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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Gegenstand der Arbeit

Frihere Untersuchungen zeigten, dass Dopamin bei der Ausbildung der
diabetischen Hyperfiltration eine Rolle spielt. Die diabetische Hyperfiltration
stellt einen entscheidenden Risikofaktor far die frhe Entwicklung einer
diabetischen Nephropathie dar. In der vorliegenden Arbeit wird sowohl an
einem diabetischen normotensiven, als auch hypertensiven Rattenmodell der
Einfluss von Benserazid, einem Decarboxylasehemmer, der die Umwandlung
von L-Dopa zu Dopamin verhindert, auf die Nierenfunktion hin Uberprift.
Weiterhin wird die Beteiligung des Dopamin Ds-Rezeptors an der Ausbildung
einer glomerularen Hyperfiltration, sowie der Regulation des renalen Salzhaus-
haltes, mittels des Einsatzes von 7-Hydroxy-DPAT, einem Ds-Rezeptor-
agonisten, untersucht. Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden sowohl

an wachen, als auch narkotisierten Ratten durchgefihrt.

1.2  Allgemeine Grundlagen

1.2.1 Die Niere: Nephron, Glomerulum, Glomerulare Filtrationsrate

Die kleinste Funktionseinheit der Niere stellt das Nephron dar, welches aus
einem Glomerulum mit Bowmanscher Kapsel und dem Tubulussystem besteht.
Die Glomeruli setzten sich aus Kapillarkonvoluten zusammen, denen Uber das
Vas afferens rund 1,2 Liter Blut pro Minute zugefihrt wird. Der Abtransport des
Blutes wird Uber das Vas efferens, eine postkapillare Arteriole, gewahrleistet.
Die Regulation der Durchblutung erfolgt durch die dem Glomerulum vor-
beziehungsweise nachgeschalteten Arteriolen, die sich durch Anderung ihres
GefaBwiderstandes dem aktuellen Blutdruck anpassen. Somit wird der renale
Blutfluss bei systolischen Blutdruckwerten zwischen 90 und 180 mmHg
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konstant gehalten. Dadurch bleiben der glomerulare Perfusionsdruck konstant
bei etwa 50 mmHg und die glomerulare Filtrationsrate (GFR) weitgehend
unabhangig von kurzfristig auftretenden Blutdruckschwankungen.

Die GFR ist definiert als das pro Zeiteinheit in der Niere gebildete Primarfiltrat
und betragt rund 180 Liter pro Tag. Die Bildung dieses Ultrafiltrates findet im
Glomerulum statt, das aufgrund seines dreischichtigen Aufbaues eine
Filterwirkung aufweist. Die drei Schichten setzen sich wie folgt von innen nach
auBen zusammen:

- Endothelschicht der Glomerulumkapillaren, die Poren mit einer GrdBe

von 50-100 nm aufweisen

- Basalmembran

- Epithel der Bowmanschen Kapsel, wobei die Epithelzellen (Podozyten)

mit ihren fuBférmigen Zytoplasmaauslaufern den Kapillarschlingen auf-

sitzen und miteinander interdigitierend verzahnt sind und damit

Filtrationsschlitze bilden.
Neben der Filterflache wird die glomerulare Filtrationsrate auBerdem von der
hydraulischen Leitfahigkeit und dem effektiven Fitrationsdruck, der sich aus den
hydrostatischen und onkotischen Druckunterschieden zwischen glomerularer
Kapillare und umgebenden Gewebe errechnet, mitbestimmt.
Nach der Abfiltration des Primarharns in die Bowmansche Kapsel gelangt
dieser am Harnpol in den proximalen Tubulus, wo konstant etwa 65 % des
Ultrafiltrates, darunter ungefahr 60 % Natrium und Wasser, gut die Halfte des
Chlorids und mehr als 90 % der Glukose, riickresorbiert werden. In der sich
anschlieBenden Henleschen Schleife wird ca. 1/4 des filtrierten Wassers vor
allem im absteigenden Ast reabsorbiert, wobei im relativ wasserundurchlés-
sigen, dicken aufsteigenden Anteil der Schleife 20-25 % des filtrierten NaCl
reabsorbiert wird. Ein Gegenstrommechanismus zwischen Henlescher Schleife
und dem Interstitium erzeugt einen osmotischen Gradienten, der die Harn-
konzentrierung im Sammelrohr ermdglicht. Im Anschluss an die Henlesche
Schleife passiert der Harn den distalen Tubulus, in welchem die Wasser- und
NaCl-Reabsorption, wie auch im sich anschlieBenden Sammelrohr, unter
hormonaler Kontrolle (ADH fir eine erhdhte Wasserrickresorption und
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Aldosteron fur eine Resorption von Natrium) steht. In der Wand des distalen
Tubulus, in direktem Kontakt zu dem eigenen Glomerulum, liegt die zum
juxtaglomerularen Apparat gehérende Macula densa. Diese spezialisierten
Zellen spielen fur die Regulation der glomerularen Durchblutung und des
Filtrationsdruckes eine entscheidende Rolle, indem Uber sie die Natrium-
konzentration im Tubulusharn ermittelt wird. So zieht die Registrierung geringer
Mengen an Natrium an der Macula densa eine Vasodilatation des Vas afferens
nach sich, was mit einer Durchblutungssteigerung des Glomerulum und somit
einem GFR-Anstieg einhergeht. Weiterhin flhrt eine verminderte luminale NaCl-
Konzentration zu einer Zunahme der in den epitheloiden Zellen des juxta-
glomerularen Apparates produzierten Reninmenge. Eine Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems hat wiederum eine Widerstandserh6hung der
efferenten Arteriole zufolge, wobei die Filtrationsfraktion ansteigt. Bei einer
Erhdhung der Natriumkonzentration kann der umgekehrte Effekt beobachtet

werden.

1.2.2 Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus, wortlich Ubersetzt ,honigstBer Durchfluss®, stellt mit
einer Pravalenz von etwa 1 % eine der haufigsten endokrinen Stoffwechsel-
stérungen dar, die sich vordergriindig vor allem durch einen erhéhten Blut- und
Urinzucker auszeichnet. Dabei ist durch die unzureichende Insulinwirkung nicht
nur der Kohlenhydratstoffwechsel, sondern auch der Fett- und EiweiB-
stoffwechsel gestért. Bedingt durch die unterschiedliche Entstehungsart des
Insulinmangels ergeben sich pathogenetisch verschiedene Diabetesformen,
wobei der Typ 1 Diabetes mit ca. 10 % und der Typ 2 Diabetes mit ca. 90 % die
beiden haufigsten Formen darstellen. Der Typ 1 Diabetes, der vorwiegend im
Kinder- und Jugendalter auftritt, geht mit einer autoimmunen B-Zellzerstérung
des Pankreas einher, die gewdhnlich zu einem absoluten Insulinmangel flhrt.
Dabei scheint fur diese autoimmune Entgleisung eine genetische Pradisposition
als sehr wahrscheinlich, die mit einem bestimmten HLA-Muster (HLA-DR 3 und
HLA-DR 4) korreliert. Der Typ 2 Diabetes der meist erst im héheren Lebensalter

auftritt, ist durch eine Insulinresistenz der peripheren Gewebe, sowie einer in-
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adaquaten Insulinsekretion (relativer Insulinmangel) charakterisiert. Ursachlich
daflr stehen wie auch beim Typ 1 Diabetes genetische Defekte, wobei darunter
unter anderem der als MODY (maturity onset diabetes of the young) be-
zeichnete Diabetes (ca. 1 % der Diabetiker) fallt, sowie Umweltfaktoren wie

Bewegungsmangel und Adipositas.

Unter dem Insulinmangel kommt es aufgrund der verminderten Glukose-
aufnahme in die Zellen zu einer Steigerung der Glykogenolyse und
Glukoneogenese in der Leber, die einen Blutzuckeranstieg begriinden. Uber-
steigt die Glukosekonzentration im Serum die so genannte Nierenschwelle, die
bei einem gesunden Erwachsenen zwischen 150-180 mg/dl liegt, so ist die
Ruckresorptionskapazitat im proximalen Tubulus erschdpft, und es kommt zur
Ausbildung einer Glukosurie. Diese bedingt durch ihre osmotische Wirkung eine
Polyurie und damit auch eine ausgepragte Polydipsie. Zum anderen kann bei
anhaltendem Insulinmangel eine Zunahme der Lipolyse, die mit einer ver-
starkten Bildung von Azetyl-CoA und damit auch Ketonkdrperproduktion in der
Leber einhergeht, beobachtet werden. Da die Fahigkeit der Nieren zur Keton-
kérperausscheidung limitiert ist, steigt die Konzentration dieser Sduren im Blut
an, was zu einer metabolischen Azidose fuhrt. Die metabolische Azidose kann
zun&chst respiratorisch kompensiert werden. Dabei korreliert die respiratorische
Kompensation mit dem klinischen Bild der so genannten ,Kussmaulatmung®.
Bei einem schweren Insulinmangeln mit nicht kompensierbarer Azidose kann es
jedoch zur Ausbildung eines lebensbedrohlichen ketoazidotischen Komas
kommen. Weiterhin findet man zusatzlich eine gesteigerte Proteolyse, die mit

einem Gewichtverlust einhergeht.

Zu den Sekundarerkrankungen des Diabetes mellitus gehéren zum einen
makroangiographische Veranderungen (Arteriosklerose der groBen und
mittleren GefaBe) wie koronare Herzkrankheiten, zerebrale Durchblutungs-
stérungen (TIA, Schlaganfélle) und arterielle Verschlusskrankheiten (AVK). Zum
anderen finden sich Mikroangiopathien, die durch verstarkte Glykosylierungs-

prozesse von Proteinen, Anderungen der Zusammensetzung der Basal-
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membran und Anhaufung von Sorbit in bestimmten Zelltypen charakterisiert
sind. Pathologische Veranderungen, die sich daraufhin ergeben, kénnen am
Auge (Retinopathie), am Nervensystem (Neuropathie) und an der Niere
(Nephropathie) beobachtet werden. Dabei soll in der vorliegenden Arbeit der
diabetischen Hyperfiltration, die nach Mogensen und Rudberg einen ent-
scheidenden Risikofaktor fir die frihe Entwicklung der diabetischen Nephro-
pathie darstellt (Mogensen et al., 1986; Rudberg et al., 1992), besondere
Beachtung geschenkt werden. Hierbei stellte die gemessene renale Albumin-
exkretionsrate das MaB fur die diabetische Nephropathie dar. In einer weiteren
Studie von Rudberg wurden morphologische Veranderungen an der Niere, wie
eine Verdickung der Basalmembran und eine Erweiterung des Mesangiums,
sowie Matrixraumes mit einer hohen glomerularen Filtrationsrate (GFR) in Ver-
bindung gebracht (Rudberg et al., 1997). Andere Autoren jedoch messen der
GFR eine geringere Rolle als Risikofaktor fur die Ausbildung der diabetischen
Nephropathie bei, wobei diese in der Albuminexkretionsrate und dem Blutdruck
die Hauptrisikofaktoren sehen (Jones et al., 1996).

1.2.3 Zeitverlauf der diabetischen Nephropathie

Unter die Bezeichnung der diabetischen Nephropathie (DN) fallen die Kimmel-
stiel-Wilson Glomerulosklerose als fir den Diabetes mellitus charakteristische
nodulare Glomerulosklerose, die bei Diabetikern 4- bis 5-mal haufiger auf-
tretende Pyelonephritis und arteriosklerotische Veranderungen (Mertz et al.,
1976). Dabei wird die DN als die haufigste Ursache der terminalen Nieren-
insuffizienz angesehen. Nach O’Donnell entwickeln 35-40 % aller Typ 1
Diabetiker im Laufe ihres Lebens eine terminale Niereninsuffizienz (O'Donnell
et al.,, 1988; Jones et al., 1995). Der immer haufiger auftretende nicht-
insulinabhangige Diabetes (Typ 2 Diabetes) stellt mittlerweile die Hauptursache
der terminalen Niereninsuffizienz und damit Dialysepflichtigkeit dar (Ismail et al.,
1999). Ursachlich fir den rapiden Anstieg der dialysepflichtigen Diabetiker in
Deutschland steht zum einen die unzureichende medizinische Behandlung, wie
antihypertensive Therapie mittels ACE-Inhibitoren und zum anderen die unzu-
reichenden engmaschigen Kontrollen des HbAi;, Blutdruckes und LDL-
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Cholesterinspiegels (Keller et al., 2000). Dabei konnte in einer prospektiven
Studie gezeigt werden, dass durch eine optimale Einstellung des Blutzuckers
die Mikroalbuminurierate um 30 % verringert werden kann (UKPDSG, 1998).
Laut der CODE-2 Studie (Costs of Diabetes in Europe-Type 2) lagen allein die
Kosten im Jahre 1998, die durch den Typ 2 Diabetes in Deutschland verursacht
wurden, um die 31.4 Milliarden DM (Liebl et al., 2001). Aus diesen Grinden
sind VorbeugungsmaBnahmen sowie eine Behandlungsoptimierung unabding-
bar.

Die DN wird in 5 Stadien unterteilt:

Stadium 1: zum Zeitpunkt der Diagnosestellung besteht eine Hypertrophie der
Nieren, sowie eine Erhdhung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und des
renalen Plasmaflusses. Es kommt zur frihen diabetischen glomerularen Hyper-
filtration.

Stadium 2: Wé&hrend der klinisch stummen Phase, die ca. 2 bis 5 Jahre nach
Diagnosestellung auftritt, kommt es zur Ausbildung von morphologischen Ver-
anderungen an der Niere, beispielsweise zu einer Verdickung der glomerularen
Basalmembran und zu einer Expansion des Mesangiums.

Stadium 3: Innerhalb des Stadiums der beginnenden Nephropathie ist neben
der Mikroalbuminurie (Albuminausscheidung 20-200 pg/min) ein Blutdruckan-
stieg zu beobachten. AuBerdem besteht nur noch eine leicht erhéhte GFR mit
abnehmender Tendenz.

Stadium 4: Die klinisch manifeste Nephropathie ist gekennzeichnet durch eine
persistierende Proteinurie (Albuminausscheidung >200 pg/min), sowie eine
arterielle Hypertonie in 60 % der Falle. Zusatzlich ist eine weitere stetige Ab-
nahme der GFR zu erkennen.

Stadium 5: Nach einem Zeitintervall von ca. 15 bis 30 Jahren kommt es zur
Ausbildung des Stadiums der terminalen Niereninsuffizienz. Diese zeichnet sich
durch eine Erhéhung des Serumkreatinins und eine Abnahme der GFR auf
weniger als 10 ml/min aus. Innerhalb dieses Stadiums kann auch die fir den
Diabetes mellitus charakteristische nodulare Glomerulosklerose vom Typ Kim-
melstiel-Wilson festgestellt werden, die mit einer Basalmembranerweiterung

sowie MesangiumvergréBerung einhergeht (lbrahim et al., 1997).
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1.2.4 Arterielle Hypertonie

Die Pravalenz des Hypertonus liegt in den Industrielandern bei 10-20 % der
Gesamtbevélkerung und steigt mit zunehmendem Lebensalter. Dabei erfolgt die
Einteilung der Hypertonie nach JNC (Joint National Committee on Detection,
Education and Treatment of High Blood Pressure, 1984), in der eine milde
Hypertonie im Stadium 1 systolische Werte zwischen 140-159 mmHg und dias-
tolische zwischen 91-99 mmHg aufweist. Bei 90-95 % lasst sich keine Ursache
fur die Blutdruckerhéhung finden (essentielle, primare Hypertonie). Dabei
spielen fir die Entstehung der essentiellen Hypertonie genetische Faktoren,
sowie Umwelteinfliisse wie Kochsalzkonsum (Kochsalzkonsum in den west-
lichen Industrielandern liegt bei 10-15 g/d), Adipositas, fettreiche Kost mit einem
hohen Anteil an Cholesterin und gesattigten Fettsduren, psychischer Stress,
Rauchen und Alkohol eine entscheidende Rolle. Die primare Hypertonie wird
haufig zusammen mit Adipositas und einem gestérten Glukose- und Fettstoff-
wechsel, wie es beim Typ-2-Diabetes zu beobachten ist, angetroffen. Dieser
Symptomenkomplex wird als metabolisches Syndrom, oder auch ,Wohlstands*-
Syndrom zusammengefasst. Somit scheint die Insulinresistenz der Fett-,
Muskel- und Leberzellen, die Folge einer chronischen Uberernahrung und damit
Hyperinsulindmie darstellt, in dem Geschehen von zentraler Bedeutung zu sein.
Insulin fGhrt dabei Gber seinen antinatriuretischen Effekt zu einer gesteigerten
Salz- und Wasserretention, was mit einer Erh6hung des intravasalen Volumens
einhergeht. Die Volumenexpansion hat aufgrund der Autoregulation der arteriel-
len WiderstandsgefaBe eine periphere Widerstandserh6hung und damit Stei-
gerung des Blutdruckes zur Folge. Weiterhin wird dem Insulin ein zellproliferati-
ver Effekt zugesprochen, der flr die bei der Hypertonie zu beobachtenden
Hypertrophie der GefaBmuskelzellen verantwortlich gemacht werden kénnte.
Zum anderen unterstltzt ein chronisch erhéhter Insulinspiegel die vermehrte
Freisetzung von Triglyzeriden aus der Leber, was einen Risikofaktor fur die
Ausbildung von arteriosklerotischen Veranderungen des GefaBsystems dar-
stellt. Die Folgeschaden, die sich durch eine Hypertonie ergeben, betreffen zum
einen das GefaBsystem durch frihzeitige arteriosklerotische Veréanderungen,
die 50-60 % der Hypertoniker entwickeln. Dabei kommt es zur Ausbildung von
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koronaren Herzkrankheiten, hypertensiven Retinopathien, zerebralen Ischamien
und Hirninfarkten. Zum anderen fUhren strukturelle Umbauvorgénge zu Kompli-
kationen einer Linksherzhypertrophie, Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen
sowie Aortendissektionen. Bei Blutdruckwerten > 230/130 mmHg liegt ein so
genannter hypertensiver Notfall vor, der durch eine vitale Gefahrdung gekenn-
zeichnet ist. Diese &ussert sich in Organschadigungen mit Ausbildung eines
Lungenédems, akutem Nierenversagens oder zerebralen Massenblutungen.
Weiterhin stellt die chronisch arterielle Hypertonie die Ursache fur 10-15 % aller
chronisch dialysepflichtigen Patienten dar. Die hypertensive Nephropathie wird
dabei in 3 Stadien unterteilt. Im ersten Stadium findet sich mit einer Albumin-
ausscheidung zwischen 30-300 mg/d eine Mikroalbuminurie, wobei sich die be-
nigne hypertensive Nephrosklerose (Stadium 2) mit einer Albuminurie (> 300
mg/d) auBert. Im dritten Stadium trifft man auf eine Arterio-arteriosklerotische
Schrumpfniere mit Niereninsuffizienz. Die Hypertonie kann jedoch auch das
Fortschreiten anderer Nierenerkrankungen, wie die diabetischen Nephropathie,
beschleunigen. Aus diesem Grund ist eine Optimierung des Blutdruckes bei
Diabetikern auf Werte < 130/80 mmHg erstrebenswert. Bei 5-10 % ist die
Ursache der Hypertonie bekannt (sekundare Hypertonie). Man unterscheidet
zwischen einer renalen (Nierenarterienstenose, Nierentumoren), endokrinen
(primérer Hyperaldosteronismus oder auch Conn-Syndrom, Phdochromozytom,
Cushing-Syndrom) und kardiovaskularen (Aortenisthmusstenose) Hypertonie
(Renz-Polster et al., 2004).

1.3  Bisheriger Kenntnisstand

1.3.1 Struktur und Stoffwechsel des Dopamins

Die aromatische Aminosaure Tyrosin, die durch die Phenylalaninoxidase aus
dem essentiellen Phenylalanin gebildet wird, stellt den Ausgangspunkt fir die
Biosynthese der Katecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin dar. Das
erste an der Katecholaminbiosynthese beteiligte Enzym ist die Tyrosin-
hydroxylase, die die Bildung von L-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa) aus Tyrosin
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bewerkstelligt. Im darauffolgenden Schritt wird diese Uber die aromatische L-
Aminosaurendecarboxylase zu  Diphydroxyphenylamin  (Dopamin) de-
carboxyliert. Das fir die Bildung von Noradrenalin bendtigte Enzym ist eine
Monooxygenase, die Dopamin-B-Hydroxylase. Mit Hilfe der Phenylethanolamin-
N-methyltransferase erfolgt schlieBlich als letzte Reaktion die N-Methylierung
von Noradrenalin zu Adrenalin. Die Katecholamine werden dabei in
spezifischen Granula sowohl in sympathischen Nervenendigungen, als auch
dem Nebennierenmark gespeichert. Die Katecholaminsekretion erfolgt mittels
Exozytose, indem die Sekretgranula zur Zellmembran wandern, mit dieser ver-
schmelzen und der Granulainhalt durch calciumvermittelte Depolarisation nach
auBen, in den synaptischen Spalt, abgegeben wird. Die Inaktivierung erfolgt
entweder Uber eine prasynaptische Wiederaufnahme, oder aber durch einen
kombinierten Oxidations- und Methylierungsprozess. Die am Abbau der
Katecholamine zu biologisch inaktiven Produkten beteiligten Enzyme sind die
Monoaminooxidase (MAO) und die Katechol-O-methyltransferase (COMT).
Dabei entsteht das mit dem Harn ausgeschiedene Endprodukt, die 3-Methoxy-
4-Hydroxymandelsaure (Vanilinmandelsaure) (Loffler und Petrides, 1997). Es
wird davon ausgegangen, dass renales Dopamin mittels einer L-Amino-
saurendecarboxylase (L-AADC), die in einer hohen Konzentration vor allem in
den proximalen Tubuluszellen zu finden ist, aus L-Dopa gewonnen wird (Baines
et al., 1980; Hayashi et al., 1990). L-Dopa wird dabei nach seiner glomerularen
Filtration Uber apikale Natrium-abhangige Transporter in das Zytoplasma der
proximalen Tubuluszellen aufgenommen (Baines et al., 1990).

