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Einleitung

1 Einleitung

Der Diabetes mellitus (DM) ist eine Stoffwechselkrankheit mit weltweit zunehmender
Pravalenz'. Langfristige Hyperglykdmie bewirkt morphologische Veranderungen an
Gefallen (Mikro-/ Makroangiopathie). Insbesondere durch die Mikroangiopathie kommt
es zu diabetischer Retinopathie, Neuropathie und diabetischer Nephropathie (DN) als
Spatfolgen. Der Anteil der Diabetiker unter neu dialysepflichtig gewordenen Patienten
betragt in Deutschland ca. 42 %2, davon sind etwa 90 % Typ 2 Diabetiker®. Somit stellt
die DN eine der wichtigsten Ursachen fiir die chronische Niereninsuffizienz dar®.

Endotheline gelten als potente Vasokonstriktoren und Mitogene®. lhre Rolle in der
Pathogenese der DN wird zum Teil kontrovers diskutiert. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass Endothelin-Plasma-Spiegel bei DM noch vor Auftreten von
Sekundarkomplikationen erhdht sind®. Eine Korrelation zwischen Endothelin-1
Plasmaspiegeln und klinischen Verlaufsparametern des Diabetes (Blutzuckerspiegel,
Serumkreatinin, Albuminurie, glykosiliertes Hamoglobin (HbA1¢c)) konnte jedoch nicht
gefunden werden® °. Studien mit pharmakologischer Endothelinblockade haben bei
diabetischen Tieren verringerte Proteinurie und Nierenfibrose beschrieben” 8. Anderen
Autoren haben hingegen berichtet, dass nur die Hyperfiltration, nicht aber die
Albuminurie vermindert wird®. Ziel dieser Promotionsarbeit ist, die Rolle von
Endothelin bei diabetischer Nephropathie weiter zu charakterisieren. In einem 6-
monatigen Langzeitversuch wurden hierzu bei Ratten die Auswirkungen von transgener
Endothelin-Uberexpression allein und in Kombination mit pharmakologisch-induziertem

DM auf funktionelle, morphologische und molekulare Schlisselparameter der DN

untersucht.
1.1 Diabetes mellitus und Diabetische Nephropathie
1.1.1 Epidemiologie und Verlauf

Der DM betrifft in Deutschland nunmehr 7-8 % der Erwachsenenbevélkerung'®. Man
unterscheidet mehrere Hauptformen: den juvenilen (Typ 1), den adulten (Typ 2) DM,
den pankreatopriven (Typ 3) und den Gestationsdiabetes (Typ 4), sowie weitere
Unterformen. Etwa 30—40 % aller Diabetiker entwickeln eine klinisch bedeutsame DN.

Es zeigt sich, dass das Risiko fiir eine DN bei Typ 1 und Typ 2 &hnlich ist'". Der Anteil
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der Typ 2 Diabetiker ist aufgrund der héheren Pravalenz und Erfolge in der Therapie
friiher, fataler kardiovaskuldrer Begleiterkrankungen ausgeprégt erhéht'?. Beim Typ 1
ist durch frihzeitige bessere Intervention die Pravalenz der DN rucklaufig. Der gestorte
Glucosemetabolismus ist beim Typ 1 Diabetiker die Hauptursache fur die DN. Beim Typ
2 Diabetiker gelten als zusatzliche Risikofaktoren der arterielle Hypertonus und die
Hyperlipidamie' '. Eine genetische Komponente ist vorhanden, allerdings sind die
Genorte, respektive Chromosomen noch nicht identifiziert'®.

Typ 1 -und Typ 2 Diabetes weisen im Falle einer Nierenbeteiligung ca. 15 — 20 Jahre
nach Diagnose eine Proteinurie mit einer Pravalenz von ca. 20% auf, die nach weiteren
2 — 4 Jahren in eine manifeste Nierenschadigung mit erhdhtem Serumkreatinin und
stark verminderter glomerularer Filtrationsrate (GFR) Ubergeht”. Die morphologische
und klinische Einteilung der DN in 5 Stadien nach Mogensen (Tab.1l) wurde in die
Praxisleitlinien der Deutschen Diabetes-Gesellschaft aufgenommen. Diagnostische und

prognostische Marker sind u. a. Mikro-/ Makroalbuminurie sowie das HbA1¢'®.

Tab.1l: Nephropathie-Stadien nach Mogensen, 1983; glomerulare Filtrationsrate (GFR); renaler
Plasmafluss (RPF)

Nephropathie-Stadium Albuminurie Serum-Kreatinin GFR/RPF
| Stadium der ; .
Hyperfunktion Erhoht Normal Erhoht
Il Stadium der klinischen Normal bis

Normal Normal -
Latenz erhoht
[l Beginnende Persistierende Normal Normal bis
Nephropathie Mikroalbuminurie erhoht
v Klinisch-manifeste Makroalbuminurie Im Normbgreich bis Abnehmend
Nephropathie ansteigend
V Niereninsuffizienz Makroalbuminurie Erhoht Erniedrigt

1.1.2 Pathogenese der DN
Wesentlich ist ein absoluter (Typ 1, Typ 3) oder relativer (Typ 2, Typ 4) Insulinmangel.

Dieser ist beim Typ 1 durch eine autoimmune Destruktion der R-Zellen des Pankreas
bedingt. Beim Typ 2 hingegen handelt es sich um ein Sekretionsdefizit und/ oder eine
Insulinresistenz'’.

Die Hyperglykamie ist der zentrale Faktor in der Pathogenese und wirkt unter anderem

uber intrazelluldre Signalkaskaden. Isoformen der Proteinkinase C (PKC) werden
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infolge gesteigerter Glykolyse durch vermehrte Bildung von Diacylglycerol aktiviert und
erhohen die Kollagenbildung, induzieren Wachstumsfaktoren (TGF-3, VEGF, IGF) und
stimulieren das Angiotensin-Konvertierungs-Enzym (ACE)'. Der redoxsensitive

Transkriptionsfaktor NF-kB wird von Zellen als Antwort auf primare (oxidativer Strel3,

Viren, Bakterien) und sekundare (Zytokine, ,advanced glycation end products“ , LDL)
Stimuli induziert. Er reguliert Zielgene wie z. B. RAGE, ET-1 und Interleukine.
Insbesondere der oxidative Stress als Primarstimulus aktiviert NF-kB bei Diabetikern™®.

Eine nichtenzymatische Glykierung von Proteinen/ Peptiden bringt reaktive Produkte
(AGE= ,advanced glycation end products®; PKC R) hervor. Durch die reduzierenden
Eigenschaften der Glukose werden primare Aminogruppen von Eiweil3korpern zur
Schiff'schen Base reduziert. Diese lagert sich spontan zu einer entsprechenden
stabilen Fruktoseverbindung um (so genannte Amadori-Produkte oder Ketoamine,
klinisches Bsp.: HbA1¢). Der Prozess nimmt mit steigender Blutglukosekonzentration
zu. Sauerstoff ldsst per Glukoxidation intermedidre Reaktanden entstehen'®. Diese
erhohen den oxidativen Stress. An Tubuluszellen wirken sie direkt Uber Quervernetzung
von Proteinen, so genannte ,cross-link“ Bildung. Indirekt wirken AGE Uber die Bindung
an diverse Rezeptoren: Rezeptoren der AGE (RAGE). Diese induzieren Zytokine (u. a.
TGF-R, IL-1, VEGF, PDGF), welche Uber die Modulation der Fibrose, Entziindung und
Thrombozytenfunktion zu tubulointerstitieller Schadigung und sinkender GFR? fiihren.

An Mesangiumzellen und Gefalimuskelzellen ist der Effekt einer TGF-R Produktion bei
AGE-Exposition nachgewiesen. Neutralisation von AGE vermindert diese. Des Weiteren

stimulieren AGE die Sekretion von ,Monocyte chemoattractant protein-1“ (MCP-1).

Abbildung 1:
Regelkreis von glomeruldrer Filtrationsrate
tubular growth . .

s (GFR) des Einzelnephrons (Single Nephron

Na'-Gluc-eotransport | GFR) und Salzkonzentration via

tubuloglomerularem Feedback (TGF). Die

GFR ist umgekehrt proportional zur luminalen

SNGFR 1 [Na-Cl-K],p

Natrium (Na") Konzentration an der Macula

T J, densa (MD). Der Adenosin vermittelte TGF
SNGFR, distal bewirkt eine Reninsekretion, die umgekehrt
TGF delivery

proportional der luminalen Na* Konzentration

an der MD istmodiﬁziert nach 22
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Hierdurch wird in Mesangiumzellen per p53- (Tumor Suppressor Gen) Akkumulation
Apoptose eingeleitet. Es resultiert ein Funktionsverlust des Mesangiums, der
mitverantwortlich fiir die Hyperfiltration ist?",

Die glomerulare Hyperfiltration entwickelt sich initial und in der Folge dann eine
glomerulare Hypertrophie. Beide koénnnen gemeinsam auftreten und im Verlauf
divergente Entwicklungen zeigen.

Die ,vaskulare Hypothese® beschreibt Hyperfiltration als das Primarereignis.

Hyperglykamie bewirkt eine osmotisch bedingte Zunahme des Blutvolumens. Hierdurch
wird vermehrt Antinatriuretisches Peptid (ANP) freigesetzt, welches am vas afferens
einen Autoregulationsverlust mit Zunahme des Perfusionsdruckes der Glomerula
bewirkt?®. Vasodilatierende Prostaglandine und Stickstoffmonoxid (NO) werden durch
Hyperglykamie induziert und verstarken den glomeruldren Perfusionsdruck?®. Dies fiihrt
in der Summe zur Erhéhung der GFR. Eine verminderte Bildung von Adrenomedullin
(hypotensiv) in Glomerula von Diabetikern wurde kiirzlich nachgewiesen®.
Hypertrophie der Tubuli wird hier als Folgemechanismus zur Begrenzung des
Wasserverlustes beschrieben.

Die ,tubuldre Hypothese® beschreibt wiederum die Hypertrophie als Primarereignis
)21.

infolge der Induktion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (s.u.
Der Hypertrophie des proximalen Tubulus folgt eine verstarkte Reabsorbtion. Das
verminderte Salzaufkommen im Primarharn wird vom Mesangium (macula densa)
registriert und per tubuloglomerularem Feedback (TGF) korrigiert (Relaxation des vas
afferens). Die GFR des Einzelnephrons (SN-GFR) steigt (Abb. 1). Ein urspringlich zur
Vermeidung der Hyperfiltration des Einzelnephrons gedachter physiologischer
Mechanismus wird hier ins Gegentell verkehrt®2. Aufgrund der Ruckkopplung von
Salzkonzentration und SN-GFR per TGF in einem Regelkreis scheinen die Daten
verstarkt auf ein primar tubulares Geschehen zu weisen.

Die Verdickung der glomerularen Basalmembran wird durch vermehrte Bildung von
extrazellularer Matrix (EZM) verursacht, insbesondere Kollagen Typ IV, Laminin,
Fibronektin und Osteopontin. Wesentlich an der Regulation beteiligt ist TGF-R?°. Neben
der Neubildung verhindert es die EZM Degradation durch vermehrte Expression von
Protease-Inhibitoren und verminderte Expression von Proteasen (Kollagenasen)?’. Die
verdickte glomerulare Basalmembran enthalt zwar mehr EZM, jedoch weniger negativ
geladenes Heparansulfat (Proteoglykan). Dadurch wird die Permeabilitat fur

(hochmolekulare) Proteine, insbesondere fiur Albumin erhéht. Ferner werden die
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kollagenen Bestandteile durch hochreaktive AGE-Produkte quervernetzt und fihren zu
einem unphysiologisch langlebigen Kollagen'. Neuere Studien legen nahe, dass die
Schadigung des Glomerulums nicht nur auf Strukturveranderungen des Anionenfilters
aufgrund EZM Akkumulation beruht. Die Schlitzmembran der Podozyten ist
hauptsachlich aus dem Protein Nephrin aufgebaut, dessen Genexpression aufgrund
bisher noch unverstandener Mechanismen sowohl im Tiermodell (Ratten)28 als auch bei
humanem DM? vermindert ist. Es scheint sich hierbei um einen Langzeiteffekt zu
handeln, der nicht in den frihen Phasen der DN prasent ist. Inwieweit verminderte
Nephrinexpression Ursache oder Folge fur einen Podozytenverlust ist (s.u.) ist noch zu
diskutieren.

Das Tubulointerstitium ist stark an der Pathogenese der DN beteiligt. Insbesondere
die proximalen Tubuli als erste Resorptionsstation des Primarharns sind von
Glukosurie, Proteinurie und AGE-Produkten betroffen. Histomorphologische
Veranderungen wie Verdickung der tubuldren Basalmembran®, Tubulusatrophie und
interstitielle Fibrose sind schon in der fruthen Phase der DN zu finden und bestimmen
deren Progression. Eine aktive Beteiligung erfahren Tubulusepithelzellen durch Bildung
von TGFR*, Angiotensin 1l und EZM-Proteinen. Die glomeruldr ausgeldste
Signalkaskade wird hier verstarkt®'. Die Nierenfunktion korreliert eng mit
tubulointerstitieller Schadigung.

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist in der frihen Phase an der Entwicklung von
glomerularer Hyperfiltration und renaler Hypertrophie beteiligt, in spateren Phasen
fordert es sklerotische Prozesse. Wirksame Komponente ist das Angotensin Il (ANG 1),
welches mitogen und stark vasokonstriktiv wirkt. ANG Il wird sowohl systemisch Uber
die Niere als auch gewebsstandig in Organen synthetisiert. Dabei scheint das proximale
Tubulussystem stark involviert zu sein. So férdert ANG Il in proximalen Tubuluszellen
die Endozytose von Albumin und anderen ultrafiltrierten Proteinen. Diese wiederum
bewirken eine Stimulation des lokalen RAS in Tubuluszellen, sodald hier ein
selbstverstarkender Effekt eintritt. Studien belegen eine vermehrte Renin-mRNA-
Expression im proximalen Tubulus in der frihen Phase des Diabetes mellitus®’. Die
tubulare Hypothese der Hyperfiltration lasst sich damit gut erklaren. Das lokale RAS in
der Niere scheint verantwortlich fur erhohte Prorenin-Spiegel zu sein. Diese treten bei
der DN des Menschen noch vor der Mikroalbuminurie auf®®. Zusatzlich wird die
gesteigerte lokal-renale Angiotensin-Il Produktion durch Standarddosierungen von

ACE-Hemmern oder AT1-Rezeptor-Antagonisten nur unzureichend gehemmt*.
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Bei vorhandener Proteinurie kann diese glomerularen bzw. tubularen Ursprungs sein.
Das Molekulargewicht der Proteine ist umso grof3er, je naher die Schadigung am
Glomerulum liegt. Eine tubuldre Proteinurie umfasst z.B. Mikroglobuline, eine
glomerulare Albumin und IgG. Jedoch wird zunachst der Anionenfilter des Glomerulums
(Basalmembranstrukturschadigung) und im weiteren Verlauf das Molekularsieb
geschadigt. Die Proteinurie fuhrt in proximalen Tubuluszellen zu Inflammation und
Fibrose®. Proteine werden aktiv (Sattigungskinetik) von proximalen Tubuluszellen per
rezeptorassoziierter Endozytose aufgenommen. Die Proteiniberladung der
Phagolysosomen bringt diese zum Bersten. Daraus resultiert entweder der Zelltod oder
intrazellulare Inflammation mit Freisetzung von Mediatoren (z.B. MCP-1, IL-8,
Komplement) und Makrophagenattraktion. Die Mediatoren bewirken ET- und TGF-[3-
Genexpressionssteigerung. Schlussfolgernd ist die Proteinurie dosisabhangig
tubuluszytotoxisch und ihre Verminderung ist essentiell*> %,

Eine Hyalinose der afferenten und efferenten Arteriole, wird durch angelagerte
Plasmaproteine bewirkt. Sie hat eine widerstandsbedingte Drucksteigerung im
Glomerulum zur Folge. Schliesslich nimmt die EZM innerhalb des Mesangiums zu und
lasst sich mit PAS (,peridoc acid Schiff‘) anfarben. Dies bezeichnet man als diffuse
Form der diabetischen Glomerulosklerose, die in die flr die DN typische noduldre Form
(Kimmelstiel-Wilson) (ibergehen kann'®.

Hyperlipidamie, insbesondere Lipide geringerer Dichte (LDL) fihren zur Freisetzung
von MCP-1 und Podozytenverlust. Durch Statine wird die LDL Bildung vermindert. Es
konnte in vitro gezeigt werden, dass Statine Zellschaden im Mesangium vermindern
und die glomeruldre NO Produktion erhdhen® . Schon 1936 erkannten Kimmelstiel und
Wilson, dass der arterielle Hypertonus die DN beschleunigt. Inwieweit der arterielle
Hypertonus vasoaktive Faktoren und Cytokine stimuliert, die Gefalschaden verstarken,

wird gegewartig intensiv diskutiert.

1.1.3 Therapeutische Konzepte und Ansatze
Eine normoglykdmische Stoffwechseleinstellung als essentielle Primarpravention

bewirkt eine Risikoreduktion um etwa 1/3 fur das Auftreten einer Mikroalbuminurie
(DCCT-Studie, Typ 1: bis 34%; UKPDS-Studie, Typ 2: bis 24%®). Das
Hypoglykamierisko steigt jedoch. Fur den HbA1c-Plasmaspiegel, als Kontrollinstrument

und Indikator, und dem Auftreten einer Mikroalbuminurie besteht eine exponentielle
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Beziehung. Hieraus lasst sich demzufolge kein Schwellenwert ableiten. Bezogen auf
das Progressionsrisiko bei bereits bestehender DN sollte das HbA1¢ unter 7% liegen®®.
Die Mortalitat von Patienten mit langer bestehendem Typ 2 Diabetes wird durch
normnahe Blutzuckereinstellung jedoch nicht verringert*°.

Bei bereits bestehender DN gilt die Inhibition des RAS als Gold-Standard in der
Behandlung der DN. Sie senkt den systemischen und insbesondere den renalen
Blutdruck und vermindert Proteinurie sowie Podozytenschaden/ -verlust im
Glomerulum. Schon in der klinisch stummen Phase der Hyperfiltration wirken
Angiotensin-Konvertierungs-Enzym—Hemmer (ACE-H) protektiv*’. Weiterhin
vermindern sie die glomerulare Hypertrophie, die Akkumulation der EZM und die
Expression von Fibrosemediatoren (TGF—rS)g. Der Hauptangriffspunkt ist hierbei die
Hemmung des ANG Il und seiner Wirkungen. ANG Il wirkt starker konstriktiv an der
efferenten Arteriole. Durch die ACE-H wird die efferente Arteriole dilatiert, verstarkt wird
der Effekt durch die Hemmung des Bradikininabbaus, welches unter anderem ebenfalls
dilatierend wirkt'". Die Nephroprotektion wird durch verminderten glomerularen
Perfusionsdruck schon bei normalen systemischen Blutdricken erreicht. Das
Fortschreiten der DN wird immer nur verlangsamt, nicht verhindert!

Als weiterer Therapieansatz gilt eiweillreduzierte Kost (0,8 g/kg/d), welche bei Typ 1
Diabetikern zu geringerem Abfall der GFR in Verbindung mit Abnahme der Proteinurie
fuhrt. Bei Hypoproteinamie und in fortgeschrittenen DN-Stadien mit kataboler
Stoffwechsellage ist die Eiweizufuhr zu erhéhen (1,2 g/kg/d)'2.

Eine antihypertensive Therapie mit Zielwerten unter 130/80 mmHG> gilt als
leitlinienkonform. Das eine ACE-Hemmer-Therapie bei normotensiven,
normalbuminurischen Patienten zur Primarpravention einer Proteinurie von Nutzen sein
kénnte, zeigen neuere Studien (PREMIER*). Aufgrund der natriumretinierenden
Wirkung von Insulin (Steigerung der Ruckresorption) ist der Hypertonus salzsensitiv.
Eine milde Kochsalzrestriktion sollte erfolgen’®. Neuere Therapieansatze sind u. a.
die zytoplasmatische Hemmung des zentralen Signaltransduktors PKC [
(Phosphorylierung von Proteinen)' '°.

Die Inhibition von AGE-Produkten durch Aminoguanidinhydrochlorid (Pimagidin)
verminderte in Tierversuchen glomeruldre und tubuldre EZM Akkumulation®* #°
(Basalmembranverdickungen) durch eine verringerte Bildung von
Transkriptionsfaktoren (NF-kB, PKC-R)*. Ein weiterer Ansatz sind sogenannte ,cross-

link-breaker® (z.B. ALT-711), welche bereits vorhandene AGE Produkte spalten.
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Die Hemmung von TGF-3 mittels Antikdrpern (alphaT) zeigte im Tierexperiment ein
deutliche Verringerung von glomerularer und tubulointerstitieller Fibrose. An Menschen

liegen bisher noch keine Erfahrungen vor'®.

1.2 Tiermodelle zur Untersuchung diabetischer Nephropathie

In Versuchstieren kann ein DM Typ 1 bzw. eine Hyperglykdmie der Genese nach
spontan oder exogen generiert werden. Als Modell fir den DM Typ 2 dienen
uberwiegend durch Zucht gewonnene, vererbbare Diabetesformen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein tierexperimentelles Verfahren zur exogenen
Diabetesinduktion verwendet — das Streptozotozin-Modell (STZ). Die zeitnahe
Entwicklung der Hyperglykadmie und die hohe Sensitivitat sowie Spezifitat waren die
Grinde fur die Auswahl dieses Modells. Im Gegensatz zum Alloxandiabetes, besitzt
STZ keine schadigenden Kurzzeitwirkungen auf die Niere, da es dosisabhangig
zytotoxisch (ab 100mg/kg) ist'’. Ferner ist Alloxan nicht R-Zell-selektiv. Die
Langzeitwirkungen des kanzerogenen STZ spielen im Tierversuch bei Laufzeiten bis
maximal 18 Monaten eine zu vernachlassigende Rolle. STZ wird in Maus und Ratte in
zwei unterschiedlichen Dosierungsmodellen, dem Hoch-Dosis (HD)- und dem
Mehrfach-Niedrigdosis (MLD)-STZ-Modell verwendet*®.

