) | 1.32:0.08 (n=12) | 1.76£0.12 (n=12) | 1.79+0.18 (n=12) | 1.41x0.14 (n=12)
Woche 2 Y v
oche 2.02:0.10 (n=8) | 2.97+0.19 (n=12) | 3.11%0.26 (n=12) | 2.82+0.24 (n=12) | 2.82+0.18 (n=12)
Woche 6 v v v v
2.24+0.12 (n=8) | 3.20£0.19 (n=12) | 3.34%0.23 (n=12) | 3.35:0.27 (n=12) | 3.320.20 (n=12)
v v V# #
Woche 10 | 5714015 (n=8) | 4.7420.32 (n=12) | 3.96+0.22 (n=12) | 3.80+0.27 (n=12) | 3.13:0.21 (n=12)
W h 14 \Y v v #+ A
oche 3.49:0.28 (n=8) | 5.11£0.45 (n=12) | 4.96£0.34 (n=12) | 5.60£0.32 (n=12) | 3.58:0.25 (n=9)
Woche 18 | 5 g5.022 (n=7) | 4.55:0.30 (n=11) | 3.9820.20 (n=12) | 3.84:0.28 (n=12) | 3.21%0.27 (n=9)
Woche 22 v v v A
2.67£0.24 (n=7) | 4.18+0.37 (n=11) | 4.0120.25 (n=12) | 4.24%0.25 (n=12) | 3.15:0.37 (n=9)
Woche 30 y v v v
169£0.25 (n=7) | 3.34:0.29 (n=11) | 3.21£0.16 (n=12) | 3.080.37 (n=11) | 3.3240.35 (n=8)
V# + A%
Woche 38 2.64+0.37 (n=8)
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7.1.7 Kaliumausscheidung

Kaliumexkretion [mmol/Tier]
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Kaliumausscheidung  bei

diabetischer

Stoffwechsellage. Wie bei der Natriumausscheidung zeigt sich auch hier ein
Maximum in der 14. Woche.

Tab. 8: Kaliumausscheidung [mmol/24h/Tier]. V, #, + p<0,05 vs. CON-VHC,
DM-VHC, DM-BSF.

CON-VHC

DM-VHC

DM-BSF

DM-ACE

DM-BSF-ACE

Woche 0

5.58+0.30 (n=8)

4.88+0.22 (n=12)

5.60+0.28 (n=12)

5.66+0.35 (n=12)

5.36+0.11 (n=12)

Woche 2

5.15+0.16 (n=8)

7
8.32+0.44 (n=12)

7
8.47+0.44 (n=12)

7 # 4
6.90£0.30 (n=12)

7 # 4
6.88+0.36 (n=12)

Woche 6

5.72+0.30 (n=8)

\v4
7.75+0.43 (n=12)

7
8.1620.52 (n=12)

7
7.560.47 (n=12)

7
7.8920.39 (n=12)

Woche 10

6.42+0.29 (n=8)

7
9.91+0.52 (n=12)

7
9.54+0.56 (n=12)

#
7.98+0.54 (n=12)

8.45+0.62 (n=12)

Woche 14

8.000.51 (n=8)

10.02+0.85 (n=12)

7
12.0740.71 (n=12)

7
11.0240.59 (n=12)

9.66+0.58 (n=9)

Woche 18

7.78+0.41 (n=7)

9.55+0.61 (n=11)

9.94+0.70 (n=12)

9.27+0.57 (n=12)

9.42+0.65 (n=9)

Woche 22

6.1120.26 (n=7)

\v4
8.73+0.62 (n=11)

7
9.63+0.58 (n=12)

7.99:0.52 (n=12)

-
7.56+0.49 (n=9)

Woche 30

4.86+0.33 (n=7)

7
8.53+0.66 (n=11)

7
8.24+0.55 (n=12)

7
8.08+0.61 (n=11)

7
8.62+0.90 (n=8)

Woche 38

4.77+0.29 (n=7)

7
8.37+0.65 (n=10)

7
8.65+0.50 (n=11)

£
6.58+0.63 (n=11)

6.93+0.57 (n=8)
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7.1.8 Chloridausscheidung
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Abb. 12: Erhohte Chloridausscheidung in den diabetischen Gruppen. Die
Gruppen die BSF erhielten, schieden meist signifikant weniger Chlorid renal aus
als die anderen diabetischen Gruppen. Die DM-BSF-ACE-Tiere schieden
gegentiber der Kontrollgruppe statistisch zu keinem Zeitpunkt mehr Chlorid aus.