1.3.2 Wirkungen von Dopamin im Organismus

Der Neurotransmitter Dopamin spielt Uber zentrale D,-Rezeptoren im ZNS eine
wichtige Rolle. Dabei kommt es durch eine Atrophie melaninhaltiger Zellen in
der Substantia nigra zu einer Stérung der nigrostriatalen Bahnen und in Folge
dessen zu einem Dopaminmangel im Striatum. Das Striatum stellt zusammen
mit dem Pallidum die Kerne der Basalganglien im Marklager des GroBhirns dar,
die in ihrem Zusammenspiel eine wichtige Funktion bei der zentralnervésen

Regulation der Motorik Ubernehmen. Aus diesem Ungleichgewicht der
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Neurotransmitter im Regelkreis ergibt sich das klinische Bild des Morbus
Parkinson, der durch die Trias Tremor, Rigor und Akinese charakterisiert ist.
Gegenteilig dazu wird dem psychiatrischen Krankheitsbild der Schizophrenie
eine Uberaktivitat der in das limbische System projizierenden dopaminergen
Systeme zugeschrieben. Auf diese Annahme basiert auch die effektive und
gangige Therapie der Schizophrenie mittels Neuroleptika, die eine Blockade
von Dopamin-Rezeptoren verursachen (Masuhr und Neumann, 1998; Trepel,
1999). Dem dopaminergen System wird ebenso eine Rolle im Brechzentrum,
welches in der Formatio reticularis der Medulla oblongata lokalisiert ist, zu-
geschrieben. Weiterhin ist Dopamin an der Steuerung emotionaler, als auch
kognitiver Funktionen sowie an der Hormonsynthese und -freisetzung (Hem-
mung der Prolactinausschittung im Hypophysenvorderlappen) beteiligt (Jose et
al., 1992; Missale et al., 1998).

In der Peripherie nimmt Dopamin tber Di-Rezeptoren und a-Adrenozeptoren
Einfluss sowohl auf die Darmmotilitat, als auch die Nierendurchblutung. Das
endogene Dopamin wird dabei unter anderem als natriuretisches Hormon
diskutiert, wobei die vermehrte, Dopamin-induzierte Natriumausscheidung Gber
den Di-Rezeptorsubtyp angenommen wird (Baines et al.1986). Am Herzen
zeigt Dopamin eine positiv inotrope Wirkung, die auf einer Stimulierung von B1-
Rezeptoren beruht. Welcher Rezeptortyp vorwiegend auf Dopamin anspricht ist
dabei dosisabhangig. Bei geringer Dosierung (1-3 pg/kg/min) kommt es zu einer
Stimulation von Di-Rezeptoren, die eine Verbesserung der Nieren- und
Mesenterialdurchblutung und damit auch eine Steigerung der GFR und Diurese
zur Folge hat. In mittlerer Dosierung (4-8 pg/kg/min) besteht eine direkte
sympathomimetische Wirkung Uber eine Stimulation von B1-Rezeptoren, die mit
einer kardialen Wirkung, sowie auch mit einer vermehrten Reninfreisetzung aus
der Niere und damit sekundar mit einer verstarkten Natriumrtckresorption ein-
hergeht. In hoher Dosierung (> 8-10 pg/kg/min) findet man eine Wirkungs-
umkehr durch Stimulation von a-Rezeptoren, die sich in einer Vasokonstriktion
mit Blutdruckanstieg und einer Verminderung der Nieren- und Mesenterial-
durchblutung und damit reduzierten Diurese bemerkbar macht. Die Rolle und
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Wirkung des renalen Dopamins, welches in den proximalen Tubuluszellen
synthetisiert wird (Hayashi et al., 1990) ist noch nicht vollstandig geklart. Dabei
konnte gezeigt werden, dass es durch eine systemische Protein- oder Amino-
saureaufnahme zu einer Erhéhung des renalen Blutflusses (RPF) und der GFR
kam (Meyer et al., 1983). In weiteren Arbeitsgruppen konnte zusatzlich neben
einer GFR-Steigerung als Antwort auf eine erhéhte Proteinzufuhr, eine gleich-
sinnige Veranderung der Dopaminexkretionsrate beobachtet werden (Williams
et al., 1986; Muhlbauer und Osswald, 1992). Einer Studie der Arbeitsgruppe
Hayashi zufolge fiihrt ebenfalls eine erhéhte systemische Salzzufuhr zu einer
Steigerung der mit dem Urin ausgeschiedenen Dopamin- und Natrium-
konzentration (Hayashi et al., 1992). Spater wurde als Mechanismus flr diesen
natriuretischen Effekt eine Hemmung der Na*-K*-ATPase (ber den D-Rezeptor
angenommen (lbarra et al.,, 2002). Entgegen dieser Beobachtung zeigten
weitere tierexperimentelle Studien an Ratten keine Abhéangigkeit der renalen
Dopaminproduktion von der systemischen Salzzufuhr (Mihlbauer und Osswald,
1992; Luippold et al., 2000).

1.3.3 Dopaminrezeptoren

Anfang der 70-iger Jahre konnte durch einige Studien festgestellt werden, dass
die vom Dopamin dbernommenen physiologischen Funktionen unméglich Gber
nur einen Rezeptortyp gesteuert werden konnten. Abhangig von der unter-
schiedlichen Wirkung der Dopaminrezeptoren auf die Adenylatcyclase, die zur
Signaltransduktion dient, kam es schlieBlich zu einer Unterteilung in zentrale
Ds- und D»-Rezeptoren. Spéater konnten durch molekularbiologische Unter-
suchungen weitere zentrale Rezeptorsubtypen ermittelt werden, die abhangig
von ihren pharmakologischen Eigenschaften in zwei Unterfamilien eingeteilt
wurden (Sibley und Monsma, 1992; Seeman und Van-Tol, 1994). Der Dj-
Rezeptor und der Ds-Rezeptor wurden dabei der Di-Unterfamilie (D1-ahnliche)
zugeordnet. Weiterhin wurden in die D-Unterfamilie (D2-ahnliche) die D2-, Ds-
und D4-Rezeptoren mit eingeschlossen (Jose et al.,, 1992). Durch die Stimu-
lation eines Rezeptors, der der D1-Familie angehért kommt es zu einer, Uber ein

heterotrimeres G-Protein vermittelten, Aktivititszunahme der auf der Innenseite
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der Zellmembran lokalisierten Adenylatcyclase (AC). Dieser Vorgang fuhrt zu
einer vermehrten Bildung von cAMP, einem second messenger, der ein extra-
zellulares Signal in Stoffwechseldnderungen der Zielzelle umsetzt. Das cAMP
ist wiederum seinerseits fur die Aktivierung der Proteinkinase A zustandig. Die
Proteinkinase A ist an einer Reihe von Phosphorylierungsprozessen in der Zelle
beteiligt. Weiterhin wird der dem Dopamin zugesprochene natriuretische Effekt
tber den Di-Rezeptor angenommen, Uber den es zu einer Aktivierung der
Phospholipase C kommt, die wiederum ihrerseits spezifisch das Membranlipid
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat (PIP2) hydrolisiert. Dabei kommt es zur
Aktivierung von Diacylglycerin und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3), die einer-
seits die Freisetzung von Calcium beglnstigt und andererseits eine Stimulie-
rung der Proteinkinase C nach sich zieht. Die Proteinkinase C vermittelt eine
Phosphorylierung der tubular gelegenen basolateralen Na*/K*-ATPase, die mit
einer Hemmung der Natriumaufnahme einhergeht (lbarra et al., 2002). Fir die
D»-Rezeptor-Familie wurde ein inhibitorischer Effekt auf die AC sowie Einflisse
auf weitere Signaltransduktionswege angenommen (Kebabian und Calne,
1979). AuBerdem wird eine Stimulation von K*- und Ca®-Kanalen diskutiert
(Amenta et al., 2001). Spater konnte dann unter Verwendung selektiver Dopa-
minagonisten und -antagonisten die Existenz von peripher gelegenen
Rezeptoren festgestellt werden. Diese wurden, um sie von den zentralen
Rezeptoren zu unterscheiden, als DA+- und DA,-Rezeptoren bezeichnet (Gold-
berg und Kohli, 1983). In weiteren Untersuchungen wurden die funf, zun&chst
im ZNS aufgefundenen Dopaminrezeptorsubtypen (D+-Ds), auch in der Niere er-
mittelt (Missale et al., 1998), so dass man mittlerweile auch hier zwischen D1-
ahnlichen- und D2-ahnlichen-Rezeptoren unterscheidet. Die Lokalisationen der
Dopaminrezeptorsubtypen im Organismus sind unterschiedlich. Rezeptoren der
D-Familie wurden im juxtaglomerularen Apparat, sowie an den apikalen als
auch basolateralen Seiten der proximalen und distalen Tubuli aufgefunden.
Auch in den Sammelrohren und der Tunica media der glatten Muskulatur der
NierengefdBe konnten Di-Rezeptoren nachgewiesen werden (O"Connell et al.
1995). Der D,-Rezeptor wurde neben dem ZNS auch in den renalen Tubuli, in
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den Glomeruli, sowie in der renalen GefaBmuskulatur und in sympathischen
Nervenendigungen gefunden (Hussain und Lokhandwala, 1998).

1.3.4 Dopamin D3;-Rezeptor

Um das Jahr 1990 wurde ein neuer Dopamin-Rezeptor aus dem Gehirn von
Ratten kloniert. Da dieser sich mdglicherweise in der Lokalisation, Sequenz und
Pharmakologie von den D+- und D,-Rezeptoren unterscheidet, wurde er als
Dopamin Ds-Rezeptor bezeichnet. Der Ds-Rezeptor ist aus 7 trans-
membranaren Domanen aufgebaut und kénnte damit zu der Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren gehdren. Dabei liegt die Gesamthomologie mit
dem D»-Rezeptor bei 52 %, wobei sich diese bei alleiniger Betrachtung der
transmembrandren Domanen auf 78 % erhéht. Der humane Ds-Rezeptor, be-
stehend aus 400 Aminosauren, erwies sich als weitgehend homolog zu dem der
Ratten, der sich aus 446 Aminosauren zusammensetzt (Sokoloff et al., 1992).
Weiterhin wurde das humane Ds;-Rezeptorgen der q13.3-Bande des Chromo-
soms 3 zugeordnet (Giros et al., 1990; Le Coniat et al., 1991), wohingegen die
D+- und Do-Rezeptoren auf dem Chromosom 5 und 11 lokalisiert sind (Grandy
et al., 1989; Zhou et al., 1990). Exprimiert wurde der D3-Rezeptor zum einen im
ZNS, wobei sich eine besonders hohe Rezeptordichte in den Islands of Calleja
und dem limbischen System, wie dem Hippocampus und dem Corpus
amygdaloideum, zeigte. Zum anderen konnten Dz-Rezeptoren in den Kernen
der Basalganglien (Striatum und Substantia nigra) und im Tuberculum
olfactorium aufgefunden werden (Gehlert et al., 1992; Suzuki et al., 1998).
Weiterhin konnte durch Lasionsuntersuchungen mittels des neuronalen Toxins
6-Hydroxydopamin festgestellt werden, dass sowohl die D»- als auch Ds-
Rezeptoren von dopaminergen Neuronen exprimiert werden und demzufolge
eine Funktion als Autorezeptor Ubernehmen. Somit wird eine Beteiligung des
Ds-Rezeptors an der Feedback-Kontrolle der dopaminergen Funktion, die mit
einer Regulation der Dopaminsynthese und -freisetzung, sowie neuronalen
Aktivitat einhergeht, als sehr wahrscheinlich angesehen (Sokoloff et al., 1990).
Auf diese Beobachtung hin wird dem Ds-Rezeptor eine bedeutende Rolle bei

der Entstehung und Behandlung von neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie
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der Schizophrenie und dem Morbus Parkinson zugeschrieben (Shafer et al.,
1998). Peripher wurde der Ds-Rezeptor unter anderem in der Niere lokalisiert.
Dabei konnten Ds-Rezeptoren an der apikalen Seite der proximalen und
distalen Tubuli, sowie in den Podozyten der Glomeruli und der glatten
Muskulatur der Nierenarterien gefunden werden (O'Connell et al., 1998). In
anderen Arbeiten wurde der Ds-Rezeptor weiterhin im juxtaglomeruldren Ap-
parat lokalisiert (Sanada et al., 1997). Versuche an Ratten zeigten unter
Verwendung eines Dopamin Ds-Rezeptor Agonisten, dem 7-Hydroxy-DPAT,
eine Steigerung der GFR sowie Natriumexkretion und eine Diurese (Luippold et
al., 1998). Weiterhin konnte in darauffolgenden Arbeiten die postglomerulare
Vasokonstriktion als méglicher Mechanismus fur die durch den Ds-Rezeptor-
agonisten ausgeldste Steigerung der GFR in Betracht gezogen werden. Diese
renalen hamodynamischen Veranderungen konnten nicht durch eine Vor-
behandlung mittels Do-Rezeptorantagonisten (S(-)-Sulpirid) beeinflusst werden,
wurden jedoch unter Inhibierung des Ds-Rezeptors durch U-99194A unterdriickt
(Luippold et al., 2000).

1.3.4.1 Dopamin D3-Rezeptor und diabetische Hyperfiltration

Es wird davon ausgegangen, dass Dopamin an der Regulation der
glomerularen Filtrationsrate beteiligt ist. Diese Annahme ist in Hinblick auf die
zeitliche Entwicklung der diabetischen Nephropathie von besonderer Be-
deutung, da fur deren Ausbildung die frihe diabetische Hyperfiltration einen
entscheidenden Risikofaktor darstellen soll (Mogensen et al., 1986). Unter Ver-
abreichung von Aminosaurelésungen, die die Dopaminvorstufen L-Tyrosin und
L-Phenylalanin enthielten, konnte sowohl eine Steigerung der glomerularen
Filtrationsrate (GFR), als auch eine erhdhte renale Dopaminexkretionsrate beo-
bachtet werden (MUhlbauer et al., 1997). In weiteren Studien wurde auch unter
Einsatz von Quinpirol, einem Dopamin D,-Rezeptoragonisten, ein Anstieg der
GFR dokumentiert. Weiterhin konnte unter Verwendung eines sowohl peripher
als auch zentral wirkenden D,-Rezeptorantagonisten, dem S(-)-Sulpirid, und
dem selektiv peripher wirkenden Domperidon eine Aufhebung der aminosaure-
bedingten Hyperfiltration erzielt werden (Luippold et al., 1998). Auch der De-
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carboxylasehemmer Benserazid, der die Umwandlung von L-Dopa zu Dopamin
unterdriickt, fihrte dazu, dass die Aminosaure-induzierte Hyperfiltration ver-
hindert werden konnte (MUhlbauer et al., 1993). Weiterhin wurde in der eigenen
Arbeitsgruppe der Effekt eines selektiven Ds-Rezeptorantagonisten, dem BSF
135170, auf die diabetische Hyperfiltration hin untersucht. Dabei kam es zu
einer Normalisierung der durch den Diabetes verursachten gesteigerten GFR
(Luippold et al., 2005). In anderen Arbeiten wurde gegensatzlich dazu bei
Hunden unter Verwendung eines hochspezifischen D,-Rezeptorantagonisten,
dem YM-09151, sowohl eine Diurese, Natriurese als auch Steigerung der GFR
und des renalen Plasmaflusses (RBF) beobachtet (Siragy et al., 1990). Weiter-
hin zeigte sich in derselben Arbeitsgruppe kein Effekt des D,-Rezeptor-
agonisten Quinpirol auf die renale hdmodynamische Funktion und auf die
renale Elektrolytausscheidung (Siragy et al., 1992). Auf diese Beobachtungen
hin stellte sich nun die fur die vorliegende Arbeit zentrale Frage: Ist es moglich
mittels des Einsatzes von Benserazid die diabetische Hyperfiltration zu ver-

hindern?

1.3.4.2 Dopamin Ds-Rezeptor und arterielle Hypertonie

Wie schon in Kapitel 1.3.4 beschrieben, flhrt die arterielle Hypertonie zu einer
Reihe von Folgeschadigungen wie koronaren Herzkrankheiten und zerebralen
Ischamien. Dabei stellt die genetische Pradisposition nicht die einzige Ursache
fur die Ausbildung der essentiellen Hypertonie dar. Das Katecholamin Dopamin,
welches Uber verschiedene Dopaminrezeptorsubtypen im zentralen als auch
peripheren Nervensystem, sowie der glatten GefaBmuskulatur, dem Herz und
der Niere an der Regulation der kardiovaskularen Funktionen beteiligt ist, nimmt
auch eine zentrale Stellung in der Entstehung der arteriellen Hypertonie ein.
Dabei wird dem dopaminergen System im zentralen Nervensystem (ZNS) eine
Mitbeteiligung an der systemischen Blutdruckregulation zugeschrieben, die tber
eine Aktivierung zentraler D,-Rezeptoren erfolgt (Jose et al., 1999). Weiterhin
konnte in anderen Arbeiten eine erhéhte Dopamin D,-Rezeptorexpressionsrate
im Rattengehirn von spontan hypertensiven Ratten (SHR) im Vergleich zu ihrer
normotensiven Kontrollgruppe (WKY-Ratten) festgestellt werden, was ebenfalls
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fir eine Beteiligung des dopaminergen Systems an der Pathogenese der
Hypertonie spricht (Vaughan et al., 1999). Auch nimmt Dopamin direkten Ein-
fluss auf den Natriumtransport in der Niere, indem es Uber eine Aktivierung von
D-Rezeptoren unter Aktivierung der Phospholipase C die Natriumreabsorption
unterbindet (siehe Kapitel 1.3.3). AuBerdem besteht die Annahme, dass
Dopamin sowohl tber D- als auch D2-Rezeptoren die Bindung von Angiotensin
Il an den Angiotensin I-Rezeptor verhindert, Uber dessen direkte Stimulation
eine verstarkte Natriumrickresorption erfolgt. Somit unterdriickt Dopamin den
stimulierenden Effekt von Angiotensin Il auf die renale Rulckresorption von
Natrium (Sheikh-Hamad et al., 1993). Zum anderen nimmt Dopamin jedoch
auch indirekten Einfluss auf die Natriumrickresorption, indem es die Wirkung
von Angiotensin Il, welches den Hauptstimulus fir die Aldosteronproduktion und
-sekretion in den Zellen der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde darstellt,
inhibiert. Dabei zeigten selektive D,-Rezeptoragonisten eine héhere Effektivitat
als Dopamin auf. Auch konnte die durch Dopamin hervorgerufene Unter-
drickung der Aldosteronsekretion unter Verwendung von D»-Rezeptor-
antagonisten, dem S(-)-Sulpirid und dem Domperidon, jedoch nicht durch den
selektiven Di-Rezeptorantagonisten SCH 23390, aufgehoben werden (Missale
et al., 1988). Weiterhin wird eine Beteiligung von Dopamin an der Reninfrei-
setzung aus den Zellen des juxtaglomerularen Apparates diskutiert. Dabei
konnte unter Anwesenheit eines Dopamin D-Rezeptoragonisten, dem Fenol-
dopam, eine gesteigerte Reninsekretion beobachtet werden. Im Gegensatz da-
zu bewirkte der D{-Rezeptorantagonist SCH 23390, nicht aber der D.-Rezeptor-
antagonist S(-)-Sulpirid eine Inhibierung der Reninsekretion (Kurtz et al., 1988;
Antonipillai et al., 1989). Spater konnte interessanterweise festgestellt werden,
dass der D3-Rezeptor, der im Gegensatz zum D,-Rezeptor auch in den Zellen
des juxtaglomerularen Apparates exprimiert wird (Sanada et al., 1997), an der
Unterdrickung der Reninfreisetzung beteiligt sein kénnte. Asico und Mitarbeiter
beobachteten dabei in D3-Rezeptor Knockout M&ausen einen gesteigerten Blut-
druck, sowie einen Anstieg der renalen Reninproduktion, so dass die

systolischen und diastolischen Blutdruckwerte der heterozygoten als auch
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homozygoten Tiere deutlich Uber denen der Wildtyptiere lagen (Asico et al.,
1998).

1.4  Eigene Fragestellung

Folgende Fragestellungen sollen durch Experimente an normotensiven, als
auch hypertensiven Ratten im Stoffwechselkéafig- und Clearanceversuch unter-

sucht werden:

Welchen Einfluss hat der L-Dopadecarboxylase Hemmer Benserazid auf die

Nierenfunktion in einem diabetischen, normotensiven Rattenmodell?

Kann mittels des Einsatzes von Benserazid die diabetische Hyperfiltration in
einem diabetischen, normotensiven Rattenmodell aufgehoben werden?

Zeigt das diabetische, hypertensive SH-Rattenmodell Unterschiede beziiglich
der Nierenfunktion im Vergleich zu seiner entsprechenden normotensiven

Kontrollgruppe?

Kann mittels des Einsatzes von Benserazid die diabetische Hyperfiltration in
einem diabetischen, hypertensiven Rattenmodell reduziert werden?

Welchen Einfluss hat eine pharmakologische Stimulation von Ds-Rezeptoren

auf die Nierenfunktion in einem normotensiven, wie auch einem hypertensiven,

diabetischen Rattenmodell?
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich zum einen um mannliche, normo-
tensive Sprague-Dawley-Ratten (SD). Zum anderen wurden ebenfalls man-
nliche, spontan hypertensive Ratten (SHR), die nach einer bestimmten Lebens-
zeit einen Hypertonus entwickelten, sowie Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) als
dazugehdrige normotensive Kontrollgruppe, verwendet.

2.1.1 Haltungsbedingungen

Die verwendeten Tiere wiesen zum Lieferungszeitpunkt ein Kdérpergewicht
zwischen 225-250 g auf. Die Haltung der Ratten erfolgte in Standardkafigen zu
4-5 Tieren auf Kleintierstreu (Tiereinstreu-Faser, Fa. Altromin, Lage) und bei
einem 12-stindigen Tag-Nacht-Zyklus. Die Tiere erhielten freien Zugang zu
Leitungswasser und Standardfutter (Standardfutter Altromin 1324 ad libitum,
Fa. Altromin, Lage).