Das hier verwendete Tiermodell der transgenen Expression von humanem Endothelin-2
in der Ratte wurde von Paul et al. etabliert. Nach Mikroinjektion eines h-endoET-2-
DNA-Konstruktes in fertilisierte Oozyten kam es zur stabilen Insertion der DNA in das
Rattengenom*® *°. Der renale Phanotyp dieses transgenen Modells wurde von Liefeldt

et al. charakterisiert®* °’

. Die pharmakologischen Eigenschaften von ET-1 und ET-2
sind ahnlich. Die Transgenexpression erfolgt vorwiegend in den Glomeruli der Niere,
wesentlich geringer auch im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge und Nebenniere.
Nichttransgene Tiere weisen keine ET-2 Expression in der Niere auf. Ein arterieller
Hypertonus ist bei den Tieren nicht festzustellen (was die verminderte
Transgenexpression in extrarenalen Geweben belegt), wohl aber eine signifikante,
geschlechts- und altersabhangige Albuminurie. Der genetische Hintergrund ist zu
vernachlassigen, da transgen-negative Tiere aus dem gleichen Wurf als Kontrollen

verwendet wurden*® %% 51. 52,
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1.3 Endothelin-System

Die Auswirkungen des parakrinen/ autokrinen ET-Systems erstrecken sich auf
verschiedene Organsysteme. Untersuchungen zeigten, daly ET-Plasma-Spiegel unter
anderem bei Herzerkrankungen (Herzinsuffizienz, Infarkt), arterieller sowie pulmonaler
Hypertonie und Nierenerkrankungen (chron. Niereninsuffizienz, DM) erhdht sind. Zum
Teil korrelieren sie mit dem End-Organ-Schaden und greifen in die Pathophysiologie

der Erkrankung ein® 3,

1.3.1 Endothelin - Biosynthese
Das 1988 von Yanagisawa et. al. aus Endothelzellen der Schweinekoronararterien

isolierte 21-Aminosauren (AS) Peptid Endothelin-1 (ET-1) gilt als aulerst potenter

Vasokonstriktor™®. Im Folgenden wurden zwei weitere Isoformen der vasoaktiven
Peptidhormonfamilie entdeckt: Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3). Sie
unterscheiden sich in der AS-Sequenz (Abb.1) und Wirkung vom ET-1.

Alle humanen Endothelinprecursoren (PreproET’s) werden von unterschiedlichen
Genen auf unterschiedlichen Chromosomen codiert. Korrespondierende Genloci fur
Endotheline finden sich unter anderem im Schweine- und Rattengenom®. Die
Regulation der Genexpression erfolgt Uber chemische und mechanische Stimuli. Dazu
gehoren unter anderem Vasokonstriktoren und Thrombogene (Angiotensin Il; Adrenalin;
Thrombin; ProstaglandinF,,; ET-1), inflammatorische Zytokine (IL-1; IL-6; TGF-R),
mechanische Faktoren (leichte Scherkrafte, Druck), Lipide (LDL; HDL) sowie
Hypoxie®® *’. Zusétzlich wird die ET-1 Synthese durch Hyperglykamie stimuliert (s.o.).
Inhibiert wird die Synthese z.B. durch Vasodilatatoren (Prostaglandin E, =Prostazyklin;
NO; ANP), cGMP, Bradikinin®, starke mechanische Beanspruchung (Scherkrafte)>
und Adrenomedullin®. Fiir die kurze intrazelluldre Halbwertzeit der preproET-mRNA
von ca. 15 min sind zwei spezifische Sequenzen (LAUUUA®) am 3’-Ende

verantwortlich®.




Einleitung

Das Endothelin-Vorlaufer-Protein Preproendothelin (Abb. 2) umfasst 212 AS und wird
unter Abspaltung einer Signalsequenz (17 AS) im endoplasmatischen Retikulum durch
molekular noch nicht identifizierte "Prohormon-Konvertierungs-Enzyme" (Furine?) in
das Peptid "Big-Endothelin" (BigET; 38 AS) umgewandelt. BigET hat nur eine geringe
vasokonstriktive Wirkung®’. Endothelin-Konvertierungs-Enzyme (ECE) spalten BigET
proteolytisch zwischen Tryptophan 21 und Valin 22 (Abb. 3) in das stark vasoaktive
ET™.

Die bisher bekannten ECE-Isoformen (ECE-1; ECE-2; ECE-3) weisen eine hohe
Homologie auf und gehéren zum Typ Il der integralen Membranproteine. Fur die ECE-1

wurden bisher 4 Isoformen (a-d) identifiziert®®. Ebenso finden sich Isoformen z.B. im

Das humane Endothelin-System

Lys-Arg Lys-Arg

h

Prepro ET-1 N | I C
1

17 53 73 90 212
l Prohormon-Konvertase

(Furin ?)
Endothelin

Converting Enzyme
(ECE)

ers I e

g
N4 2Va Y

Abbildung 2 : Schematische Darstellung der Endothelin-1-Biosynthese

Das Pre-Pro-Endothelin-1 ist ein ca. 200 AS-grof3es Protein. Durch Spaltung entsteht das Propeptid
Big-Endothelin-1 (Big-ET-1). Die weitere Spaltung des Big-ET-1 zu ET-1 und dem C-terminalen
Fragment (CTF) erfolgt durch das ECE-1.

Rattengenom, wo das ECE-1a und ECE-1B3, homolog zu den humanen ECE-1a bzw.
ECE-1c, isoliert wurden®’. Insbesondere ECE-1 scheint in die Pathophysiologie der
frihen Gefallschadigung beim Typ 1 Diabetes einzugreifen. Dieser Effekt scheint durch

PKC R und NF-kB vermittelt zu sein. Experimentelle ETa-R Blockade vermindert die
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Genexpression der ECE-1%2. Eine Blockade des Enzyms fiihrt zu verringerter EZM
Akkumulation und Proteinurie/ Albuminurie im Tierexperiment®.

Das Endothelin-Konvertierungs-Enzym-2 (ECE-2) besitzt optimale Enzymaktivitat im
sauren pH (5,5), lokalisiert im intrazellularen Kompartment. Bei pH 7 (Optimum ECE-1)
ist ECE-2 komplett inaktiv. Jingst wurde im Mausmodell gezeigt, dass die ECE-2

Genexpression in der frihen Phase des Typ 1 Diabetes stark vermindert ist. Dieser

Effekt konnte durch einen selektiven ETa-R Antagonisten aufgehoben werden®.
ECE-3 ist spezifisch fur big-ET 3.

Human big-endothelin. 1

Abbildung 3:

Aminosaurenstruktur von Big-Endothelin-1. Aus Big-Endothelin-1 wird durch proteolytische Spaltung der
Bindung zwischen Trp21 und Val22 mit Hilfe des Endothelin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1) das
vasoaktive Peptid ET-1 gebildet56.

Im Gewebe und in Korperflissigkeiten (Speichel; Liquor; Milch; Urin) sind die ET-
Spiegel gegeniiber dem Blutplasmaspiegel bis zu 100fach erhéht®. Grund dafiir sind die
starke Rezeptorbindung und der para- bzw. autokrine Wirkungsmechanismu353.

Dieses wird durch die Feststellung belegt, da® ET-produzierende Zellen ET-Rezeptoren
exprimieren®. Ferner findet in Lunge und Niere eine rasche Endothelin-,clearance® via
ETs-R statt (s.u.). Gebildet wird ET-1 vorwiegend in Endothelzellen, Makrophagen und
glatten Gefallmuskelzellen, geringfugig auch in Astrozyten. In der Niere kommt es in
Tubulus- und Mesangialzellen vor®” %, ET-2 ist hauptsachlich in der Niere und im

Intestinum vertreten. ET-3 wird groRtenteils im ZNS und im Auge gebildet®.

1.3.2 Endothelin-Rezeptoren
Die biologischen Wirkungen werden durch die Endothelin-Rezeptoren (ET-R) ETa-R

und ETg-R vermittelt. Ein ET¢-R ist in Hautdrisen des Krallenfrosches (Xenopus laevis)

entdeckt worden, wurde allerdings fiir Sduger noch nicht beschrieben®. Alle gehéren zu
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den Sieben-Transmembrandoméanen-Rezeptoren und sind G-Protein (Gi/G,) gekoppelt,
mit resultierender intrazellulérer Calcium Erhéhung®’.

Die Affinitat zu den einzelnen ET’s ist rezeptorspezifisch (ETa-R: ET-12ET-2>>ET-3;
ETe-R: ET-1=ET-2=ET-3; ETc-R: ET-3>>ET-2=ET-1% .59,

Die biologischen Effekte (Nettoeffekt) sind abhangig von der Verteilung und Anzahl der
Rezeptoren in den Geweben. Zumeist sind sie ET-1 vermittelt, da es hohe Affinitat
sowohl zum ETa- als auch zum ETg-Rezeptor besitzt und ubiqitar exprimiert wird.

In glatten GefaRmuskelzellen dominiert der ETa-R. Im Endothel ist er nicht vertreten®:
% Er vermittelt lokal Vasokonstriktion sowie Zell- und Matrixproliferation (Induktion von
Wachstumsfaktoren z.B. PDGF, TGF-R, IGF, ANG 11)>> %,

Der ETg-R findet sich speziesubergreifend hauptsachlich im Gefallendothel (u. a. Niere,
Lunge, ZNS, Herz). Geringflugig (<15%) ist auch er in glatten Gefalmuskelzellen
vertreten. Der ETg-R vermittelt sowohl konstriktive (Gefalke/ Bronchien) als auch
dilatative (GefaRendothel) sowie proliferative (Nierentubuli, Mesangium) Effekte. Die
physiologische Relevanz des vasokonstriktiven Effektes ist umstritten. Lokale
Vasodilatation wird Uber Prostazyklin (PGl;)- und Stickoxyd (NO)- Freisetzung in
Endothelzellen erreicht. Die NO Bildung erfolgt durch funktionelle Kopplung des ETg-R
zur NO-Synthase (NOS)®® . NO bewirkt die Lésung des ET-1 vom ETa-R und
modifiziert die Signalkaskade’’. Der ETs-R bindet (iberschiissiges ET-1 und wirkt somit
als ,clearing-receptor®. Dadurch antagonisiert er die vasokonstriktive und mitogene
Wirkung des ET-1 via ETA-R>> ®. Uber Autoinduktion der ET-1 Genexpression und
Peptidproduktion verstarkt der ETg-R die endogene Endothelinproduktion als Reaktion
auf diverse Stimuli (Ischamie, Toxine). Analog zu Zytokinen (TGF-, IL-1) wird so eine
Signalamplifikation erreicht®. Entwicklungsbiologisch werden der ETg-R und ET-3 mit
der Ausbildung des aganglionaren Megacolons (Morbus Hirschsprung) in

" Fiur den ETa-R sind noch keine entwicklungs-

Zusammenhang gebracht’*
biologischen Einflisse benannt. Interaktionen der Rezeptoren mit Arzneimitteln sind
bekannt. So wird z.B. der ETg-R in der Niere (nur im Marklager) durch Cyclosporin und
Kontrastmittel induziert, der ETa-R hingegen nicht beeinflusst’. Sowohl fiir den ETa- als

auch den ETg-R sind selektive Antagonisten bekannt.
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1.3.3 Renales Endothelin-System
ET-1 steigert die NaCl-Retention analog der Wirkung von ANG Il von proximalen

Tubuluszellen und verringert die Wasserausscheidung®” °. Es reguliert Hamodynamik,
Filtrationsleistung und glomerulares Remodeling’® ”’. Der Salzhaushalt wird neueren
Studien zufolge teilweise durch den ETg-R im Sammelrohr reguliert. Der ETa-R scheint
an der Regulation nicht beteiligt zu sein’®. Exogenes ET-1 reduziert die renale
Perfusion sowie GFR, induziert sowohl Proliferation als auch Kontraktion von

Mesangialzellen, verringert die Salzretention und erhéht die Wasserausscheidung?” ">

8 Der vasodilatierende und antinatriuretische Effekt des parakrinen renalen ET-
Systems ist dann zu vernachlassigen’®.
Speziesabhangig werden unterschiedliche ET-Isoformen synthetisiert: in humanen

278 7 in Rattennieren ET-1 und

proximalen Tubuluszellen vorwiegend ET-1 und ET-
ET-3%. Proteinexposition steigert in proximalen Tubuluszellen die ET-Expression (siehe
Biosynthese)®'. Noxen wie z.B. Hypoxie steigern die Genexpression von ET-1, die von
ET-2 hingegen nicht.

Die Verteilung der ET-R ist spezies- und gewebeabhangig. Der humane ETa-R findet
sich vor allem in afferenten und efferenten Arteriolen und im Glomerulum, der ETg-R
hingegen ist vorwiegend in Tubuluszellen vertreten, weniger im Glomerulum. Beide
Rezeptorsubtypen finden sich in Sammelrohren. Dabei Uberwiegt beim Menschen
insgesamt der ETg-R. Bei der Ratte herrscht ein Rezeptorgleichgewicht in afferenter
und efferenter Arteriole®. Im Tubulussystem ist der ETa-R distal und im cortikalen
Abschnitt des Sammelrohrs sowie in Mesangialzellen zu finden. Der ETg-R hingegen ist
stark in peritubularen und glomerularen Endothelzellen nachweisbar. Im Tubulussystem
verteilt er sich eher proximal und im marknahen Sammelrohr®.

In Rattennieren inhibieren alle 3 ET-Isoformen die Reninsekretion, wenn sie exogen
zugeflhrt werden. Dies scheint ein ANG Il vermittelter Feedbackmechanismus zu sein,
da sich ET und ANG Il in der Wirkung verstarken®*. Es zeigt sich, dass endogenes ET

keinen Einfluss auf die Reninsekretion hat®.

1.34 Interaktionen zwischen Endothelin und Diabetes
Im STZ-Tiermodell (Ratte) wurde festgestellt, dass Hyperglykdamie die endogene

glomerulare ET-1-mRNA-Expression um das 5-fache erhoht. Insulingaben wirken

diesem Effekt entgegen. Einen Einfluss der Hyperglykamie auf die Rezeptorexpression
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(ETas-R) gibt es nicht®®. Eine Rezeptordesensibilisierung besonders des ETa-R im
Diabestesmodell (STZ-Ratte) wurde berichtet®?. Andererseits wurde fiir Insulin ein ET-1
stimulierender Effekt in vitro (Endothelzellkultur) und in vivo (hyperinsulinaemic
euglycaemic clamp) mit messbarer Erhdhung der ET-1 Plasmaspiegel nachgewiesen®.
Dabei steigert Insulin auch die ET-R Expression®. Ob dies in vivo pathophysiologisch
relevant ist, bleibt abzuwarten. Beim DM wird die ET-1 Genexpression in humanen
Mesangialzellen (Zellkultur) durch TGF-R1 und aktivierte PKC verstarkt’®. Im
Hasenmodell (Alloxandiabetes) erfolgt im Glomerulum eine ETa-R vermittelte TGF-3
Uberexpression mit konsekutiver Glomerulosklerose. Der ETa-R wird hier vermehrt
exprimiert, eine Blockade zeigt antimitogene und antiproteinurische Effekte®’. Beim
Menschen reduziert ET-1 via den ETA-R die Insulinsensitivitat und bewirkt eine renale
Vasokonstriktion  (afferente  und efferente  Arteriole). Dadurch und durch
Plattchenaggregation kommt es zur Mikrothrombenbildung in Kapillaren. Es resultiert
eine Zirkulationsstorung. Ferner scheint eine ETa-R Stimulation (BQ788) die Konversion
von bigET-1 in ET-1 zu hemmen® %, ET-1 vermittelt via den ETa-R in Mesangialzellen
(Ratte/Mensch) Kontraktion, Proliferation und Vermehrung der EZM. Die proliferativen
Wirkungen (TGF-R-, PDGF-Expressiont) werden durch vermehrte Fibronektin- und
Kollagenbildung (Typ I/lIl/IV) bewirkt, so dass ein Zusammenhang des ET-Systems mit
Nierenfibrose und Glomerulosklerose besteht® 88",

Schadigungsmechanismen der Niere durch ET sind die kortikale und medullare
Hypoperfusion und eine verstarkte interstitielle und mesangiale Proliferation der EZM
mit Verdickung der tubuldren und glomeruldren Basalmembranen’. In Mesangialzellen
scheint dafur eine ET-vermittelte Thromboxan A, —und Kollagensynthesesteigerung
ursachlich zu sein®. In Tubuluszellen tritt der oben beschriebene Protein-gekoppelte
Mechanismus in Kraft. Podozyten exprimieren bei diabetischer Stoffwechsellage ET-1
und ET-R (bes. ETa-R). Es wird eine ETa-R vermittelte zytoskelettale Schadigung und

Apoptoseinduktion von Podozyten vermutet®

. Gross et al 2003 hingegen konnten
keinen Vorteil eines selektiven ETA-R Blockers gegenuber ACE-Hemmern bezuglich

Podozytenverlustes und histopathologischen Podozytenschadens finden®.
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2 Fragestellung

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, die Rolle des Endothelin-Systems in der
Pathogenese der diabetischen Nephropathie weiter zu charakterisieren.

Unsere Ausgangshypothese war, dass eine verstarkte renale Endothelin-Expression
den Auspragungsgrad von diabetischer Nephropathie verstarkt. Zur Prufung dieser
Hypothese wurde in einem Rattenmodell mit transgener Uberexpression von humanem
Endothelin 2 (h-endoET-2+) eine diabetische Stoffwechsellage mittels Streptozotozin-
Injektion induziert und der Verlauf Gber insgesamt 6 Monate beobachtet.

Zusammen mit den Kontrollen wurde insgesamt vier Versuchsgruppen gebildet:

1) nichttransgene, nichtdiabetische Tiere;

2) nichttransgene, diabetische Tiere;

3) h-endoET-2-transgene, nichtdiabetische Tiere; und

4) h-endoET-2- transgene, diabetische Tiere.

Nach 6-monatiger Versuchsdauer wurden die Auswirkungen von diabetischer
Stoffwechsellage, Endothelin-2-Uberexpression und ihrer Kombination auf den
Schweregrad von diabetischer Nephropathie (Proteinurie, Hypertrophie, glomerulare
Fibrose und Nierenfunktion) untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss auf das
Uberleben der Tiere und die Veranderungen in der renalen Expression des endogenen

Endothelinsystems erfasst.
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3 Material und Methoden

3.1 Validierung des Studiendesigns

3.1.1 Transgenexpression

3.1.1.1 DNA-Isolation

Die DNA lIsolation erfolgte nach der Standardmethode®', entnommen dem Quiagen
Plasmid Purification Handbook, Hilden 2002. Sie beinhaltet die Lyse des

Startmateriales (Blut, Gewebe usw.), gefolgt von der Isolation durch organische

Extraktion und schlie8lich der Fallung der DNA im Extrakt. Die Gewebe wurden uber
Nacht mit einem Proteinase-K-haltigen Lysis-Puffer inkubiert. Die nun freigesetzte DNA
wurde mittels Chloroform aus der Lésung extrahiert und mit Isopropanol gefallt. Die

isolierte (genomische) DNA wurde dann in der PCR verwendet (siehe 1.1.4.).

3.1.1.2 RNA-Isolation
Die RNA-Isolation erfolgte nach dem Phenol-Chloroform Verfahren von Chomczynski

und Sacchi®® unter Verwendung von TRIzol™ (Life Technologies Inc., Gathersburg,
USA). Entsprechend den Herstellerangaben wurden 100 mg cortikales Gewebe
verwandt bzw. isolierte Glomeruli. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte
photometrisch bei 260 nm. Zur Uberpriifung der Integritat der RNA wurde ein 1%iges
Agarose / Ethidiumbromid-Gel benutzt.

Alle Materialien, die mit der zu isolierenden bzw isolierten RNA in Kontakt kamen,
wurden vorher mit RNAse-ZAP (Invitrogen, Carlsbad, USA) behandelt, nachfolgend mit
DEPC-H,0O gesplult oder waren steriles Einwegmaterial. Die isolierte RNA wurde bei —
80°C gelagert.

3.1.1.3  c-DNA Synthese
Zur Herstellung von DNA aus RNA, wie sie aus transkribierten Genen in der Zelle

vorliegt, dient die reverse Transkription. Die dabei entstehende DNA st
basenkomplementar zur RNA und wird daher als cDNA (c ="complementary")
bezeichnet. Im Vergleich zu genomischer DNA enthalt cDNA ausschlieBlich
transkribierte Exons (erbinformationscodierende Sequenzabschnitte). Die Introns
werden wahrend der posttranskriptionalen Reifung (,splicing“) aus der prae-mRNA
entfernt, so dass reife mRNA (m=“messenger‘) und somit auch die cDNA nur Exon-

Information enthalt. Aus isolierter corticaler Gesamt-RNA wurde cDNA nach dem
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GeneAmp® Protokoll (Roche Molecular Systems Inc., Branchburg, USA) hergestellt.
Dabei wurden 1ug jeweiliger Gesamt-RNA / glomerularer cDNA sowie Reagenzien It.
Herstellerangaben eingesetzt. Fur die weitere Verwendung wurden die Proben bei -
20°C gelagert.