Tab. 9: Chloridausscheidung [mmol/24h/Tier]. V, #, +, A p<0,05 vs. CON-VHC,
DM-VHC, DM-BSF, DM-ACE.

CON-VHC

DM-VHC

DM-BSF

DM-ACE

DM-BSF-ACE

Woche 0

1.61:0.11 (n=8)

1.88+0.06 (n=12)

v
2.02+0.10 (n=12)

v
2.18+0.13 (n=12)

A
1.82+0.09 (n=12)

Woche 22

2.560.22 (n=7)

v
4.77+0.41 (n=11)

#
3.62+0.22 (n=12)

v
4.3110.32 (n=12)

Woch 2 v vV # v #A
oche 1.96+0.10 (n=8) 3.761+0.20 (n=12) | 2.97+0.24 (n=12) | 3.32+0.25 (n=12) | 2.39+0.17 (n=12)
Woch 6 v # V + # A
oche 2.1710.14 (n=8) 3.7940.22 (n=12) | 2.92+0.22 (n=12) | 3.65%0.25 (n=12) | 2.87+0.18 (n=12)
v # V#+ #A
Woche 10 2.45+0.21 (n=8) 5.22+0.33 (n=12) | 3.29+0.22 (n=12) | 4.23+0.32 (n=12) | 2.72+0.22 (n=12)
Woche 14 v v V + #+ A
oche 2.67+0.23 (n=8) 4.55+0.33 (n=12) | 3.8940.20 (n=12) | 5.08+0.26 (n=12) 2.77+0.20 (n=9)
Woche 18 v vV # Vv + # A
oche 2.2510.15 (n=7) 4.53+0.31 (n=11) | 3.404£0.20 (n=12) | 4.30+0.29 (n=12) 2.9140.30 (n=9)
# A

2.68+0.27 (n=9)

Woche 30

2.130.20 (n=7)

v
4.09+0.35 (n=11)

3.14£0.23 (n=12)

v
3.9420.42 (n=11)

3.35+0.41 (n=8)

Woche 38

1.59+0.10 (n=7)

A\
3.20£0.32 (n=10)

A\
3.54+0.25 (n=11)

+
2.61%0.28 (n=11)

2.66£0.35 (n=8)
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7.1.9 Urinosmolalitat
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Abb. 13: GleichmaBiger Abfall der Urinosmolalitat in allen diabetischen
Gruppen. Uber die gesamte Zeit lagen alle diabetischen Gruppen signifikant
unter der Kontrollgruppe. Im Verlauf kam es auch bei der Kontrollgruppe zu

einem leichten Abfall der Urinosmolalitét.

Tab. 10: Urinosmolalitdt [mosmol/kg]. V p<0,05 vs. CON-VHC

CON-VHC

DM-VHC

DM-BSF

DM-ACE

DM-BSF-ACE

1565£100 (n=7)

87093 (n=11)

941£70 (n=12)

898135 (n=12)

Woche 0| 1795:56 (n=8) | 1550:155 (n=12) | 173385 (n=12) | 144469 (n=12) | 1633101 (n=12)
Woche 2 y v X v
1634189 (n=8) 1001443 (n=12) | 998+47 (n=12) | 1050£99 (n=12) | 1052458 (n=12)
Woche 6 v v v v
168086 (n=8) 976150 (n=12) 99839 (n=12) | 1012#49 (n=12) | 98555 (n=12)
v v v v
Woche 10 | 1669:102 (n=8) 887+24 (n=12) 931+48 (n=12) | 1013+40 (n=12) | 87442 (n=12)
Woche 14 v 4 y W
1462493 (n=8) 992465 (n=12) 89645 (n=12) 98047 (n=12) 897+44 (n=9)
v A\ \Y v
Woche 18