2.1.2 Induktion des Diabetes mellitus

Der Induktion des Diabetes mellitus mittels Streptozotocin (Fa. Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) ging eine Gewichtsbestimmung des Tieres voraus. Im Anschluss
daran erhielten die Tiere eine Einzeldosis Streptozotocin (STZ) in einer
Konzentration von 60 mg/kg Koérpergewicht (KG) in den rechten unteren
Abdominalquadranten injiziert, wobei das STZ vor Verabreichung in Citratpuffer
(0,210 g Citronensaure auf 10 ml Aqua bidest.; pH 4) gelést wurde. Die
Kontrollgruppen erhielten die entsprechende Citratpuffermenge ebenfalls i.p.
injiziert. Mit einem Erfolg der Behandlung konnte nach 24-48 h gerechnet
werden, welcher mittels einer Blutglukosemessung GUberprift wurde. Diese er-

folgte Uber Teststabchen (Accu-Chek Sensor Comfort Teststreifen, Fa. Roche,
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Mannheim) mit einem Blutzuckermessgerat (Accu-Chek Sensor, Fa. Roche,
Mannheim). Dabei wurde das Uber die Schwanzvene des Tieres gewonnene
Blut auf einen Teststreifen gegeben und nach einigen Sekunden der Blut-
glukosewert auf der Anzeige des oben benannten Messgerates abgelesen.
Lagen die Blutglukosewerte nach Ablauf dieses Zeitraumes nicht zwischen 280-
600 mg/dl erfolgte eine Nachinjektion von ebenfalls 60 mg/kg KG STZ.
Wahrend der darauf folgenden 14 Tage, die bis zur Durchfihrung der Stoff-
wechselkafigversuche eingehalten werden mussten, konnten die flr den Diabe-
tes mellitus typischen Veranderungen wie Gewichtsabnahme, Polydipsie, Poly-
urie und Polyphagie beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wiesen die Tiere

der Kontrollgruppen, wie zu erwarten war, keine dieser Veranderungen auf.

2.2 Versuchsgruppen

Insgesamt wurden in der Arbeit ein normotensives Rattenmodell, mit jeweils 4
Versuchsgruppen, und ein hypertensives Rattenmodell, mit jeweils 6 Versuchs-
gruppen, untersucht.

Anzahl n der Versuchstiere im Stoffwechsel- und Clearanceversuch (CL)

Dem normotensiven Rattenmodell zugehdrige Versuchsqgruppen:

CON-SD-VHC (n=8): nicht diabetische (CON), wéahrend der Clearance-
versuche mit Vehikel (VHC) infundierte Sprague-
Dawley-Ratten (SD) als Kontrollgruppe

CON-SD-BZD (n=7): nicht diabetische (CON), wéahrend der Clearance-
versuche mit Benserazid (BZD, 30 pg/kg KG/min)
infundierte Sprague-Dawley-Ratten (SD) als Kontroll-

gruppe
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DM-SD-VHC (n=8):

DM-SD-BZD (n=7):

diabetische (DM), wahrend der Clearanceversuche
mit Vehikel (VHC) infundierte Sprague-Dawley-
Ratten (SD)

diabetische, wahrend der Clearanceversuche mit
Benserazid (BZD, 30 pg/kg KG/min) infundierte
Sprague-Dawley-Ratten (SD)

Dem hypertensiven Rattenmodell zugehorige Versuchsgruppen:

CON-WKY-BZD (n=8):

CON-SHR-BZD (n=8):

DM-WKY-VHC (n=8):

DM-SHR-VHC (n=7):

DM-WKY-BZD (n=8):

nicht diabetische (CON), wahrend der Clearance-
versuche mit Benserazid (BZD, 30 pg/kg KG/min)
infundierte, normotensive Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY) als Kontrollgruppe

nicht diabetische (CON), wahrend der Clearance-
versuche mit Benserazid (BZD, 30 pg/kg KG/min)
infundierte, spontan hypertensive Ratten (SHR) als
Kontrollgruppe

diabetische (DM), wéahrend der Clearanceversuche
mit Vehikel (VHC) infundierte, normotensive Wistar-
Kyoto-Ratten (WKY)

diabetische (DM), wéahrend der Clearanceversuche
mit Vehikel (VHC) infundierte, spontan hypertensive
Ratten (SHR)

diabetische (DM), wéahrend der Clearanceversuche

mit Benserazid (BZD, 30 pg/kg KG/min) infundierte,
normotensive Wistar-Kyoto-Ratten (WKY)
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DM-SHR-BZD (n=7): diabetische (DM), wahrend der Clearanceversuche
mit Benserazid (BZD, 30 pg/kg KG/min) infundierte,
spontan hypertensive Ratten (SHR)

2.3  Versuchsdurchfihrung

2.3.1 Stoffwechselkafigversuche mit wachen Ratten

2.3.1.1 Stoffwechselkafige

Far die Stoffwechselkafigversuche wurden Kéfige verwendet, die eine getrennte
Sammlung von Urin und Faeces erlaubten (Tecniplast, HohenpeiBenberg). Die
Tiere hatten wahrend des Stoffwechselkafigversuches freien Zugang zu Trink-
wasser und Futter (Fa. Altromin, Lage). Im oberen Teil des Kafigs konnten sich
die Tiere frei auf einem Gitternetzrost bewegen, wahrend im unteren Abteil ein
konusférmiger Trichter die Trennung des Urins, in einen eigenen zum Kafig ge-
hérenden Sammelbehalter, erméglichte.

2.3.1.2 Ablauf der Stoffwechselkafigversuche

Die Stoffwechselkafigversuche mit hyperglykdmischen als auch normogly-
kamischen Tieren erfolgten 14 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus bzw.
14 Tage nach Injektion des Citratpuffers. Vor jedem Versuchsbeginn wurde das
Gewicht des Tieres mittels einer Tierwaage (Tierwaage, Fa. Mettler, Zirich)
bestimmt und der Blutzucker gemessen, wobei bei den Versuchsgruppen mit
WKY- und SHR-Tieren zusatzlich der Blutdruck, mittels Schwanzdruckmessung
(siehe Kapitel 2.3.2), bestimmt wurde. Die Stoffwechselkéfigversuche wurden
Uber 24 h durchgefihrt, nach deren Abschluss sich erst nach 1-2 Tagen die

Clearanceversuche anschlossen.

21



2. Material und Methoden

2.3.1.3 Probengewinnung und - behandlung

Nach gravimetrischer Bestimmung der Urinvolumina, der Trink- und Futter-
menge wurden mittels einer Pipette (alle verwendeten Pipetten: Fa. Eppendorf,
Hamburg) jeweils 2-mal 500 pl Urin aus dem Uberstand des Urinsammel-

geféaBes enthommen und bis zur Elektrolytbestimmung bei -20 °C eingefroren.

2.3.2 Schwanzdruckmessung an Ratten

Vor jedem Stoffwechselkafigversuch mit den Versuchstieren der Stamme WKY
und SHR war eine Blutdruckmessung erforderlich. Um die Tiere an den Mess-
vorgang zu gewdhnen und um nicht durch bestehende Stressreaktionen der
Tiere unrealistische Blutdruckwerte zu erhalten, wurden die Tiere mehrmals vor
dem eigentlichen Messvorgang in die aus Plexiglas bestehenden Restrainer
gesetzt und die sich am proximalen Schwanzende des Tieres befindende Blut-
druckmanschette aufgepumpt. Der Messung vorausgehend wurden die Tiere in
die Restrainer gebracht und wahrend einer Adaptationszeit von ungefahr 10
Minuten das Blutdruckmessgerat (Model 179 Blood pressure analyzer, Fa. Hu-
go Sachs Elektronik, March-Hugstetten) kalibriert, sowie darauf geachtet, dass
der Plexiglaskasten, in dem die Blutdruckmessung durchgeftihrt werden sollte,
eine Temperatur von 32 °C aufwies, um optimal registrierbare Blutdruckwerte
zu erzielen. Kurz vor der Messung wurde der Schieber des gréBenverstellbaren
Restrainers enger gestellt, um die Bewegungsfreiheit des Tieres zu begrenzen
und somit Bewegungsartefakten, die den eigentlichen realen Blutdruckwert ver-
falschen kdnnten, entgegenzuwirken. Abhangig vom jeweiligen Versuchstier
wurde die Staumanschette automatisch auf vorher festgelegte Maximaldruck-
werte (bei WKY-Tieren 150 mmHg und bei SHR-Tieren zwischen 250-300
mmHg) aufgeblasen und anschlieBend langsam wieder abgelassen. Die erste
vom Gerét registrierte und auch optisch aufgezeichnete Pulswelle wurde als
systolischer Blutdruckwert registriert. Pro Versuchstier wurden bis zu finf Mes-
sungen durchgefihrt und im Anschluss daraus der Mittelwert bestimmit.
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2.3.3 Clearanceversuche an narkotisierten Ratten

2.3.3.1 Narkose

Die Tiere erhielten, nachdem ihr Gewicht mit einer Analogwaage bestimmt
wurde, eine Thiopentalnarkose. Dazu wurde festes Thiopental (Trapanal, Fa.
Altana, Konstanz) in Wasser geldst und in einer Dosis von 80 mg/kg Koérper-
gewicht (KG) intraperitoneal in den rechten unteren Abdominalquadranten
injiziert. Im Anschluss daran wurde mittels Schmerzreizprifung die Narkosetiefe
ermittelt, wobei in manchen Fallen eine Nachinjektion von 15 mg/kg KG Thio-
pental erforderlich war.

Diabetische Tiere erhielten abhangig von ihrem kérperlichen Allgemeinzustand,
und dem somit unterschiedlich hohen Verteilungsvolumen des Narkotikums in
Muskulatur und Fettgewebe, Dosen zwischen 60 und 70 mg/kg KG Thiopental.
Bei den normoglykdmischen SHR-Tieren war in den meisten Féllen eine Nach-
injektion von mindestens 30 mg/kg KG Thiopental notwendig.

2.3.3.2 Praparation

Die Tiere wurden unmittelbar nach Narkoseverabreichung in Rickenlage auf
den vorgeheizten Praparationstisch (Fa. Effenberg, Pfaffing) platziert, wobei
dort eine Fixation der Extremitdten und des Kopfes mittels Seidenfaden (alle
Seidenfaden: Fa. Suprama, Berlin) vorgenommen wurde. Die Kérpertemperatur
wurde Uber ein Rektalthermometer registriert und Gber ein Temperatureinstell-
gerat (Fa. Effenberg, Pfaffing) konstant bei 37,0 °C gehalten. Der erste Op-
erationsschritt bestand darin, Uber eine Tracheostomie die Atemwege freizu-
halten und somit einer eventuell entstehenden Verschleimung vorzubeugen.
Dazu erfolgte mit Hilfe einer Praparationsschere (verwendete Operations-
instrumente: Fa. Aesculap, Tuttlingen) ein medianer Hautschnitt im ventralen
Halsbereich und mittels Pinzetten eine Durchtrennung der Halsfaszie. Weiterhin
kam es zu einer stumpfen Spaltung der infrahyalen Muskulatur entlang der
Medianlinie, wobei auf eine Schonung der paratrachealen GefaBe und Nerven

geachtet werden musste. Um die freigelegte Trachea wurde ein Seidenfaden
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zur Fixation des Trachealtubus (ID: 1,57 mm, OD: 2,08 mm) gelegt. Die
Trachea wurde zwischen zwei Knorpelspangen mittels Federschere inzidiert
und ein etwa 4 cm langer Polyethylenkatheter ungefahr 1 cm tief eingefihrt, der
anschlieBend durch den vorgelegten Faden fixiert wurde. Im Anschluss daran
wurde die weit lateral und oberflachlich liegende Vena jugularis dextra auf-
gesucht und freiprapariert, wobei unter Einsatz des Mikroskops die erste Ligatur
an der kranialen Seite der rechten V. jugularis angelegt wurde, um damit das
GefaB zu spannen. Zwei weitere kaudal gelegene Ligaturen wurden vorgelegt
mit der Funktion, den anschlieBend eingeflhrten Venenkatheter (ID: 0,58 mm,
OD: 0,96 mm) zu fixieren. Das GefaB wurde so weit kranial wie mdglich inzidiert
und der Polyethylenkatheter mit Hilfe einer FUhrungspinzette unter Mikroskop-
kontrolle eingefuhrt. Ein Bolus von etwa 0,5 ml diente dazu, die richtige
Position des Venenkatheters zu Uberprifen. Daraufhin wurden die Infusions-
pumpen (verwendete Perfusionspumpen: TYP 871602/1, Fa. Braun, Melsun-
gen) eingeschaltet. Im darauf folgenden Schritt wurde die in enger Nachbar-
schaft zur Trachea liegende A. carotis sinistra aufgesucht, vom umliegenden
Bindegewebe befreit und der N. vagus vorsichtig abprapariert. Vor allem dieser
Praparationsschritt musste bei den diabetischen Tieren mit besonderer Sorgfalt
durchgefihrt werden, da diese auBerordentlich sensibel auf eine UbermaBige
Reizung des N.vagus, die mit einem Atemstillstand einhergeht, reagierten.
Danach erfolgte das Legen der ersten Ligatur an der kranialen Seite der
Carotis, um diese zu spannen. Kaudal wurde das GefaB mit einer gefaB-
chirurgischen Klemme abgeklemmt und zwischen dieser und der kranialen
Ligatur eine weitere Ligatur zur Fixierung des Katheters vorgelegt. Nach In-
zision des GefaBes und Einflihrung des Carotiskatheters (ID: 0,58 mm, OD:
0,96 mm) wurde dieser mittels vorgelegter Ligatur leicht fixiert, die Klemme ge-
offnet und der Katheter weiter in das GefaB vorgeschoben. Im Anschluss
konnte die Puls- und Blutdruckregistrierung begonnen werden (WKK, 280R,
Kaltbrunn, Schweiz).

Flr die Katheterisierung der Harnblase wurde eine mediane suprapubische In-
zision entlang der Linea alba durchgefihrt, die Abdominalmuskulatur stumpf

voneinander getrennt und die Blase herausluxiert. Um die Blase herum wurde
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eine Schlinge vorgelegt, daraufhin der Harnblasenpol inzidiert, ein PE-Katheter
(ID: 0,86 mm, OD: 1,27 mm) eingelegt und fixiert. Nach Reposition der Harn-
blase wurden die Wunden mit N&hten verschlossen. Im Anschluss daran wurde
das Tier in seitliche Position gebracht und der Urin mittels PE-GeféaBen (2,0 ml)

gesammelt.

2.3.3.3 Infusion

Das Tier erhielt seine Infusion Uber den Venenkatheter, der Uber ein T-Stlick an
zwei Perfusionspumpen angeschlossen war. Uber die erste Prézionspumpe
erhielt das Tier, vom Zeitpunkt des Legens des Venenkatheters bis zum Ab-
schluss der zweiten Vorperiode, eine physiologische, 0,85%ige Kochsalzlésung
mit einem Infusionsvolumen von 2,4 mi/h infundiert. Innerhalb der sich an-
schlieBenden zwei Hauptperioden erfolgte eine Infundierung von 7-Hydroxy-
(dipropyl-amino) tetralin hydrobromid (7-Hydroxy-DPAT; [1 pg/kg KG/min], Fa.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen), geldst in einer 0,85%igen NaCl-Lésung mit einem
Infusionsvolumen von ebenfalls 2,4 ml/h. Die zweite, parallel geschaltete Per-
fusionspumpe foérderte Uber den gesamten Versuchsablauf mit einer konstanten
Flussrate von 0,6 ml/h das fir die Bestimmung der GFR notwendige mit Tritium
markierte Inulin (*H-Inulin). Innerhalb der BZD-Versuchsgruppen beinhaltete die
zweite Perfusionspumpe zusétzlich das in physiologischer Kochsalzlésung
geléste Benserazid (BZD; [30 ug/kg KG/min], Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen).
Diese Infusionslésung wurde jeden Tag frisch hergestellt und mittels Alufolie vor
Licht geschitzt, um einem vorzeitigen Substanzverlust entgegenzuwirken. Das
Gesamtinfusionsvolumen betrug somit kontinuierlich 3,0 mil/h, wobei die
diabetischen Tiere innerhalb der ersten 15 min nach Operationsende eine zu-

satzliche Volumenzufuhr von 1/100 ihres Kérpergewichtes in ml erhielten.

2.3.4 Ablauf der Experimente

Im Anschluss an die ungeféahr 40-minltige Praparation schloss sich eine
Aquilibrierungsperiode von 60-90 Minuten an, um einen gleichmaBigen Harn-

fluss, sowie eine Stabilisierung des Blutdruckes und des Pulses zu erzielen. Es
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folgten daraufhin die ersten beiden Vorperioden von je 20 Minuten und mit
deren Abschluss die Auswechslung der bis dahin infundierten, physiologischen
0,85%igen NaCl-Lésung durch die 7-Hydroxy-DPAT-Infusionslésung. Nach
einer Zwischenperiodendauer von 10 Minuten schlossen sich die zwei Haupt-
perioden von ebenfalls 20 Minuten an. Eine kontinuierliche Registrierung von
Puls und Blutdruck wurde wahrend des gesamten Versuchsablaufes durch-
gefihrt. Zum Versuchsende erfolgten die Nierenentnahme und die Tétung des
Tieres durch i.v. verabreichte geséttigte KCI-Lésung.

2.3.4.1 Probenentnahme

Jeweils nach der Halfte und zum Ende jeder 20-mindtigen Versuchsperiode
erfolgte die Probenentnahme. Der Karotiskatheter diente in der Mitte jeder
Periode der Blutabnahme, die mittels dreier heparinisierter Glaskapillaren
(Mikro-Hamatokrit-Kapillaren 75 pl, Fa. Brand GmbH & Co, Wertheim) vorge-
nommen wurde. Die in 2,0 ml PE-GefaBen (Safe-Lock 2,0 ml, Fa. Eppendorf,
Hamburg) gesammelte Urinmenge wurde zum Ende jeder Periode gravi-

metrisch bestimmi.

2.3.4.2 Nierenentnahme

Bevor das Tier zurtck in Rickenlage gebracht wurde, erhielt es eine zu-
satzliche Narkosedosis von ca. 30 mg/kg KG Thiopental injiziert. Daraufhin
wurde die Naht am Blasenkatheter erdffnet und der mediane Schnitt bis unter
das Sternum des Tieres erweitert. Im Anschluss daran wurde zun&chst die linke
Bauchdeckenseite mittels einer Klemme zur Seite gespannt, der Dinndarm
mobilisiert und die linke Niere aufgesucht. Im Folgenden wurde die A. renalis
sinistra abgeklemmt, kaudal davon durchtrennt und die linke Niere entnommen.
Nach Entfernung der Nierenkapsel wurde die Niere mittels einer Nierenklemme,
die zuvor in Stickstoff gekihlt wurde, zusammengepresst, um eine optimale
Kihlung und somit Wahrung der in der Niere enthaltenden Katecholamine zu
sichern. Daraufhin schloss sich die gravimetrische Gewichtsbestimmung der

Nieren an, die in eine dicke Alufolie gewickelt in flissigen Stickstoff eingefroren

26



2. Material und Methoden

wurden. Die Entnahme der rechten Niere erfolgte nach demselben Schema. Die
Nieren wurden im Anschluss daran bei -80°C eingefroren.

2.3.4.3 Probenbehandlung

Die blutgefuliten Kapillaren wurden einseitig mit einer Knetmasse (Hamatokrit-
Versiegelungskitt, Fa. Brand, Wertheim) verschlossen und zenrifugiert. Im An-
schluss daran wurde der Hamatokrit bestimmt und das Plasma in PE-GefaBen
gesammelt. AuBerdem wurde die in 2,0 ml Eppendorf-Cups gesammelte Urin-
menge gravimetrisch bestimmt. Ein Teil der Versuchsproben wurde anschlie-
Bend zur GFR-Bestimmung herangezogen, sowie der verbliebene Rest bei
20°C eingefroren.

2.4  Analytik

2.4.1 Analysierte Parameter

Bei den Stoffwechselkafigversuchen bestimmte Parameter:

Tiergewicht TG [a]
Gewichtsverlust wahrend des Versuches ATG [0]
Blutglukosekonzentration [BZ] [mg/dl]
Futteraufnahme FA [a]
Trinkvolumen TV [ml]
Urinvolumen uv [ml]
Urin-Na*-Konzentration [Na]urin [mmol/l]
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Urin-K*-Konzentration

In den Clearanceversuchen bestimmte Parameter:

Systolischer und diastolischer Blutdruck

Herzfrequenz

Hamatokrit

[®H]-Aktivitat in Plasma und Urin

Urinkonzentration von Na* und K*

Plasmakonzentration von Na* und K*

Urinvolumina der Sammelperioden

Nierenfeuchtgewicht

2.4.2 Bestimmung des Hamatokrits

Im Anschluss an die Zentrifugation der Blutproben, mittels einer speziellen
Hamatokritzentrifuge (Hettich Hamatokrit, Fa. Hettich, Tuttlingen) bei 12000
U/min far 3 Minuten, erfolgte die Bestimmung des Hamatokritwertes mit Hilfe
einer Hamatokritschablone. Der Hamatokrit reprasentiert den Anteil der zellula-
ren Bestandteile am gesamten Blutvolumen und wird in Vol% angegeben. Im
Folgenden wurde der nichtkorpuskulare Uberstand in die 0,5 ml PE-GefaBe
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Uberfihrt, wovon ein Teil zur sich direkt an das Versuchsende anschlieBenden
GFR-Bestimmung (siehe Kapitel 2.4.6) herangezogen wurde. Der verbliebene
Rest wurde bis zur Elektrolytbestimmung bei -20° eingefroren, sowie der

korpuskulare Anteil verworfen.

2.4.3 Bestimmung der Urinvolumina

Vor Versuchsbeginn wurden die Leergewichte der Eppendorf-Cups (Safe-Lock
2,0 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg), die fir die Urinsammlung verwendet wurden,
auf einer Prazisionswaage (Precisa 100A-300M, Fa. Oerliko, Schweiz)
bestimmt. Im AnschluB an jede abgeschlossene Versuchsperiode wurde das
PE-Gefal3 erneut gewogen und die Differenz in mg bestimmt. Dieser Differenz-

wert wurde mit dem Urinvolumen in pl gleichgesetzt.

2.4.4 Bestimmung des Blutdruckes und der Herzfrequenz

Sowohl die kontinuierliche Registrierung des systolischen und diastolischen
Blutdruckes als auch der Herzfrequenz erfolgte wahrend des gesamten Ver-
suchsablaufes mittels eines Schreibers (WKK, 280R, Kaltbrunn, Schweiz).

2.4.5 Bestimmung der Elektrolytkonzentrationen in Urin und Plasma

In die 2,0 ml PE-GefaBe wurden, nachdem 2,0 ml einer Lithiumlésung
(Standard Lithiumlésung, Fa. Eppendorf, Hamburg) vorgelegt wurden, jeweils
10 pl aus den Urinproben pipettiert. Von den Plasmaproben wurden jeweils 10
pl mit nur 1,0 ml Lithiumlésung versetzt. Alle Proben mussten vor ihrer Ver-
arbeitung gemischt und abzentrifugiert werden. Fir jeden Wert wurde eine
Doppelbestimmung durchgefihrt und die Elektrolytkonzentrationen mittels
eines Flammenphotometers (Elex 6361, Fa. Eppendorf, Hamburg) bestimmt.
Vor jeder Messung war eine Kalibrierung des Gerates unter Verwendung von
Standards, die ebenfalls im Verhaltnis 1:200 (Urin) und 1:100 (Plasma) ver-
dannt wurden, erforderlich. Bei Werten, die sich nicht innerhalb des Mess-

bereiches befanden, erfolgte zunachst eine Verdinnung der Proben im Ver-
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héltnis 1:400. Zur Berechnung der Elektrolytkonzentrationen (mmol/l) wurde der

Mittelwert aus den Werten der Doppelproben bestimmt.