3.1.1.4 PCR (Polymerase Kettenreaktion)

Nach dem GeneAmp®-Protokoll vorgehend, wurden cDNA aus 1/50 von je 1 ug
Gesamt-RNA oder genomische DNA mit 2 ul 25 mM Magnesiumchlorid, 2 pul 10xPCR-
Puffer, 0,1 ul dNTP-Mix, 1 uyl Sense-Primer (ET-2 RNA sense [5-
AGCGTCCTCATCTCATGCCC-3]; TIB MOLBIOL, Berlin, D), 1 ul Antisense-Primer
(ET-2 RNA antisense [5-TCTCTTCCTCCACCTGGAATG-3’]; TIB MOLBIOL, Berlin, D)
und 0,25 uyl Ampli Tag Gold (4 U/ul) sowie DEPC-H20 ad 20 pl versetzt. Nach initialer
Denaturierung bei 95°C fir 10 min begann der Zyklus mit der Denaturierung 95°C/ 30

sec., dann das primerspezifische Annealing 60-62°C/ 30-45 sec., gefolgt von der
Extension 72°C/ 60 sec, wobei, abhangig von der PCR, eine Schleifenanzahl von 26-39
gewahlt wurde. AnschlieRend erfolgte eine finale Extension bei 72°C uber 6 min und
das PCR-Produkt wurde bei 4°C gelagert.

Reagenzien Volumen (ul)
PCR-Puffer (10x) 2

MgCl, (25mM) 2

dNTP mix 0.1

Ampli Taq Gold (4U/ml) | 0.25

RT Product 1
Primer sense 1
Primer antisense 1
DEPC Wasser 12.65

3.1.1.5 LightCycler PCR
Eine quantifizerende PCR wurde mit dem LightCycler® nebst zugehérigen

Datenverarbeitungseinrichtungen durchgefthrt. Dabei wird mit einem fluoreszierenden
Marker (SYBR® Green | ) Doppelstrang-DNA detektiert und als Graphik Uber der Zeit
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dargestellt. Die Fluoreszenz des SYBR® Green | wird durch Bindung an dsDNA
verstarkt. Das Hintergrundsignal ungebundener Marker wird durch die Software
herausgefiltert. So ist die Menge der in der PCR synthetisierten DNA pro Zyklus ,real
time“ anhand des Fluoreszenzsignales visualisierbar. Der Beginn der exponentiellen
Produkt-Zunahme, der linearen Logphase der PCR, wird aufgrund der
Fluoresenzzunahme bestimmt und entspricht dem so genannten ,crossing point®.
Dieser korreliert mit der Anfangskonzentration der zu amplifizierenden cDNA-Sequenz
und kann deshalb zur Quantifizierung der Transkripte herangezogen werden. Der
Marker ist sehr stabil, verliert nur 6 % seiner Aktivitat wahrend 30 Zyklen. Nach Ablauf
der definierten Zyklenzahl bzw. letzter Elongationsphase der PCR erfolgt die
Schmelzkurvenanalyse, bei der nach initialer Denaturierung mittels kontinuierlichem
Temperaturanstieg (von Annealing Temp. bis max. 95°C) die Fluoreszenz permanent
gemessen wird. Mit steigenden Temperaturen werden unspezifische dsDNA-Produkte
(Primerdimere) gespalten, so dal die Fluoreszenz zunimmt. Abhangig vom jeweiligen
PCR-Produkt fallt bei erreichen der Schmelztemperatur (Denaturierung der DNA) die
Fluoreszenz abrupt ab. Die Schmelztemperatur (Fluoreszenz-Spitze) ist abhangig von
der Lange des Fragmentes und dessen Guanin/Cytosin Gehalt. Um spezifische von
unspezifischen Fluoreszenzsignalen zu unterscheiden, vergleicht man die
Schmelzpunkte der Produkte miteinander. Typischerweise weist das gesuchte
spezifische PCR-Produkt  den héheren  Schmelzpunkt  und starkeren
Fluoreszenzsignalanstieg auf.

Es wurde konzentrationseingestellte cDNA (1 ug/ml) eingesetzt sowie glomerulare
Uberstande. Vorbereitung und Verarbeitung der Reagenzien und Proben erfolgten It.
Herstellerangaben. Rattenspezifische Primer wurden fur TGF-f3, Adrenomedullin, FN,
PAI-1, ET-1, und ET-Rezeptoren verwandt. Humanspezifische Primer wurden nur fir
ET-2 verwendet. Alle Messungen wurden in Relation zu einem Standard (beta-actin=

,house keeping gene®) gesetzt.

3.1.1.6 Transgentestung und Gruppenallokation

Zur Uberprifung des Transgen-Status (hET-2 +) der Versuchstiere wurde aus
Schwanzspitzen neugeborener Ratten genomische DNA gewonnen. Die Isolation
erfolgte nach einer Standardmethode (siehe 1.1.1.). Die genomische DNA wurde dann
mittels PCR (siehe 1.1.4.) analysiert. Anhand der Testergebnisse wurden die Tiere in

folgende Gruppen eingeteilt.
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WT -nichttransgene nichtdiabetische Ratten n=17 (Kontrolle)
WT+DM -nichttransgene diabetische Ratten n=17
TG -transgene (hET-2+) nichtdiabetische Ratten n=14

TG+DM -transgene (hET-2+) diabetische Ratten n=15
Alle Tiere wurden zu Beginn und nachfolgend alle 4 Wochen einzeln fur 24 h in
Stoffwechselkafigen gehalten. Dies diente der Bestimmung von Kreatinin-Clearance,
Proteinurie, Albuminurie sowie Blutzuckerspiegeln. Weiterhin wurden Wasser- und

Futterverbrauch monitorisiert. Der Versuch wurde nach 6 Monaten beendet.

3.1.1.7  Endothelin 1/2-ELISA
Zur Messung von Endothelinen wurde ein indirekter, nicht kompetetiver Sandwich-
ELISA (Biomedica, Wien, A) verwendet, bei dem ein fur Endothelin (1-21AS)

hochspezifischer monoklonaler Detektionsantikorper an das in der Probe befindliche

Endothelin bindet. Zusammen mit dem in der Mikrotiterplatte beschichteten
polyklonalen Erstantikorper bildet er ein Sandwich. Nach einem Waschschritt, der alle
nicht spezifisch gebundenen Substanzen entfernt, wird die Menge an gebundenem
monoklonalem Antikérper bestimmt. Sie entspricht der Menge vorhandenen
Endothelins.  Mittels  Peroxidase-konjugierter  anti-Maus  IgG-Antikérper  und
Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat, werden im Photometer messbare
Farbentwicklungen erzeugt, die direkt proportional der Endothelin-Probenkonzentration
sind. Nach Herstellerangaben vorgehend, wurden jeweils 200 pl Rattenplasma
(Ansatzprotokoll B), sowie glomeruldre Uberstéande (Ansatz-protokoll C) als Proben
eingesetzt. Die Messung der einzelnen Extinktionen wurde mit Hilfe eines ELISA-MRX-
Plate-Readers bei 450 nm gegen 620 nm vorgenommen. Die Erstellung der
Standardkurve und die Berechnung der Konzentrationen (fmol/ml) erfolgte mit dem

Computerprogramm Biolinx.

3.1.2 Induktion des Diabetes mellitus
3.1.2.1 Streptozotocinadministration

Zur Induktion eines Insulinmangeldiabetes wurde das von Streptomyces achromogenes
spp. gebildete Alkylans Streptozotozin (STZ) verwendet. Die besondere Affinitat zu den
R-Zellen des Pankreas resultiert aus dem Glucosemolekll, an das der Nitrosamid-
methyl-Nitrosoharnstoff (wirksame Komponente) gebunden ist. Die Aufnahme in die

Pankreasinselzelle erfolgt aktiv durch den Glucosetransporter-(GLUT)-2. Dadurch ist
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mit diesem ahnlich einem ,Trojanischen Pferd® agierenden Molekil eine
dosisabhéngige relativ selektive Schadigung der Inselzellen méglich®. Zu beachten ist,
dass glukoseunabhangige Inselzellen demzufolge unempfindlich sind. Der
Mechanismus der Zellschadigung ist im hypothetischen Modell nach Okamoto®
dargestellt: durch die Einwirkung von STZ kommt es nach Methylierung der DNA zu
DNA-Strangbruchen, die u.a. mit Hilfe der nuklearen Poly-(ADP-Ribose)-Synthetase
(PARP) repariert werden. Dieses Enzym verbraucht zellulares Nikotinamid-adenin-
dinukleotid (NAD), welches fur viele Zellaktivitaten bendtigt wird. Sinkt der intrazellulare
NAD-Spiegel unter einen Schwellenwert, tritt der Zelltod ein. Folglich kann nicht mehr
genugend Insulin produziert werden und der Glukosespiegel im Blut steigt an. Es bildet
sich ein Diabetes mellitus aus. Eine Verabreichung von Nikotinamid hemmt die PARP
und somit den NAD-Verbrauch der Zelle. Der Zelltod kann verhindert werden®®. Neuere
Studien zeigen, dass STZ bei seiner Metabolisierung in Hepatozyten und
Pankreasinselzellen Stickoxyd (NO) freisetzt®. Dieses verstarkt die STZ-induzierte
Zytotoxizitat (DNA-Methylierung) und setzt Zytokine (Interleukin 113) frei. Sie spalten
DNA in Fragmente von 180-200 Basenpaaren, bewirken eine Kondensation der
Chromosomen und Apoptose der Zelle® . Es bildet sich ein Insulinmangeldiabetes aus.

Bei 32 Tieren (17 WT/ 15 TG) wurde Streptozotozin, nach Herstellerangaben frisch in
0,15 M Zitratpuffer pH 4,5 geldst, intraperitoneal in Ethernarkose in einer Dosis von 60
mg/kg gespritzt. Ratten mit einem Blutzucker (BZ) von >250 mg/dl nach 2 Tagen
wurden in die Studie eingeschlossen. Die zu applizierende STZ-Dosis war zuvor in

einer Pilotstudie ermittelt worden.

3.1.2.2 Blutzuckermessung

Die Messung erfolgte zu Beginn des Versuches und nachfolgend alle 4 Wochen bzw.
nach klinischer Notwendigkeit. Mittels eines MediSense Precision PCX™ und den
entsprechenden Teststreifen wurden Blutzuckerwerte enzymatisch nach der Glucose-
Oxidase Methode zwischen (zw.) 9°° und 12°°Uhr aus Schwanzvenenblut gemessen.
Dabei wird Glukose zu Glukonsaurelakton katalysiert. Die bei der Oxidation
entstehenden Eletronen werden direkt an die Messelektrode abgegeben. Die Tiere
wurden hierfir mit Ether narkotisiert und die laterale Schwanzvene im unteren Drittel

per 0,6 mm Kanule punktiert.
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3.1.2.3 Insulintherapie

Nach 3 Wochen wurde bei den diabetischen Tieren zunachst 2 tagig mit der
Insulintherapie begonnen. Nach 12 Wochen wurde taglich Insulin verabreicht.
Verwendet wurde langwirksames Insulin Glargin (Lantus 100U/ml; Aventis, Basel, CH).
Die tagliche Dosis orientierte sich am BZ- und Gewichtsverhalten der Tiere und variierte
zwischen 2 bis 8 IE. Fir die diabetischen Tiere wurde ein Ziel-BZ zw. 250-450 mg/dl
angestrebt. Die obere Grenze des BZ-Messgerates liegt bei 600 mg/l. Bei Anzeige
dieses Wertes wurde den Tieren immer die maximale Insulindosis von 8 IE verabreicht.

Das Insulinanalogon wurde mittels eines Insulin-PEN subcutan gespritzt.

3.2 Basisdaten

3.2.1 Tiere
Verwendet wurden 63 mannliche Sprague-Dawley (SD) Ratten im Alter von 8 Wochen

mit einem  durchschnittichen Gewicht von 235-279 g. Die Zucht erfolgte durch
Verpaarung mannlicher heterozygoter L37-Tiere (hET-2+) mit nichttransgenen
weiblichen SD-Ratten. Mittels Transgentestung (siehe unten-s.u.) wurden die Tiere in
die Hauptgruppen eingeteilt. Die Tiere wurden unter konstanten Bedingungen (RT 21°C
RLF 75%) gehalten bei 12stiindigem Hell/Dunkel-Wechsel. Futter und Wasser wurde ad
libitum angeboten. Die Tiere befanden sich in Makrolonkafigen Typ IV im
Forschungszentrum fur Experimentelle Medizin der Freien Universitat Berlin unter
standiger Betreuung durch einen Tierpfleger/ Tierarzt. Der Tierversuch wurde am
27.05.2002 durch das Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische
Sicherheit genehmigt (G0009/02). Alle Arbeiten erfolgten nach den prinzipiellen

Laborrichtlinien und Anleitungen zum Umgang mit Labortieren.

3.2.2 Stoffwechselkafiguntersuchungen
Zu Beginn und dann alle 4 Wochen wurden die Tiere jeweils fur 24 h einzeln in einem

Stoffwechselkafig gehalten. Dabei wurden Urin und Kot getrennt aufgefangen. Die
Urinvolumina wurden anhand der skalierten Sammelrohrchen bestimmt. In diese wurde
zu Beginn der Sammlung 100 pl Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml, 10 mg/ml,
Biochrom KG, Berlin) gegeben, um eine bakterielle Zersetzung des Urins (insbes.

Proteine) zu verhindern. Der Sammelurin wurde bei 4000 U/min 10min und 4°C
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zentrifugiert (Megafuge 2.0R) und 2 Aliquots a 2 ml pipettiert. Der Urin wurde dann bis
zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.3 Blutentnahme
Die Blutentnahme erfolgte stets am 2. Tag der Stoffwechselkafiguntersuchung in

leichter Ethernarkose aus der lateralen Schwanzvene (0,8 ml Blut). Die Monovetten
wurden anschlieBend 15 min bei 3000 U/min und 4°C zentrifugiert (Megafuge 2.0R;
Heraeus, Hanau) das Plasma abpipettiert und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

3.24 Systolische Blutdruckmessung / Herzfrequenz
Systolischer Blutdruck und Herzfrequenz wurden nicht-invasiv an wachen Tieren

,unblutig (Tailcuff-Methode) gemessen. Der Drucksensor wurde 1 cm von der
Schwanzwurzel entfernt positioniert. Es wurde ein halbautomatisches Infratongerat
verwandt. Wahrend der Messung wurden die Ratten zur Ruhigstellung in ein
Acrylglasrohr (,Restrainer®) gesetzt. Die Anwarmung erfolgte mit einer Infrarot-Lampe.
Zur Adaptation wurden die Tiere eine Woche zuvor mindestens 4 mal unter
Berucksichtigung circadianer Rhythmik antrainiert. Pro Tier wurden mindestens 3

Messungen gemittelt in die Auswertung Gbernommen.

3.2.5 Tiertétung/Organgewinnung
Zur Narkose wurde Ketamin (90-120 mg/kg Ketamin 10 %; WDT, Garbsen) und Xylazin

(6-8 mg/kg Rompun 2 %; BayerVital, Leverkusen), intramuskular injiziert. Nach
Eréffnung des Abdomens wurde die Aortenbifurkation freigelegt und punktiert. Die
Abnahme von Vollblut (Serum) und EDTA-Blut (Plasma) erfolgte bis zum Still-stand
des Herzen. AnschlieBend wurde das Tier bis zum Einsetzen des Herzschlages mit
PBS reperfundiert. Nach Abklemmen der Aorta oberhalb des Abganges der
Nierenarterien und Eréffnung eines vendsen Gefaltes (V. cava inf.), wurden 50 — 60 ml
4°C kaltes PBS zur Perfusion der Nieren eingesetzt. Ausreichend perfundierte Nieren,
erkennbar an der Blasse der Oberflache, wurden stumpf aus der Fettkapsel geschalt
und in 4° C kaltem PBS zwischengelagert. Beide Nieren wurden gewogen.

Gewebestlcke flur Histologie (Transversalschnitt in Hohe des Hilus) und RNA-Isolation
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(Cortex - Polkappe) wurden in Formalin bzw. Flussigstickstoff asserviert. Das
Restgewebe beider Nieren wurde zur Isolation von Glomeruli benutzt (siehe 2.6.). Herz

und Augenpraparation erfolgten durch andere Untersucher.

3.2.6 Isolation von Glomeruli
Diese Methode erlaubte das gezielte Isolieren von Glomeruli aus Rattennieren. Alle

Arbeitsschritte erfolgten in einem eisgeflillten Kunststoffbehaltnis, so dass weder
Nierenhomogenat, noch Glomeruli Gber 4°C erwarmt wurden. Alle Arbeitsmittel waren
steril und soweit moglich, auf 4°C gekihlt. Entnommene Rattennieren wurden aus ihrer
Kapsel geschalt. Mit einer Rasierklinge wurden die Nieren in Langsachse median geteilt
und das pelvine bzw. hilare Bindegewebe mit gebogener Schere entfernt. Die
gesauberten Nierenhalften wurden auf einer Glasplatte (auf Eis) mit einer Laborklinge
homogenisiert (15 min). Dann wurden 3 Ubereinander gestapelte Prufsiebe flr
Luftreinigungsanlagen (nach ISO 3310-1) verwendet, um die Glomeruli zu isolieren. Die
MaschengroéfRen der Siebe betrugen 160 um — 125 uym — 71 ym, so dass auf dem 71’er
Sieb schlieBlich die Glomeruli verblieben. Das Durchtreiben des Nierenhomogenates
erfolgte mechanisch mit Glaspistill und eiskaltem PBS aus einer Spritzflasche. Dabei
wurde mit dem Pistill in kleinen kreisenden Bewegungen die Masse auf der
Sieboberflache ohne Druck verteilt und anschlieRend mit PBS gespllt. Dies erfolgte auf
dem ersten Sieb ca. 5-7 mal, je nach Ausbeute. Dann wurde das erste Sieb entfernt
und darunter, auf dem 2. Sieb nur mit einer Spritzflasche direkt gespult. Im 3. Sieb
wurde ebenfalls nur noch gespdlt, allerdings indirekt, so dass kleinere Bestandteile von
den Glomeruli getrennt, diese jedoch nicht durch die Maschen gedrtickt wurden. Die
Glomeruli wurden aus dem Sieb in ein 50 ml Falconréhrchen Uberfuhrt und weiter

verarbeitet.

3.3 Diabetische Nephropathie

3.3.1 Eiweil3ausscheidung
3.3.1.1 Gesamtproteinurie

Mittels der halbautomatischen Pyrogallol-Rot Methode, bei der Proteine in Gegenwart
bestimmter Salze mit dem Pyrogallol-Reagenz einen Farbstoff (Extinktionsmaximum bei
560 nm) bilden, wurde Ratten-Urin auf Proteine untersucht. Es wurde nach dem

Protokoll Fluitest® USP (Biocon®Diagnosik, Vohl) vorgegangen. Da eine Linearitat der
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Standardreihe nur bis 400mg/dl (4g/l) gegeben ist, missen Urinproben, deren
Proteingehalt hoher liegt, mit isotonischer Kochsalzlosung verdinnt werden.

Zur Verdunnung der Urinproben wurden 96-well Mikrotiterplatten verwendet. Dabei
wurden 20 ul Urin eingesetzt und mit 60 ul isotonischer Kochsalzlésung gemischt (1:4).
Von dieser Verdinnung wurden 40ul ins nachste well tberfihrt und wieder mit 40pl
isotonischer Kochsalzlosung verdunnt (1:8) usw.. 10 pl dieser Verdunnungen wurden
dann auf eine neue Mikrotiterplatte, auf der auch der Standard S1 (100 mg/dl); S2 (80
mg/dl) bis S6 (0 mg/dl) aufgetragen wurde, Ubertragen und jeweils mit dem Reagenz
gemischt. Nach 10 min wurde die Absorption mittels des MRX-Plate-Readers bei 570
nm gemessen. Fur Standard und Proben wurden je Doppelbestimmungen auf einer
Platte durchgefuhrt. Die Berechung der Proteinurie erfolgte nach der Formel:

E(Probe) / E(Standard S1)* Harnvolumen(ml)* Verdinnungsfaktor = mg/ 24h

3.3.1.2  Albuminurie
Die Albuminkonzentration in Urin-Proben wurde in einem direkten kompetitiven

Albumin-ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) bestimmt. Eine 96-Loch (well)
Mikrotiterplatte wurde mit Rattenserum-Albumin (SIGMA A-6414) beschickt. Dazu
wurde eine definierte Menge/ Konzentration enzymmarkierter (Peroxidase) Albumin-
Antikorper (polyklonaler Antikorper [Schaf, ICN 55776 ]) und die gleiche Menge des
Probenurins (albuminhaltig/ unbekannte Konzentration) gegeben. Es kompetetieren
somit wandstandiges und freies, in der Probe befindliches Antigen um den Antikorper.
Nach Abtrennung des Gemisches, wurden das Substrat (Tetramethylbenzidin (TMB))
und H20. hinzugegeben. Die eingetretene Farbreaktion wurde mit Schwefelsaure
abgestoppt und die Extinktion der Losung gemessen. Je niedriger die gemessene
Extinktion, desto weniger wandstandig gebundener Antikdrper, umso grofler die
Albuminkonzentration der Probe.

Zur Erstellung einer Standardkurve fur die Albuminbestimmungen wurden aus einer
Rattenserum-Albumin-Stock-Losung (1,0 mg/ml) folgende Standardkonzentrationen
angesetzt: 0,00 mg/l, 0,03 mg/l, 0,05 mg/l, 0,07 mg/l, 0,10 mg/l, 0,20 mg/l, 0,30 mgl/l,
0,40 mg/l, 0,60 mg/l, 0,80 mg/l und 1,00 mg/l. Fur die Messungen wurden 10 ul der bei
—21° C gelagerten Urinproben je nach der zu erwartenden Albuminkonzentration 1:200,
1:5.000, 1:10.000 und 1:20.000 verdunnt. Medium fir alle Verdinnungs-, Wasch- und
Ldsungsschritte war Puffer A (siehe 7.). Die Messung der einzelnen Extinktionen wurde

luftblasenfrei mit Hilfe eines ELISA-MRX-Plate-Readers bei 630 nm vorgenommen. Die
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Probenkonzentrationen wurden Uber die lineare Regression des Logarithmus der
Extinktion vs. dem Logarithmus der Standard-Albuminkonzentrationen bestimmt. Die
Erstellung der Standardkurve, die Messung der jeweiligen Extinktionen und die
Berechnung der Konzentrationen (mg/dl) erfolgte mit dem Computerprogramm Biolinx.
Unter Einbeziehung der jeweiligen Verdunnungen und Urinvolumina wurden die

Albuminurie (mg/d) der einzelnen Urinproben berechnet.