90643 (n=9)

Woche 22

15764143 (n=7)

v
918+53 (n=11)

v
886+38 (n=12)

\Y%
978450 (n=12)

v
968465 (n=9)

Woche 30

1471£158 (n=7)

v
915£52 (n=11)

v
938457 (n=12)

v
962494 (n=11)

v
920+86 (n=8)

Woche 38

1396499 (n=7)

v
86266 (n=10)

A\
874161 (n=11)

\Y
956164 (n=11)

v
841£89 (n=8)
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7.1.10 Glucoseausscheidung
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Abb. 14: Praktisch keine renale Glucoseausscheidung bei Normoglykémie. In
allen diabetischen Gruppen ausgepréagte und signifikante Glucosurie gegentiiber
der Kontrollgruppe.

Tab. 11: Glucoseausscheidung [mmol/Tier]. V, #, + p<0,05 vs. CON-VHC, DM-

VHC, DM-BSF.
CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE DM-BSF-ACE
Woche 0 | 0.04:0.01 (n=8) | 0.05:0.01 (n=12) | 0.04x0.00 (n=12) | 0.05x0.00 (n=12) | 0.05+0.00 (n=12)

v

v

v

Woche 2| 0041001 (n=8) | 51.3#6.8 (n=12) | 60.246.7 (n=12) | 30.0£7.6 (n=12) | 31.6+4.5 (n=12)
v v v v
Woche 6 | 0.06£0.01(n=8) | 44.846.8 (n=12) | 50.947.5(n=12) | 35.8+7.8 (n=12) | 39.946.7 (n=12)
\% A\ V#+ \Y
Woche 10 | 0.05:0.01 (n=8) | 65.3%6.0 (n=12) | 69.748.3 (n=12) | 37.1#6.2 (n=12) | 50.2+9.3 (n=12)
v V# v V +
Woche 14 | 0.06+0.01 (n=8) | 41.3#6.4 (n=12) | 70.8+9.6 (n=12) | 54.0¢6.7 (n=12) 43.0%6.9 (n=9)
\% A\ \Y \Y
Woche 18 | 0.05:0.01 (n=7) | 58.247.8 (n=11) | 64.248.9 (n=12) | 55.945.3 (n=12) 59.7+7.6 (n=9)
v v v v
Woche 22 | 0.06+0.01 (n=7) | 59.8+10.2 (n=11) | 74.3+9.9 (n=12) | 49.2+7.8 (n=12) 45.9+8.7 (n=9)
\% A\ \Y \Y
Woche 30 | 0.08:0.01 (n=7) | 48.9+7.7 (n=11) | 56.0#8.2 (n=12) | 59.3#10.2 (n=11) | 64.8+12.8 (n=8)
v v v
Woche 38 | 0.05:0.01 (n=7) | 61.0£12.1 (n=10) | 63.749.1 (n=11) | 34.9+10.7 (n=11) | 44.59.12(n=8)
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7.1.11 Kreatinin-Clearance
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Abb. 15: Signifikanter Anstieg der Kreatinin-Clearance bei allen diabetischen
Gruppen. Nach Maximalwerten wéhrend der 10. bis 18. Woche war die
Kreatinin-Clearance wieder rtickldufig. Dieser Verlauf ist im Sinne einer
glomeruléaren Hypeffiltration mit anschlieBender, beginnender Niereninsuffizienz
zu interpretieren.

Tab. 12: Kreatinin-Clearance [ml/min/100g KG]. V,
VHC, DM-VHC, DM-BSF, DM-ACE.