2.4.6 Bestimmung der [*H]-Inulin Konzentration in Urin und Plasma

Aus den gewonnenen Urin- und Plasmaproben, die das flr die Bestimmung der
GFR notwendige mit Tritium markierte Inulin enthielten, wurden jeweils 10 pl in
SzintillationsmessgefaBe (Midi-Vial, Fa. Packard, Groningen, Niederlande)
pipettiert, in welche zuvor 5,0 ml einer Szintillationsflissigkeit (Ultima Gold, Fa.
Packard, Groningen, Niederlande) vorgelegt wurden. Die Szintillationsfllssig-
keit diente der Umwandlung der Energie in Lichtblitze, die beim radioaktiven
Zerfall von [°H] freigesetzt wurde. Dabei wurden fir die Bestimmung der
Aktivitat in Urin und Plasma jeweils Doppelproben durchgefiihrt. Die Mess-
gefaBe wurden mit einem Deckel verschlossen, vorsichtig geschuttelt und zur
automatischen Messung in den Szintillationszahler (2550TR, Fa. Packard) ge-

stellt.

2.4.7 Bestimmung der Dopaminkonzentration in den Nieren

Far die Nierenextraktion wurden 12 ml Plastikréhrchen mit 2 ml 4 %iger Sulfo-
salicylsaure beflllt und auf Eis gestellt. Im Anschluss daran wurden darin die
bei -80°C tiefgefrorenen Nieren mittels Ultra-Turrax T25 (Fa. Janke & Kunkel,
Staufen), bei 24000 U/min zerkleinert und das Gewebe vollstdndig homo-
genisiert. Im Folgenden wurden die Proben mit 100 pl/g Niere 3,4-Dihydroxyl-
benzylamin (DHBA) versetzt. Das DHBA diente als interner Standard bei der
Katecholaminbestimmung und wies eine Konzentration von 1000 ng/ml auf.
Parallel dazu wurden Katecholaminstandards mit einer Konzentration von 100
ng/ml angesetzt, wobei 2-mal je 500 pl Katecholaminstandard mit 25 ul DHBA
und 25 pul Aqua bidest. versetzt wurden. Im Folgenden wurden alle Proben und
Standards kurz gemischt (IKA-MS2 Minishaker, Fa. Janke & Kunkel, Staufen)
und 1 h auf Eis gesetzt. Nach Abschluss dieser Zeit erfolgte erneut eine kurze
Durchmischung und Zentrifugation fir 10 min bei 4000 U/min (Hettich-
Zentrifuge, Rotixa/K, Fa. Hettich, Tuttlingen). Es wurden Doppelproben herge-
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stellt, indem 2-mal je 500 ul des Probenlberstandes abgenommen und in 2 ml
Eppendorf-Cups gegeben wurden. Den Proben wurde 1 ml Tris-Puffer zuge-
setzt und der pH-Wert mit Hilfe eines geeichten pH-Meters (digital pH/ millivolt
meter, Orion Research Inc. Cambridge, USA) bestimmt. Nachdem der pH-Wert
mittels einer 2 molaren Natronlauge, oder 1 molaren HCI auf einen Wert von
8,6 eingestellt wurde, wurde den Proben jeweils ein Messléffel getrocknetes,
neutrales Al,O3 als Adsorptionsmedium zugesetzt (ca. 90 mg) und die Proben
im Anschluss daran 15 min geschdttelt (IKA-Vibrax Schiittler-1400, Fa. Janke &
Kunkel, Staufen) und abzentrifugiert (Mikro Hettich Zentrifuge, Fa. Hettich, Tutt-
lingen). Nachdem der Uberstand in den radioaktiven Abfall verworfen wurde,
erfolgte der zweite Waschvorgang, indem dem Sediment 1 ml Aqua bidest zu-
pipettiert wurde und eine erneute Durchmischung stattfand. Die Proben wurden
daraufhin ein weiteres Mal abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Al>,O3 mit 2-mal 500 pl A. bidest. in die Extraktionssaulen Uberfihrt. Die S&ulen
wurden kurz, fir 30 sec, geschiittelt und unter Offnen in Reagenzglasser ge-
stellt. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation (Hettich Zentrifuge, Rotixa/K, Fa.
Hettich, Tuttlingen) fir 10 min bei 2500 U/min und ein Verwerfen des Zentrifu-
gats. Im Anschluss daran wurde den wieder verschlossenen Saulen je 300 pl
0,1 molare H3PO, zugegeben, um eine Desorption der Katecholamine vom
Al>,O3 zu erreichen. Daraufhin erfolgte eine erneute Durchmischung (IKA-Vibrax
Schuttler-1400, Fa. Janke & Kunkel, Staufen) flr 10 min und das Hangen der
gedbffneten Saulen Uber die in saubere Reagenzglasser gestellten, beschrifteten
Plastikvials. Nach erneuter Zentrifugation (Hettich Zentrifuge, Rotixa/K, Fa. Het-
tich, Tuttlingen) wurden diese anschlieBend mit Aludeckeln verschlossen und
zur Messung in die HPLC (high pressure liquid chromatography) gestellt.

Die HPLC wurde zur quantitativen Bestimmung der Katecholamine heran-
gezogen, indem die Katecholamine mit einem polaren FlieBmittel Gber eine un-
polare, stationare Chromatographiesaule geschickt wurden. Die Katecholamine
wiesen aufgrund ihrer unterschiedlichen Polaritat, die fir sie charakteristischen
Retentionszeiten auf und wurden mittels eines elektrochemischen Detektors
registriert. Das Chromatographiesystem bestand aus einem automatischen
Probengeber (S 5200 Scample Injector, Fa. Sykam, Frstenfeldbruck), einer
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reversed phase C 18-Trennsaule (Nucleosil 5 um, 125x4mm, Fa. Grom, Her-
renberg), einer Hochdruckpumpe (S 1100, Fa. Sykam, Flrstenfeldbruck) und
einem elektrochemischen Detektor (EP 30, Fa. Biometra, Géttingen). Die
Steuerung und Auswertung erfolgte mittels eines Computers Uber eine speziel-
le Software, Axxi-Chrom 737 (Fa. Axxiom, Calabasas, USA).

2.5 Berechnungen

2.5.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) in [mmHg] wird aus den Uber den
Schnellschreiber aufgezeichneten Werten des systolischen und diastolischen
Blutdruckes (Psys, Ppias) Wie folgt ermittelt:

MAP = (Psys - Ppias/ 3) + Pbpias

2.5.2 Urinzeitvolumen

Das Urinzeitvolumen (UZV) in [pl/min/g NFG] veranschaulicht das aus-
geschiedene Urinvolumen (UV in [ml]) pro Dauer der Sammelperiode (Ds in
[min]) und wird auf das Nierenfeuchtgewicht (NFG) bezogen.

UZV = (UV x 1000) / (Ds x NFG)

2.5.3 Glomerulare Filtrationsrate

Fir die Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate (GFR) in [ml/min/g NFG]
wird die [PH]-Aktivitat in Urin (Auin) und Plasma (Apiasma), sowie das Urinzeit-
volumen (UV) jeder Sammelperiode (Ds) errechnet und auf das Nierenfeucht-
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gewicht (NFG) bezogen. Somit ergibt sich fir die GFR folgende Standard-

formel:

2.5.4 Absolute renale Ausscheidung von Natrium und Kalium

FOr die Bestimmung der absoluten renalen Natriumexkretion (UnaV in
[umol/min/g NFG]) im Clearanceversuch wird folgende Formel verwendet:

UnaV = ([Na]urin x UV) / NFG

Da es wahrend der Stoffwechselkafigversuche zu keinen Nierenenthnahmen
kam, bezieht sich das Un,V dieser Versuche nicht auf das NFG, sondern auf

100 g Kdrpergewicht.

Ebenso gilt die oben stehende Formel fir die Berechnung der renalen Ex-
kretion von Kalium (UkV).

2.5.5 Fraktionelle renale Natriumausscheidung

Die fraktionelle renale Natriumausscheidung (FEna) stellt ein MaB fir die
tubulare Resorptionsleistung der Niere dar und wird in Prozent (%) angegeben.
Sie wird wie folgt berechnet:

2.6 Statistik

Pro Versuchstier wurden zunédchst die Daten berechnet und im Anschluss
daran die Mittelwerte + SEM (standard error of means) der jeweiligen Gruppen
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bestimmt. Hierfir wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 98 Version
(Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA) herangezogen. Fir die statistische
Beurteilung der ermittelten Ergebnisse, diente das Statistikprogramm In-
Stat.V3.0 (Graph Pad Inc., USA), mit welchem eine Varianzanalyse mit dem
Bonferroni post-test durchgeflihrt wurde. Dabei stellte der p-Wert, bei welchem
ab einem Wert von <0,05 die Nullhypothese verworfen wurde, das MaB fir die
statistische Signifikanz dar. Als Nullhypothese galt hierbei die Gleichheit der
verglichenen Werte.

Es wurden jeweils die Kontrollgruppen (CON) und diabetischen Gruppen (DM)
untereinander verglichen, sowie die hyperglykamischen Tiere (DM) mit den ent-
sprechenden CON-Gruppen. AuBerdem wurden die Ergebnisse der Vor-
perioden (VHC) denen der Hauptperioden (DPAT), mittels eines gepaarten t-

Testes, gegenlbergestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Dopamingehalt in der Niere

In einer Vorversuchsreihe, in der geklart werden sollte, ob Benserazid (BZD)
tatsachlich den Dopamingehalt in der Niere (ng/g Nierenfeuchtgewicht (NFG))
reduziert, wurden zwei Tiergruppen, eine Vehikel und eine Benserazid-Gruppe
mit einer jeweiligen Anzahl von sechs Tieren (n=6), unter den gleichen Be-
dingungen operiert wie die Tiere, die dann flir die eigentlichen Clearance-
versuche herangezogen wurden. Den Tieren wurden nach Beendigung der
Clearanceversuche die Nieren, wie in Kapitel 2.3.3.2 beschrieben, enthommen
und der Dopamingehalt mittels HPLC bestimmt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass es unter Einsatz von BZD zu einer signifikanten Reduktion des Dopamin-
gehaltes in der Niere um den Faktor 10 kam (p<0,05 vs. Vehikel).
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Dopamin/Niere [ng/g NFG]
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Vehikel (n=6) Benserazid (n=6)

Abbildung 3.1: Dopamingehalt in der Niere. Es wurde eine Vehikel-Gruppe (n=6) mit einer
Benserazid-Gruppe (n=6) verglichen. *p<0,05 vs. Vehikel.
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3.2 Untersuchungen an einem normotensiven Rattenmodell

3.2.1 Stoffwechselkafigversuche bei wachen SD-Ratten

Die Ergebnisse der Stoffwechselkafigversuche sind in Tabelle 3.1 dargestellt.
Dabei sei zu den Stoffwechselkafigversuchen noch anzumerken, dass die BZD-
Versuchsgruppen lediglich wahrend der Clearanceversuche mit Benserazid be-
handelt wurden und nicht schon vor oder wahrend der Stoffwechselkafig-
versuche, so dass diese dazu dienten die Unterschiede zwischen den dia-
betischen und normoglykdmischen Tieren deutlich zu machen (siehe Kapitel
2.3.2.3).
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Gruppe

TG
[0]

Bz
[mg/dl]

FA
[g/24h]

TV
[mi/24h]

CON-SD-VHC (

CON-SD-BZD (n=8)
DM-SD-VHC  (n=8)
DM-SD-BZD  (n=7)

279,7+14,4
280,3+14,7
278,919,3
286,6+10,4

102,045,3
98,745,2
450,3+38,6*
448,7+17,5*

23,8+2,2
26,2+1,9
56,716,8"
53,915,0

28,2+2,6

29,1424
168,9+30,0*
192,6129,9*

Gruppe

uv
[ml/24h]

UnaV
[mmol/24h/1009]

UnaV
[umol/min/100g]

UV
[mmol/24h/1009]

UV
[umol/min/100g]

CON-SD-VHC (n=8)
CON-SD-BZD (
DM-SD-VHC  (n
DM-SD-BZD (

nN=

8)
8)
7)

N=

12,44+0,66

12,35+0,57
163,67+23,01*
186,09+26,43*

0,76%0,08
0,76%0,08
1,04+0,14
1,16+0,09*

0,53+0,05
0,53+0,05
0,72+0,10
0,80+0,07*

1,83+0,18
1,84+0,17
2,82+0,24*
2,93+0,25*

1,27+0,12
1,2840,12
1,96+0,17*
2,04+0,17*

Tabelle 3.1: Die Ergebnisse der Stoffwechselkafigversuche mit wachen Ratten des Stammes Sprague-Dawley (SD). Alle Werte sind Mittelwerte +

SEM. Die Bezeichnungen der Versuchsgruppen s. Kapitel 2.2. * p<0,05 vs. CON entsprechender Versuchsgruppen.
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3.2.1.1 Tiergewicht

Zum Lieferungszeitpunkt und somit vor Injizierung des Streptozotocins bzw.
Citratpuffers wiesen die Sprague-Dawley-Ratten ein Kérpergewicht zwischen
225-250 g auf. Zum Zeitpunkt der Durchflihrung der Stoffwechselkafigversuche,
die 14 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus bzw. nach Citratgabe er-
folgten, konnten bei den Sprague-Dawley-Ratten keine signifikanten Unter-
schiede der Tiergewichte zwischen den Kontrollgruppen und den diabetischen
Tieren beobachtet werden. Dabei wiesen die Tiere aller Versuchsgruppen ein
etwa identisches Gewicht, das im Mittel um die 280 g lag, auf.

3.2.1.2 Blutglukose

Innerhalb der normoglykdmischen Kontrollgruppen der Sprague-Dawley-Ratten
konnten nahezu identische Blutglukose-Werte festgestellt werden, die zwischen
99 und 102 mg/dl lagen. Der Effekt der Streptozotocin-Gabe bei den dia-
betischen Tieren spiegelte sich in einer signifikanten Zunahme der Blutglukose-
konzentration auf Mittelwerte um die 450 mg/dl wider.

600
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400

300 -

200 -

Blutzucker [mg/dl]

100 - -

0

CON-SD-VHC  CON-SD-BZD DM-SD-VHC DM-SD-BZD

Abbildung 3.2 Blutglukosewerte der normoglykdmischen Kontrollgruppen (CON) und dia-
betischen Gruppen (DM) des Stammes Sprague-Dawley (SD) im Stoffwechselkafigversuch. Es
wurden jeweils die Kontrollgruppen (CON-SD-VHC, CON-SD-BZD) mit den entsprechenden
hyperglykamischen Tieren verglichen (DM-SD-VHC, DM-SD-BZD).*p<0,05 vs. entspr. CON.
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3.2.1.3 Futteraufnahme und Trinkvolumen

Wie zu erwarten war, wiesen die hyperglykdmischen Tiergruppen die flr den
Diabetes mellitus typischen Parameter wie Polyphagie und Polydipsie auf.
Dabei konnte bei den diabetischen Sprague-Dawley-Ratten eine signifikante
Zunahme der Futteraufnahme um das 2- bis 2,5-fache im Vergleich zu den
normoglykdmischen Kontrolltieren verzeichnet werden. Ebenfalls spiegelte sich
die Polydipsie der diabetischen SD-Ratten in einer signifikanten Trinkvolumen-

Steigerung um das ca. 6-fache der Kontrollgruppen wider.

3.2.1.4 Urinvolumina

Wahrend die Mittelwerte der Urinvolumina beider Kontrollgruppen in etwa
identisch um die 12 ml/24 h lagen, wiesen die hyperglykdmischen SD-Tiere ein
um das ca. 14-fach gesteigerte Urinvolumen auf (p< 0,05 vs. entsprechender
CON-SD), welches das Signifikanzniveau erreichte.

250

200

150

UV [ml/24h]

100

50

CON-SD-VHC CON-SD-BZD DM-SD-VHC  DM-SD-BZD

Abbildung 3.3: Die Urinvolumina (UV) der Sprague-Dawley-Ratten (SD) im Stoffwechselkéfig-
versuch. Es wurden jeweils die Kontrollgruppen (CON-SD-VHC, CON-SD-BZD) mit den ent-

sprechenden hyperglykdmischen Tieren (DM-SD-VHC, DM-SD-BZD) verglichen.*p<0,05 vs.
entsprechende CON.
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3.2.1.5 Renale Natrium- und Kaliumausscheidung

Innerhalb der jeweiligen Kontrollgruppen (CON-SD-VHC, CON-SD-BZD) und
diabetischen Gruppen (DM-SD-VHC, DM-SD-BZD) konnten keine erheblichen
Unterschiede bezlglich der Elektrolytausscheidung von Natrium und Kalium
[mmol/24 h/100 g] im Urin beobachtet werden. Im Gegenzug dazu wiesen die
diabetischen Sprague-Dawley-Ratten, im Vergleich zu ihren normo-
glykdmischen Kontrolltieren eine signifikant erhéhte Ausscheidung der oben
benannten Elektrolyte auf. Eine Ausnahme machte dabei die diabetische
Vehikelgruppe, deren renale Natriumausscheidung knapp das Signifikanz-

niveau verfehlte.

Una.V [mmol/24h/100g]

CON-SD-VHC CON-SD-BZD DM-SD-VHC  DM-SD-BZD

Abbildung 3.4: Die Natriumausscheidung (Un,V) der Sprague-Dawley-Ratten (SD) im Stoff-
wechselkéfigversuch. Es wurden jeweils die Kontrollgruppen (CON-SD-VHC, CON-SD-BZD) mit
den entsprechenden hyperglykdmischen Gruppen (DM-SD-VHC, DM-SD-BZD) verglichen.
*p<0,05 vs. entsprechende CON .
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Abbildung 3.5: Die Kaliumausscheidung (UxV) der Sprague-Dawley-Ratten (SD) im Stoff-
wechselkéfigversuch. Es wurden die Kontrollgruppen (CON-SD-VHC, CON-SD-BZD) mit den

entsprechenden hyperglykdmischen Tieren (DM-SD-VHC, DM-SD-BZD) verglichen. *p<0,05

vs. entsprechende CON.

3.2.2 Clearanceversuche an narkotisierten SD-Ratten

Die Ergebnisse der Clearanceversuche sind in der Tabelle 3.2 dargestellt.
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Gruppe Perioden Hkt MAP HF Na Plasma K Plasma
[%] [mmHg] [1/min] [mmol/I] [mmol/I]
CON-SD-VHC VHC 43,50,7 113,5+4,9 397,519.,4 142,4+0,9 4,90+0,12
(n=8) DPAT 41,4410 106,9+46,2 386,316, 1 140,7+0,7 4,43+0,10%
CON-SD-BzD VHC 43,0+0,9 107,1+4,0 378,8+10,3 142,3+0,9 5,28%0,20
(n=8) DPAT 41,6+0,7 100,714,2 368,1+12,3 140,9+0,8 4,63+0,31
DM-SD-VHC VHC 45,9+0,7* 108,6+6,3 365,0+9,9* 140,3+1,1 4,70+0,13
(n=8) DPAT 44,6+0,7 107,946,7 340,6+10,2 137,1+1,8 4,50+0,19
DM-SD-BZD VHC 46,0+0,8" 112,145,0 331,4+11,2*" 138,5+0,9* 4,48+0,20*
(n=7) DPAT 45,3+0,8 106,2+6,9 309,3+12,6 136,8+1,4 3,93+0,21
Gruppe Perioden GFR uv UnaV FEna UkV
[mI/min/1009] [mI/min/100g9] [Mmol/min/100g] [%] [Mmol/min/100g]
CON-SD-VHC VHC 0,95+0,02 4,14+0,61 0,39+0,09 0,30+0,07 1,26+0,12
(n=8) DPAT 0,860,024 5,49+2,17 0,79+0,26 0,66+0,23 0,98+0,13
CON-SD-BZD VHC 0,92+0,06 4,14+0,85 0,47+0,17 0,33+0,11 1,13+0,16
(n=8) DPAT 0,91+0,04 8,10+2,66 1,03+0,34 0,73+0,24 1,00+0,05
DM-SD-VHC VHC 1,24+0,08* 9,75+2,65 0,77+0,25 0,40+0,09 0,93+0,15
(n=8) DPAT 1.18%0,06 11,01+2,66 1,56+0,38 0,91+0,18% 1,03+0,11
DM-SD-BZD VHC 0,95+0,05* 4,79+0,76 0,39+0,08 0,28+0,07 0,47+0,04**
(n=7) DPAT 0,97+0.09 5,8240,51 1,17+0,26" 0,82+0,14% 0,63+0,10

Tabelle 3.2: Die Ergebnisse der Clearanceversuche mit narkotisierten SD-Ratten. Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. Die Bezeichnungen der Ver-

suchsgruppen s. Kapitel 2.2. * p<0,05 vs. CON entsprechender Versuchsgruppen, + p<0,05 vs. DM-VHC, A p<0,05 vs. VHC.
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3.2.2.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP in mmHg) lag bei den Sprague-Dawley-
Ratten (SD) aller Versuchsgruppen, innerhalb der beiden Vorperioden, bei
ahnlichen Mittelwerten zwischen 107-114 mmHg. In den beiden Hauptperioden,
unter der Gabe von 7-Hydroxy-DPAT, konnte im Mittel ein Druckabfall um ca. 7
mmHg verzeichnet werden, der jedoch nicht signifikant war. Eine Ausnahme
machte dabei die diabetische Vehikelgruppe, die nahezu keine Unterschiede

bezlglich der MAP-Werte in den Vor- und Hauptperioden erkennen liel3.
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Abbildung 3.6: Die mittleren arteriellen Blutduckwerte (MAP) der Sprague-Dawley-Ratten (SD)
im Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgruppen untereinander verglichen und die Vor-
perioden (VHC) mit den Hauptperioden (DPAT) innerhalb der gleichen Gruppe.