3.3.2 Nierenhypertrophie — glomerulére Volumetrie
Die PAS gefarbten Nierenschnitte wurden lichtmikroskopisch bei 400-facher

Vergroflerung untersucht. Dabei wurde das Praparat maanderformig beurteilt. Es

wurden pro Tier 20 Glomeruli berlcksichtigt, die am glomeruldren Pol angeschnitten

waren oder einen Mindestdurchmesser von 100um aufwiesen. Die glomerulare Flache
(AT) wurde gemessen und mit der Formel V1= 3/k x (1)3/2 wurde dann das glomerulare
Volumen (V1) errechnet, wobei B = 1,38 (Formkoeffizient fur spharische Partikel) und

k = 1,1 (PartikelgroRenverteilungskoeffizient) gesetzt wurdenmod. nach 98,

3.3.3 Glomerulare Fibrose
3.3.3.1 PAS Farbung und Glomerulosclerose-Score

Die PAS-Farbung (Periodsaure Schiff="period acid schiff‘) wurde in der vorliegenden
Arbeit zur Beurteilung der Glomerulosclerose herangezogen. Mucopolysaccharide
bilden nach Aufspaltung in Aldehyde vermittels Perjodsaure (Oxidation von
Glykolgruppen) mit fuchsinschwefliger Saure einen roten basischen Farbstoff. Nach
Gegenfarben mit Hamatoxylin/ Eosin stellen sich Bindegewebe blau, Zytoplasma rosa,
Zellkerne blau-schwarz und die Mucopolysaccharide magentafarben dar.

Die PAS gefarbten Nierenschnitte wurden lichtmikroskopisch bei 400-facher
Vergroflerung untersucht. Dabei wurde das Praparat maanderformig beurteilt. Es
wurden pro Tier 20 Glomeruli berlcksichtigt, die am glomeruldren Pol angeschnitten
waren oder einen Mindestdurchmesser von 100um aufwiesen. Der Matrixscore zur
Bestimmung der PAS-Positivitdt jedes Glomerulums wurde mit einem
computergestitzten halbautomatischen Programm berechnet (AxioVision 4.4, Zeiss, D).

Dem unabhangigen Untersucher war die Gruppenzuordnung zum Zeitpunkt der
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Untersuchung nicht bekannt. Rlckschlisse auf die Gruppenzugehoérigkeit der Tiere

anhand der Objekttragerbeschriftung konnten nicht gezogen werden.

3.3.3.2 Fibronektin-ELISA
Hierbei handelt es sich um einen indirekten, nicht kompetetiven ELISA, bei dem das zu

untersuchende Antigen (Probe) mit einem im Uberschuss vorhandenen ersten
Antikorper (AK 1; Rabbit/ Anti-Human, Code no A:0245, DAKO A/S Danemark)
zusammengebracht wird. Die entstehenden Antigen-Antikdrper Komplexe werden in
eine zweite, vorbereitete Mikrotiterplatte Uberflihrt, die wandstandiges Antigen
(vergleichbar der Probe) enthalt. Dabei wird bovines Serumalbumin zur Blockade
unspezifischer Bindungen des wandstandigen Antigenes verwendet. Freie AK | binden
nun an das wandstandige Antigen. Es wird ein zweiter Antikoper (AK II; Peroxidase-
conjugated Affini Goat Anti Rabbit 1gG, Dianova, BMA Biochemicals AG, Augst,
Konzentration 0,3 upg/ml), der an den ersten Antikdrper bindet und ein
Reaktionszentrum fur das Substrat OPD (o-Phenylenediamine Dihydrochloride Tablet
Set, Code No: P-9187) enthalt, im Uberschuss dazugegeben. Nach Entfernung aller
ungebundenen Antikdrper/ Antigen-Antikdrper Komplexe (Waschen), bleiben nur noch
die wandstandig gebundenen AK | — AK || Komplexe ubrig, die mit dem dazugegebenen
Substrat reagieren. Daher fallt die Farbreaktion umso starker aus, je mehr freier AK |
vorhanden ist, d.h. je weniger Antigen die Probe enthalt.

Zum Beschichten einer 96-well Mikrotiterplatte (Platte 1) wurden 100 pl
Beschichtungslosung/well pipettiert. Die Beschichtungslésung wurde kurz vor Gebrauch
aus 10 pl Fibronektin (FN)-Antigen (fibronectin from rat plasma, , F-0653, c=200 ng/ul),
verdinnt in 10,5 ml PBS hergestellt. Die Platte 1 wurde fur 15 Stunden bei 4° C
inkubiert. Nach Entfernung der Lésung wurde die Mikrotiterplatte dann mit 150 pl Puffer
(20 ml PBST; 0,2 g BSA) pro well geblockt und fir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Zur
Erstellung einer Standardkurve fur die FN Bestimmungen wurden 6 pl FN-Ag in 334 pl
DMEM verdunnt und folgende Standardkonzentrationen S¢-Sio angesetzt: 3529,4
pa/ul; 2076,1 pg/ul; 1221,2 pg/ul; 718,4 pg/ul; 422,6 pg/ul; 248,6 pg/ul; 146,2 pg/ul; 86,0
pg/ul; 50,6 pg/ul und 0,0 pg/ul. Die Proben (glomerulare Uberstande) wurden auf Eis
aufgetaut und mit DMEM verdunnt:

WT 1:2 WT+DM 1:10 TG 1:10 TG+DM 1:10

Von Probe (Doppelmessung) und Standards wurden jeweils 50 pl in eine neue
Mikrotiterplatte (Platte 2) gefullt und zusammen mit 50 pl des FN-Antikorper | (1:16000
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verdunnt mit PBST) versehen. Diese Platte wurde ebenfalls flir 1 h bei 37°C inkubiert.
Nach abgeschlossener Inkubation wurde die Platte 1 funfmal mit 200 uyl PBST
gewaschen. 95 pl/well der Platte 2 wurden in die Platte 1 Uberfuhrt. Es folgte eine
Inkubationszeit von 1 h bei 37°C. Platte 1 wurde finfmal mit 200 ul PBST gewaschen.
Vom Antikérper Il (2,5 pl AK 1l in 10 ml PBST) wurden 100 pl/well auf die Platte 1
aufgetragen und fir 1h bei 37°C inkubiert. Platte 1 wurde funfmal mit 200 yl PBST
gewaschen. Dann wurde das Substrat, 200 pl OPD-L6sung/well, zugesetzt und bei
Raumtemperatur fir 30 min dunkel inkubiert. Die Messung der einzelnen Extinktionen
wurde mit Hilfe eines ELISA-MRX-Plate-Readers bei 450 nm luftblasenfrei
vorgenommen. Die Erstellung der sigmoiden Standardkurve und Berechnung der

Konzentrationen (pg/ul) erfolgte mit dem Computerprogramm Biolinx.

3.3.3.3 TGF-R-ELISA
Die TGF-R Konzentration im glomerularen Uberstand wurde mittels eines direkten,

nicht-kompetitiven ELISA nach dem Sandwich-Prinzip bestimmt. Farbreaktion und TGF-
3-Konzentration der Probe sind hierbei direkt proportional. Es wurde ein Set der Firma
R&D Systems (DuoSet® human TGF-1, Abingdon, UK) verwendet, den
Captureantikdrper, den Detectionantikdrper, einen Standard, Streptavidinlésung und
Tetramethylbenzidin (TMB) — Peroxidasesubstrat enthaltend.

Zum Beschichten einer 96-well Mikrotiterplatte mit einem TGF-[ spezifischen Antikdrper
wurden 100 ul Capture-AK / well (c=360 ug/ml) pipettiert. Die Beschichtungslosung
wurde kurz vor Gebrauch aus 55,5 pl Capture Antikorper, verdinnt in 10 ml PBS
hergestellt. Die Mikrotiterplatte wurde fur 15 Stunden bei 4° C (Uber Nacht) inkubiert.
AnschlieRend wurde der Capture AK entfernt und die Mikrotiterplatte 3 x mit 200 pl
PBST / well gewaschen. Dann wurden pro well 250 pl Blocking Buffer (23,75 ml PBS;
1250 pl Tween 20; 1,25 g Sucrose) eingesetzt und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Erstellung einer Standardkurve wurden aus einem in 488,9 ul Reagent
Diluent (RD) verdunnten 11,5 ul-Aliquot eines TGF-R-Standards (c=90 ng/ml) folgende
Standardkonzentrationen angesetzt: 0,00 pg/ml; 31,25 pg/ml; 62,5 pg/ml; 125 pg/ml;
250 pg/ml; 500 pg/ml; 1000 pg/ml und 2000 pg/ml. Die Aktivierung der Proben erfolgte
mit 15 pl Salzsaure fur 10 min bei Raumtemperatur, welche mit aquimolarer Menge
NaOH-Hepes (4,8 g NaOH; 100ml Ag.dest.; 11,9 g Hepes) neutralisiert wurde. Nun
wurde die geblockte Platte mit 3 x 200 ul PBST gewaschen. Dann wurden 100 pl / well

aktivierte Proben bzw. Standard aufgetragen. Es folgte eine Inkubationszeit von 2
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Stunden bei Raumtemperatur. Wiederum erfolgte ein Waschschritt mit 3 x 200 pl PBST.
Vom Detection Antikorper (55,5 yl DAK in 10 ml RD) wurden 100 pl / well auf die Platte
aufgetragen und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Erneutes Waschen mit 3
x 200 pl PBST. Es folgten 100 ul Streptavidinlésung / well, mit RD 1:200 verdinnt, und
eine Inkubation flr 20 min im Dunkeln. Nach erneutem Waschen wurden 100 pl/well
Substrat TMB aufgetragen und es folgten 20 min Dunkelinkubation. Das Abstoppen der
Farbreaktion (gelber Farbkomplex) erfolgte mit 50 uyl 0,18 M H,SO,4/ well. Die Messung
der einzelnen Extinktionen wurde mit Hilfe eines ELISA-MRX-Plate-Readers bei 450 nm
luftblasenfrei vorgenommen. Die Erstellung der Standardkurve, die Messung der
jeweiligen Extinktionen und die Berechnung der Konzentrationen (mg/dl) erfolgte mit

dem Computerprogramm Biolinx.

3.3.3.4  Plasminogen-Aktivator Inhibitor 1-ELISA
Der Plasmin-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) ist ein Glykoprotein zur Hemmung der

Fibrinolyse. Dieser ELISA folgt vom Prinzip und der Durchfuhrung dem Fibronektin-
ELISA (siehe 3.3.3.2.).

Alle Reagenzien und Mengen sind identisch. Abweichend werden PAI-1 Antigen (Rat-
PAI-1, American Diagnostica Inc., Pfugstand, Cat. #102) und PAI-1 Antikoérper (Rabbit/
Anti-Rat PAI-1 19G, American Diagnostica Inc, Pfugstadt, Cat. #1062, Konzentration 1
pMg/ml) eingesetzt. Der Sekundarantikorper ist identisch. Zur Erstellung einer
Standardkurve fur die PAI-1 Bestimmungen wurden 80 pl PAI-1-Ag in 620 ul DMEM
verdunnt und folgende Standardkonzentrationen S-S, angesetzt: 1143 pg/ul; 846
pg/ul; 625 pg/ul; 463 pg/ul; 342 pg/ul; 254 pg/ul; 188 pg/ul; 139 pg/ul; 103 pg/ul; 76
pg/ul; 56 pg/ul und 0,0 pg/ul. Die Proben (glomeruldre Uberstande) wurden auf Eis
aufgetaut und mit DMEM 1:2 verdunnt. Der Antikérper | (PAI-1 AK) wurde 1:100
verdunnt. Die Messung der einzelnen Extinktionen erfolgte alle 10 min bis die optische
Dichte ein Maximum erreichte. Sie wurde mit Hilfe eines ELISA-MRX-Plate-Readers bei
450 nm luftblasenfrei vorgenommen. Die Erstellung der sigmoiden Standardkurve und
die Berechnung der Konzentrationen (pg/ul) erfolgte mit dem Computerprogramm

Biolinx.

3.34 Nierenfunktion — Biochemische Analyse
Als MaR der Filterfunktion der Niere bezeichnet die glomerulare Filtrationsrate (GFR)

jene Menge an FlUssigkeit, die pro Zeiteinheit von beiden Nieren glomerular filtriert wird

28



Material und Methoden

(Primarfiltrat). Sie entspricht der Clearance einer Substanz (ldealsubstanz=Inulin), die
frei filtriert, nicht aber tubular sezerniert oder reabsorbiert wird. Die Kreatininclearance
ist ein wichtiger Parameter zur Einschatzung der GFR. Sie beschreibt wieviel
Plasmavolumen pro Zeiteinheit vollstandig von Kreatinin befreit wird. Kreatinin wird
primar filtriert und nur zu einem geringen Teil tubular sezerniert. Es erflllt somit nicht
ganz die Anforderungen an die Idealsubstanz, ist aber methodisch einfacher zu
handhaben. Der Serum-Kreatininspiegel steigt erst bei einer 50%igen Abnahme der
GFR an (sog. Kreatinin-blinder Bereich). Ferner ist der Serum-Kreatininspiegel
individualspezifisch abhangig z.B. von Muskelmasse, Alter und Tageszeit. In Urin und
Plasma wurden Kreatinin- und Harnstoffkonzentrationen der Versuchstiere im Labor 28
(Mecklenburgische StralRe 28, 14197 Berlin) bestimmt. Daraus wurden Urin-Kreatinin-
Clearance bzw. Harnstoff-Clearance nach den Formeln

a) (Ucrea/Plcrea)” Vu/1440 und  b) (Uns/Plys)* Vu/1440

Ucrea= Urinkreatininkonzentration (mg/dl), Plces= Plasmakreatininkonzentration (mg/dl), Vy= Urinvolumen

(ml), Uys= Urinharnstoffkonzentration (mg/dl), Plys= Plasmaharnstoffkonzentration (mg/dl)

berechnet und diese auf das Kérpergewicht der Tiere bezogen.

3.4 Glomerulares Endothelinsystem
Die Untersuchungen des glomerularen ET.- Systems erfolgten mittels LightCycler zur
Analyse von mRNA-Expressionen (siehe 1.1.5.) und mittels kommerziellem ET-1/2

ELISA (siehe 1.1.7.) zur Analyse der glomerularen ET-Synthese.

3.5 Glomerulare Kulturen

Zur Analyse der biochemischen Leistung von hyperglykdmischen und
normoglykamischen Glomeruli (Untersuchung des Kulturiiberstandes) wurden Kulturen
der frisch isolierten Glomeruli mit/ohne Lipopolysaccharid (LPSIGM) fur 48 h angesetzt.
Die aus gesiebten Nieren isolierten Glomeruli wurden in 50 ml PBS (50 ml Falcon-R.)
uberfuhrt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 1900 U/min in vorgeklhlter (4°C)
Zentrifuge. Nach Dekantieren bzw. Abpipettieren des Uberstandes wurde das Pellet
(=Glomeruli) in 5-10 ml DMEM resuspendiert. Durch das Ausstreichen von 3 x 10 pl
Suspension in einer Petrischale und Zahlung der Glomeruli wurde die Qualitat und
Dichte der Glomeruli beurteilt. Dann erfolgte eine Einstellung der Glomeruli-Dichte auf
2000/ml DMEM nach Dreisatz — 20/10ul entspr. 2000/ml - und das Aussaen der
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Glomeruli auf Kulturplatten als Triplikate (3 x 1 ml) in 24-Well-Plates. Zusatzlich wurden
2 x 0,5 ml fur die LPS-Stimulation ausgesat. Diese erfolgte mittels 10ug/mi
konzentrierter LPS-Losung. Die Rest-Suspension wurde bei 4000 U/min fir 3 min
zentrifugiert und das entstehende Pellet fir RNA-Isolation konserviert. Die Ernte der
Uberstande erfolgte nach 48 h Inkubation bei 38 °C / 100% RLF im Brutschrank. Dazu
wurde 5 min bei 14.000 U/min zentrifugiert und die Ubersténde bei -20 °C eingefroren.
Alle Arbeiten mit glomerularen Suspensionen erfolgten unter dem Laminar Flow — im

separaten Zellkulturlabor.

3.6 Statistische Auswertung

Als Mal} zur Beurteilung statistischer Signifikanz diente die Irrtumswahrscheinlichkeit p,
welche das Zutreffen der Nullhypothese angibt. Als statistisch signifikant wurden p-
Werte < 0,05 (*), als hochsignifikant p-Werte < 0,01 (**) angesehen. Die
Normalverteilung der Daten wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov Test geprift. Die
graphische Darstellung erfolgte im Saulendiagramm als Mittelwerte + Standardfehler
(SEM). Fur normalverteilte Daten wurden Gruppenunterschiede mit der einfaktoriellen
»LAnalysis of Variances" (ANOVA) untersucht. Bei signifikanten Unterschieden wurde per
Levené-Test die Homogenitat der Varianzen betrachtet. Bei Varianzgleichheit wurde der
Fisher LSD Post-hoc-Test, bei Varianzungleichheit der Test nach Tamhane
durchgefiihrt. Bei nicht-normal verteilten Daten wurde zur Uberpriifung der Gruppen der
Kruskal-Wallis-Test verwendet. Relevante Irrtumswahrscheinlichkeiten zwischen den
Gruppen im Kruskal-Wallis-Test wurden mit dem Man-Whitney-U-Test gruppenweise
Uberpruft.

Die statistische Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Medizinische
Informatik und Biometrie (IMIB), Frau Dr. H. Krentz, erarbeitet. Alle Berechungen
wurden mit dem Programm SPSS 14.0 (SPSS Inc., USA) durchgefuhrt. Graphiken
wurden mit SPSS und EXEL (Microsoft Corp., USA) erstellt.
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3.7 Losungen und Puffer

DEPC-H,0:

Durch Zugabe von 500yl Dieethylpyrocarbonate zu 500ml Aqua dest.(12h schitteln) erhalt man nach
Autoklavierung DEPC-H,0.

Formalin:

27 ml 37%iger Formaldehydlésung auf 100ml DEPC-H20 ergibt die von uns fur die Histologie bendtigte
10 %ige Formaldehydlésung.

Gelpuffer (TBE): Zur Herstellung des 10fach konzentrierten Gel-puffers verwandten wir auf 500ml DEPC-
H20 27,59 Borséaure, 54g TrisBase und 20 ml EDTA. Gebrauchsfertig wird dieser durch Zugabe von 9:1
Teilen DEPC-Wasser.

Lysispuffer:

Ein Gemisch aus 400mM Tris-HCL, 60mM EDTA, 150mM NaCl und 1% SDS(w/v) wurde mit 1M NaOH
auf pH 8,0 gebracht und mit Proteinase K (3pl/ 300yl Lysispuffer) versetzt.

PBS

Es wurde PBS-Salzlésung nach Dulbecco in 500ml Flaschen abgefillt und anschlielend autoklaviert.
PBST

Durch Zugabe von 250ul Tween 20 zu 500ml PBS entsteht PBST fur den TGF-3 ELISA.

Puffer A

Diese fur den Albumin-ELISA verwendete Losung besteht aus 20mmol Dieethylmalonsaure (), 150mmol
NaCl, 0,1mmol EDTA, 1ml Tween 20 und Aqua dest. ad 900ml. Der pH-Wert wurde mit 1M KOH auf pH
7,4 eingestellt, dann 5g Gelatine () dazugegeben.

Reagent Diluent (R.D.)

Diese fir den TGF-B ELISA verwendete Loésung besteht aus 50ml PBS, 25ul Tween 20 und 0,7g

Bovinem Serum Antigen (BSA-). Die Mengenangaben sind fur jeweils eine 96-well Mikrotiterplatte (Nunc)

berechnet.
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3.8 Reagenzien/ Gerate

Alle verwendeten Reagenzien stammen, sofern nicht anders angegeben, von SIGMA-Aldrich.