# +, A p<0,05 vs. CON-

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE DM-BSF-ACE
Woche 0| (674003 (n=8) | 0.66+0.02 (n=12) | 0.75+0.04 (n=12) | 0.75+0.04 (n=12) | 0.68+0.02 (n=12)
Woche 2 v v v v
0.61£0.01 (n=8) | 0.94+0.02 (n=12) | 0.87+0.03 (n=12) | 0.87+0.06 (n=12) | 0.83+0.03 (n=12)
Woche 6 v v v v
0.67+0.02 (n=8) | 0.98+0.03 (n=12) | 0.93+0.04 (n=12) | 0.98+0.05 (n=12) | 0.87+0.04 (n=12)
v v v V#
Woche 10 | 774002 (n=8) | 1.19+0.06 (n=12) | 1.02+0.02 (n=12) | 1.16+0.07 (n=12) | 1.00+0.06 (n=12)
Woche 14 v v v # v
0.73+0.03 (n=8) | 1.10£0.07 (n=12) | 1.15+0.04 (n=12) | 1.29+0.06 (n=12) | 1.02+0.04 (n=9)
Woche 18 v v v 4
0.67+0.01 (n=7) | 1.13%0.08 (n=11) | 1.12+0.07 (n=12) | 1.29+0.07 (n=12) | 0.95+0.04 (n=9)
Woche 22 v v v #+ A
0.68+0.02 (n=7) | 1.10£0.07 (n=11) | 1.10£0.05 (n=12) | 1.12+0.06 (n=12) | 0.88+0.06 (n=9)
Woche 30 v v
0.70+0.04 (n=7) | 0.82+0.06 (n=11) | 0.83%0.03 (n=12) | 0.90+0.04 (n=11) | 0.92+0.04 (n=8)
Woche 38

0.7420.06 (n=7)

0.91£0.09 (n=10)

0.87+0.06 (n=11)

0.8840.12 (n=11)

0.72+0.13 (n=8)
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7112 Albuminurie
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Abb. 16: Eine Albuminurie als Zeichen einer glomeruldren Schadigung
manifestierte sich ab der 30. Woche bei DM-VHC und ab der 38. Woche auch
bei DM-BSF. Bei einer sehr starken Streuung in diesen Gruppen wurde jedoch
das Signifikanzniveau vs. CON-VHC nicht erreicht.

Tab. 13: Albuminurie [mg/24h/Tier]. # p<0,05 vs. DM-VHC.

CON-VHC

DM-VHC

DM-BSF

DM-ACE

DM-BSF-ACE

Woche 0

0.09+0.02 (n=8)

0.11%0.04 (n=12)

0.09+0.03 (n=12)

0.07+0.01 (n=12)

0.07+0.02 (n=12)

Woche 2

0.17+0.05 (n=8)

0.18+0.02 (n=12)

0.1020.03 (n=12)

0.13+0.02 (n=12)

0.15+0.02 (n=12)

Woche 6

0.08+0.02 (n=8)

0.18+0.08 (n=12)

0.20£0.07 (n=12)

0.0740.01 (n=12)

0.19+0.06 (n=12)

Woche 10

0.15+0.02 (n=8)

0.38+0.14 (n=12)

0.2540.04 (n=12)

#
0.1120.01 (n=12)

#
0.12+0.01 (n=12)

Woche 14

0.22+0.03 (n=8)

0.39+0.22 (n=12)

0.2620.07 (n=12)

0.1240.03 (n=12)

0.110.01 (n=9)

Woche 18

0.22+0.05 (n=7)

0.63+0.30 (n=11)

0.28+0.04 (n=12)

0.18+0.02 (n=12)

0.25+0.04 (n=9)

Woche 22

0.1620.03 (n=7)

1.26+0.72 (n=11)

0.7320.25 (n=12)

0.2140.06 (n=12)

0.28+0.10 (n=9)

Woche 30

0.30+0.08 (n=7)

6.03+4.37 (n=11)

0.87+0.29 (n=12)

0.15+0.03 (n=11)

0.24+0.06 (n=8)

Woche 38

1.27+0.43 (n=7)

18.52+14.7 (n=10)

5.87+2.48 (n=11)

0.6620.13 (n=11)

1.29+0.45 (n=8)
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Abb. 17: Eine eindeutige Proteinurie zeigte sich erst in der 38. Woche bei DM-
VHC und DM-BSF, wobei nur von DM-VHC das Signifikanzniveau vs. CON-
VHC erreicht wurde.

Tab. 14: Proteinurie [mg/6h/Tier]. V, #, +, A p<0,05 vs. CON-VHC, DM-VHC,

DM-BSF, DM-ACE.