3.2.2.2 Herzfrequenz

Beziglich der Herzfrequenz (HF), lagen die Kontrollgruppen im Mittel zwischen
ca. 380-400 Schlagen pro Minute. Die entsprechenden, zu den Kontrollgruppen
zugehorigen diabetischen Gruppen, wiesen signifikant niedrigere Pulsraten auf
(p<0,05 vs. entsprechende CON). Weiterhin konnte wiederum eine signifikant

geringere Herzfrequenz bei der diabetischen Benserazid-Gruppe im Vergleich
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zur diabetischen Vehikel-Gruppe beobachtet werden. Auch unter DPAT-Gabe
wurde eine Reduktion der Herzfrequenz um bis zu 20 Schlage pro Minute fest-
gestellt. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

3.2.2.3 Hamatokrit

Innerhalb der SD-Kontrollgruppen lag der Hamatokrit (Hkt) identisch um die
43 %, wobei die entsprechenden hyperglykdmischen SD-Versuchsgruppen
einen signifikant héheren Hamatokrit mit Mittelwerten zwischen 45-46 % auf-
wiesen (p<0,05 vs. CON). Weiterhin konnte eine Reduktion des Hamatokrits
von den Vorperioden auf die Hauptperioden beobachtet werden, die jedoch das

Signifikanzniveau nicht erreichte.

3.2.2.4 Natrium- und Kaliumkonzentration im Plasma

Bezlglich der Natrium- und Kaliumkonzentration im Plasma zeigten sich bei
den SD-Versuchstieren keine Unterschiede, mit Ausnahme der diabetischen
Benserazid-Gruppe, die im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe
signifikant geringere Elektrolytkonzentrationen aufwies (p<0,05 vs. CON). Zum
anderen wurden in den Hauptperioden, unter DPAT-Gabe, geringere Konzen-
trationen der oben benannten Parameter im Vergleich zu den Vorperioden beo-
bachtet. Dabei wurde innerhalb der CON-SD-VHC-Gruppe bezlglich der

Kaliumkonzentration das Signifikanzniveau erreicht.

3.2.2.5 Urinvolumen

Die beiden Kontrollgruppen (CON-SD-VHC, CON-SD-BZD) der Sprague-
Dawley-Ratten und die zugehdrige diabetische Benserazid-Versuchsgruppe
(DM-SD-BZD) wiesen in den Vorperioden nahezu identische Urinvolumina, die
im Mittel zwischen 4,14-4,79 ml/min/100 g lagen, auf. Bei den entsprechenden
hyperglykdmischen Vehikel-Tieren (DM-SD-VHC) konnte eine, etwa um das
doppelte gesteigerte Urinausscheidung, die knapp das Signifikanzniveau ver-
fehlte, beobachtet werden. Durch die DPAT-Gabe in den beiden Hauptperioden
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kam es zu einer Zunahme der Urinausscheidung in allen vier SD-Versuchs-
gruppen um Mittelwerte zwischen ca. 1-4 ml/min/100 g, die jedoch nicht das

Signifikanzniveau erreichte.
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Abbildung 3.7: Die Urinvolumina (UV) der Sprague-Dawley-Ratten (SD) im Clearanceversuch.
Es wurden die Versuchsgruppen (CON, DM) untereinander verglichen und die Vorperioden
(VHC) mit den Hauptperioden (DPAT) der gleichen Gruppe.

3.2.2.6 Renale Natrium- und Kaliumausscheidung

Wie schon beim Urinvolumen zu beobachten war, bestand innerhalb der Vor-
perioden der SD-Kontrollgruppen (CON-SD) und der diabetischen BZD-Gruppe
annahernd eine gleiche Ausscheidungsmenge von Natrium (Mittelwerte
zwischen 0,39-0,47 pmol/min/100 g), wohingegen die DM-SD-VHC-Gruppe
eine etwa 1,5- bis 2-fach héhere Natriumausscheidung, die nicht signifikant war,
aufwies. Bezlglich der Kaliumausscheidung konnte bei der DM-SD-BZD-
Gruppe ein signifikant geringerer Mittelwert gegeniber den restlichen Gruppen
beobachtet werden. Unter DPAT-Gabe erfolgte innerhalb der CON-SD-Gruppen
und der DM-SD-VHC-Gruppe eine etwa 2-fach héhere, jedoch nicht signifikante
Natriumausscheidung. Hingegen wurde bei der DM-SD-BZD-Gruppe, bei der
eine 3-fach hdhere Ausscheidungsmenge zu verzeichnen war, das Signifikanz-

niveau erreicht.
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Abbildung 3.8: Die renale Natriumausscheidung (Uy,V) der Sprague-Dawley-Ratten (SD) im
Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgruppen (CON, DM) untereinander verglichen und

die Vorperioden (VHC) mit den Hauptperioden (DPAT) der gleichen Gruppe. *p<0,05 vs. VHC.

3.2.2.7 Fraktionelle renale Natriumausscheidung

Die fraktionelle renale Natriumausscheidung (FEna) unterschied sich in den
Vorperioden der SD-Versuchsgruppen kaum, so dass die Mittelwerte nahezu
gleich zwischen 0,28-0,40 % lagen. In den beiden Hauptperioden konnte eine
Zunahme der FEn, um das 2- bis 3-fache beobachtet werden, wobei dieser An-
stieg innerhalb der diabetischen Gruppen das Signifikanzniveau erreichte
(p<0,05 vs. VHC).
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Abbildung 3.9: Die fraktionelle renale Natriumausscheidung (FEn,) der Sprague-Dawley-
Ratten (SD) im Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgruppen (CON, DM) untereinander
verglichen und die Vorperioden (VHC) mit den Hauptperioden (DPAT) der gleichen Gruppe.

*p<0,05 vs. VHC.

3.2.2.8 Glomerulare Filtrationsrate

Innerhalb der Kontrollgruppen der Spague-Dawley-Ratten (SD) wurde durch die
Behandlung mit Benserazid keine Veranderung der glomerularen Filtrationsrate
(GFR) festgestellt, so dass die GFR-Werte in beiden Kontrollgruppen etwa
identisch um die 0,9 ml/min/100 g lagen. Im Vergleich dazu kam es in der DM-
SD-VHC-Gruppe zu einem signifikanten Anstieg der GFR um ca. 30 %, so dass
diese Gruppe mit einem Mittelwert von 1,2 ml/min/100 g eine glomerulare
Hyperfiltration aufwies (p<0,05 vs. CON). Im Gegenzug dazu konnte in der DM-
SD-BZD-Versuchsgruppe durch die Benserazidbehandlung eine signifikante
Reduktion der GFR im Vergleich zur entsprechenden Vehikel-Gruppe erzielt
werden (p<0,05 vs. DM-SD-VHC). Damit glichen sich die GFR-Werte dieser
diabetischen Gruppe an die der Kontrolltiere an und lagen ebenfalls um die 0,9
ml/min/100 g. Durch die DPAT-Gabe in den beiden Hauptperioden kam es in
allen vier Versuchsgruppen zu einer Abnahme der GFR, die sogar bei der
CON-SD-VHC-Gruppe das Signifikanzniveau erreichte.
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Abbildung 3.10: Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) der Sprague-Dawley-Ratten (SD) im
Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgruppen (CON, DM) untereinander verglichen und

die Vorperioden (VHC) mit den Hauptperioden (DPAT) der gleichen Gruppe. *p<0,05 vs. ent-
sprechende CON, + p<0,05 vs. DM-SD-VHC, A p<0,05 vs. VHC.

3.3 Untersuchungen an einem hypertensiven Rattenmodell

3.3.1 Stoffwechselkafigversuche bei wachen SHR- und WKY-Ratten

Die Ergebnisse der Stoffwechselkafigversuche bei wachen spontan hyper-
tensiven Ratten (SHR) und ihrer normotensiven Kontrollgruppe (WKY) sind in

der Tabelle 3.3. dargestellt.
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Gruppe TG BZ FA TV RRsys

(9] [mg/dl] [g/24h] [ml/24h] [mmHg]

CON-WKY-BZD (n=7) 255,644,6 95,1+1,8 26,2+1,7 22,6+2,9 109,246,3
CON-SHR-BZD (n=8) 263,216,0 96,1+3,2 25,5+1,5 24,3+3,2 159,5+2,8"
DM-WKY-VHC (n=8) 239,748,3 453,5+13,1 53,1144 134,949,1 116,219,4
DM-SHR-VHC (n=7) 215,745,3" 458,1+24,5 38,7154 124,2+22,0 175,7+3,2"
DM-WKY-BZD (n=8) 233,245,9* 454,0+14,7* 54,6+3,6" 142,0£10,7* 115,3+4,8
DM-SHR-BZD (n=7) 231,446,2* 451,5+22 5* 45,444 5" 119,449 8* 147,847,9°

Gruppe uv UnaV UnaV UV UV

[ml/24h] [mmol/24h/100g] [umol/min/100g] [mmol/24h/100g] [umol/min/100g]

CON-WKY-BZD (n=7) 8,58+0,81 0,68+0,03 0.47+0,02 1,5340,10 1,07+0,07
CON-SHR-BZD (n=8) 10,36£1,03 0,57+0,08 0,40+0,06 1,2840,12 0,89+0,09

DM-WKY-VHC (n=8) 116,26+7,60 1,01£0,11 0,70+0,08 2,35+0,16 1,63%0,11
DM-SHR-VHC (n=7) 104,35+15,37 0,91+0,08 0,63+0,05 2,3310,23 1,6210,16
DM-WKY-BZD (n=8) 118,88+10,42* 0,91+0,09* 0,63+0,06* 2,4240,18* 1,68+0,12*
DM-SHR-BZD (n=7) 97,68+11,45* 1,02+0,15* 0,71+0,10* 2,1910,24* 1,52+0,17*

Tabelle 3.3: Die Ergebnisse der Stoffwechselkafigversuche mit wachen spontan hypertensiven Ratten (SHR) und ihren normotensiven Kontrolltieren

(WKY). Alle Werte sind Mittelwerte + SEM. Die Bezeichnungen der Versuchsgruppen s. Kapitel 2.2. * p<0,05 vs. CON entsprechender Versuchsgrup-
DM-WKY-BZD, A p<0,05 vs.

pen,

# p<0,05 vs.

CON-WKY-BZD, + p<0,05 vs.

DM-WKY-VHC,
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3. Ergebnisse

3.3.1.1 Tiergewicht

Wie auch die SD-Tiere wiesen sowohl die spontan hypertensiven Ratten (SHR),
als auch die normotensiven Kontrolltiere (WKY) ein Lieferungsgewicht zwischen
225-250 g auf. Dabei konnte zu Beginn der Stoffwechselkafigversuche, die
ebenfalls 14 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus bzw. nach Citratgabe
erfolgten, bei den Kontrollgruppen der SHR- und WKY-Tiere eine Zunahme
ihres Kérpergewichtes um ca. 25-30 g im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht
beobachtet werden. Im Gegenzug dazu wiesen die entsprechenden dia-
betischen Tiere ein signifikant niedrigeres Gewicht auf, so dass bei diesen
Tieren eine Konstanthaltung oder leichte Reduktion des Kérpergewichtes im
Vergleich zum Ausgangsgewicht festgestellt werden konnte.

3.3.1.2 Blutglukose

Ahnlich wie bei den SD-Tieren lagen die Blutglukosewerte der normo-
glykédmischen Kontrollgruppen der SHR- und WKY-Versuchsgruppen im Mittel
um die 95 mg/dl. Dabei konnte durch die Streptozotocin-Gabe ebenfalls ein
Diabetes mellitus induziert werden, der sich in einer signifikanten Zunahme der
Blutglukosekonzentration um Werte zwischen 450 und 460 mg/dl wider-
spiegelte.
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Abbildung 3.11: Blutglukosewerte der normoglykédmischen Kontrollgruppen (CON) und dia-
betischen Gruppen (DM) der spontan hypertensiven Ratten (SHR) und Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY). Es wurden jeweils die Kontrollgruppen (CON-WKY-BZD, CON-SHR-BZD) mit den ent-

sprechenden hyperglykédmischen Tieren verglichen (DM-WKY-BZD, DM-SHR-BZD). *p<0,05
vs. entsprechende CON.

3.3.1.3 Futteraufnahme und Trinkvolumen

Wahrend die Kontrollgruppen (CON-WKY-BZD, CON-SHR-BZD) keine Unter-
schiede bezlglich der Futteraufnahme (FA) und des Trinkvolumens (TV) auf-
wiesen, konnte bei den entsprechenden diabetischen Tieren (DM-WKY-BZD,
DM-SHR-BZD) eine signifikante Zunahme der Futteraufnahme um das 2- bis
2,5-fache festgestellt werden. Die Polydipsie der hyperglykdmischen Tiere
auBerte sich in einer signifikanten Trinkvolumen-Steigerung um das 5- bis 5,5-

fache.

3.3.1.4 Urinvolumina

Hinsichtlich der Urinvolumina ergaben sich bei den Kontrollgruppen ahnliche
Werte, die im Mittel zwischen 8,58 und 10,36 ml/24 h lagen. Dabei kam es bei
den diabetischen WKY- und SHR-Tieren zu einem signifikanten Anstieg der
Urinausscheidung um das 10- bis 11-fache, wobei die diabetischen SHR-Tiere
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3. Ergebnisse

im Vergleich zu ihrer normotensiven Kontrollgruppe (WKY) eine auffallend
geringere Ausscheidungstendenz aufwiesen, die jedoch nicht signifikant war.
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Abbildung 3.12: Die Urinvolumina (UV) der normoglykdmischen Kontrollgruppen (CON) und
diabetischen Gruppen (DM) der spontan hypertensiven Ratten (SHR) und Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY) im Stoffwechselkéfigversuch. Es wurden die Kontrollgruppen (CON-WKY-BZD, CON-
SHR-BZD) mit den entsprechenden hyperglyk&mischen Tieren (DM-WKY-BZD, DM-SHR-BZD)

verglichen. *p<0,05 vs. entsprechende CON.

3.3.1.5 Renale Natrium- und Kaliumausscheidung

Wie auch schon bei den SD-Tieren zu beobachten war, traten weder innerhalb
der Kontrollgruppen (CON-WKY-BZD, CON-SHR-BZD) noch der ent-
sprechenden diabetischen Gruppen (DM-WKY-BZD, DM-SHR-BZD) erhebliche
Unterschiede bezuglich der Natrium- wie auch Kaliumausscheidung im Urin
(UnaV, UkV) auf. Im Gegenzug dazu konnte bei den diabetischen WKY- und
SHR-Tieren eine signifikant hdhere Ausscheidung der oben benannten
Elektrolyte im Vergleich zu ihren normoglykdmischen Kontrollgruppen ver-

zeichnet werden.
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Abbildung 3.13: Die Natriumausscheidung (Un,V) der Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und spontan
hypertensiven Ratten (SHR) im Stoffwechselkéfigversuch. Es wurden die Kontrollgruppen
(CON-WKY-BZD, CON-SHR-BZD) mit den entsprechenden hyperglykdmischen Tieren (DM-

WKY-BZD, DM-SHR-BZD) verglichen. *p<0,05 vs. entsprechende CON.

3
o 2,5
o
o
hay 2
o)
<
S 15
3 )
£
E 1
>
b4
D 05
0
CON- CON-SHR- DM-WKY- DM-SHR- DM-WKY- DM-SHR-
WKY-BZD BZD VHC VHC BZD BZD

Abbildung 3.14: Die Kaliumausscheidung (UxV) der Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und spontan
hypertensiven Ratten (SHR) im Stoffwechselkéfigversuch. Es wurden die Kontrollgruppen
(CON-WKY-BZD, CON-SHR-BZD) mit den entsprechenden hyperglykdmischen Tieren (DM-

WKY-BZD, DM-SHR-BZD) verglichen. *p<0,05 vs. entsprechende CON.
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3.3.1.6 Systolischer Blutdruck

Bei den Tieren der Versuchsgruppen WKY und SHR wurde jeweils vor Durch-
fihrung der Stoffwechselkafigversuche der Blutdruck mittels Schwanzdruck-
messung (siehe Kapitel 2.3.1.4) ermittelt. Dabei konnten keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der WKY-Versuchsgruppen (CON, DM), die Mittelwerte
zwischen 109-116 mmHg aufwiesen, festgestellt werden. Lediglich zwischen
den diabetischen SHR-Gruppen (DM-SHR-VHC, DM-SHR-BZD) wurden
signifikant geringerer systolische Blutdruckwerte der Gruppe DM-SHR-BZD im
Vergleich zur entsprechenden Vehikelgruppe (DM-SHR-VHC) beobachtet.
Weiterhin wiesen die SHR-Versuchsguppen mit Mittelwerten zwischen 175-147
mmHg signifikant héhere Blutdruckwerte als die entsprechenden WKY-Ver-

suchsgruppen auf.
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Abbildung 3.15: Die systolischen Blutdruckwerte (RRss) der Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und
spontan hypertensiven Ratten (SHR). Es wurden die normotensiven WKY-Tiere mit den

jeweiligen hypertensiven SHR-Tieren verglichen. *p<0,05 vs. entsprechende WKY, A p<0,05
vs. DM-SHR-VHC.

3.3.2 Clearanceversuche an narkotisierten SHR- und WKY- Ratten

Die Ergebnisse der Clearanceversuche an spontan hypertensiven Ratten (SHR)
und ihren normotensiven Kontrollgruppen (WKY) sind in den Tabellen 3.4 und

3.5 dargestellt.
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Gruppe Perioden Hkt MAP HF Na Plasma K Plasma
[%] [mmHg] [1/min] [mmol/l] [mmol/l]

CON-WKY-BZD VHC 47,3+1,2 110,2+7,5 380,4+13,0 143,7+1,9 4,64+0,22
(n=7) DPAT 45,6+1,0 101,1+7,9 350,0+19,7 144,4+1.9 4,19+0,12
CON-SHR-BzZD VHC 49,7+0,8 133,146,8* 370,6+14,0 152,942,2* 5,60+0,30"
(n=8) DPAT 47,8+0,6 104,1+6,1% 344,7+18,7 150,4+1,9 4,75+0,23"
DM-WKY-VHC VHC 49,5+0,7 126,2+7,0 341,3+7,4* 138,6+1,4* 5,63+0,36*
(n=8) DPAT 48,1+0,8 115,246,8 322,5+7,1 136,4+1,2 4,56+0,24"
DM-SHR-VHC VHC 49,1+0,9 118,745,7 328,6+14,8 142,2+1,3" 5,26+0,32
(n=7) DPAT 47,4+0,9 108,0+7,8 303,6+16,8 140,0+1,6 5,42+0,25
DM-WKY-BZD VHC 45,7+0,9% 97,2+6,7% 320,348,8" 141,7+1,1 4,78+0,30
(n=8) DPAT 42,2+0,9" 62,7+3,6" 267,5+7,1% 1423413 4,50+0,18
DM-SHR-BZD VHC 48,4+1,0 113,346,8 284,3+17,0" 146,1+1,2" 5,29+0,24
(n=7) DPAT 44,6+0,7" 72,9+3,8" 251,4+16,0 144,6+1,1 4,50+0,27"

Tabelle 3.4: Ergebnisse der Clearanceversuche mit narkotisierten Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und spontan hypertensiven Ratten (SHR). Alle Werte
sind Mittelwerte + SEM. Die Bezeichnungen der Versuchsgruppen s. Kapitel 2.2. * p<0,05 vs. CON-WKY-BZD, o p<0,05 vs. CON-SHR-BZD, A p<0,05
vs. VHC, # p<0,05 vs. DM-WKY-BZD, X p<0,05 vs. DM-WKY-VHC.
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Gruppe Perioden GFR uv UnaV FENa UkV
[ml/min/100g] [mI/min/100g] [umol/min/100g] [%] [umol/min/100g]

CON-WKY-BZD VHC 0,95+0,03 2,64+0,54 0,44+0,17 0,32+0,12 0,38+0,08
(n=7) DPAT 1,00+0,04 6,83%1,97 1,16+0,38 0,7910,26 0,43%0,11
CON-SHR-BZD VHC 0,84+0,07 4,92+1,81 0,80+0,32 0,57+0,20 0,46+0,07
(n=8) DPAT 0,82+0,08 8,8315,50 1,10+0,51 0,71x0,28 0,410,12
DM-WKY-VHC VHC 1,14+0,07* 4,25+0,30* 0,38+0,10 0,22+0,05 0,34+0,08
(n=8) DPAT 1,04%0,05 4,77+0,51 0,60+0,16 0,42+0,11 0,46+0,10
DM-SHR-VHC VHC 1,0740,06" 4,87+0,50 0,41+0,18 0,27+0,11 0,40+0,11
(n=7) DPAT 1,00£0,08 5,41+0,63 0,81+0,04 0,49+0,23 0,60+0,14
DM-WKY-BZD VHC 0,99+0,09 4,07+0,55 0,24+0,11 0,14+0,06 0,26+0,05
(n=8) DPAT 0,71+0,09" 2,24+0,28" 0,19+0,08 0,16+0,06 0,19+0,04
DM-SHR-BZD VHC 0,89+0,06 3,5310,54 0,63+0,02* 0,48+0,02" 0,21+0,06
(n=7) DPAT 0,81+0,08 2,98+0,69 0,82+0,03 0,70+0,03" 0,25+0,10

Tabelle 3.5: Fortsetzung der Tabelle 3.4.
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3.3.2.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Die normoglykamische Kontrollgruppe der spontan hypertensiven Ratten (SHR)
wies wahrend der Vorperioden signifikant héhere Blutdruckwerte auf als die
zugehdrige normotensive Kontrollgruppe (p<0,05 vs. CON-WKY-BZD). Inner-
halb der diabetischen WKY-Gruppen kam es bei den Tieren unter Benserazid-
Gabe zu einem signifikanten Blutdruckabfall (p<0,05 vs. DM-WKY-VHC), der
innerhalb der diabetischen SHR-Gruppen nicht zu beobachten war, so dass
diese nahezu identische Blutdruckwerte aufwiesen. Unter der Verabreichung
des D3-Rezeptoragonisten konnte bei allen Versuchsgruppen ein Blutdruckab-
fall bis zu 40 mmHg beobachtet werden. Bezuglich der Reduktion des mittleren
arteriellen Blutdrucks in den Hauptperioden erreichten die beiden diabetischen
Benserazid-Gruppen (DM-WKY-BZD, DM-SHR-BZD) und die SHR-Kontrolltiere
(CON-SHR-BZD) das Signifikanzniveau.
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Abbildung 3.16: Die mittleren arteriellen Blutdruckwerte (MAP) der Wistar-Kyoto-Ratten (WKY)
und spontan hypertensiven Ratten (SHR) im Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgrup-
pen (CON, DM) untereinander verglichen und die Vorperioden (VHC) mit den Hauptperioden

(DPAT) innerhalb der gleichen Gruppe. *p<0,05 vs. CON-WKY-BZD, A p<0,05 vs. VHC.
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3.3.2.2 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz (HF) beider Kontrollgruppen, WKY, als auch SHR, lag im Mit-
tel zwischen ca. 370-380 Schlagen pro Minute. Die entsprechend zu den
Kontrollgruppen zugehdrigen diabetischen Gruppen wiesen signifikant
niedrigere Pulsraten auf (p<0,05 vs. entsprechende CON). Weiterhin konnte
eine geringere Herzfrequenz bei den diabetischen mit Benserazid behandelten
Tieren im Vergleich zu den diabetischen Vehikel-Gruppen beobachtet werden,
die jedoch nicht signifikant war. Unter DPAT-Gabe zeigte sich wiederum in allen
sechs Versuchsgruppen eine Reduktion der Herzfrequenz, die bei der dia-
betischen Benserazid-Gruppe der Wistar-Kyoto-Ratten das Signifikanzniveau
erreichte.