Agarose; Aqua distillata; Borsaure; BSA; Chloroform; DEPC; Diethylether; Diethylmalonsaure; DMEM
(Dulbeccos Minimum Essential Medium; Zusatze: 3ml P/S; 10,3ml Glutamin; 2,3ml Alt-Insulin; kein FCS);
EDTA; Ethanol 75% / 96%; Ethidiumbromid; Formaldehyd 37%ig; Glutaraldehydldsung 4%ig;
Humaninsulin (Protaphan/Lantus) (NovoNordisk/Aventis) ; Isopropanol; Ketamin; LPS (E. coli 0127 :B8);
Natriumchlorid; Natriumhydroxid; Proteinase K (Serinprotease, aus Tritirachium spp. Uberstéanden);
Rheomacrodex; RNAse ZAP; PBS (Dulbeccos Phosphat buffered saline); Salzsadure 1 N; Schwefelsaure
16 N; Streptozotozin(No.S0130); Tris-Base; Tris-HCL; Trizol; Tween 20; Xylazin

Art Hersteller Land
Abzug SAP Umwelttechnologie D
Bench (Laminar Flow-Zellkultur) Heraeus Instruments D
Blutdruckmessgerat Boucke D
Blutzuckermessgerat Abott Laboratories USA
Brutschrank Heraeus Instruments D
Eismaschine Scotsman USA
Gelkammer Bio-Rad® D
Homogenisator Miccra D
Infrarotlampe Zeiss D
Insulin-PEN NovoNordisk/ Aventis DK/CH
Lichtmikroskop Leitz D
LightCycler Roche Industries USA
Mikrotiterplatte Nunc D
Mikrotiterplattenschuttler Janke & Kunkel D
Minizentrifuge Qualitronic, Inc. USA
Monovette Saarstedt D
MRX-Reader, Biolinx Programm Dynex GB
PCR-Maschine Biometra TRIO Thermoblock™ D
pH-Meter (WTW PH 526) Multical® D
Phosphoimager Tycoon LV
Photometer Shimadzu J
Prifsiebe 1ISO 3310-1 Merck D
Saug-Pipettierhilfe Accu Jet® D
Schittelwasserbad Koéttermann D
Thermomixer compact Eppendorf D
Tischzentrifuge 5417R Eppendorf D
Vortex Genie2 Scientific Industries, Inc GB
Waage (BP6100/ BP2219) Sartorius D
Zellkulturbrutschrank Sartorius D
Zentrifuge Megafuge 2.0R Heraeus Instruments D
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4 Ergebnisse

4.1 Validierung des Studiendesigns

411 Transgenexpression
4.1.1.1 Transgentestung zu Versuchsbeginn und Gruppenallokation

Der Transgenstatus wurde sowohl aus genomischer DNA als auch aus cDNA getestet.
Zu Beginn der Studie wurde genomische DNA (Schwanzgewebe) aller Tiere untersucht
(Abb. 4). Es erfolgte eine Nachtestung am Studienende aus cDNA von glomerularem
und cortikalem Nierengewebe. 29 transgene (h-endoET-2+) Tiere wurden identifiziert,
den Gruppen TG (n=14) und TG+DM (n=15) zugeordnet und in die Auswertung
einbezogen. Die 34 nicht-transgenen Tiere wurden den Gruppen WT (n=17) und

WT+DM (n=17) zugeordnet und in die Auswertung einbezogen.

Die Ratten wurden in 4 Gruppen geteilt:

WT -nichttransgene, nichtdiabetische Ratten; n=17 (Kontrolle)
WT+DM -nichttransgene, diabetische Ratten; n=17
TG -transgene (h-endoET-2+), nichtdiabetische Ratten; n=14

TG+DM -transgene (h-endoET-2+), diabetische Ratten; n=15

220023 024 25 26 27T 28 29 K+ K-

Abbildung4: Exemplarische PCR mit genomischer DNA.
PCR Produkte 22, 23, 26, 27, 28, 29 entsprechen transgen-negativen Tieren
PCR Produkte 24, 25 entsprechen transgen-positven Tieren.
K+ Positivkontrolle, K- Negativkontrolle

Langenstandard in nicht bezeichneter Geltasche

41.1.2 Endothelin-Plasmaspiegel am Versuchsende (ELISA)

Bei den ET-Plasmaspiegeln =zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen

nichttransgenen und transgenen Gruppen sowohl fur nichtdiabetische als auch flr
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diabetische Tiere (Abb. 5). Bei den diabetischen Tieren (WT+DM) waren die ET-

Plasmaspiegel im Vergleich zu nichtdiabetischen Tieren (WT) nur numerisch erhoht.
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Abbildung 5: Endothelin-Plasmaspiegel nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und
transgenen (TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte +
SEM; **p<0,01 vs. WT; $%p<0,01 vs. WT+DM

41.1.3 Glomerulare humane Endothelin-2 mRNA-Expression

Das humane Endothelin-2 wurde in den transgenen Gruppen exprimiert. In den
nichttransgenen Gruppen konnte es dagegen nicht nachgewiesen werden. Ein
signifikanter Unterschied der glomerularen Transgen-mRNA-Expression zwischen
nichtdiabetischen und diabetischen Tieren fand sich nicht (Kruskal-Wallis-Test; Abb. 6).
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Abbildung 6: Glomerulare Expression der mRNA von humanem Endothelin-2 (h-endoET-2) nach 6
Monaten Studiendauer bei transgenen (TG) Ratten mit und ohne Diabetes mellitus
(DM); Negativhnachweis des Transgens (huET-2) in der quantitativen huET-2-PCR aus
glomerularer cDNA flr nichtdiabetische nichttransgene Tiere (WT; n=17) und diabetische
nichttransgene Tiere (WT+DM; n=17); Mittelwerte + SEM; **p<0,01 vs. WT; %p<0,01 vs.
WT+DM.
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4114 Glomerulare Endothelinproduktion (ELISA)

Im Vergleich zu den Plasmaspiegeln wiesen die Uberstéande glomeruléarer Kulturen

ahnliche Messwerte auf. Es zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen
nichttransgenen und transgenen Gruppen (Abb. 7). Diabetesbedingte Unterschiede

fanden sich nicht (Fisher LSD — least significant difference).
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Abbildung 7: Endothelinspiegel in Uberstéanden glomeruldrer Kulturen nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes
mellitus (DM); Mittelwerte + SEM; **p<0,01 vs. WT; $¥p<0,01 vs. WT+DM.

4.1.2 Induktion des Diabetes mellitus
Die Blutzuckerspiegel (BZ) wurden 48 h nach Diabetesinduktion morgens gemessen.

Der BZ der diabetischen Tiere betrug im Mittel 385 mg/dl (265-600 mg/dl). Dabei
unterschieden sich die BZ-Mittelwerte der Gruppen WT+DM und TG+DM nicht (393 vs.
377 mg/dl). Die nichtdiabetischen Tiere (WT, TG) wiesen einen mittleren Blutzucker von
116 mg/dl auf. Auch hier gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen WT und TG
(117 vs.115 mg/dl). Erwartungsgemal® unterschieden sich die BZ der jeweils
nichtdiabetischen von den diabetischen Tieren fur die Gruppen WT und TG signifikant
(Tamhane; Abb. 8a).
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Abbildung 8a: Blutzuckerspiegel zu Studienbeginn 48h nach i.p. STZ Gabe bei nichttransgenen (WT)
und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte
+ SEM; **p<0,01 vs. WT; %¥p<0,01 vs. TG.

Einmal monatlich wurde der Blutzuckerspiegel der Tiere anlasslich von Stoff-
wechselkafiguntersuchungen gemessen (Abb. 8b).
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Abbildung 8b: Blutzuckerspiegel im Verlauf Uber 0-3-6 Monate bei nichttransgenen (WT) und
transgenen (TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte +
SEM.

Die Mittelwerte der kumulativen Insulindosen ergaben flir die diabetischen Gruppen
keine signifikanten Unterschiede (Tab.2). Erfasst wurden alle Tiere, die nach 6 Monaten

noch am Leben waren und in die Auswertung eingingen.
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Tabelle 2: Kumulative Insulindosen bei nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Diabetes

mellitus (DM). Berlicksichtigt wurden nur Tiere, die 6 Monate DM Uberlebten.

WT+DM TG+DM
Mittelwert (tSEM) 455 (£28) IE 438 (£37) IE
N 15 9

4.2 Basisdaten

421 Korpergewicht
Bereits zu Beginn der Studie (Abb. 9a) waren zwischen nichttransgenen und

transgenen Tieren signifikante Gewichtsunterschiede zu verzeichnen (Man-Withney-U-
Test). Es wurden hier nichttransgene und transgene Gruppen zusammengefasst, da die

Kdrpergewichte vor Diabetes-Induktion gemessen wurden.
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Abbildung 9a: Koérpergewichte zu Studienbeginn bei nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten;
Mittelwerte £ SEM; **p<0,01.

Abb. 9b zeigt den Gewichtsverlauf der 4 Versuchsgruppen. Wie in Voruntersuchungen,
zeigte sich in dieser Studie ein geringeres Korpergewicht transgener Tiere verglichen
mit nichttransgenen Tieren. Diabetes mellitus fuhrte zu einem zusatzlichen Gewichts-
rickstand im Vergleich zur jeweiligen nichtdiabetischen Gruppe. Die Therapie mit
Insulin, beginnend 4 Wochen nach Studienbeginn, hat offenbar eine weitere

Gewichtsabnahme der Tiere verhindert.
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Abbildung 9b: Gewichtsverlauf bei nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit
Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte + SEM.

Nach 6 Monaten (Abb. 9c) konnte eine deutliche Differenz zwischen Kontrolltieren und
den Ubrigen Gruppen festgestellt werden. Transgenbedingte Gewichtsunterschiede
waren hier nur fur die nichtdiabetischen Gruppen signifikant (Fisher LSD). Diabetes-
bedingte signifikante Gewichtsunterschiede konnten nur fir nichttransgene Tiere fest-

gestellt werden.
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Abbildung 9c:  Kdrpergewichte nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und transgenen
(TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte £ SEM,;
**p<0,01 jeweils vs. WT; Trend: TG+DM vs. WT+DM (p=0,07).
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4.2.2 Systolischer Blutdruck
Nach 6 Monaten wurde der systolische Blutdruck nichtinvasiv am wachen Tier ge-

messen (Abb. 10). Die Tiere wiesen einen normalen Blutdruck auf, es zeigten sich
zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Fisher LSD). Die nicht-

diabetische transgene Gruppe wies starke interindividuelle Schwankungen auf.
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Abbildung 10: Systolischer Blutdruck nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und
transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte +
SEM; Trend: TG vs. WT (p=0,07).

4.2.3 Herzfrequenz
Nach 6 Monaten wurde die Herzfrequenz aller Tiere gemessen (Abb. 11). Dabei zeigte

sich eine signifikante Verminderung der Herzfrequenz der nichttransgenen diabetischen
Gruppe im Vergleich zur Kontroligruppe (Fisher LSD). Eine transgenbedingte

Herzfrequenzveranderung konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: Herzfrequenz nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und transgenen
(TG) Ratten mit Normoglykédmie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte + SEM;
**p<0,01 vs. WT.

4.2.4 Uberlebensanalyse
Das Uberleben der Tiere ist in Abb. 12 gruppenweise dargestellt. Jeder Todesfall vor

Studienende wurde als Ereignis definiert. Auffallig ist eine deutlich hohere Mortalitat
allein in der TG+DM Gruppe. Dieser Unterschied war jeweils zu den ubrigen 3 Gruppen
signifikant (Log-Rank-Test). Die nichtdiabetischen Gruppen wiesen keine Ereignisse

auf. In der WT+DM Gruppe fanden sich nur 2 Ereignisse.
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Abbildung 12: Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier fiir 6 Monate Studiendauer bei nichttransgenen
(WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes mellitus (DM);
**p<0,01 vs. WT, TG und WT+DM.
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4.3 Diabetische Nephropathie

4.3.1 Eiweil3ausscheidung
4.3.1.1 Gesamtproteinurie

Zu Versuchsbeginn waren keine signifikanten Unterschiede zwischen nichttransgenen
und transgenen Tieren feststellbar (Kruskal-Wallis-Test; Abb. 13a).
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Abbildung 13a: Proteinurie bei nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten zu Studienbeginn;
Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 13b: Proteinurie im Verlauf bei nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit
Normoglykéamie oder Diabetes mellitus (DM).

Im Verlauf (Abb. 13b) nahm die Proteinurie fur beide transgenen Gruppen zu. Dabei
zeigten die diabetischen Tiere eine kontinuierliche Zunahme, die nichtdiabetischen
wiesen bis zum 3. Monat eine starke Zunahme der Proteinurie auf. Vom 3. Monat an
war der Proteinurieanstieg bei diesen Tieren (TG) deutlich vermindert. Die nicht-

transgenen Gruppen zeigten im Vergleich zu den transgenen Gruppen eine geringere
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Proteinurie und im Vergleich untereinander ahnliche Verlaufe. Ein deutlicherer Anstieg
der Proteinurie (im Gegensatz zur Kontrollgruppe) war bei den nichttransgenen

diabetischen Tieren erst ab dem 3. Monat zu verzeichnen.

Nach 6 Monaten konnte bei der transgenen nichtdiabetischen Gruppe eine signifikant
hohere Proteinurie gegenuber der nichttransgenen nichtdiabetischen Gruppe gezeigt
werden (Abb.13c). Weitere signifikante Unterschiede fanden sich nicht.

40 -

Proteinurie (mg / 24h)

WT WT+DM TG TG+DM
n=6

Abbildung 13c: Proteinurie nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und transgenen
(TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte + SEM,;
*p<0,05 vs. WT; Trends: WT+DM vs. WT (p=0,10); TG+DM vs. WT+DM (p=0,10).

4.3.1.2 Albuminurie
Zu Studienbeginn fand sich kein signifikanter Unterschied der absoluten Albuminurie

(Abb. 14a) zwischen nichttransgenen und transgenen Tieren (Kruskal-Wallis-Test).
Nach 6 Monaten DM fanden sich Albuminurie-Unterschiede zwischen den nicht-
transgenen Gruppen. Die diabetischen Tiere zeigten eine signifikant héhere Albumin-
urie, welche jedoch nicht an das Niveau der transgenen Gruppen heranreichte
(Abb.14b). Bei den transgenen Gruppen war kein signifikanter Unterschied der
Albuminurie zwischen diabetischen und nichtdiabetischen Tieren feststellbar. Beide
transgenen Gruppen wiesen im Vergleich zu nichttransgenen Ratten jedoch

signifikante Erhéhungen der Albuminurie auf (p<0,01).
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Abbildung 14a: Albuminurie bei nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten zu Studienbeginn;
Mittelwerte £ SEM.
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Abbildung 14b: Albuminurie nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und transgenen
(TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte + SEM;
**p<0,01 jeweils vs. WT; §§p<0,01 vs. WT+Diabetes mellitus.

4.3.2 Nierenhypertrophie
4.3.2.1 Nierengewicht

Signifikante Unterschiede der relativen Nierengewichte (g/kg) wurden zwischen den
nichttransgenen Gruppen nach 6 Monaten diabetischer Stoffwechsellage gefunden
(Kruskal-Wallis-Test). Bei den transgenen Tieren zeigte sich hier nur ein Trend
(p=0,07). Ein transgenbedingter Unterschied konnte nicht nachgewiesen werden (Abb.
15).
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Abbildung 15: Relative Nierengewichte nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und
transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte +
SEM; **p<0,01 vs. WT.

4.3.2.2 Glomerulares Volumen

Es zeigten sich signifikant groRere glomerulare Volumina bei den transgenen Ratten
(Abb. 16) im Vergleich zu nichttransgenen Tieren, unabhangig von einer Hyper-
glykamie. Die hyperglykamische Stoffwechsellage bedingte keine Volumenveranderun-

gen der Glomeruli.
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Abbildung 16: Glomerulare Volumina nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und
transgenen (TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte +
SEM; **p<0,01 vs. WT; 5p<0,05 vs. WT+DM.
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4.3.3 Glomerulare Fibrose
4.3.3.1 Histologische Glomerulosklerose

Die Auswertung der Nierengewebsschnitte nach PAS-Farbung ergab signifikante
Unterschiede bei der Glomerulosklerose (Abb. 17a/b). Diabetesbedingte Unterschiede
zeigten sich sowohl bei den nichttransgenen als auch bei den transgenen Gruppen
(p<0,05). Transgenbedingte Unterschiede fanden sich nur tendenziell und nur zwischen
den diabetischen Gruppen (p=0,07). Eine transgenbedingte signifikante
Glomerulosklerose der nichtdiabetischen Tiere konnte in diesem Versuch Uber 6

Monate nicht gezeigt werden.

Abbildung 17a: Glomerulosklerose bei diabetischen Tieren (WT+DM) und diabetischen transgenen
(TG+DM) Tieren im Vergleich zu nichtdiabetischen (WT) und nichtdiabetischen
transgenen Tieren (TG)
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Abbildung 17b: Glomerulérer Sklerosegrad in % PAS-Positivitdit nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes
mellitus (DM); Mittelwerte + SEM; *p<0,05 vs. WT; §p<0,05 vs. TG.

4.3.3.2 Fibronektinexpression

Die Messung des Fibronektin-Peptids (FN) in glomerularen Kulturiberstanden mittels
ELISA (Abb. 18) zeigte einen hochsignifikanten Unterschied (Fisher LSD) bei
nichttransgenen Tieren zwischen der nichtdiabetischen und der diabetischen Gruppe
(p<0,01).
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Abbildung 18: Fibronektin-ELISA aus glomeruldren Uberstdnden nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykédmie oder Diabetes
mellitus (DM); Mittelwerte £ SEM; **p<0,01 vs. WT; Trend: TG+DM vs. T (p=0,07).
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Dieser diabetesbedingte Unterschied zeigte sich fir die transgenen Tiere als Trend.
Einen signifikanten Unterschied zwischen beiden diabetischen Gruppen gab es nicht.
Eine signifikant hohere FN-mRNA-Expression konnte bei nichttransgenen Tieren
ebenso fur die diabetischen gegenlber den nichtdiabetischen Tieren gezeigt werden.
Dieser diabetesbedingte Unterschied fand sich fir die transgenen Gruppen nicht. Ein
transgenbedingter signifikanter Unterschied fand sich allerdings fur die nicht-
diabetischen Gruppen (Abb. 19).
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Abbildung 19: Glomerulére Fibronektin mRNA-Expression nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykédmie oder Diabetes
mellitus (DM); Mittelwerte £+ SEM; *p<0,05 jeweils vs. WT.

4.3.3.3 TGF-R-Expression
Weder in der Peptid-Messung mittels ELISA aus glomerularen Kulturiberstanden (Abb.

20) noch in der glomerularen mRNA-Analyse (Real-Time-PCR) konnten signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (Kruskal-Wallis-Test; Abb.
21).
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Abbildung 20: TGF-R ELISA aus glomeruléren Uberstanden nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes
mellitus (DM); Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 21: Glomerulare TGF-B mRNA-Expression nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes
mellitus (DM); Mittelwerte + SEM.
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4.3.3.4 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1-Expression
Weder in der Peptid-Messung mittels ELISA (Abb. 22) noch in der mRNA-Analyse
(Real-Time-PCR; Abb. 23) konnten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen

ermittelt werden (Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 22: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1) ELISA aus glomeruldren Uberstéanden nach 6
Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit

Normoglykémie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte £ SEM.
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Abbildung 23: Glomerulare PAI-1 mRNA-Expression nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen
(WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM);

Mittelwerte + SEM.
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434 Nierenfunktion
4.3.4.1 Plasma-Kreatinin

Die Ergebnisse wurden trotz der Gewichtsunterschiede zwischen den Gruppen nicht in
Relation zum Korpergewicht gesetzt. Zu Beginn der Studie konnten bei Vergleich der 4
Gruppen lediglich zwischen den nichttransgenen und transgenen nichtdiabetischen
Tieren signifikante Unterschiede des Plasmakreatinin gefunden werden (MWU; Tab. 3).
Die Zusammenfassung aller nichttransgenen und transgenen Tiere ergab ein signifikant
héheres Plasma-Kreatinin bei transgenen (0,29 mg/dl) im Vergleich zu nichttransgenen
Tieren (0,25 mg/dl; p<0,05).

Tabelle 3: Mittelwerte (+SEM) des Plasma-Kreatinins nach 0 und 6 Monaten in mg/dl

nichttransgen

WT WT+DM

TG TG+DM

0 Monate 0,26 +0,01

0,41 +0,02

0,28* +0,02 0,29° +0,02
0,46 +0,04 0,39 +0,02

6 Monate

Studiendauer
° Trend (p=0,08; vs. WT+DM)
*p<0,05 vs. WT

Nach 6 Monaten Studiendauer waren jedoch keine signifikanten Unterschiede fur das

Plasma-Kreatinin zwischen den Gruppen nachweisbar (Kruskal-Wallis-Test; Tab. 3).

4.3.4.2 Kreatinin-Clearance

Die Ergebnisse wurden wegen der Gewichtsunterschiede zwischen den Gruppen in
Relation zum Korpergewicht gesetzt (ml/min*100g). Zu Beginn der Studie konnten bei
Vergleich der 4 Gruppen keine signifikanten Clearanceunterschiede gefunden werden
(Fisher LSD; Tab. 4). Die Zusammenfassung aller nichttransgenen und transgenen
Tiere ergab jedoch eine signifikant niedrigere Kreatinin-Clearance bei transgenen (0,58

ml/min*100g) im Vergleich zu nichttransgenen Tieren (0,77 ml /min*100g; p<0,05).
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Tabelle 4: Mittelwerte (+tSEM) der Kreatinin-Clearance nach 0, 3 und 6 Monaten in ml/min*100g

nichttransgen transgen
WT WT+DM TG TG+Diabetes
mellitus
0 Monate 0,79 0,24 0,76 +0,22 0,58° +0,22 0,58 +0,18
3 Monate 0,68 +0,13 0,83 +0,10 }0,51* 0,16 0,73** 0,19
6 Monate 0,57 0,09 0,61 0,12 0,47 £0,09 0,715 +0,08

Studiendauer
° Trend (p=0,06; vs. WT)
*p<0,05 vs. WT
#5<0,05 vs. WT
**p<0,01vs. TG
8p<0,05 vs. TG

Fur die Kontrollgruppe (WT) war Uber die Zeit ein kontinuierlicher Abfall der Clearance
zu verzeichnen. Bei den transgenen nichtdiabetischen Ratten trat im Zeitverlauf
ebenfalls ein weiterer Abfall der Kreatinin-Clearance auf.

In beiden diabetischen Gruppen fand sich ein nichtsignifikanter Kreatinin-Clearance-
Anstieg bis zum dritten Monat, welcher danach wieder rucklaufig war. Die
nichttransgenen Tiere fielen hierbei bis unter ihr Ausgangsniveau. Die transgenen Tiere

hatten nach 6 Monaten das Ausgangsniveau nicht unterschritten (Abb. 24).
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Abbildung 24: Kreatinin-Clearance — Mittelwerte (aus Tab. 2) im Verlauf bei nichttransgenen (WT)
und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykédmie oder Diabetes mellitus (DM).
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4.3.4.3 Harnstoff
Zu Beginn der Studie wiesen transgene Ratten signifikant hohere Harnstoffwerte auf
(Kruskal-Wallis-Test; Abb. 25).
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Abbildung 25: Plasma-Harnstoff zu Studienbeginn; Mittelwerte + SEM; **p<0,01.