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE DM-BSF-ACE
v # VvV + v
Woche 0| 556:031(n=8) | 1.810.30 (n=12) | 2.30£0.17 (n=12) | 1.88+0.08 (n=12) | 2.06+0.40 (n=12)
Woche 2 v#® A
2.35+0.20 (n=8) | 2.2740.24 (n=12) | 2.29+0.20 (n=12) | 2.29+0.17 (n=12) | 3.07+0.45 (n=12)
Woch 6 V#+ + A
oche 4.86+0.46 (n=8) | 5.01+0.56 (n=12) | 5.40+0.34 (n=12) | 3.760.49 (n=12) | 4.77+0.49 (n=12)
v # VvV + # A
Woche 10 | 4541044 (n=8) | 3.74£0.48 (n=12) | 4.24+0.39 (n=12) | 3.54+0.33 (n=12) | 4.39+0.43 (n=12)
Woche 14 v V#+ #+ A
oche 3.33+0.72 (n=8) | 3.84+0.47 (n=12) | 3.93+0.26 (n=12) | 2.68+0.26 (n=12) | 3.24%0.46 (n=9)
W h 18 V# V# V#A
oche 5.21+0.43 (n=7) | 5.0840.67 (n=11) | 4.22+0.49 (n=12) | 3.81%0.39 (n=12) | 4.45+0.68 (n=9)
Woche 22 v # v
oche 3.62+0.87 (n=7) | 4.66+1.04 (n=11) | 4.36+0.38 (n=12) | 3.99+0.30 (n=12) | 4.61+0.36 (n=9)
v # #+ #A
Woche 30 | 385:044 (n=7) | 6.13t1.91 (n=11) | 4.76£0.79 (n=12) | 2.67+0.45 (n=11) | 5.00:0.56 (n=8)
Woche 38 v # # #
oche 16.97£10.6 (n=10) | 7.88+1.53 (n=11) | 3.82+0.32 (n=11) | 4.94+1.13 (n=8)

4.30+0.88 (n=7)
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7.1.14 Systolischer Blutdruck
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Abb. 18: Leichter Blutdruckanstieg bis zur 10. Woche in allen Gruppen, dann
bis zur 38. Woche wieder leichter Abfall. Insgesamt kristallisierten sich keine
unterschiedlichen Tendenzen im Gruppenvergleich heraus.

Tab. 15: Systolischer Blutdruck [mmHg]. V, #, + A p<0,05 vs. CON-VHC, DM-
VHC, DM-BSF, DM-ACE.

CON-VHC DM-VHC DM-BSF DM-ACE | DM-BSF-ACE
VH#+ A
Woche 0| 14144 (n=8) | 103#4 (n=12) | 10243 (n\=12) | 105+2 (n=12) | 11124 (n=12)
W h 2 \v v V#+ V#+ A
oche 1306 (n=8) | 1235 (n=12) | 11944 (n=12) | 113£5 (n=12) | 10125 (n=12)
Woche 6 v # # VH#+ A
12446 (n=8) | 1394 (n=12) | 12346 (n=12) | 1225 (n=12) | 11524 (n=12)
v # # #
Woche 10 | 457.7 (n=8) | 14248 (n=12) | 1326 (n=12) | 13246 (n=12) | 1357 (n=12)
W h 14 \v v V# #+ A
oche 11747 (n=8) | 1377 (n=12) | 1324 (n=12) | 12745 (n=12) | 1116 (n=9)
Vv v #+ #+
Woche 18 | 1545 (n=7) | 13745 (n=11) | 14024 (n=12) | 12445 (n=12) | 12346 (n=9)
W h 22 v V# #+ V+ A
oche 13049 (n=7) | 12045 (n=11) | 111+4 (n=12) | 1308 (n=12) | 119+8 (n=9)
w he 30 v V#+ V#+
oche 12844 (n=7) | 1244 (n=11) | 12246 (n=12) | 10825 (n=11) | 104+4 (n=8)
v # # #
Woche 38 | 1105 (n=7) | 12146 (n=10) | 1155 (n=11) | 11346 (n=11) | 1104 (n=8)
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