3.3.2.3 Hamatokrit

Die Hamatokritwerte der jeweiligen WKY- und SHR-Tiere lagen mit Ausnahme
der DM-WKY-BZD-Gruppe, die einen signifikant niedrigeren Hamatoritwert als
die zugehdérige diabetische Vehikelgruppe aufwies (p<0,05 vs. DM-WKY-VHC),
nahezu identisch zwischen 47-49 %. Weiterhin konnte eine Reduktion des
Hamatokrits von den Vorperioden auf die Hauptperioden beobachtet werden,
die innerhalb der diabetischen WKY- und SHR-BZD-Gruppen signifikant war.

3.3.2.4 Natrium- und Kaliumkonzentration im Plasma

Bezlglich der Natrium- und Kaliumkonzentration im Plasma wies die Kontroll-
gruppe der SHR-Tiere signifikant héhere Werte als ihre normotensive Kontroll-
gruppe auf (p<0,05 vs. CON-WKY-BZD). Weiterhin konnte innerhalb der diabe-
tischen Gruppen eine ebenfalls signifikante Abnahme der Natriumkonzentration
im Vergleich zu ihren entsprechenden Kontrollgruppen registriert werden. Die-
ser Effekt konnte bezlglich der Kaliumkonzentration im Plasma nicht beo-
bachtet werden. Innerhalb der beiden Hauptperioden wurde tendenziell eine
Reduktion der oben benannten Parameter festgestellt, die hinsichtlich des
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3. Ergebnisse

Elektrolyts Kalium innerhalb der Gruppen CON-SHR-BZD, DM-WKY-VHC und
DM-SHR-BZD signifikant war (p<0,05 vs. VHC).

3.3.2.5 Urinvolumen

Innerhalb der Versuchsgruppen der spontan hypertensiven Ratten (SHR) traten
nahezu keine Unterschiede beziglich der Urinvolumina in den Vorperioden auf.
Lediglich die diabetische Vehikel-Gruppe der Wistar-Kyoto-Ratten wies ein
signifikant hdheres Urinvolumen als die normotensive Kontrollgruppe auf
(p<0,05 vs. CON-WKY-BZD). Im Vergleich zwischen den beiden Kontroll-
gruppen (CON-WKY-BZD, CON-SHR-BZD) konnte eine knapp doppelt so
hohe, jedoch nicht signifikante Urinausscheidung der SHR-Tiere gegenlber der
normotensiven Kontrollgruppe (WKY) festgestellt werden. In den beiden Haupt-
gruppen, unter DPAT-Gabe, zeigte sich bei den Kontrollgruppen der WKY- und
SHR-Tiere eine nicht signifikante Urinvolumensteigerung um das 2- bis 2,5-
fache. Gegenteilig dazu wiesen die diabetischen BZD-Gruppen eine Reduktion
der Urinvoumina auf, die bei den WKY-Tieren das Signifikanzniveau erreichte
(p<0,05 vs. VHC).

—_ 4
A~ O
1

A

w0

CON-WKY- CON-SHR- DM-WKY- DM-SHR- DM-WKY- DM-SHR-
BZD BZD VHC VHC BZD BZD

S 12

o

— 10 A

£ O VHC
£ * DPAT
E

>

5

o N~ OO @
| |

Abbildung 3.17: Die Urinvolumina (UV) der Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und spontan hyper-
tensiven Ratten (SHR) im Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgruppen (CON, DM)
untereinander verglichen und die Vorperioden (VHC) mit den Hauptperioden (DPAT) der

gleichen Gruppe. *p<0,05 vs. CON-WKY-BZD, A p<0,05 vs. VHC.
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3. Ergebnisse

3.3.2.6 Renale Natrium- und Kaliumausscheidung

Hinsichtlich der Elektrolytausscheidung der WKY- und SHR-Versuchsgruppen
konnte bei den SHR-Tieren eine héhere Urinnatriumausscheidung beobachtet
werden. Diese erreichte innerhalb der DM-SHR-BZD-Gruppe das Signifikanz-
niveau (p<0,05 vs. DM-WKY-BZD). In den Hauptperioden wurden mit Aus-
nahme der DM-WKY-BZD-Gruppe tendenziell hbhere Ausscheidungswerte fest-

gestellt, die jedoch nicht signifikant waren.
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Abbildung 3.18: Die renale Natriumausscheidung (Un,V) der Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und
spontan hypertensiven Ratten (SHR) im Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgruppen
(CON, DM) untereinander verglichen und die Vorperioden (VHC) mit den Hauptperioden

(DPAT) der gleichen Gruppe. *p<0,05 vs. DM-WKY-BZD.

3.3.2.7 Fraktionelle renale Natriumausscheidung

Bei den WKY- und SHR-Gruppen ergaben sich in den Vorperioden FEna,-Werte
im Mittel zwischen 0,14-0,57 %, wobei die Kontrollgruppen gegenuiber ihrer
entsprechenden diabetischen Gruppen héhere Werte aufwiesen. In den Haupt-
perioden konnte ebenfalls in allen Versuchsgruppen eine Zunahme der
fraktionellen renalen Natriumausscheidung festgestellt werden. Dabei erreichte
die DM-SHR-BZD-Gruppe das Signifikanzniveau und zeigte ebenfalls gegen-
Uber der entsprechenden WKY-Gruppe (DM-WKY-BZD) signifikant héhere
FEna-Werte auf.
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Abbildung 3.19: Die fraktionelle renale Natriumausscheidung (FEn,) der Wistar-Kyoto-Ratten
(WKY) und spontan hypertensiven Ratten (SHR) im Clearanceversuch. Es wurden die Ver-
suchsgruppen (CON, DM) untereinander verglichen und die Vorperioden (VHC) mit den Haupt-

perioden (DPAT) der gleichen Gruppe. *p<0,05 vs. DM-WKY-BZD, A p<0,05 vs. VHC.

3.3.2.8 Glomerulare Filtrationsrate

Bezlglich der glomerularen Filtrationsrate (GFR) zeigten die Tiere der SHR-
Versuchsgruppen im Vergleich zu den entsprechenden WKY-Gruppen geringe-
re Werte auf. Damit lag die GFR der normotensiven Kontrollgruppe (CON-WKY-
BZD) mit 0,1 ml/min/100 g Uber der der entsprechenden hypertensiven
Kontrollgruppe (CON-SHR-BZD). Die durch den Diabetes mellitus induzierte
glomerulédre Hyperfiltration konnte sowohl in der DM-WKY-VHC-Gruppe, als
auch in der DM-SHR-VHC-Tiergruppe beobachtet werden. Diese spiegelte sich
in einer signifikanten Steigerung der GFR um 20 % gegenlber den ent-
sprechenden Kontrollgruppen wider (p<0,05 vs. entsprechende CON). Ver-
gleichsweise dazu konnte dieser GFR-Anstieg bei den mit Benserazid be-
handelten diabetischen Tieren nicht aufgezeigt werden, weshalb innerhalb der
DM-WKY-BZD- und DM-SHR-BZD-Gruppe ein Rickgang der GFR-Werte do-
kumentiert werden konnte. Die GFR-Werte der diabetischen Benserazid-
Versuchsgruppen naherten sich dabei denen der entsprechenden Kontrollgrup-
pen an und wiesen im Vergleich zu den diabetischen Vehikelgruppen keine dia-
betische Hyperfiltration auf. Wie schon bei den SD-Tieren zu beobachten war,

61



3. Ergebnisse

zeigten unter DPAT-Infusion alle Versuchsgruppen, mit Ausnahme der CON-
WKY-BZD-Tiere, eine Abnahme der GFR. Diese erreichte innerhalb der DM-

WKY-BZD-Gruppe das Signifikanzniveau.
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Abbildung 3.20: Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) der Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) und
spontan hypertensiven Ratten (SHR) im Clearanceversuch. Es wurden die Versuchsgruppen
(CON, DM) untereinander verglichen und die Vorperioden (VHC) mit den Hauptperioden

(DPAT) der gleichen Gruppe. *p<0,05 vs. entsprechende CON, A p<0,05 vs. VHC.
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4. Diskussion

4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Modell des Diabetes mellitus

Zur Untersuchung des Effektes von Benserazid auf die diabetische Hyper-
filtration, wurde das Modell des Streptozotocin-induzierten Diabetes mellitus
herangezogen. Streptozotocin (STZ) stellt ein aus Streptomyces achromogenes
gewonnenes Antibiotikum dar. Dabei beobachtete erstmals Ratieken et al. die
diabetogene Wirkung von i.v. verabreichtem STZ im Tierexperiment mit Ratten
und Hunden (Ratieken et al., 1963). Spater konnte durch histologische Unter-
suchungen gezeigt werden, dass STZ selektiv die B-Zellen des Pankreas zer-
stért, so dass a-Zellen und das exokrine Pankreasgewebe intakt blieben.
AuBerdem bestand kein Anhalt fir eine nephrotoxische Wirkung, wobei lediglich
2 bis 36 h nach STZ-Verabreichung vereinzelte fokale Leberzellnekrosen sowie
eine Hyperplasie der hepatischen Kupfferschen Zellen beobachtet werden
konnten (Junod et al., 1967; Evan et al., 1984). Weiterhin konnten bereits eine
Stunde nach Injektion des STZ histologische Veranderungen der B-Zellen re-
gistriert werden. Nach sieben bis zehn Stunden wurden massive Nekrosen und
Degranulationen der B-Zellen nachgewiesen, die zunachst einen Anstieg des
Seruminsulin-Spiegels, sowie eine Hypoglykdmie zur Folge hatten. Der
hypoglykdmischen Zwischenperiode folgte dann 12 bis 24 h nach STZ-
Applikation die far den unbehandelten Diabetes mellitus typische Hyper-
glykédmie. Diese machte sich im Vergleich zu normoglyk&mischen Tieren in 3-
bis 4-mal héheren Blutglukosewerten bemerkbar und war auf eine Reduktion
des Insulinspiegels auf unter 5 % des Ausgangswertes zurtickzufihren. Weiter-
hin konnte festgestellt werden, dass der Effekt von STZ auf die Stoffwechsel-
lage dosisabhangig ist (Junod et al., 1969). Bereits bei einer Dosis von 35

mg/kg Kérpergewicht (KG) wurde eine leichte Hyperglykdmie beobachtet. Bei
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einer mittleren Dosis von 55-65 mg/kg KG wurde die gewlnschte diabetogene
Stoffwechsellage erzeugt, in der die Ratten ohne Insulinsubstitution Gberleben
konnten und keine Ketonurie ausbildeten. Ab einer Verabreichung von STZ in
Dosen um die 100 mg/kg KG verstarben die Tiere ohne Insulinbehandlung nach
2 bis 3 Tagen. Ausgehend von diesen Beobachtungen erhielten die Tiere in der
vor- liegenden Arbeit STZ-Dosen von 60 mg/kg KG intraperitoneal (i.p) injiziert.
Wurden nach 48 h keine Blutglukosewerte zwischen 280-600 dI erreicht, war
eine erneute i.p STZ-Applikation in Dosen zwischen 30-60 mg/kg KG erforder-
lich. Die diabetogene Stoffwechsellage spiegelte sich wider in der Hyper-
glykédmie und in weiteren fir den Diabetes mellitus typischen Parametern, wie
einer Polyphagie, Polydipsie, Polyurie sowie einer fehlenden Gewichtszu-
nahme. Auch bei anderen Autoren, die Tierexperimente am Modell des STZ-
induzierten Diabetes mellitus durchfiihrten, konnten oben benannte Symptome
beobachtet werden (Hebden et al., 1986; O Donnell et al., 1988; Tomlinson et
al., 1989).

4.1.2 Benserazidbehandlung

Das Katecholamin Dopamin ist fir Regulation der glomerularen Hyperfiltration,
die nach Mogensen einen entscheidenden Risikofaktor fir die frihe Ausbildung
der diabetischen Nephropathie darstellt, von zentraler Bedeutung (Mogensen,
1986). In tierexperimentellen Arbeiten wurde sowohl unter exogen verab-
reichtem Dopamin, als auch unter Zufuhr von Aminosaurelésungen eine ge-
steigerte glomerulare Filtrationsrate (GFR) beobachtet (Meyer et al., 1983; ter
Wee et al., 1986; Mihlbauer et al., 1994). Daraufhin stellte sich nun die Frage,
inwiefern die Dopaminsynthese und Dopaminrezeptorblockade Einfluss auf die
aminosaurebedingte Hyperfiltration nimmt. Dabei kam es aufgrund der bekan-
nten Prasenz zweier unterschiedlicher renaler Dopaminrezeptoren, D1- und Do-
Rezeptor (Jose et al., 1992), zum einen zum Einsatz eines selektiven Dopamin
D.-Rezeptorantagonisten, dem S(-)-Sulpirid, welcher eine signifikante Auf-
hebung der aminosaurebedingten Hyperfiltration nach sich zog. Gegensinnig
dazu konnte unter dem D{-Rezeptorantagonist SCH 23390 keine Reduktion der
Aminosaure-induzierten Hyperfiltration erzielt werden (Muhlbauer et al., 1994).
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Eine Interaktion zwischen Rezeptoren der D,-Unterfamilie und dem autonome
Nervensystem scheint dabei eine wichtige Rolle in der Ausbildung der physio-
logischen aminosaurebedingten Hyperfiltration zu spielen (MUhlbauer et al.,
1997) (siehe auch Kapitel 4.2.1). Neben dem endogenen renalen Dopamin wird
als weiterer mdglicher Mechanismus fur die erhdhte Filtrationsfraktion ein
stimuliertes Kallikrein-Kinin-System diskutiert. In der Arbeitsgruppe Jaffa konnte
unter systemischer Aminosaurezufuhr neben einer um 25- bis 40 % ge-
steigerten GFR, ein erhdhter renaler Plasmafluss (RPF), sowie eine Abnahme
des renalen GefaBwiderstandes festgestellt werden. Diese Beobachtungen
waren assoziiert mit einer zwei- bis dreifach erhéhten renalen Kininexkretions-
rate (Jaffa et al., 1992). Die renalen hamodynamischen Veranderungen kénnten
jedoch auch durch die Hormone Insulin und Glukagon verursacht sein (Tolins,
1992).

Unter Betrachtung des endogenen Dopamins als Mediator flir die hamo-
dynamische Antwort der Niere auf Aminosduren wurde in der Arbeitsgruppe
Muhlbauer eine Vorbehandlung von Ratten mit Benserazid, einem Inhibitor der
L-Aminodecarboxylase (Da Prada et al., 1987), vorgenommen. Dabei wurde
Benserazid in einer Konzentration von 30 pg/kg KG/min akut im Clearance-
versuch intravends (i.v) infundiert. Neben einer Normalisierung der durch die
Aminosaureldésung bedingten Hyperfiltration, sanken unter der Benserazid-
behandlung die Dopaminkonzentrationen im Urin auf nicht mehr messbare
Werte (MUhlbauer et al., 1994). In der vorliegenden Arbeit, in der aufgrund der
vorangegangenen Beobachtungen untersucht werden sollte, ob auch eine
Normalisierung der diabetischen Hyperfiltration unter peripherer Dopamin-
synthesehemmung madglich ist, kam Benserazid ebenfalls mit einer Dosierung
von 30 pg/kg KG/min akut im Clearanceversuch zum Einsatz. Dieses erhielten
die Tiere nach Legen des Venenkatheters Uber eine Prazisionspumpe, die eine
kontinuierliche Flussrate von 0,6 ml/h garantierte. Vor Beginn der eigentlichen
Clearanceversuche wurde in einer Vorversuchsreihe Uberprift, ob Benserazid
den Dopamingehalt in der Niere reduziert. Dafir wurden mannliche Sprague-
Dawley-Ratten auf zwei Tiergruppen, eine Vehikel-Gruppe und eine
Benserazid-Gruppe, aufgeteilt. Die Praparation der Tiere und der Versuchsab-
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lauf verliefen unter den gleichen Bedingungen wie im eigentlichen Clearance-
versuch. Eine Entnahme der Nieren erfolgte nach Versuchsende, in denen mit-
tels HPLC der Dopamingehalt bestimmt wurde. Dabei konnte festgestellt
werden, dass unter Benserazidbehandlung die Dopaminkonzentration
signifikant um den Faktor 10 abnahm. Im Vergleich zu der tierexperimentellen
Studie der Arbeitsgruppe Mihlbauer wurde jedoch keine vollstandige Unter-
driickung der Dopaminsynthese erzielt, so dass ein Restgehalt an Dopamin von
ca. 10 ng/g Nierenfeuchtgewicht (NFG) im Nierengewebe ermittelt wurde. Dies
kénnte auf die Verwendung unterschiedlicher Proben zur Bestimmung der
Menge an synthetisiertem Dopamin in der Niere zurlickzufihren sein (siehe
auch Kapitel 4.2.1).

4.1.3 Modell der spontan hypertensiven Ratten (SHR)

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung der Nierenfunktion in
einem hypertensiven Rattenmodell méannliche spontan hypertensive Ratten
(SHR), die nach wenigen Lebenswochen einen Hypertonus entwickeln (Seubert
et al., 2005), verwendet. Mannliche Wistar-Kyoto-Ratten (WKY) dienten als
normotensive Kontrollgruppe. Die Mechanismen, die zur Pathogenese des
Hypertonus beitragen, werden in zahlreichen Studien diskutiert und sind nicht
vollstandig geklart. Unter anderem wird von einer abgeschwéchten Interaktion
zwischen D+- und D»>-Rezeptorsubtypen in der Niere von SHR-Tieren ausge-
gangen. Eine synergistische Aktivitdtsminderung der an der basolateralen
Membran der proximalen Tubuli lokalisierten Na*-K*-ATPase scheint dabei
durch die Dopaminrezeptoren nicht mehr gewahrleistet zu sein (Bertorello et al.,
1990). So konnte in einem normotensiven Rattenmodell eine gemeinsame
Aktivierung von D¢- und D»-Rezeptorsubtypen einen starkeren natriuretischen
Effekt als eine alleinige Stimulierung von Di-Rezeptoren hervorrufen (Jose et
al., 1998). Obwohl alle zur Dopamin D»-Rezeptor Familie gehérenden Dopamin-
rezeptoren (D2, D3, D4) in den proximalen Tubuluszellen exprimiert werden,
macht der Djs-Rezeptorsubtyp den gréBten dort exprimierten Anteil aus
(O"Connell et al., 1998). Weiterhin wird dem zur Dopamin Di-Rezeptor Familie

gehérenden D+-Rezeptor eine gréBere Rolle in der Stimulierung der Adenylat-
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cyclase und somit dem Anstieg an cAMP zugeschrieben als dem Ds-Rezeptor
(Sanada et al., 2000). Genauere Untersuchungen auf eine Interaktion zwischen
dem D¢- und dem Ds-Rezeptor fanden demzufolge statt. Dabei flhrte eine
Stimulierung von D¢-Rezeptoren unter Verwendung eines Dj-Rezeptor-
agonisten, dem Fenoldopam, zu einem Anstieg der Genexpressionsrate von
Ds-Rezeptoren in normotensiven WKY-Ratten. Diese Beobachtung konnte
gegensatzlich dazu bei SHR-Tieren nicht gemacht werden (Zeng et al., 2003).
In einer weiteren Studie derselben Arbeitsgruppe zeigte sich unter Einsatz von
Fenoldopam ein Anstieg des D3-Rezeptorproteins in WKY-Tieren, der jedoch in
SH-Ratten nicht registriert wurde (Zeng et al., 2004). Weiterhin konnten bei
salz-sensitiven Dahl (DS) Ratten, die auf eine erhéhte systemische Salzzufuhr
eine arterielle Hypertonie ausbilden, sowohl eine verminderte Expression als
auch Funktion des Dopamin Ds-Rezeptors festgestellt werden. Eine pharma-
kologische Djs-Rezeptor-Aktivierung durch 7-Hydroxy-DPAT flUhrte bei, unter
kochsalzreicher Diat gehaltenen, DS Ratten zu keiner GFR-Steigerung sowie
Natriurese. Im Gegensatz dazu, zeigten salz-resistente Dahl (DR) Ratten auf
eine Infusion von 7-Hydroxy-DPAT einen Anstieg der GFR und eine signifikante
Diurese (Luippold et al., 2001). Auf diese Beobachtung hin, wurde in derselben
Arbeitsgruppe der Effekt von 7-Hydroxy-DPAT auf SH-Ratten hin untersucht,
die jedoch wie ihre normotensive Kontrollgruppe (WKY-Ratten) eine gesteigerte
Urin- und Natriumausscheidung sowie GFR-Erhéhung aufwiesen. Auch konnten
keine Unterschiede der D3s-Rezeptorgenexpression zwischen SHR- und WKY-
Tieren festgestellt werden. Ausgehend von diesen Resultaten zeigt der Ds-
Rezeptor keine Beteiligung an der Pathogenese des Hypertonus im SH-
Rattenmodell (Luippold et al., 2003). Weiterhin wird sowohl dem Di-Rezeptor
Uber eine Stimulierung der Proteinkinase A, als auch dem Djz-Rezeptor Uber
eine Aktivitdtszunahme von K*-Kanalen (Liu et al., 1996) ein vasodilatativer
Effekt zugeschrieben (Zeng et al., 2003). Dabei kénnte es Uber eine Interaktion
zwischen Dj- und Ds-Rezeptoren zu einer Addierung des Uber diese
Rezeptoren vermittelten gefaBrelaxierenden Effektes kommen, der jedoch im
SH-Rattenmodell nicht gegeben ist. Demnach kdnnte dieser fehlende
Mechanismus an der Entwicklung der Hypertension mitbeteiligt sein. Um in der
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vorliegenden Arbeit zu klaren, ob die SHR-Tiere auch tatséchlich einen Hyper-
tonus im Vergleich zu ihrer normotensiven Kontrollgruppe aufweisen, wurde vor
Durchfihrung der Stoffwechselkafigversuche der systolische Blutdruckwert mit-
tels Schwanzdruckmessung (siehe Kapitel 2.3.2) sowohl bei wachen SHR- als
auch WKY-Tieren bestimmt. Dem eigentlichen Messvorgang vorausgehend,
wurden die Tiere beider Gruppen mehrmals in die Restrainer gesetzt und die
Blutdruckmessung simuliert, um spater realistische und nicht durch Stress-
reaktionen verfalschte Blutdruckwerte zu erhalten. Dabei wiesen die SHR-Tiere
mit systolischen Mittelwerten zwischen 147-175 mmHg signifikant héhere Werte
als ihre Kontrollgruppe auf.