Nach 6 Monaten waren keine signifikanten transgen- oder diabetesbedingten

Unterschiede nachweisbar (Kruskal-Wallis-Test).

4.3.4.4 Harnstoff-Clearance

Zu Studienbeginn waren transgenbedingte signifikante Unterschiede in der

gewichtsbezogenen Harnstoff-Clearance zu verzeichnen. Diese zeigten sich sowohl bei
Einzelbetrachtung aller 4 Gruppen, als auch bei Zusammenfassen jeweils beider

transgenen und nichttransgenen Gruppen (Kruskal-Wallis-Test; Abb. 26a)

0,350 -
=)
=] 1
8 0.300 T o
x
£
£ 0,250 1
= T
£ 0,200 1
(]
o
c
T 0,150 |
I
9
O
+« 0,100
o
2
5 0,050 -
T

0,000

nichttransgen transgen
n=33 n=28

Abbildung 26a: Harnstoff-Clearance zu Studienbeginn; Mittelwerte + SEM; **p<0,01.
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Bei Studienende waren transgenbedingte Clearance-Unterschiede fur nichtdiabetische
und diabetische Tiere nachweisbar. Fur die nichttransgenen und transgenen Gruppen
wurde ein diabetesbedingter Unterschied der gewichtsbezogenen Harnstoff-Clearance
gefunden. Diabetische Tiere wiesen jeweils signifikant hohere Clearances auf (Fisher
LSD; Abb. 26b).
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Abbildung 26b: Harnstoff-Clearance nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen (WT) und
transgenen (TG) Ratten mit Normoglykamie oder Diabetes mellitus (DM); Mittelwerte +
SEM; **p<0,01 jeweils vs. WT; $¥p<0,05 vs. TG; *p<0,05 vs. WT+DM.

4.4 Glomerulares Endothelinsystem
Die Testung des Transgen-Status erfolgte zu Beginn der Studie (s. 4.1.1.1.; Seite 33).

Alle weiteren Messungen erfolgten bei Studienende nach 6 Monaten.

4.4.1 Glomerulare Endothelin-1 mRNA-Expression
Die glomerulare ET-1-mRNA-Expression war bei transgenen nichtdiabetischen Tieren

signifikant erhéht im Vergleich zu nichttransgenen nichtdiabetischen Tieren (Abb. 27).
Bei den diabetischen Tieren =zeigte sich dieser transgenbedingte Unterschied

uberraschenderweise nicht (Fisher LSD).
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Abbildung 27: Glomerulare ET-1-mRNA-Expression nach 6 Monaten Studiendauer bei nichttransgenen
(WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes mellitus (DM);
Mittelwerte £ SEM; *p<0,05 vs. WT,; §p<0,05 vs. TG.

4.4.2 Glomerulare ETA-R mRNA-Expression
Die mittels Real-Time PCR untersuchte glomerulare ETa-R mRNA-Expression zeigte

keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test, Abb. 28). Auffallend ist die hohe
interindividuelle Variabilitat der nichttransgenen diabetischen Tiere, wohingegen die

transgenen diabetischen Tiere ein sehr niedriges MeRwerteniveau aufwiesen.
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Abbildung 28: Glomeruldre ETa-R mRNA-Expression nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykdmie oder Diabetes

mellitus (DM); Mittelwerte £ SEM.
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4.4.3 Glomerulare ETg-R mRNA-Expression
Die mittels Real-Time PCR untersuchte glomerulare ETg-R mRNA-Expression zeigte

keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test). (Abb.29)
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Abbildung 29: Glomerulare ETg-R mRNA-Expression nach 6 Monaten Studiendauer bei
nichttransgenen (WT) und transgenen (TG) Ratten mit Normoglykédmie oder Diabetes

mellitus (DM); Mittelwerte + SEM.
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4.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit, dass das
beabsichtigte Versuchsdesign erreicht wurde. Die Zuordnung der Versuchstiere zu den
4 Gruppen entsprechend diabetisch/ nichtdiabetisch und transgen/ nichttransgen wurde
durch Blutzuckerbestimmungen und renalem DNS-Nachweis von humanem Endothelin-
2 verifiziert. Zusatzlich wurden bei den transgenen Tieren erhohte ET-Konzentrationen
im Plasma und den glomerularen Kulturiberstanden als Ausdruck der aktiven Synthese
des Transgens dokumentiert. Der systolische Blutdruck war in allen Gruppen
vergleichbar und nicht signifikant unterschiedlich. Im Versuchsverlauf starben 12% der
diabetischen Wildtyp-Tiere und 55% der diabetischen ET-2-transgenen Tiere, ohne das

dieses auf eine renale Funktionseinschrankung zuruckfuhrbar war.

In den Wildtyp-Tieren fuhrte die diabetische Stoffwechsellage zu signifikanten
Anstiegen von Proteinurie, Albuminurie, Nierengewicht, glomerularem Volumen,
glomerularer Matrixakkumulation und Fibronektinexpression, sowie erhohter
Harnstoffclearance als Zeichen der diabetischen Nephropathie. Die Hyperglykamie
fuhrte zu einer weiteren Erhdhung der ET-Plasmaspiegel ohne die glomerulare ET-

Produktion weiter zu verandern.

In den nicht-diabetischen ET-2-transgenen Tieren fanden sich signifikante Anstiege von

Proteinurie und Albuminurie sowie glomerularer Hypertrophie und Sklerose.

In den diabetischen ET-2-transgenen Tieren fanden sich signifikante Erhéhungen von
Albuminurie, Nierengewicht, glomerularer Hypertrophie und Sklerose sowie der
Harnstoff-Clearance im Vergleich zu den nicht-diabetischen ET-2-transgenen Ratten.
Diese Veranderungen gingen jedoch nicht in ihrem Verhaltnis (prozentualer Anstieg im
Vergleich zur nicht-diabetischen Gruppe) Uber das hinaus, was in Gegenwart einer

diabetischen Stoffwechsellage bei den Wildtyptieren beobachtet wurde.

Die endogene Ratten-ET-1-mRNA-Expression war bei den ET-2-transgenen,
nichtdiabetischen Tieren signifikant erhoht. Signifikante Veranderungen der ET-
Rezeptor-mRNA in Gegenwart von Hyperglykdmie und/oder ET-2-Uberexpression

wurden nicht beobachtet.

56



Diskussion

5 Diskussion

Die diabetische Nephropathie ist eine flihrende Ursache flir chronische
Nierenerkrankung und terminale Niereninsuffizienz*. Die therapeutischen Méglichkeiten,
den Verlauf der DN gunstig zu beeinflussen, sind begrenzt. Ein besseres Verstandnis
der Pathogenese bildet die Grundlage fiur neue oder verbesserte
Behandlungsstrategien.

Die bisher vorliegenden Untersuchungen zur Bedeutung des Endothelinsystems bei
diabetischer Nephropathie sind widerspruchlich. Endotheline sind potente
Vasokonstriktoren und Mitogene54. Die Behandlung mit Endothelin-Blockern verringert
Proteinurie und Nierenfibrose bei diabetischen Tieren” 8. Bei Patienten mit diabetischer
Nephropathie gehen erhohte Endothelin-Plasma-Spiegel dem Auftreten von
Sekundarkomplikationen voraus®. Jedoch korrelieren Plasma-ET-1-Spiegel nicht mit
wichtigen klinischen Verlaufsparametern des Diabetes, wie Blutzuckerspiegel, HbA1c
Serumkreatinin und Albuminurie. Einen Einfluss der pharmakologischen Endothelin-
Rezeptorblockade auf die Albuminurie konnte in einigen Studien nicht bestatigt
werden®.

Vor diesem Hintergrund sollten in dieser Promotionsarbeit die pathophysiologische
Bedeutung des Endothelinsystems flr Entstehung und Verlauf der diabetischen
Nephropathie weiter charakterisiert werden. Als neuer methodischer Ansatz wurde in
dieser Arbeit eine diabetische Stoffwechsellage bei Ratten mit transgener
Uberexpression von ET-2 und ihren nicht-transgenen Geschwistertieren induziert. Nach
6-monatiger Versuchsdauer wurden dann die funktionellen, morphologischen und
molekularbiologischen Veranderungen der diabetischen Nephropathie ermittelt und
zwischen den 4-Versuchsgruppen verglichen. Im Folgenden werden zunachst die
angewandten Modelle und Methoden kritisch bewertet. Im Anschluss werden die
ermittelten Ergebnisse im Kontext der bisher zur Fragestellung publizierten Literatur
diskutiert.
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5.1 Methodenkritik

5.1.1 Modell des Streptozotozin-induzierten Diabetes mellitus
Es werden Diabetesmodelle mit absolutem und relativem Insulinmangel unterschieden.

Zu den Diabetesmodellen auf Basis eines absoluten Insulinmangels gehodren u. a.
diabetogene Pharmaka (STZ, Chlorozotozin, Alloxan) und chirurgisches Entfernen des
Pankreas. Diabestesmodelle, die eine autoimmune ,Insulinitis“ beeinhalten sind u. a.
Immunisierung®;  Enzephalomyocarditis-Virus-Infektion'® und  Transfer  von
diabetogenen Zellen™".

Von den zwei STZ-Dosierungsmodellen weist nur das MLD-STZ-Modell (Mehrfach-
Niedrigdosis Konzept; siehe 1.2.) eine R-Zell-Zerstérung unter Beteiligung von
Immunmechanismen auf und gilt als ein Modell fiir den Typ 1 Diabetes'®. Fir die
Simulation des Diabetes mellitus Typ 2 ist das STZ-Modell wegen fehlender
Insulinrestsekretion ungeeignet. Anderen Autoren zufolge ist das STZ-Modell weder
dem Typ 1 noch Typ 2 Diabetes dhnlich'® "%, Langzeitstudien zeigten, dass das STZ-
Modell auch nach 18-monatiger Laufzeit allein nicht geeignet ist, funktionelle und
morphologische renale Schaden im Sinne einer fortgeschrittenen DN hervorzurufen.
Erst bei Einwirkung einer zweiten Noxe (Hypertonus, Hypoxie) bildeten sich typische
Phanomene der DN wie beim Menschen aus®.

Ferner bestehen zwischen dem verwendeten Diabetes-Tiermodell und dem humanen
Diabetes nur Ahnlichkeiten, was z.B. Blockade-Effekte der Endothelin-Rezeptoren
betrifft. Diese differieren zwischen den Spezies. Auch ist der Auspragungsgrad einer
DN beim Mensch gegenuber der Ratte deutlich starker. Gerade durch die nur milde
Auspragung einer DN im STZ-Rattenmodell kdnnen zusatzliche Noxen gut in ihrer
Wirkung/ Schadigung beurteilt werden. Deshalb und aufgrund der zeithnahen Ausbildung
eines DM, der ubigitaren Verfugbarkeit und der Einfachheit und Sicherheit des
Verfahrens wurde das STZ-Rattenmodell ausgewahilt.

Fir das Erfolgsorgan Niere spielen Art und Entstehung des DM eine untergeordnete
Rolle. Jedoch sind aufgrund der Inzidenz des DM Typ 2 Modelle, die eine
Hyperinsulinamie imitieren, zu bevorzugen. Insbesondere die polygenetisch vererbten
Mutationen des Leptins und seiner Rezeptoren sind dem humanen DM Typ 2 sehr

ahnlich'0% 106,
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5.1.2 Rattenmodell der Endothelin-Uberexpression (h-endoET-2)
Die Entwicklung von transgenen®® und in zunehmender Zahl so genannter ,Knockout-

Modelle'® ist heute eine etablierte Methode zur Untersuchung der Bedeutung der
entsprechenden Genprodukte. Vorteile der Verwendung von humanen Genen (vor
allem in transgenen Modellen) liegen in der mdglicherweise besseren Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf die Verhaltnisse im Menschen sowie der besseren Differenzierung
zwischen Transgen-Effekten und Prozessen, die durch das entsprechende endogene
Genprodukt verursacht werden®.

Verschiedene genetische Manipulationen zur Analyse der Physiologie und
Pathophysiologie des Endothelin-Systems sind bisher erfolgt. Zwei Tiermodelle der
Endothelin-Uberexpression wurden beschrieben: ET-1-transgene Méause®® und ET-2-

transgene Ratten'"”.

Daneben gibt es eine Reihe von das Endothelin-System
betreffenden ,Knock-out“-Tieren®" 1% 1% Dje Aminosauresequenzen zwischen ET-1
und ET-2 differieren nur gering, die pharmakologischen Eigenschaften sind ahnlich.
Dennoch unterscheiden sich beide Endotheline bezlglich der Gewebeverteilung und
Rezeptoraffinitit voneinander (siehe Einleitung). Nach Firth et al.'"® wird in der Ratte
ET-2 weniger ubiquitar als ET-1 exprimiert, so z. B. nicht in der Niere. Das Molekul
wurde als vasoaktiver intestinaler Konstriktor (VIC) bei Maus und Ratte identifiziert'"".
Eine direkte Ubertragung von Schlussfolgerungen der ET-2-Wirkungen auf ET-1 ist
deshalb nicht unkritisch moglich. Auch ist zu beachten, dass das Transgen-Produkt
Prapro-h-endoET-2 biologisch noch inaktiv ist und fur seine Aktivierung eine weitere
Prozessierung durchlaufen muss. Dazu ist u. a. ECE ndétig, deren Speziesspezifitat
weniger gut erforscht ist (siehe Einleitung).

Kritisch betrachtet ist es bisher (wegen der Schwierigkeiten auf Peptid-Niveau zwischen
dem Transgen-Produkt h-endoET-2 und endogenem Ratten-ET-2 und —-ET-1 zu
unterscheiden) nicht bewiesen, dass das Transgen-Produkt h-endoET-2 adaquat
prozessiert wird. Die publizierten phanotypischen Befunde in dem Tiermodell sprechen
jedoch dafur. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das Transgen-Produkt h-
endoET-2 in der Niere exprimiert wird. Die diabetische Stoffwechsellage bedingte
keinen Unterschied in der h-endoET-2-mRNA-Expression zwischen den
transgenen Gruppen. Ob das (adaquat prozessierte) humane ET-2 in den transgenen
Ratten Wirkungen haben koénnte, die nicht mit der physiologischen Wirkung eines

Ratten-ET-2 korrelieren, ist eine weitere, noch zu beantwortende Frage.
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Die lokale Verfugbarkeit eines h-endoET-2 Rattenstammes und Vorerfahrungen der
Untersucher mit diesen Tieren fuhrten u. a. zur Wahl dieses Modelles. Ferner deuteten
die Voruntersuchungen zur Albuminurie*® und Glomerulosklerose auf eine Relevanz
insbesondere des ET-2 Rattenmodelles hin. Das ET-1 Mausmodell schied aus, da eine
DN bei Mausen aufwandiger zu induzieren ist und aufgrund der umfassenden Analysen
verschiedener Organsysteme (Niere, Herz, Auge) ein hoher ,Gewebeverbrauch®

kalkuliert wurde.

51.3 Studienaufbau und Gruppenzusammensetzung
Zu Beginn der Studie wurde genomische DNA (Schwanzgewebe) aller Tiere untersucht.

Es erfolgte eine Nachtestung am Studienende aus cDNA von glomerularem und
cortikalem Nierengewebe. 29 transgene (h-endoET-2) Tiere wurden identifiziert, den
Gruppen TG (n=14) und TG+DM (n=15) zugeordnet und in die Auswertung einbezogen.
Die 34 nicht-transgenen Tiere wurden den Gruppen WT (n=17) und WT+DM (n=17)
zugeordnet und in die Auswertung einbezogen. Das humane Endothelin-2 wurde nur
in den transgenen Gruppen exprimiert. In den nichttransgenen Gruppen konnte
das h-endoET-2 mittels quantitativer PCR in glomerularer cDNA nicht
nachgewiesen werden. Damit konnte eine eindeutige Unterscheidung der Tiere in
nichttransgene (WT) und transgene (TG) Tiere erfolgen.

Da sowohl nur-transgene und nur-diabetische Ratten mitgefihrt wurden, konnten
Effekte einer DN gegenuber Effekten des Transgens verdeutlicht werden. Die
transgenen-diabetischen Tiere waren zur eigentlichen Beurteilung der Fragestellung

notwendig.

Anfanglich konnten annahernd homogene Gruppen beziglich Gruppenstarke und Alter
der Tiere gebildet werden. Bei Versuchsende war die Gruppenstarke der Tiere
zugunsten der nichtdiabetischen  Gruppen verschoben. Ein  signifikanter
Uberlebensvorteil der WT gegeniiber der TG-Gruppe fand sich nicht, obwohl Endothelin
als Alterungsprozess-Beschleuniger verdachtigt wird''?. Bei signifikant hoherer
Mortalitat der TG+DM Gruppe im Vergleich zu allen dbrigen Gruppen ist ein
synergistischer Effekt von Transgen und Diabetes mellitus zu vermuten. Dass ein
friherer Beginn der Insulinsubstitution die Uberlebenswahrscheinlichkeit der TG+DM
Gruppe deutlich erhdht hatte, ist nicht anzunehmen. Bis auf 2 Tiere, welche schon nach
4 Wochen Hyperglykamie verstarben und nur unzureichend Insulin verabreicht

bekamen, erhielten alle im weiteren Verlauf gestorbenen Tiere der TG+DM Gruppe eine
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suffiziente Insulintherapie. Dennoch betrug die Mortalitat in dieser Gruppe ca. 55%. In
der WT+DM Gruppe verstarben 2 Tiere vor Studienende. Dies entspricht einer
Mortalitdat von 12%. Auch diese erhielten eine suffiziente Insulintherapie. Andere
Studien zeigen Mortalitdtsraten bei diabetischen Ratten von 17 bis 26% (keine

Insulintherapie; maximal 4 Wochen Versuchsdauer)''®

. Aufgrund des Selektionseffektes
durch die hohe Mortalitat der Tiere in der TG+DM Gruppe, muss die Aussagekraft durch

verminderte statistische Power flur diese Gruppe als eingeschrankt betrachtet werden.

5.2 Nierenveranderungen unter Diabetes mellitus, transgener ET-2-
Uberexpression und der Kombination beider

5.2.1 Nierenveranderungen unter DM

Im Folgenden werden morphologische und funktionelle Veranderungen der hier
erreichten DN beurteilt.

Die signifikante Gewichtsverminderung der diabetischen Tiere gegenuber ihren
nichtdiabetischen Kontrollen spiegelt klinische Erfahrungen wider und wurde in vielen
Studien belegt” % ', Gewichtszunahmen aufgrund von Insulingaben wurden erwartet
und Dbestatigt. Der Gewichtsverlauf der diabetischen Tiere spiegelt die

Insulinsubstitution wider.

5.2.1.1 EiweiRausscheidung

Voruntersuchungen zeigten eine gesteigerte ET-1 Synthese bei Proteintberladung des
Tubulointerstitums®'. Die Proteinurie wurde insbesondere als Marker fiir eine
ausgepragte glomerulare Stérung untersucht. Vor allem fibrotische Prozesse
(Glomerulosklerose) fuhren erfahrungsgemaly zur Proteinurie. Eine signifikante
Proteinurie konnte in dieser Studie fur die diabetischen nichttransgen Tiere nicht gezeigt
werden. Dies spricht flr eine wenig ausgepragte Schadigung des Glomerulums.

Die Albuminurie wird als sensitiver Marker einer beginnenden glomerularen Schadigung
bei Diabetes mellitus und anderen, das kardiovaskulare System betreffenden,
Storungen angesehen und in den frGhen Stadien der DN gegenuber der Proteinurie
bevorzugt. Fur eine DN im frGhen Stadium sprechen die in dieser Studie gezeigten
signifikanten Albuminurieunterschiede zwischen den nichttransgenen Gruppen -

Ergebnisse, die mit vergleichbaren Studien korrespondieren” "> "¢,
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5.21.2 Nierenhypertrophie

Den Anfangsstadien der DN ist die Hypertrophie / Hyperfiltration als ein Spezies-

al." und Seyer-Hansen''®

ubergreifendes Phanomen zuzuordnen. Ross et
beschreiben eine kompensatorische Hypertrophie bei STZ-induziertem Diabetes
mellitus bei Ratten bereits 3 Tage nach Induktion. Verschiedene Arbeitsgruppen finden
eine Erhdhung der absoluten und relativen Nierengewichte?® "' diabetischer Tiere. Die
Hypertrophie ist Langzeitstudien zufolge'' auch nach 14 Monaten diabetischer
Stoffwechsellage bei Ratten nachweisbar. Diese Befunde wurden in dieser Studie
bestatigt. Die relativen Nierengewichte fir die WT+DM Gruppe waren signifikant hoher
als die der Kontrollgruppe (WT). Dies spricht fur ein aktiviertes RAAS der diabetischen
Tiere in dieser Studie.

Die Hypertrophie der Niere wird durch Vergréfierung der Glomerula (bei STZ-DM in
Ratten nachweisbar) bedingt'’®. Die Hypertrophie der Glomerula persistiert ohne
weitere Zunahme im Verlauf*® ', Kontinuierliche Insulin-Gaben scheinen dies zu
verhindern'?'. Die GréRe von Glomerula kann als MafRstab fiir glomeruldre Hypertrophie
benutzt werden. Die glomerularen Volumina wurden histomorphometrisch ermittelt
(siehe Material und Methoden; 3.2.1.). Eine diabetesbedingte glomerulare Hypertrophie
konnte nicht nachgewiesen werden. Dieser Befund widerspricht der Phase der
anhaltenden Hyperfiltration, was sich in der Kreatinin-Clearance widerspiegelt. Er

konnte durch bereits fibrotisch verkleinerte Glomerula erklart werden (siehe unten).

5.21.3 Glomerulare Matrixexpression

Die Glomerulosklerose bei Diabetischer Nephropathie wird von den meisten Autoren als
Folge des erhohten intraglomerularen Druckes und der damit verbundenen
(chronischen) Hyperfiltration betrachtet'” ?'.