4.2 Benserazid und Nierenfunktion in einem diabetischen

normotensiven Rattenmodell

4.2.1 Basalbedingungen

Innerhalb der diabetischen Vehikelgruppe der Sprague-Dawley-Ratten (DM-SD-
VHC) konnte im Vergleich zur entsprechenden normoglykdmischen
Kontrollgruppe (CON-SD-VHC) ein signifikanter Anstieg der glomeruldren
Filtrationsrate (GFR), eine Natriurese und auch eine Diurese dokumentiert
werden. Schon Mogensen, als einer von vielen anderen Autoren, stellte dieses
fir den Diabetes mellitus typische Ph&nomen vor Uber 30 Jahren fest. Dabei
machte er die Beobachtung, dass bei nahezu 40 % der neu diagnostizierten
Typ 1 Diabetiker eine erhéhte GFR vorhanden war (Mogensen, 1971). Weiter-
hin zeigten 30-40 % der Diabetiker, die als Spatkomplikation eine diabetische
Nephropathie aufwiesen, einen progressiven Anstieg der GFR wenige Jahre
nach Erstdiagnose auf (Viberti et al., 1983). Die Faktoren, die zu dieser
diabetischen Hyperfiltration beitragen, sind jedoch noch recht unklar. Mehrere
Studien sahen einen Zusammenhang zwischen einem erhéhten Plasma-
glukosespiegel und dem Anstieg der GFR. Dabei verursachte eine Hyper-
glykdmie sowohl bei normoglykdmischen als auch hyperglykdmischen Test-
personen signifikant erh6hte GFR-Werte. In einer weiteren Studie konnte bei
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Diabetikern mit vorhandener Hyperfiltration durch eine Zufuhr von Glukose-
I6sungen ein weiterer Anstieg der GFR dokumentiert werden, wobei jedoch
Patienten mit normalen GFR-Werten nicht auf diese kinstlich erzeugte
Hyperglykamie reagierten (Wiseman et al., 1987). Weiterhin wurde sowohl bei
diabetischen Patienten als auch bei Ratten, die einen STZ-induzierten Diabetes
mellitus aufwiesen, eine erhdhte tubulare Reabsorption von Elektrolyten und
Wasser beobachtet (Hannedouche et al., 1990; Bank et al., 1990). Spater
konnte flr diese Phanomene ein mdglicher Mechanismus aufgezeigt werden.
Mikroperfusions-Studien nahmen eine Beteiligung des Na*-Glukose-
Kotransportes an der verstarkten Absorption von Natrium im proximalen
Tubulus an (Bank et al., 1990). Dabei fihrt eine Hyperglykdmie und damit auch
Glukosurie zu einer gesteigerten Aktivierung des Na*-Glukose-Kotransportes im
proximalen Tubulus, wobei Wasser aus osmotischen Grinden dem ab-
sorbierten Natrium passiv in das Interstitium folgt. Auch der Einsatz von
Phlorizin, einem Inhibitor des Na"-Glukose-Kotransportes, flihrte bei dia-
betischen Ratten zu einer Reduktion der Reabsorption von Na*, CI" und K* (Val-
lon et al., 1999) und lieB damit dem Na*-Glukose-Kotransport eine wichtige
Rolle in der Antwort der Niere auf erhdhte tubuldre Glukosekonzentrationen
zukommen. Somit resultiert aus der gesteigerten Elektrolyt- und Wasserrtick-
resorption bei schlecht eingestelltem Diabetes eine Volumenexpansion und
damit Hypertension sowie eine Hypertrophie der Nieren. Weiterhin kommt es
durch die verringerten, an der Macula densa des distalen Tubulus registrierten
Elektrolytkonzentrationen zu einer Abnahme des tubuloglomerularen Feed-
backs (TGF) sowie zu einer Steigerung der Renin-Sekretion. Eine Abnahme
des TGF-Signales fliihrt seinerseits zu einer Vasodilatation des Vas afferens,
wobei die durch das Renin stimulierte Angiotensin II-Bildung eine Vaso-
konstriktion des Vas efferens zur Folge hat. Das Zusammenspiel dieser beiden
Mechanismen lasst eine Steigerung der GFR, sowie eine weitere, Uber
Aldosteron vermittelte Reabsorption von Na* und CI" erkennen. Die Zunahme
des GefaBtonus und ein weiterer Anstieg der Volumenexpansion kdnnten somit
einen vorbestehenden Hypertonus und seine organischen Auswirkungen weiter

verschlechtern.
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Die Volumenexpansion, die zu einer Zunahme des enddiastolischen Fullungs-
druckes beitragt, kdnnte ein mdglicher Grund fir den bei Diabetikern beo-
bachteten gesteigerten ANP-Plasmaspiegel (atriales natriuretisches Peptid)
sein. Dies lieBe sich auch mit einer Studie, in der mit Insulin behandelte
normoglykadmische diabetische Ratten eine Normalisierung der ANP-Spiegel
aufwiesen, vereinbaren (Benigni et al., 1990). Innerhalb dieser Studie wurde
jedoch keine Korrelation zwischen ANP-Plasmaspiegel und Plasmavolumen
aufgefunden, was wiederum der vorangegangenen Hypothese widerspricht.
Auch in anderen Arbeiten wurden drei bis vier Wochen nach STZ-induziertem
Diabetes mellitus in Ratten signifikant erh6hte ANP-Konzentrationen, sowie ein
Anstieg der GFR und des renalen Plasmaflusses (RPF) beobachtet. Andere
Autoren stellten jedoch keine Anderungen der ANP-Konzentrationen im
Plasma fest (Jackson et al., 1988). Durch eine dosisabhéngige intravenése In-
jektion von HS-142-1, einem ANP-Antagonisten, konnte eine signifikante
Reduktion der diabetischen Hyperfiltration nachgewiesen werden. Eine Vor-
behandlung mit HS-142-1, mittels einer osmotischen Minipumpe, die zwei Tage
nach STZ-Applikation den Ratten subkutan implantiert wurde, verhinderte einen
Anstieg der GFR und des RPF (Sakamoto et al., 1995).

Weiterhin wird dem Stickoxid (NO), welches auch als Endothel-relaxierender
Faktor bezeichnet wird, eine wichtige Rolle in der Ausbildung der diabetischen
Hyperfiltration zugeschrieben. Dabei wird NO in den Endothelzellen Uber die
NO-Synthetase aus der Vorstufe Arginin gebildet und flahrt UGber eine
Aktivierung der Guanylatcyclase zu einer GefaBrelaxation. In diabetischen
Ratten konnte eine verstarkte Produktion von NO beobachtet werden, die eine
Steigerung der GFR sowie Exkretion von Nitrit und Nitrat und eine Ver-
gréBerung der afferenten Arteriolendurchmesser nach sich zog. Sowohl unter
einer Insulinbehandlung als auch dem Einsatz eines NO-Inhibitors, dem omega-
nitro-L-arginin methyl ester (L-NAME), erfolgte eine Normalisierung der oben
benannten Parameter. Weiterhin wurde eine erhéhte Expressionsrate der NO-
Synthetase in den afferenten Arteriolen und Glomeruli, jedoch nicht in den ef-
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ferenten Arteriolen von diabetischen Ratten nachgewiesen (Sugimoto et al.,
1998). Wiederum konnte dabei eine Verbindung zu gesteigerten Plasma-
glukosespiegeln hergestellt werden, da eine signifikante Korrelation zwischen
erhéhten HBA.-Serumkonzentrationen und Nitrit/Nitrat Konzentrationen fest-
gestellt wurde (Chiarelli et al., 2000).

AuBerdem wird eine Glukose-induzierte Aktivierung der glomeruldren Protein-
kinase C angenommen, die Uber eine Stimulierung der Phospholipase A, die
Biosynthese von Eikosanoiden bewerkstelligt. Somit konnte in diabetischen
Ratten ein Anstieg der Prostaglandin E- und Thromboxan A,-Konzentrationen
beobachtet werden. Prostaglandin E, als Vasodilatator, steigert die GFR und
den RPF. Thromboxan A, welches einen vasokonstriktorischen Effekt auf das
GefaBsystem austibt, misste somit gegensatzlich dazu eine GFR- und RPF-
Reduktion verursachen. Dies ist jedoch nicht der Fall, so dass auch unter hohen
Thromboxan Az-Konzentrationen die diabetischen Tiere signifikant gesteigerte
GFR- und RPF-Werte im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen aufwiesen. Spéater
konnte dieser gegensatzliche Effekt durch eine Reduktion der Anzahl an
Thromboxan-Rezeptoren um 44 % in diabetische Ratten erklart werden (Wilkes
et al., 1992).

Weiterhin besteht die Annahme einer Beteiligung von Dopamin an der Aus-
bildung der diabetischen und Aminosdure-induzierten Hyperfiltration. In zahl-
reichen vorangegangenen Studien konnte dabei ein Zusammenhang zwischen
systemischer Proteinzufuhr und renaler Dopaminausscheidung festgestellt
werden. In tierexperimentellen Studien an Ratten flihrte eine erhdhte Protein-
aufnahme zu einem Anstieg der renalen Dopaminexkretionsrate (Kaufman et
al., 1989; Muhlbauer und Osswald, 1992). Dieser Einfluss der Nahrungsauf-
nahme auf die Dopaminproduktion in der Niere wurde auch in der Arbeitsgrup-
pe Williams beim Menschen beobachtet. Innerhalb dieser Studie konnte bei
Testpersonen zum einen durch eine proteinreiche Erndhrung die Dopamin-
exkretion um 50 % gesteigert werden, wobei diese unter Vorbehandlung mit
Carbidopa, einem Decarboxylasehemmer, um 70 % reduziert wurde (Williams

71



4. Diskussion

et al., 1986). Gegenséatzlich dazu besteht fir Thomas und Mitarbeiter keine Ab-
héangigkeit der renalen Dopaminsynthese von der oralen EiweiBaufnahme,
weshalb sie im Dopamin keinen Vermittler fir die Antwort der Niere auf eine
proteinreiche Erndhrung vermuten (Thomas et al., 1994). Weiterhin fUhrt ein
erhdhtes systemisches Proteinangebot zu einer Steigerung der glomerularen
Filtrationsrate (GFR) (Dicker, 1949). Den Beobachtungen zufolge kdnnte somit
eine Restriktion der Proteinaufnahme bei Patienten mit Typ 1 Diabetes mellitus
die Ausbildung einer glomerularen Hyperfiltration und damit die Entstehung
einer spateren diabetischen Nephropathie herauszégern. Diese Uberlegung
konnte in einer Studie, in der sich diabetische Testpersonen einer protein- und
phosphatarmen Erndhrung unterzogen, bestéatigt werden. 35 Typ 1 Diabetiker
mit klinisch gesicherter Nephropathie erhielten taglich eine Dosis von 0,6 g/kg
KG EiweiB und Phosphor in einer Menge zwischen 500 und 1000 mg mit der
Nahrung zugefthrt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte unter Einhaltung
dieser vorgeschriebenen Diat nach einem Zeitraum von Uber drei Jahren eine
signifikante Abnahme der Kreatininausscheidung festgestellt werden (Zeller et
al., 1991).

Bezlglich des in der vorliegenden Arbeit untersuchten Einflusses von Dopamin
auf die diabetische Hyperfiltration erhielten diabetische Ratten Benserazid akut
im Clearanceversuch infundiert (DM-SD-BZD). Dabei wies die DM-SD-BZD-
Gruppe im Vergleich zur entsprechenden diabetischen Vehikelgruppe (DM-SD-
VHC) eine signifikante Reduktion der GFR auf. Damit glichen sich die GFR-
Werte der DM-SD-BZD-Tiere denen der normoglykdmischen Kontrollgruppen
an (CON-SD-BZD, CON-SD-VHC). Eine Aufhebung der diabetischen Hyper-
filtration war somit unter der Akutgabe von Benserazid im Clearanceversuch
moglich. Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit trotz Restgehalt
an Dopamin im Nierengewebe (10 ng/g NFG) eine vollstandige Reduktion der
diabetischen Hyperfiltration erzielt werden. Dies kénnte wiederum darauf hin-
deuten, dass ein bestimmter Schwellenwert Uberschritten werden muss, um
einen dopaminergen Effekt lber die Dopaminrezeptoren zu erhalten. Neben
den GFR-Werten konnte auch eine Angleichung der Urinausscheidung und der
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renalen Natriumkonzentration der DM-SD-BZD-Gruppe an die entsprechende
Kontrollgruppe beobachtet werden. Bezlglich der GFR zeigten die mit
Benserazid behandelten normoglykdmischen Kontrolltiere (CON-SD-BZD) im
Vergleich zur entsprechenden Vehikelgruppe (CON-SD-VHC) keine Ver-
anderungen auf, so dass Benserazid bei normaler Stoffwechsellage keinen Ein-
fluss auf die Nierenfunktion zu nehmen scheint. Schon Mihlbauer und Mit-
arbeiter, deren Beobachtungen als Ansatzpunkt fur die Fragestellung der vor-
liegenden Arbeit dienten, konnten unter Verwendung von Benserazid eine
Aufhebung der aminoséurebedingten Hyperfiltration erzielen. Benserazid wurde
dabei ebenfalls in einer Konzentration von 30 pg/kg KG/min akut im Clearance-
versuch infundiert (MUhlbauer et al., 1994). Im Gegensatz zur Arbeitsgruppe
Mihlbauer konnte jedoch in den durchgeflhrten Vorversuchen (siehe Kapitel
3.1) keine vollstandige Blockierung der Dopaminsynthese erreicht werden, so
dass ein Restgehalt von ca. 10 ng/g NFG in der Niere enthalten blieb. Dies
kénnte darauf zurtckzufihren sein, dass die Arbeitsgruppe Mihlbauer die in
der Niere synthetisierte Dopaminmenge direkt im Urin nachwies und in der vor-
liegenden Arbeit der Dopamingehalt im kompletten Nierengewebe ermittelt
wurde. Auch konnte in einer weiteren Studie, in der Tyrosin-haltige Amino-
saurenlésungen (AAr,) und solche, die kein Tyrosin enthielten (AA,), ver-
wendet wurden, eine GFR-Steigerung beobachtet werden. Die AA, flhrte
jedoch im Gegensatz zur AAt, zu keinem Anstieg der renalen Dopamin-
exkretionsrate, so dass das mit dem Urin ausgeschiedene Dopamin keine signi-
fikante Rolle in der Regulation der Nierenfunktion zu spielen scheint (Mihlbauer
et al., 1997). Diese Beobachtung konnte auch in der Arbeitsgruppe Luippold
unter Einsatz eines Dopamin D,-Rezeptoragonisten, dem Quinpirol, der eine
GFR-Steigerung nach sich zog, und den beiden D»-Rezeptorantagonisten S(-)-
Sulpirid und Domperidon, die eine vollstandige bzw. partielle Aufhebung der
durch Quinpirol verursachten GFR-Erhéhung erzielten, gemacht werden. Dabei
wurde kein Zusammenhang zwischen GFR-Anderung und Dopamingehalt im
Urin festgestellt (Luippold et al., 1998). Weiterhin besteht die Annahme einer
Interaktion von Dopamin mit dem autonomen Nervensystem Uber préa-

synaptische D»-ahnliche Rezeptoren. Das ins Interstitium diffundierte Dopamin
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kénnte eine Abnahme der nervalen Noradrenalinkonzentration verursachen,
was zu einer verminderten Kontraktilitdt des Vas afferens und somit zu einer
GFR-Steigerung fuhren wirde. Diese Hypothese konnte in einer Studie der
Arbeitsgruppe Muhlbauer, in der eine renale Denervierung an Ratten mit einer
Hemmung der Aminosaure-induzierte Hyperfiltration einherging, bestatigt
werden (MUhlbauer et al., 1997). Auch bei Ratten, an denen drei Tage vor In-
duktion des Diabetes mellitus eine beidseitige chirurgische Denervierung der
Nieren vorgenommen wurde, wiesen eine fast vollstandige Aufhebung der
diabetischen Hyperfiltration und des gesteigerten renalen Blutflusses auf (Luip-
pold et al., 2004).

Im Vergleich zu den vorangegangenen Untersuchungsergebnissen berichten
Barthelmebs und Mitarbeiter tGber einen gegensinnigen Effekt des Dopamins
auf die Nierenfunktion. Eine Normalisierung der durch den Diabetes mellitus
hervorgerufenen glomeruldren Hyperfiltration ist dabei assoziiert mit der renalen
Dopaminsynthese und der Stimulation von D1-Rezeptoren. Diabetische Wistar-
Ratten erhielten eine Woche nach STZ-Induktion zweimal taglich die Dopamin-
vorstufe L-Dopa oder aber den Dopamin Di-Rezeptoragonisten, das Fenol-
dopam, subkutan verabreicht. Bereits nach einer Behandlungszeit von einer
Woche konnte unter beiden Therapieformen ein Erfolg verzeichnet werden, der
sich in einer Aufhebung der diabetischen Hyperfiltration widerspiegelte. Hin-
gegen dazu flihrten der L-Dopadecarboxylase Hemmer Carbidopa und der
selektive Dopamin Di-Rezeptorantagonist SCH 23390 zu einer Unterdriickung
dieses Effektes (Barthelmebs et al., 1991). Wesentliche Abweichungen be-
zlglich des Studiendesigns erschwerten den Vergleich dieser Beobachtungen
mit denen der vorliegenden Arbeit. Die in der Arbeitsgruppe Barthelmebs
durchgefihrte Insulinsubstitution gewéhrleistete eine Stabilisierung der
Hyperglykdmie, weshalb die beiden Studien erhebliche Unterschiede in den
Blutglukosekonzentrationen der diabetischen Tiere aufwiesen. Weiterhin unter-
schieden sich die Therapiedauer und die Verabreichungsform des Decarboxy-
lase-Hemmers. Hyperglykdmische Wistar-Ratten wurden tber eine Woche sub-
kutan mit Carbidopa behandelt, wahrend den Tieren der vorliegenden Arbeit

Benserazid akut intravends infundiert wurde.
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4.2.2 Pharmakologische Stimulation von D3;-Rezeptoren

Die glomerulare Hyperfiltration in der Frihphase des Diabetes mellitus geht mit
einer schlechten Prognose fir die Nierenfunktion einher (Mogensen, 1986).
Dabei kénnte endogenes Dopamin an der Ausbildung der diabetischen Hyper-
filtration eine entscheidende Rolle spielen. Bereits in friheren Studien konnte
endogenes Dopamin mit der aminosaurebedingten Hyperfiltration in Zusam-
menhang gebracht werden (siehe auch Kapitel 4.1.2). S(-)-Sulpirid, ein
spezifischer D,-Rezeptorantagonist, fiihrte dabei im Gegensatz zu dem Ds-
Rezeptorantagonist SCH 23390 zu einer vollstandigen Aufhebung der amino-
saurebedingten Hyperfiltration. Somit wird den Rezeptoren der Do-Unterfamilie
eine bedeutende Beteiligung an der durch Aminosauren hervorgerufenen GFR-
Steigerung zugeschrieben (Muhlbauer et al., 1994). Auch in einer Studie der
eigenen Arbeitsgruppe konnte die Aminosaure-induzierte Zunahme der GFR
unter dem sowohl peripher als auch zentral wirkenden D»-Rezeptor-
antagonisten S(-)-Sulpirid vollstédndig, unter dem ausschlieBlich peripher
wirkenden D»-Rezeptorantagonisten Domperidon jedoch nur teilweise, ge-
hemmt werden (Luippold und Mduhlbauer, 1998). Spatere Untersuchungen
lieBen dem der D,-Unterfamilie zugeordneten Ds-Rezeptor eine wichtige Rolle
bei der Modulation der diabetischen Hyperfiltration zukommen. Studien an
diabetischen Sprague-Dawley-Ratten, die kontinuierlich Gber einen Zeitraum
von 14 Tagen einen oral verabreichten Ds-Rezeptorantagonisten, das BSF
135170, erhielten, zeigten eine nahezu vollstandige Aufhebung der dia-
betischen Hyperfiltration (Luippold et al., 2005). Gegensatzlich dazu fuhrten
Infusionen von 7-Hydroxy-DPAT, einem selektiven Ds-Rezeptoragonisten (Bal-
dessarini et al., 1993), zu einer signifikanten, dosisabhangigen Steigerung der
GFR in normoglykdmischen Sprague-Dawley-Ratten. AuBerdem wurde unter
einer Dosierung von 1 pg/kg KG/min neben dem GFR-Anstieg eine Abnahme
des renalen Plasmaflusses (RPF) sowie eine Zunahme des renalen GefaB-
widerstandes beobachtet. Durch Mikropunktionsuntersuchungen konnte als
moglicher Mechanismus fur die GFR-Steigerung eine Uber Ds-Rezeptoren ver-
mittelte Vasokonstriktion des Vas efferens angenommen werden. Eine Auf-

hebung dieser renalen hamodynamischen Veranderungen erfolgte dabei unter
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Vorbehandlung mit dem Ds-Rezeptorantagonisten U-99194A (Luippold et al.,
2000). Auf diese Beobachtungen hin sollte in der vorliegenden Arbeit der Effekt
von 7-Hydroxy-DPAT in einem diabetischen Rattenmodell untersucht werden.
Dabei stellte sich die Frage, ob unter Verwendung des Ds-Rezeptoragonisten
eine weitere Steigerung der diabetischen Hyperfiltration mdglich ist. Weiterhin
sollte die Wirkung von 7-Hydroxy-DPAT unter Benserazidbehandlung und damit
ausgeschalteter peripherer Dopaminsynthese auf die Nierenfunktion hin unter-
sucht werden. In den beiden Hauptperioden, in denen die Tiere den Ds-
Rezeptoragonisten 7-Hydroxy-DPAT in einer Konzentration von 1 pg/kg KG/min
infundiert bekamen, wiesen alle vier SD-Versuchsgruppen eine tendenziell er-
héhte Urinausscheidung auf, die jedoch in keiner der Gruppen das Signifikanz-
niveau erreichte. Entgegen der Erwartungen konnte keine Steigerung der GFR
in den Gruppen beobachtet werden. Mit Ausnahme der DM-SD-BZD-Gruppe
lagen die GFR-Werte unter Ds-Rezeptor-Aktivierung unter denen der beiden
Vorperioden. Dabei zeigten jedoch die BZD-Tiergruppen (CON-SD-BZD, DM-
SD-BZD) héhere GFR-Mittelwerte im Vergleich zu ihren entsprechenden
Kontrollgruppen auf. Diese geringfligigen GFR-Abweichungen kdnnten wieder-
um auf eine Ds-Rezeptorstimulation hindeuten. In einer weiteren Studie der
eigenen Arbeitsgruppe erhielten normoglykdmische Sprague-Dawley-Ratten 7-
Hydroxy-DPAT akut im Clearanceversuch in Dosen von 0,01, 0,1 und 1,0 pg/kg
KG/min intravends verabreicht. Dabei konnte ein dosisabhangiger Anstieg der
GFR dokumentiert werden, wobei der mittlere arterielle Blutdruck unverandert
blieb. Lediglich die Dosis von 1 pg/kg KG/min lieB einen geringflgigen Abfall
der Pulsrate erkennen. Weiterhin induzierte diese Dosis eine signifikante Diu-
rese, sowie eine gesteigerte absolute, als auch fraktionelle Natriumexkretion.
Ab einer Dosis von 3 pg/kg KG/min konnte eine Beeinflussung der sys-
temischen hdmodynamischen Funktionen beobachtet werden (Luippold et al.,
1998). In der vorliegenden Arbeit wurde somit ebenfalls eine Dosis von 1 ug/kg
KG/min verwendet, auf die jedoch die Tiere aller vier Versuchsgruppen mit
einem Blutdruckabfall und einer deutlichen Reduktion der Herzfrequenz
reagierten. Diese systemischen hamodynamischen Veranderungen kénnten
dabei ursachlich fir die GFR-Abnahme nach Verabreichung von 7-Hydroxy-
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DPAT sein, weshalb die in der vorliegenden Arbeit mit 1 pg/kg KG/min ver-
wendete Dosierung filr eine Beurteilung der Nierenfunktion wenig geeignet er-
scheint. Der Grund fUr die erhdhte Sensitivitat der Tiere gegenlber 7-Hydroxy-
DPAT ist jedoch unklar. Weiterhin wird dem Dopamin D3-Rezeptor, da er auch
in den Zellen des juxtaglomerularen Apparates exprimiert wird (Sanada et al.,
1997), eine Unterdrickung der Reninsekretion zugeschrieben. Dies kdnnte
wiederum, wie auch bereits oben benannte Untersuchungen der eigenen
Arbeitsgruppe zeigten, die erhdhten absoluten als auch fraktionellen Natrium-
exkretionswerte, die in allen vier SD-Versuchsgruppen beobachtet wurden,
erklaren. Auch an einem anderen Tiermodell der Arbeitsgruppe Asico konnte
eine Beteiligung des Dopamin D3-Rezeptors an der Reninsynthese und damit
auch Blutdruckentwicklung gezeigt werden. Dopamin Ds-Rezeptor Knockout
Méause wiesen eine erhdhte Reninproduktion und somit verminderte
Elektrolytaus- scheidung, verbunden mit erhdhten Blutdruckwerten der
heterozygoten als auch homozygoten Tiere, auf (Asico et al., 1998).

4.3 Benserazid und Nierenfunktion in einem diabetischen
hypertensiven Rattenmodell

4.3.1 Basalbedingungen

Da bei den spontan hypertensiven Ratten (SHR) eine Beteiligung des dopa-
minergen Systems an der Blutdruckentwicklung vermutet wird, sollten die
durchgefuhrten Versuche weitere Erkenntnisse zur Nierenfunktion bei Vorliegen
eines Diabetes mellitus und einer Hypertonie erbringen. Daraufhin stellte sich
zum einen die Frage, ob eine vorbestehende Hypertonie bei diabetischen SH-
Ratten die Nierenfunktion zusatzlich beintrachtigen wirde. Zum anderen sollte
der Effekt von Benserazid darauf hingehend Uberprift werden, ob auch hier
eine Reduktion der durch den Hypertonus eventuell gesteigerten diabetischen
Hyperfiltration mdglich ist. Dopamin nimmt Uber die Di-Rezeptorunterfamilie
eine physiologische Funktion in der Regulation der Natriumexkretion ein. Diese
Regulation erfolgt Gberwiegend Uber den D+-Rezeptor, der in einem gréBeren
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AusmalB im proximalen Tubulus exprimiert wird als der Ds-Rezeptor (Nash et
al., 1993). Die Natriumexkretion wird dabei Uber zwei Mechanismen im
proximalen Tubulus gesteuert. Uber den einen Transduktionsweg kommt es
durch D4-Rezeptoren zu einer Inhibierung sowohl des Na*/H*-Kotransportes wie
auch der Na'/K*-ATPase, was eine verminderte Rlckresorption von Natrium
zur Folge hat (Aperia et al., 1987). Dieser Transduktionsweg scheint in spontan
hypertensiven Ratten (SHR) gestért zu sein. SHR-Tiere zeigten auf eine exo-
gene Dopaminverabreichung wie auch auf eine Zufuhr von Di-Rezeptor-
agonisten einen minimal inhibitorischen Effekt auf den tubularen Natrium-
transport (Jose et al., 1996). Manche Autoren nahmen eine verminderte renale
Dopaminproduktion als Ursache flr den Hypertonus an (Kuchel et al., 1991).
Andere konnten gegensétzlich dazu in SHR-Tieren sogar héhere Dopamin-
konzentrationen im Vergleich zu ihrer normotensiven Kontrollgruppe feststellen.
Dabei sahen sie in der fehlenden Interaktion zwischen D-Rezeptor und dem
Gs-Protein im proximalen Tubulussystem eine weitere mdgliche Ursache. Das
Gs-Protein fuhrt zu einer Stimulierung der Adenylatcyclase, die wiederum einen
Anstieg des Second messengers cAMP zur Folge hat. Eine darauf sich an-
schlieBende Aktivierung der Proteinkinase A fihrt Gber eine Phosphorylierung
der Na*-K*-ATPase zu deren Inhibierung. Somit konnte unter Einsatz eines
Dopamin D+-Rezeptoragonisten zwar ein Anstieg an cAMP in normotensiven
Wistar-Kyoto-Tieren beobachtet werden, der jedoch in SH-Ratten merklich ver-
mindert ausfiel (Jose et al., 1992). Innerhalb des Sammelrohres der Niere sowie
dem Striatum im Gehirn zeigte sich sowohl bei normotensiven, als auch hyper-
tensiven Ratten ein &hnlicher cAMP-Anstieg auf die Verabreichung eines Di-
Rezeptoragonisten. Die verminderte Koppelung von Di-Rezeptor und seinem
Effektorkomplex im SH-Rattenmodell scheint somit mit dem renalen proximalen
Tubulus assoziiert zu sein (Jose et al., 1996). Weiterhin ist jedoch auch eine
Interaktion zwischen dem Di-Rezeptor und der Phospholipase C bekannt, die
zu einer Aktivierung von Diacylglycerin und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3)
fuhrt, was ebenfalls mit einer Phosphorylierung und somit mit einer Inhibierung
der Na*™-K*-ATPase einhergeht. Dabei konnte in der Arbeitsgruppe Chen et al.
in hypertensiven Ratten eine signifikant héhere Phospholipase C Aktivitat als in
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Wistar-Kyoto-Ratten festgestellt werden. Weiterhin zeigte der Di-Rezeptor-
antagonist SCH 23390, welcher in Wistar-Kyoto-Ratten eine um 50 %
reduzierte |P3-Produktion verursachte, keinen Effekt im hypertensiven SH-
Rattenmodell (Chen et al., 1992). Auch die Rolle des D»-Rezeptors wurde be-
zlglich der Entwicklung der Hypertension untersucht. Im Gegensatz zum Ds-
Rezeptor weist der D,-Rezeptor einen inhibitorischen Effekt auf die Adenylat-
cyclase auf. Eine Interaktion von D+- und D,-Rezeptoren verursacht jedoch eine
synergistische Aktivitaitsminderung der Na*-K*-ATPase im proximalen Tubulus,
die in den hypertensiven Tieren abgeschwacht zu sein scheint (siehe auch Ka-
pitel 4.1.3). Der Hypertonus nimmt ebenfalls eine wichtige Rolle in der frihen
Entwicklung der diabetischen Nephropathie ein. Diabetische SH-Ratten wiesen
dabei nach 32 Wochen signifikant héhere Albuminexkretionswerte sowie eine
ausgepragtere Basalmembranerweiterung auf als ihre normotensive Kontroll-

gruppe (Cooper et al., 1988).

In der vorliegenden Arbeit konnten nahezu keine Unterschiede beziglich der
GFR-Werte und der renalen Natriumexkretion zwischen der DM-SHR-VHC und
der DM-WKY-VHC-Tiergruppe gefunden werden. Dabei wiesen die beiden dia-
betischen Vehikelgruppen im Vergleich zu den normoglykdmischen Kontroll-
tieren signifikant hdhere GFR-Werte und damit eine diabetische Hyperfiltration
auf. Diese Beobachtung kénnte darauf hindeuten, dass innerhalb des ge-
wahlten Zeitraumes von 14 Tagen die Hypertension keine weiteren Aus-
wirkungen auf die Nierenfunktion im diabetischen Rattenmodell genommen hat.
FOr einen genaueren Vergleich der Nierenfunktion zwischen normotensivem
und hypertensivem Rattenmodell missten jedoch weitere Parameter wie
Protein- und Albuminausscheidung sowie morphologische Veranderungen ge-
messen werden. AuBerdem wiesen die diabetischen SHR-Tiere der DM-SHR-
VHC-Gruppe im Clearanceversuch mittlere arterielle Blutdruckwerte auf, die
unter denen im wachen Zustand lagen. Diese systemische Beeinflussung unter
Narkose kdnnte eine weitere Ursache fur falschlich niedriger gemessene GFR-
Werte sein, so dass in der vorliegenden Arbeit die Auswirkung des Hypertonus
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auf die Nierenfunktion in diabetischen Ratten nicht eindeutig geklart werden
konnte.

Unter der Akutgabe von Benserazid naherten sich die GFR-Werte der dia-
betischen Tiere (DM-WKY-BZD, DM-SHR-BZD) denen der normoglykédmischen
Kontrollgruppe (CON-WKY-BZD, CON-SHR-BZD) an. Somit konnte auch hier,
wie schon bei den SD-Tieren, eine Reduktion der diabetischen Hyperfiltration
durch Benserazid erzielt werden. Dies kdnnte wiederum darauf hindeuten, dass
eine Inhibierung der peripheren Dopaminsynthese auch unter hypertensiven

Bedingungen Einfluss auf die renale Himodynamik nimmt.

4.3.2 Pharmakologische Stimulation von Ds;-Rezeptoren

Unter Verabreichung von 7-Hydroxy-DPAT in den beiden Hauptperioden konnte
innerhalb der SHR- und WKY-Tiergruppen ein Blutdruckabfall sowie eine Ab-
nahme der Herzfrequenz beobachtet werden. Diese hdmodynamischen Ver-
anderungen gingen, mit Ausnahme der CON-WKY-BZD-Tiere, mit einer GFR-
Reduktion einher. In unterschiedlichen Studien konnte interessanterweise eine
gegensatzliche Beobachtung bezlglich der Dopamin Ds-Rezeptorgenexpres-
sion in spontan hypertensiven Ratten (SHR) gemacht werden. Dabei wies Zeng
et al. unter dem Einsatz eines Dopamin Di-Rezeptoragonisten, dem Fenol-
dopam, eine erhdhte Genexpressionsrate von D+- und Ds-Rezeptoren in Wistar-
Kyoto-Ratten (WKY), jedoch nicht in SHR-Tieren, auf (Zeng et al., 2003 und
2004). Diese Untersuchungsergebnisse konnten jedoch in der eigenen Arbeits-
gruppe nicht bestatigt werden. Die SHR- und WKY-Tiere erhielten den Ds-
Rezeptoragonisten 7-Hydroxy-DPAT akut im Clearanceversuch in zwei unter-
schiedlichen Dosen von 0,01 und 0,1 pug/kg KG/min Uber den Venenkatheter
infundiert. Bei einer verminderten renalen Expression des Ds;-Rezeptorgens
musste demzufolge ein Anstieg der GFR sowie eine Natriurese in den SHR-
Tieren ausbleiben. In beiden Gruppen konnte jedoch auf die DPAT-Infusion
eine dosisabhangige Steigerung der GFR und Urinausscheidung sowie eine
Zunahme der Natriumexkretion beobachtet werden. Weiterhin wurden keine
Unterschiede bezlglich der Genexpressionsrate von Ds-Rezeptoren in WKY-
und SHR-Tieren gefunden (Luippold et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit
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kann die im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe (CON-WKY-BZD)
beobachtete Reduktion der GFR-Werte in der CON-SHR-BZD-Gruppe auf die
Verabreichung von 7-Hydroxy-DPAT jedoch nicht durch eine eventuell ver-
minderte Anzahl an renalen Dopamin D3-Rezeptoren erklart werden. Die CON-
SHR-BZD-Gruppe wies dabei einen starkeren Abfall der mittleren arteriellen
Blutdruckwerte auf, als ihre normotensive Kontrollgruppe (CON-WKY-BZD). Die
GFR-Reduktion ist somit, wie auch schon bei den SD-Tieren zu beobachten
war, am ehesten auf die systemische Beeinflussung durch 7-Hydroxy-DPAT
zurUckzufuhren. Méglicherweise kdnnte der Blutdruckabfall, der interessanter-
weise vor allem in den mit BZD-behandelten Gruppen starker ausgeprégt ist, in
Zusammenhang mit der Lokalisation des Ds-Rezeptors in den Zellen des
juxtaglomeruldren Apparates stehen (Sanada et al., 1997). Dabei wird dem
Dopamin Ds-Rezeptor eine Beteiligung an der Unterdriickung der Renin-
sekretion zugeschrieben (Worth et al., 1986), die eine Abnahme des GefaB-
tonus und der Reabsorption von Elektrolyten zur Folge hat. Da 7-Hydroxy-
DPAT jedoch akut Uber zwei Perioden im Clearanceversuch verabreicht wurde,
scheint dieser Uber den Ds-Rezeptor vermittelte hypotone Effekt eher unwahr-
scheinlich. Auch konnte weder bei den mit Benserazid behandelten dia-
betischen Tieren (DM-WKY-BZD, DM-SHR-BZD), noch bei den diabetischen
Vehikelgruppen (DM-WKY-VHC, DM-SHR-VHC) eine weitere Steigerung der
GFR-Werte erzielt werden, was ebenfalls durch den starken Abfall der mittleren
arteriellen Blutdruckwerte erklart werden kénnte. Im Gegensatz zur GFR wurde
jedoch in allen sechs Versuchsgruppen ein tendenzieller Anstieg der absoluten
wie auch fraktionellen renalen Natriumausscheidung auf die 7-Hydroxy-DPAT-
Infusion beobachtet, was auf eine mdgliche Ds-Rezeptorstimulation hindeuten
wirde. Aufgrund der systemischen Veranderungen durch die Gabe von 1 ug/kg
KG/min 7-Hydroxy-DPAT konnte die Nierenfunktion nur unvollstdndig bewertet
werden. Nachfolgende Versuche mit geringeren Dosen, die keine systemische

Beeinflussung verursachen, sind dabei notig.
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4.4  Klinische Implikation

Der Diabetes mellitus stellt die haufigste Ursache der terminalen Nieren-
insuffizienz dar. In Europa und den USA sind ca. 35 % aller Dialysepatienten
Diabetiker. Frihere Studien weisen darauf hin, dass die in der Frihphase des
Diabetes mellitus zu beobachtende diabetische Hyperfiltration einen ent-
scheidenden Risikofaktor flr die Ausbildung der diabetischen Nephropathie
darstellt. Das endogene Dopamin scheint dabei eine wichtige Rolle in der Ent-
wicklung der diabetischen Hyperfiltration zu spielen. In der vorliegenden Arbeit
konnte unter Akutgabe von Benserazid im Clearanceversuch eine Normal-
isierung der durch den Diabetes mellitus gesteigerten GFR sowohl in einem
normotensiven, als auch hypertensiven Rattenmodell erzielt werden. Eine Auf-
hebung der diabetischen Hyperfiltration war somit, unabhangig von der Blut-
drucklage, mdglich. Auf diese Beobachtung hin stellt sich nun die weiter-
fuhrende Frage, ob eine Langzeitbehandlung mit Benserazid die Progression
einer diabetischen Nephropathie verzégern kann. Dies kdnnte in sich an-
schlieBenden Experimenten, mittels einer Langzeittherapie mit oral verab-
reichtem Benserazid bei diabetischen Ratten kurz nach Induktion der diabeto-
genen Stoffwechsellage untersucht werden. Weitere Parameter, wie renale
Albuminausscheidung und morphologische Veranderungen der Niere, wie eine
Mesangiumzellproliferation und eine homogen verbreiterte glomerulare Basal-
membran, als Zeichen einer diabetischen Nephropathie, missten zusatzlich
untersucht werden.

Weiterhin konnte ebenfalls unter einer frihzeitigen antihypertensiven Therapie
eine Progressionsverzégerung der diabetischen Nephropathie zur terminalen
Niereninsuffizienz festgestellt werden. Eine Einstellung der Blutdruckwerte auf
< 130/80 mmHg bei Vorliegen einer diabetogenen Stoffwechsellage ist daher
erstrebenswert. Therapie der Wahl stellen dabei insbesondere ACE-Inhibitoren
dar, die Uber eine Verminderung der Proteinurie eine nephroprotektive Wirkung
aufweisen. Die Effizienz der ACE-Hemmer ist jedoch abhangig von der Aktivitat
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, die sowohl unter chronisch er-
héhtem Kochsalzkonsum, als auch in der schwarzen Bevélkerung signifikant

supprimiert ist (He et al., 1998). Afrikaner sprechen demzufolge kaum auf eine
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Monotherapie mit ACE-Inhibitoren an. Da dem dopaminergen System eine Be-
teiligung an der Blutdruckentwicklung, als auch der Ausbildung der diabetischen
Hyperfiltration zugeschrieben wird, kénnte die Inhibierung der peripheren
Dopaminsynthese eine weitere Option fiir die Behandlung oder Progressions-

verzdgerung der diabetischen Nephropathie darstellen.
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5. Zusammenfassung

In frGheren Studien konnte gezeigt werden, dass Benserazid (BZD), ein In-
hibitor der L-Aminodecarboxylase, die aminosaurebedingte Hyperfiltration ver-
hindert, so dass endogenes Dopamin einen Mediator flr die hAmodynamische
Antwort der Niere auf Aminosaurelésungen darstellt. Um die Beteiligung des
dopaminergen Systems an der Regulation der diabetischen Hyperfiltration zu
uberprifen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von BZD (30 pg/kg
KG/min) auf die Nierenfunktion bei normotensiven als auch hypertensiven Rat-
ten, mit einem durch Streptozotocin-induzierten (60 mg/kg KG, i.p) Diabetes
mellitus, untersucht. In einer Vorversuchsreihe konnte gezeigt werden, dass
BZD signifikant den Dopamingehalt in der Niere verringert. Weiterhin sollte der
Effekt des Dopamin D3-Rezeptors auf die Ausbildung einer glomerularen Hyper-
filtration, mittels des Einsatzes von 7-Hydroxy-DPAT (DPAT; 1 pg/kg KG/min),
einem Ds-Rezeptoragonisten, beurteilt werden.

Zunachst wurden an wachen normotensiven Sprague-Dawley-Ratten (SD), als
auch wachen spontan hypertensiven Ratten (SHR) und ihrer normotensiven
Kontrollgruppe (WKY) teilweise Schwanzblutdruckmessungen sowie Stoff-
wechselkafigversuche durchgefihrt. Bei den diabetischen (DM) Tieren konnte
gegendber den normoglykdmischen Kontrolltieren (CON) eine signifikante
Polyphagie, Polydipsie und Polyurie beobachtet werden. Die bestimmten
systolischen Blutdruckwerte der SHR-Tiere lagen unabhangig von der Stoff-
wechsellage signifikant Gber denen der WKY-Tiere. An narkotisierten Tieren
wurde 14 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus im Clearanceversuch,
unter Akutgabe von isotoner NaCl-Lésung, als Vehikel (VHC), bzw. BZD, die
glomerulare Filtrationsrate (GFR), das Urinzeitvolumen, als auch die Natrium-
exkretionsrate bestimmt. Entsprechende Versuche erfolgten ebenfalls an
normoglykdmischen Tieren (CON). Diabetische mit Vehikel (DM-VHC) in-
fundierte Tiere wiesen, wie zu erwarten war, eine signifikant gesteigerte GFR
gegeniber ihrer CON-Gruppe auf. Eine diabetische Hyperfiltration konnte somit

sowohl bei den SD-Tieren, als auch im Hypertoniemodell bei den SH-Ratten
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und ihrer entsprechenden Kontrollgruppe festgestellt werden. Innerhalb der DM-
SD-VHC-Gruppe zeigte sich zusatzlich eine Diurese und Natriurese. Als Haupt-
aussage der vorliegenden Arbeit konnte gefunden werden, dass unter akuter
BZD-Gabe sowohl im normotensiven, als auch hypertensiven Rattenmodell die
diabetische Hyperfiltration aufgehoben werden konnte. Die GFR-Werte der DM-
BZD-Tiere glichen sich somit, unabhangig von der Blutdrucklage, denen der
Kontrollgruppen an.

Die Verabreichung des Ds-Rezeptoragonisten verursachte in allen Tier-
versuchsgruppen eine systemische Beeinflussung, die sich in einem
Blutdruckabfall und einer Reduktion der Herzfrequenz bemerkbar machte. Als
mogliche Folge der hdmodynamischen Veranderungen trat eine Reduktion der
GFR auf, so dass die in dieser Arbeit gewahlte Dosierung fiir eine Beurteilung
der Nierenfunktion wenig geeignet erscheint. Versuche mit geringeren Dosen
und eine zuséatzliche Betrachtung der renalen Albuminausscheidung sowie
morphologischer Veranderungen erscheinen sinnvoll. Zusammengefasst
scheint endogenes Dopamin, unabhangig vom Blutdruckniveau, an der
Regulation der diabetischen Hyperfiltration beteiligt zu sein. Als weiterflihrende
Frage ist zu klaren, ob eine Progressionsverzégerung der diabetischen
Nephropathie durch eine Langzeitbehandlung mit BZD mdglich ist.
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