Bei der Analyse der Glomerulosklerose in dieser Studie zeigte sich, dass Diabetes
mellitus erwartungsgemald sowohl bei transgenen als auch bei nichttransgenen Tieren
eine milde Glomerulosklerose verursacht. Eine Diabetes-typische Glomerulosklerose
nach Kimmelstiel-Wilson (fokal-nodular) wurde hier nicht gesehen. Dies bestatigt
Voruntersuchungen, in denen auch nach maximal 18 Monaten unbehandeltem STZ-DM
bei Ratten (ohne Co-Faktoren!) kaum Glomerulosklerose gefunden wurde*® "% 120,

Fir Fibronektin (FN) als Bestandteii der EZM wurde eine deutliche
Expressionssteigerung erwartet. Diese ist in Voruntersuchungen gut belegt: so

bewirken u. a. Hyperglykdmie'®, ANG Il (iber TGF-R)'® und ET-1'* eine vermehrte
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FN-Expression der Glomerula, welche durch Insulin und Kortikoide teilweise gehemmt
werden kann. FN fungiert somit als Surrogatparameter fur den glomerularen
Fibroseprozel. Bestatigend fanden sich signifikante Hyperglykdmie-bedingte
Unterschiede sowohl fur das glomerulare FN-Peptid als auch die glomerulare FN-
MRNA, allerdings nur flr nichttransgene Tiere.

Die TGF-R-Zytokinfamilie wirkt vor allem auf mesenchymale Zellen proliferierend und
aktivierend. Das mittels ELISA gemessene TGF-R1 wird mit der Pathogenese der DN
assoziiert. Es wird durch eine Vielzahl von Mediatoren und Stimuli beeinflusst (siehe
Einleitung), u. a. Hyperglykamie, Proteinurie, Plasmin und Tubulusepithelzellen. TGF-13
fordert durch Akkumulation von Komponenten der extrazellularen Matrix und
Basalmembranproliferation die Fibrose der diabetischen Niere. Eine Neutralisation
mittels TGF-3 Antikorpern verhindert diese Mechanismen?’.

Der erwartete Anstieg des TFG-1 Peptids und der mRNA war in dieser Studie nur
numerisch fir die nichttransgene diabetische Gruppe nachweisbar, bei denen auch
signifikant erhdhte Albuminurie und Fibronektin-Peptid und —-mRNA-Expression gezeigt
werden konnten.

Die physiologische Funktion von PAI-1 ist die Inhibierung der Plasminogen-Aktivatoren
tissue plasminogen activator (tPA) und urokinase plasminogen activator (UPA) zur
Ausbildung von stabilen Thromben. Erhohte Konzentrationen des PAI-1 Plasmaspiegels
sind mit vendsen und arteriellen Thrombosen, koronarer Herzkrankheit und
Myokardinfarkt assoziiert. Dartber hinaus spielt die PAI-1-Expression eine wichtige
Rolle in der Regulation der Zellmigration und Angiogenese™.

Zahlreiche in vitro und in vivo Studien belegen die Aktivierung von TGF-R durch die
Serin-Protease Plasmin, welche aus aktiviertem Plasminogen hervorgeht. Diese
Wirkung von Plasmin wird wiederum durch PAI-1 reguliert125. Ebenso scheint
Hyperglykamie die PAI-1-Expression positiv zu beeinflussen.

Das Niveau der Glomerulosklerose und die FN-, TGF-R- sowie PAI-1-Expressionen
sprechen fur eine allenfalls beginnende DN und bestatigen die Limitationen des STZ-
Modells (siehe 5.1.1.).

5.21.4 Nierenfunktion (Kreatinin/ Kreatininclearance; Harnstoff/ Harnstoffclearance)

Als Mal} fir die GFR wurde die Kreatinin-Clearance bestimmt, da das Serum-Kreatinin
als nicht hinreichend sensitiv eingeschatzt wird. Dennoch bietet auch die Kreatinin-

Clearance kein genaues Abbild der GFR, da ein Teil des Kreatinins im Tubulus aktiv
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sezerniert wird. Dieser Anteil betragt etwa 10% bei der gesunden (humanen) Niere und
kann bei schweren Nephropathien auf bis zu 50% ansteigen, neben einer zusatzlichen
Elimination Uber den Darm. In diesem Falle wirde die Kreatinin-Clearance die GFR
erheblich (berschatzen'®. Aus diesen Angaben ergibt sich, dass die Kreatinin-
Clearance im Falle einer GFR-Einschrankung das Ausmal} dieser unterschatzt und im
Falle von Hyperfiltration moglicherweise die damit verbundene GFR-Steigerung
ebenfalls unterschatzt wird. Zur Erhohung der Sicherheit hinsichtlich der Beurteilung der
Nierenfunktion wurden deshalb Harnstoff-basierte Nierenfunktionsparameter zusatzlich
ermittelt, die alles in allem die Kreatinin-basierten Resultate bestatigten. Die nach 3
Monaten Diabetes gefundene signifikante Erhéhung der Kreatinin-Clearance der
diabetischen Tiere im Vergleich zu nichtdiabetischen Kontrollen kennzeichnet die Phase
der Hyperfiltration der Diabetischen Nephropathie und wurde in vielen Studien
beschrieben 2! 2% 2. 115 Einige Autoren bemerkten einen Anstieg der Einzelnephron-
GFR (SN-GFR) nur bei moderater Hyperglykamie?® (Insulingabe), bei nicht
substituiertem Diabetes mellitus fanden sie hingegen eine Verringerung der SN-GFR?.
Da die Tiermodelle, Studienprotokolle, Insulindosen etc. deutlich divergieren, ist ein
direkter Vergleich zwischen Studien nur bedingt mdéglich.

Die nichttransgenen diabetischen Tiere (WT+DM) wiesen nach 6 Monaten Diabetes
mellitus im Vergleich zu nichttransgenen Kontrollen (WT) keine Hyperfiltration mehr auf.

Voruntersuchungen stiitzen diesen Befund”" %

, wobei teilweise (geringe) Reduktionen
der Clearance gefunden wurden. Studien, die als Nierenfunktionsparameter das Serum-
Kreatinin verwendeten, wiesen zumeist nichtsignifikante Kreatininerhdhungen fir die
diabetischen Gruppen aus''™ '?’. Dies zeigt erneut, dass ohne zusatzliche Noxe eine
relevante Nierenfunktionseinschrankung mit dem STZ-Modell nicht zu erreichen ist.

Der Plasma-Harnstoff stellt einen weiteren Nierenfunktionsparameter dar. Harnstoff ist
ein Endprodukt des Protein-Stickstoff-Stoffwechsels, die Plasmakonzentrationen sind
damit ernahrungsabhangig. In den Glomerula wird Harnstoff vollstandig filtriert. Im
Tubulussystem erfolgt eine passive Ruckdiffusion des Harnstoffes aufgrund guter
Zellmembranpermeabilitat. Diese Ruckdiffusion nimmt mit steigender Passage-
geschwindigkeit (Urinproduktion) ab. Die Harnstoff-Clearance unterschatzt somit die
GFR. Im Falle der (diabetischen) Polyurie nahert sich die Harnstoff-Clearance jedoch
der GFR an. Bei fortgeschrittener Nierenschadigung, wenn die Kreatinin-Clearance
aufgrund tubularer Sekretion ,falsch normale Werte aufweist, sind erhohte

Harnstoffwerte ein Zeichen starker eingeschrankter Nierenfunktion. Die Harnstoff-
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Clearance der diabetischen Tiere war nach 6 Monaten Diabetes mellitus signifikant
erhoht im Vergleich zu nichtdiabetischen Tieren. Dies ist analog zur Kreatinin-Clearance
ein Effekt der Hyperfiltration, kann zum Teil aber auch durch Polyurie der diabetischen

Tiere bedingt sein.

522 Nierenveranderung unter transgener ET-2-Uberexpression

Signifikante transgenbedingte Gewichtsunterschiede bei mannlichen Sprague Dawley

3% 57 Auch in dieser Studie

(SD) Ratten sind aus vorhergehenden Studien bekann
zeigte sich, dass zu allen Zeitpunkten die transgenen Tiere signifikant leichter waren als

die Kontrolltiere.

5.2.2.1 EiweiRausscheidung

Das verwendete transgene Rattenmodell ist durch eine fruhzeitig einsetzende,
kontinuierlich zunehmende Albuminurie vor allem bei mannlichen Tieren
gekennzeichnet®. Hier initial fehlende Unterschiede zwischen transgenen und
nichttransgenen Tieren sind am ehesten Ausdruck einer zu diesem Zeitpunkt noch nicht
etablierten Glomerulosklerose bei transgenen Ratten. Die zu diesem Zeitpunkt schon
nachweisbare Einschrankung der glomerularen Funktion (GFR; siehe 5.2.2.4.) kdnnte
protektiv bezuglich einer gréReren Proteinurie wirken, am ehesten durch Verringerung
des glomerularen Filtrationsdruckes infolge Vasokonstriktion am Vas afferens. ET-1
steigert via ETa-R den Perfusionsdruck im Glomerulum und fordert damit die
Albuminurie/ Proteinurie. Selektive ETa-R Blockade vermindert die Proteinurie im
Tierexperiment'?®. Nach 6 Monaten Diabetes mellitus hingegen war bei den transgenen
Gruppen gegenuber ihren nichttransgenen Kontrollen eine signifikante Proteinurie
festzustellen. Dies deckt sich mit Resultaten aus Vorstudign®': befeld-unvercffenticht
Bemerkenswert sind grolde interindividuelle Unterschiede der Albuminurie innerhalb der

Gruppen.

5.2.2.2 Nierenhypertrophie

Liefeldt et al.°’ beschrieben transgenbedingte Organgewichtsunterschiede fiir
mannliche SD-Ratten (Trend zu niedrigeren Gewichten bei transgenen Tieren), die sich
in dieser Studie jedoch nicht nachweisen lieRen*. Es konnte lediglich eine numerische
Verminderung der relativen Nierengewichte auf Mittelwertbasis gefunden werden.
Auffallig waren groldere Glomerula bei transgenen Tieren. Diesbezlglich fehlen bisher

vergleichbare Untersuchungen. Eine mdgliche Erklarung fur dieses Phanomen ist ein
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transgenbedingter Untergang einzelner Glomerula und damit Nephrone und eine

kompensatorische Hypertrophie der verbleibenden Glomerula.

5.2.2.3 Glomerulare Matrixexpression

Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen transgenen und nichttransgenen
Gruppen. Dieser Befund steht im Kontrast zu unveroffentlichten Daten, nach denen
mannliche transgene Tiere verglichen mit nichttransgenen Kontrollen eine signifikante
Glomerulosklerose aufweisen-efldt (unverdftenticht) - ajierdings sind diese Ergebnisse nicht
direkt mit den aktuellen Befunden vergleichbar, da sich die Tiere im Alter unterschieden
und eine semi-quanitative, nicht automatisierte Methode zur Analyse der
Glomerulosklerose benutzt wurde. Fur die glomerulare FN-Expression konnte eine
signifikante Erh6hung der transgenen nichtdiabetischen Tiere gegenluber den Kontrollen
gezeigt werden. Dies bestatigt Voruntersuchungen transgener Ratten, die eine
gesteigerte Glomerulosklerose aufwiesen®'. Histologisch verifizierte sich dies allenfalls
als Trend, was die eingeschrankte Aussagekraft von Surrogatparametern belegt.

Die Ergebnisse dieser Studie lassen eine dezente transgenbedingte PAI-1-

Expressionssteigerung im Glomerulum vermuten.

5.224 Nierenfunktion (Kreatinin/ Kreatininclearance; Harnstoff/ Harnstoffclearance)

Eine Verminderung der Clearance der transgenen Tiere war bereits zu Beginn der
Studie erkennbar. Zum Studienende war dieser Unterschied zwischen der TG und WT
Gruppe nur noch numerisch zu finden. Der altersbedingte starkere Clearance-Abfall der
WT Gruppe mit rascher Annaherung an das Clearance-Niveau der TG Gruppe kann
hierfr verantwortlich gemacht werden. Die initial signifikant niedrigere Clearance bei
transgenen Ratten ist vermutlich Uberwiegend funktionell bedingt und Iasst sich mit
vasokonstriktorischen Effekten von Endothelin(en) z.B. am Vas afferens erklaren®.
Spater im Verlauf konnte eine Transgen-induzierte Glomerulosklerose hinzukommen.
Mit steigendem Alter erfolgt eine renale ET-Expressionssteigerung''?, wodurch sich die
Kreatinin-Clearances zwischen transgenen und nichttransgenen Tieren angleichen
dirften.

Korrespondierend zu den Ergebnissen fur die Kreatinclearance wiesen die transgenen
Tiere bereits zu Beginn der Studie hohere Harnstoffwerte auf. Ursachlich dafur war die
signifikant niedrigere Harnstoff-Clearance. Ein erwarteter Anstieg des Plasma-
Harnstoffs nach 6 Monaten Diabetes mellitus fand sich nicht. Es zeigte sich ein

einheitliches MelRwerteniveau.
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5.2.3 Nierenveranderungen unter Kombination von Diabetes mellitus und
transgener ET-2-Uberexpression

5.2.3.1 EiweiRausscheidung

Eine Hyperglykéamie als zusatzliche Noxe bei transgenen Ratten liel3 die Proteinurie/
Albuminurie nicht, wie erwartet, Uberproportional steigen. Tatsachlich fand sich kein
Unterschied der Proteinurie/ Albuminurie zwischen beiden transgenen Gruppen. Dies
muss als Indikator dafur gewertet werden, dass die Kombination von Endothelin-
Uberexpression mit Hyperglykdmie, verglichen mit Endothelin-Uberexpression allein,
zumindest nach 6 Monaten nicht mit gravierend verstarkter Glomerulosklerose
einhergeht. Anders formuliert: Endothelin-transgene Ratten scheinen keine hohere

Suszeptibilitat flr die Entwicklung einer Diabetischen Nephropathie zu besitzen.

5.2.3.2 Nierenhypertrophie

Eine diabetische Hypertrophie der Rattennieren fand sich fir die transgenen Tiere nicht.
Im Gegenteil waren die Glomerula diabetischer transgener Ratten numerisch kleiner als
die nichtdiabetischer transgener Ratten. Der Unterschied zwischen beiden transgenen
Gruppen konnte durch Selektion in der transgenen diabetischen Gruppe (durch hohere
Mortalitat) vorgetauscht sein. Denkbar ware auch eine ausgepragtere Fibrose
transgener Nieren, die eine starkere diabetische Hypertrophie verhindert oder, wie

bereits beschrieben, die verbliebenen Glomeruli reaktiv hypertrophieren lasst.

5.2.3.3 Glomerulare Matrixexpression

Trotzdem transgene diabetische Tiere die hochste PAS-Positivitat intraglomerular
aufwiesen, war eine uberadditive Glomerulosklerose aus Effekten des Transgen und
der Hyperglykamie hier nicht nachweisbar. Eine Insulin-bedingte Hemmung der FN-
Expression kommt wegen der vergleichbaren Dosierung in den diabetischen Gruppen
nicht in Betracht. Unerwartet ist, dass die ET-2 transgene diabetische Gruppe eher
niedrigere glomerulare TGF-B Spiegel im Vergleich zu den nichttransgenen
diabetischen Tieren aufwiesen — mdglicherweise bedingt durch die signifikant im
Vergleich zur nichttransgenen diabetischen Gruppe verringerte ET-1-mRNA-
Expression. Es wurde aufgrund der Makrophagen-aktivierenden Wirkung von ET-1'%°
und daraus resultierenden TGF-3 mRNA-Expressionssteigerung ein uUberadditiver
Effekt erwartet. Dies wird gestutzt durch Studien, in denen ETa-R Antagonisten die
TGF-R mRNA-Expression und somit die Fibrose der diabetischen Niere vermindern® %
29 Dennoch deutet sich keine erhdhte Suszeptibilitat der transgenen Gruppen fiir die

Ausbildung einer DN an. Da fur die untersuchten Parameter zur DN jedoch insgesamt
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ein eher frihes Stadium gefunden wurde, scheint auch die Aktivierung der
Fibroseparameter nach 6 Monaten Studiendauer nicht vollstandig ausgepragt zu sein.
Auch konnte eine differenzielle transkriptionelle Regulation von endogenem ET-1 durch
das Transgen eine unterschiedliche ,phanotypische” Auspragung bewirken. Die Kom-
bination beider Faktoren (TG+DM) bewirkte Uberraschenderweise keine Steigerung der

PAI-1-Expression.

5.2.34 Nierenfunktion (Kreatinin/ Kreatininclearance; Harnstoff/ Harnstoffclearance)

Ein SchlUsselresultat der vorgelegten Studie ist die anhaltend hohe Kreatinin-Clearance
in der transgenen diabetischen Gruppe bei Versuchsende. Fur die anhaltende
Hyperfiltration in der TG+DM Gruppe nach 6 Monaten Diabetes mellitus gibt es mehrere

mogliche Erklarungen:

0o So kann vermutet werden, dass die hohe Mortalitdt in dieser Gruppe bei
Studienende dazu gefuhrt hat, dass vor allem ,gesundere” Tiere in die Auswertung
eingingen (dagegen spricht, dass auch nach 3 Monaten Studiendauer das
Ausmaly der Hyperfiltration offensichtlich bei transgenen diabetischen Tieren

grélRer war als bei nichttransgenen diabetischen Tieren).

o Fridhere Untersuchungen an dem verwendeten transgenen Rattenmodell legen
nahe, dass das NO-System in transgenen Tieren (vermutlich kompensatorisch)
aktiver ist** °'. Eine NO-vermittelte Vasodilatation am Vas afferens wird teilweise

als Mechanismus der diabetischen Hyperfiltration angegeben''* 130 131,

0 Weitere Erklarungsansatze konnten in einer in dieser Studie nachgewiesenen
komplexen Regulation von Komponenten des endogenen Endothelin-Systems der

Ratte durch das Transgen und / oder die Hyperglykamie liegen (s. ET-System).

In Kontrast zur Kreatinin- steht die Harnstoffclearance, welche bei den transgenen
diabetischen Tieren im Vergleich zu nichttransgenen diabetischen Tieren signifikant
vermindert war. Dies konnte, bei Uberschatzung der Nierenfunktion dieser Gruppe
durch die Kreatinin-Clearance (siehe oben) ein Anhaltspunkt flr beginnende
Nierenfunktionseinschrankungen sein. Kontrar dazu liessen sich fir die Plasma-

Harnstoffspiegel jedoch keine Unterschiede nachweisen.
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5.3 Systolischer Blutdruck und Herzfrequenz

Fir die Blutdruckmessung stehen ,blutige“ (arterielle Druckmessung) und ,unblutige®
(Schwanzplethysmographie in Anlehnung an RIVA-ROCCI) zur Verfugung. In dieser
Studie wurde, trotz bekannter Abweichungen (siehe 4.1.4.), die weniger invasive, aber
fehlerbehaftetere Schwanzplethysmographie gewahit. Die Transgenexpression wirkt

sich vorangehenden Studien zufolge nicht auf den Blutdruck aus®* ®

, obwohl exogen
verabreichtes Endothelin eine dosisabhangige, starke und nachhaltige Vasokonstriktion
auslost™. Der para- bzw. autokrine Sekretions- und Wirkmechanismus scheint eine
systemische Wirkung zu verhindern. Zudem durften vasoaktive Substanzen, ins-
besondere NO°% 32 133 ynd ADM™*, gegenregulierend wirken. Die Rezeptorverteilung
der Gewebe insbesondere des ETa-R scheint fur den vasokonstriktiven Effekt nicht
malfgeblich zu sein**. So profitieren in Hypertonie-Modellen (z.B. SHR-Ratte, DOCA
Ratte, Dahl Salz-sensitive Ratte) die hypertensiven Tiere eher von nichtselektiven ET-

3% Interessanterweise weisen aber ET-1-Knockout-Mause einen

R-Antagonisten”
erhdhten Blutdruck auf'®®. Dies wird u. a. durch sympathische Uberaktivitit erklart.
Karzlich wurde gezeigt, dass eine langerfristige ETg-R-Stimulation bei Ratten den
Blutdruck erhoht'™’. Nach 6 Monaten Diabetes zeigten sich in unserer Studie keine
signifikanten transgenbedingten Blutdruckunterschiede. Innerhalb der transgenen
nichtdiabetischen  Gruppe fanden sich die deutlichsten interindividuellen
Schwankungen. Dies ist am ehesten Folge der schlechteren Adaptation der transgenen
Tiere an die Blutdruckmessung. Die Methode erforderte eine Gewodhnung der Tiere, die
bei den meisten Tieren gut gelang. Dennoch befinden sich in jeder Gruppe mindestens
3 Tiere, von denen weniger als 3 Messwerte gewertet werden konnten.

Auch eine Diabetes-bedingte Blutdruckveranderung fand sich nicht. Diese scheint erst
nach langer andauernder Hyperglykamie aufzutreten. In Diabetes-Studien, die
mindestens 6 Monate (bis 14 Monate) liefen, konnte sowohl bei mannlichen SD- Ratten
als auch Munich-Wistar-Ratten eine signifikante Blutdruckerhéhung gefunden werden”
"° In kiirzeren Studien von ca. 4-6 Wochen Hyperglykdmie konnten dagegen keine
Blutdruckunterschiede festgestellt werden 2% '3,

Der Transgenstatus wirkte sich nicht auf die Herzfrequenz aus. Interessanterweise war
die Herzfrequenz bei diabetischen Tieren niedriger als bei nichtdiabetischen Tieren.
Dies wurde auch in anderen Studien gefunden'"® "® ist typisch fiir das STZ Modell und
noch nicht genau erklart’®. Eine erwartete Erhdhung und Fixierung der Ruhefrequenz

diabetischer Tiere (als klinischer Ausdruck einer autonomen Neuropathie) fand sich
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nicht. Die Herzfrequenz wurde zum Ende der Studie in Verbindung mit dem
systolischen Blutdruck gemessen. Es kann eine Gewdhnung der diabetischen Tiere an
den Untersucher durch haufigeren Kontakt wahrend vorausgegangener

Blutzuckermessungen und Insulingaben vermutet werden.

5.4 Regulation des Endothelinsystems unter Diabetes mellitus und
transgener ET-2-Uberexpression

Bisher sind keine Studien eines Endothelin-Uberexpressionsmodelles, kombiniert mit

52,139 \weisen

dem STZ-Diabetes Modell, bekannt. Studien mit ET-1 transgenen Mausen
aufgrund erhohter Glomerulopathie auf eine Beteiligung des ET hin, jedoch besteht in
diesen keine diabetische Stoffwechsellage.

Die Bestimmung der Endothelin-Plasmaspiegel erfolgte zur Beurteilung des
Einflusses der Hyperglykdmie auf das (endogene) Endothelin-System, zur
Dokumentation der transgenen Uberexpression von humanem ET-2 und zur Analyse
eines maoglichen Einflusses der Hyperglykamie auf die Transgenexpression. Wichtig ist
zu betonen, dass mittels ELISA wegen der Kreuzreaktivitdit des verwendeten
Antikorpers nicht sicher zwischen endogenem und transgenem Endothelin
unterschieden werden kann. Erhohte ET-1-Plasmaspiegel bei diabetischer
Stoffwechsellage wurden fiir diverse Spezies (u.a. Ratte'™ "% Mensch®) in Studien
nachgewiesen®®. Andere Studien zeigten bei moderater'*® oder intensiver'
Hyperglykamie nicht erhdhte ET-1-Plasmaspiegel. Zu bedenken ist bei allen diesen
Studien, dass Endotheline auto- oder parakrin, offenbar aber nicht systemisch wirken
und Plasmaspiegel kein gutes Spiegelbild der Gewebesituation sind.

Die vorliegende Studie zeigte signifikant hohere ET-Plasmaspiegel in beiden
transgenen Gruppen (mutmaRlich infolge der transgenen Uberexpression von ET-2),
jedoch keine signifikant hdheren ET-Plasmaspiegel in den beiden diabetischen
Gruppen (jeweils verglichen mit den entsprechenden Kontrollgruppen). Auch dies
konnte als schwaches Argument gegen das Vorhandensein einer fortgeschrittenen
Diabetischen Nephropathie sowohl in der nichttransgenen diabetischen wie in der
transgenen diabetischen Gruppe gewertet werden.

Die Analyse der glomerularen Endothelinexpression (ELISA) von Endothelin(en) in
Uberstanden glomerulérer Kulturen diente der genaueren Betrachtung der Aktivitat des
Endothelin-Systems im Kompartiment Glomerulum, dem vermuteten Hauptmani-

festationsort der DN. Auch diese Analyse konnte keinen Uberzeugenden Beweis flur
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einen unabhangigen, signifikanten Einfluss der Hyperglykamie auf die Aktivitat des
(glomerularen) Endothelin-Systems liefern. Beachtet werden muss jedoch, dass die
Glomerula 48h in einem nichtdiabetischen Kulturmilieu gehalten wurden. Inwieweit sich
dies auf die ET-Expression ausgewirkt haben konnte, muss offen bleiben. Eine schwere
DN bzw. Glomerulosklerose scheint jedoch unwahrscheinlich. Die glomerulare Express-
ion des Transgen konnte jedoch erneut belegt werden.

Die Expression von ET-1-mRNA wurde untersucht, um transkriptionell-regulatorische
Einflisse der Hyperglykamie und/oder der transgenen h-endoET-2-Expression auf das
endogene (Ratten-) ET-System zu erfassen. Aus der Literatur sind widersprichliche
Angaben zum Einfluss von Hyperglykdmie auf die ET-1-Expression zu entnehmen. In
Kulturen von Ratten-Mesangiumzellen konnte nach 3 Monaten Diabetesdauer'’
nachgewiesen werden, dass Hyperglykdmie dosisabhangig eine ET-1-mRNA-
Uberexpression und eine erhéhte ET-1-Promotoraktivitat induziert. Andere Autoren
belegten signifikant verminderte renale ET-1-mRNA-Expressionen bei hyper-

140

glykamischen Ratten ™ (STZ-induziert). Eine moderate Hyperglykémie verstarkte den

Effekt. Bemerkenswert ist, dass Sauerstoffmangel und naturliche Alterungsprozesse die

renale ET-1-mRNA-Expression erhthen''

, was altersabhangige Unterschiede in den
zitierten Studien nahelegt. Die beschriebene Autoinduktion von ET-1 durch den ETg-R
ist in der Niere (Ratte-Mesangium; Mensch-Endothel, prox.Tubulus) eine Reaktion auf

647 In der humanen Niere wird sie als autokriner

pathophysiologische Situationen
Reparaturmechanismus des Tubulussystems verstanden.

Die in dieser Studie mittels Real-Time-PCR gemessene ET-1-mRNA-Expression zeigte
keinen Einfluss der Hyperglykamie in nichttransgenen Tieren. Dagegen fand sich
uberraschenderweise eine signifikante Steigerung in den transgenen, nichtdiabetischen
Tieren. Offenbar ist h-endoET-2 selbst in der Lage, die endogene ET-1-Expression zu
stimulieren. Diese Stimulation allerdings fehlte bei transgenen, diabetischen Tieren
(diese Tiere wiesen eine signifikant niedrigere ET-1-mRNA-Expression als die
transgenen, nichtdiabetischen Tiere auf). Diese differenzielle transkriptionelle
Regulation muss als ein entscheidender Befund der vorgelegten Studie betrachtet
werden, weil er die phanotypischen Auswirkung (Ausbleiben einer fortgeschrittenen DN)
mutmallich entscheidend beeinflusst haben durfte.

Signifikante Unterschiede in der ETa-R mRNA-Expression fanden sich in der
vorgelegten Arbeit nicht, numerische Unterschiede hingegen schon. Dies kann ein

Hinweis fir eine Down-Regulation des ETa-R bei transgenen diabetischen Tieren sein.
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Jedoch ist aufgrund der Selektion dieser Gruppe zum Studienende hin (siehe 5.1.3.) die
Aussagekraft eingeschrankt.
Friheren Studien zufolge wird im STZ-Diabetesmodell bei Ratten die ETg-R-

Expression Proteinkinase C-vermittelt vermindert'*?

. In unserer Studie zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede. Ein numerischer Anstieg des ETg-R infolge
Hyperglykamie zeigte sich fur die nichttransgenen Tiere, die Aussagen sind jedoch
aufgrund abweichender Gruppenstarken und hoherer interindividueller Variabilitaten
eingeschrankt. Inwieweit komplexere Down- bzw. Up-Regulationen des intrarenalen
Endothelinsystems die ETg-R-mRNA-Expression beeinflussten, kann hier nicht
verifiziert werden. Auch fehlen hierzu vergleichbare Studien. Auffallend ist jedoch, dass
fur beide ET-R ahnliche Expressionsmuster gefunden wurden. Die vermutete reaktive
Rezeptorverminderung (,down-regulation®) fand sich weder flir den ETa-R noch fur den
ETs-R.

Problematisch sind Ruckschlisse vom Tiermodell auf den Menschen. Insbesondere die
Unterschiede in der Rezeptorverteilung sind der Grund dafur. In der humanen Niere
wird der ETa-R eher im Glomerulum, der ETg-R eher im Tubulus exprimiert, bei
Uberwiegen des ETg-R. In der Rattenniere hingegen findet sich der ETg-R eher im
Glomerulum, der ETa-R eher im distalen Tubulus. Flir beide Spezies gilt: Beide

Rezeptoren kommen in afferenten und efferenten Arteriolen vor 8 83,

5.5 RAS

Die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit zeigen an einer Reihe von relevanten
funktionellen, morphologischen und molekularbiologischen Parametern, dass die
selektive, transgene Uberexpression von ET-2 in der Niere nicht zu einer Aggravierung
der DN fuhrt. Vor diesem Hintergrund muss die methodische Frage gestellt werden, ob
der gewahlte Versuchsansatz sensitiv genug bzw. GUberhaupt dazu geeignet war, unsere
Ausgangshypothese beantworten zu konnen. Dass dies nur wahrscheinlich der Fall ist,
soll anhand der gut dokumentierten pathophysiologischen Bedeutung des Renin-
Angiotensin-System hergeleitet werden.

Eine groRe Anzahl von experimentellen und klinischen Untersuchungen hat gezeigt,
dass das Renin-Angiotensin-System eine Schlisselrolle in der Pathogenese der
diabetischen Nephropathie spielt. Im Bereich der experimentellen Studien gibt es kaum

ein Tiermodell, in dem die Inhibition des RAS, in der Regel pharmakologisch mit ACE-
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Hemmer oder AT1-Blockern, nicht zu nephroprotektiven Effekten fihrt. Dieses gilt
insbesondere auch fur Modelle der diabetischen Nephropathie. Hier scheint die
Wirksamkeit der RAS-Blockade zudem besonders intensiv zu sein, zumal das lokale
renale RAS-System aufgrund einer verminderten ANG II-Empfindlichkeit der
diabetischen Niere besonders aktiviert ist'®. Eine (ber die reine Blutdrucksenkung
hinaus gehende Nephroprotektion ist fur die RAS-Blockade auch in vielen klinischen
Untersuchungen belegt worden.

Schon 1993 wies Lewis*' nach, dass pharmakologische ACE-Blockade den Blutdruck
signifikant senkt. In seiner an jungeren Typ 1 Diabetikern durchgeflhrten Studie
erreichten 21% der Placebogruppe gegenuber nur 11% der Captopril-behandelten
Patienten (Captoprii 75 mg/d) den definieten Endpunkt (Dialyse und/oder
Transplantation, Tod). Dies entspricht einer Risikoreduktion von 50% (NNT = 10)
bezliglich des definierten Endpunktes. Uber die Reduktion des glomeruldren
Perfusionsdruckes mit resultierend initial abnehmender GFR wurde schon damals ein
nephroprotektiver Effekt der ACE-Hemmer postuliert (siehe Einleitung). Nachfolgende
Studien zur ACE-Blockade bestétigten diese Ergebnisse’® %,

Aufgrund der Erfolge der Blockade der ACE sind nachfolgend Angiotensin Rezeptor
Blocker (ARB; sog. Sartane) verfligbar geworden. Diese zeigen ahnliche Effekte wie
ACE-Inhibition, da sie an der gleichen Endstrecke (Verminderung der ANG I
Wirkungen) angreifen. Bezuglich des Risiko (Endpunkte der Studien meist:
Verdopplung des Serumkreatinin, Dialyse) konnte in fortgeschrittenen Stadien der DN
eine Reduktion um etwa 20 % (RENAAL*), IDNT) gesehen werden. In den
Anfangsstadien (lI-1ll; Mikroalbuminurie) zeigte sich eine Reduktion um 70% bezulglich
des Endpunktes: Progression zur Makroalbuminurie (IRMA 11%8).

Gezielte Rezeptorblockade vermindert die entscheidenden Surrogatparameter der DN
und weist somit indirekt auf die pathophysiologische Bedeutung des RAS hin.

Eine kombinierte Blockade des RAS (ACE Hemmer plus Sartan) zeigte in neueren
Studien (CALM') zwar weitere Reduktionen der Albuminausscheidung, ging jedoch
nicht mit einer gewlnschten additiven Verminderung kardialer Ereignisse bei
Hochrisikopatienten einher'*®. Kardiovaskulare Ereignisse sind jedoch insbesondere fiir
Typ 2 Diabetiker die Hauptursache fur Morbiditat und Mortalitat.

Der selektive Renin-Inhibitor Aliskiren (Rasilez®) gilt als neuester Angriffspunkt zur
Hemmung des RAS und vermindert die Umwandlung von Angiotensinogen in

Angiotensin | mit resultierend fallenden Angiontensin Il Spiegeln. Tierversuchsstudien
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zeigten, dass Aliskiren die Albuminurie gleichwertig zum AT-1 Blocker Losartan
verminderte, den Blutdruck jedoch weit weniger gut beeinflusste®® "’ Erste klinische
Kurzzeitstudien zeigen beim Menschen eine Reduktion der Albuminurie um bis zu 20%
als Add-on zur einer Maximaldosis eines AT-1 Blockers. Hier wird ein

blutdruckunabhangiger nephroprotektiver Effekt vermutet'*®

, welcher mit einer
Abnahme der Plasma-Renin-Aktivitiat (PRA) begrindet wird. Diese sei ein weiterer
Surrogatparameter u.a. fur chronische Nierenerkrankungen. Langzeitdaten,
insbesondere zur klinischen Sicherheit, missen jedoch noch erhoben werden.

All diese therapeutischen Ansatze beinhalten eine Hemmung des RAS auf
verschiedenen Stufen und weisen auf dessen pathophysiologische Bedeutung hin.

In Analogie zu unserem Versuchsansatz (STZ-induzierte DN in Gegenwart von ET2-
Uberpression) sind vergleichbare Untersuchungen (STZ-induzierte DN in Gegenwart
von Renin-Uberpression) ebenfalls in einem Ratten-Modell von der Arbeitsgruppe von
Kelly et al.** durchgefiihrt worden. Ausgangspunkt war ein von Ganten et al.'*®
etabliertes und charakterisiertes Hypertonie-Model mit selektiver, transgener Renin-
Uberexpression. Ausgangshypothese der Arbeiten von Kelly et al. war, dass eine
verstarkte renale Renin-Expression den Auspragungsgrad der DN verstarkt. Dies wurde
aus den Therapieerfolgen der stufenweisen Hemmung von RAS-Komponenten (siehe
oben) deutlich.

Die Arbeitsgruppe zeigte, dass die transgenen Renin-Ratten, im Vergleich zur Gruppe
ohne Hyperglykdmie, eine deutlich ausgepragtere DN mit signifikant erhohter
Albuminurie und Glomerulosklerose bei verminderter GFR aufwiesen. Ein Vergleich zu
nichttransgenen diabetischen Ratten lasst die Studie jedoch nicht zu. Ferner wurde von
Mullins et al.™® das von Kelly verwendete Rattenmodell der Renin-Uberexpression
untersucht (nichttransgene Tiere verglichen mit transgenen unter der Pramisse der
Hypertonieausbildung) und ebenso eine differentielle, transkriptionelle Gegenregulation
einzelner (RAS-) Komponenten gesehen, fur die sich in unserem ET-Modell auch
Hinweise finden (siehe ET-1-mRNA-Expression).

Prinzipiell ware unser Versuchsansatz jedoch in der Lage gewesen, bei entsprechender
pathophysiologischer Bedeutung des ET-2 fir die DN, diese auch aufzuzeigen. Es liegt
hier der Schluss nahe, dass das ET-System eine weniger wichtige Rolle fur die

Pathogenese der DN spielt als das Renin-Angiotensin-System (siehe 5.6).
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5.6 Therapeutische Ausblicke

Die aktuellen Ansatze in der Behandlung der DN verlangsamen die Progression der
DN, koénnen aber ihr Fortschreiten auch bei bestmoglicher RAS-Hemmung nicht
aufhalten. Es gibt einen hohen Bedarf an neuen, additiv wirksamen Therapiestrategien.
Hemmer des Endothelin-Systems sind derzeit in intensiver experimenteller und
klinischer Testung. Dabei gibt es verschiedene Wege, das Endothelin-System
pharmakologisch zu hemmen. Hierzu gehdren zum einen Blocker der ET-Rezeptoren
und zum anderen Inhibitoren des Endothelin-Converting-Enzymes.

Bei den ET-R-Blockern unterscheidet man gemischte ETA-R/ ETg-R-Antagonisten sowie
selektive ETa-R- oder ETg-R-Antagonisten. Tierexperimentelle Arbeiten zur
nichtselektiven pharmakologischen ET-Rezeptor Blockade haben verringerte renale und
systemische Vasokonstriktion sowie proliferative Effekte beider Rezeptoren gezeigt®® %°.
Andere Autoren fanden hingegen trotz vergleichbarer Reduktion des systemischen
Blutdrucks durch ET-Rezeptorblockade bzgl. der Nierenfunktion bei DN keinen
protektiven Effekt®.

Selektive ETa-R Blocker verringern lokale Vasokonstriktion sowie Zell- und

Matrixproliferation** 1°7

, was in diversen Tiermodellen gezeigt wurde. Eine Blockade
bewirkt auRerdem antiproteinurische Effekte’®, und vermindert die Angiotensin-
vermittelte ET-1-Expression in vitro''. Ferner reduziert die Rezeptorblockade die
Mikroalbuminurie und TGF-R-Urinausscheidung. Obwohl Marker fur oxidativen Stress
(H202, Thiobarbitursdurederivate) nicht reduziert werden, verlangsamt sich die
Progression der DN Uber bisher unbekannte anti-inflammatorische Mechanismen
(nachweislich verminderte Makrophageninfiltration)'?®. Im NOD-Maus Diabetesmodell
wurde durch ETa-R Blockade der Beginn der Hyperglykdmie hinausgezogert und die
hyperglykamiebedingt-verringerte ECE Genexpression (Verringerung: ECE-1 ca.50%;

ECE-2 ca.90%) in der Niere normalisiert'®.

Studien beim Menschen lassen auf eine ETA-R vermittelte Hemmung der
Insulinsensitivitat und eine renale Vasokonstriktion (afferente und efferente Arteriole)
schlielen. Dieses kann Plattchenaggregation und Mikrothrombenbildung in Kapillaren
begunstigen. Es resultiert eine Zirkulationsstorung. Ferner wird der ETa-R in
Tubuluszellen bei diabetischer Stoffwechsellage vermehrt exprimiert. Es wird eine ETa-
R vermittelte zytoskellettale Schadigung und Apoptoseinduktion von Podozyten

{74

vermutet’”. Auch konnten andere Untersucher keinen Vorteil eines selektiven ETA-R
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Blockers gegentber ACE-Inhibitoren bezlglich Podozytenverlustes und histopatho-
logischen Podozytenschadens finden®.

Problematisch sind die mdglichen Nebenwirkungen der Substanzen (Lebertoxizitat:
ALAT/ASAT 1, Kopfschmerzen, teratogene Effekte)®”. Zudem verringern ET-R Blocker
die ET-1 induzierte Kontraktion der Mesangialzellen, Uber eine dadurch gesteigerte
Filtrationsflache wird die Albuminurie verstarkt'™’.

Diese teilweise kontraren Ergebnisse konnten auf den ersten Blick die Schlussfolgerung
erlauben (siehe 5.5), dass die Hemmung des Endothelin-Systems nur wenig Erfolg
verspricht, den Verlauf von humaner DN gunstig beeinflussen zu kénnen. Dieses ist
aber wahrscheinlich nicht zwangslaufig richtig. Die vorhandenen ET-Antagonisten
greifen an sehr unterschiedlichen Orten in ein Gleichgewicht von gunstigen und
ungunstigen Endothelineffekten ein. Vielversprechend sind derzeit Ergebnisse zur
selektiven ETa-R Blockade. Sie erlaubt die Verminderung der renalen vasokonstriktiven
Effekte des ET, wahrend die vasodilatierenden Wirkungen des ETg-R via NO erhalten
bleiben” 8" %, Kiirzlich wurde eine randomisierte, Placebo-kontrollierte, doppel-blinde
Dosisfindungsstudie fur den ETa-R-selektiven Blocker Avosentan (SPP301; Speedel,
Basel) bei 286 Patienten mit DN und Makroalbuminurie veroéffentlicht. Alle Patienten
waren zuvor und wahrend der Studie mit Standarddosierungen von ACE-Hemmern
oder AT-1 Blockern behandelt. Mit dieser add-on-Therapie konnte Uber 12 Wochen bei
allen Avosentan-Dosierungen (5, 10, 25 und 50 mg / Tag) signifikante Verringerungen
in der Albuminurie erzielt werden. Diese lagen im Mittel in der GréRenordnung von -
16,3% bis -29,9%. In der Placebo-behandelten Gruppe stieg die Albuminurie im
Vergleichszeitraum im Mittel um 35,5% an. Veranderungen der Kreatinin-Clearance und
des systolischen Blutdruckes wurden nicht beobachtet'. Diese Ergebnisse sind
vielversprechend und bilden die Grundlage fur eine geplante grof3e klinische Outcome-
Studie mit Avosentan bei Patienten mit DN. Sie weisen wiederum auf eine gewisse
doch vorhandene pathophysiologische Bedeutung des Endothelinsystems hin und
konterkarieren teilweise Studienergebnisse anderer Autoren (siehe oben).

Unsere Untersuchungen zeigen, dass der Verlauf und der Auspragungsgrad einer DN
im Rattenmodell in Gegenwart von ET-2-Uberexpression nicht aggraviert wird. Dies
bedeutet jedoch nicht automatisch eine fehlende ,Beteiligung“ des ET-Systems in der
Enstehung der DN, sondern kann auch durch eine kompliziertere Regulation von
Hormon und Rezeptor erklart werden. Zum einen kann man sich vorstellen, dass die

ET-2-Uberexpression zu einer balancierten Stimulation beider ET-Rezeporen fiihrt, die
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sich in ihrer Gesamtwirkung dann aufheben. Zum anderen scheint die mit dem Modell
versuchte Uberexpression des humanen ET-2 im Rattenmodell zur endogenen
Uberexpression von Ratten-ET-1 und sowohl des ETa- als auch ETg-Rezeptors zu
fuhren. Somit kann hier kein Nettoeffekt erzielt werden. Studien der pharmakologisch

selektiven ETa-Rezeptorblockade (u.a. auch Wenzel et al.'®)

bringen hingegen ein
Rezeptorgleichgewicht ,durcheinander® wund stellen einen vielversprechenden
Therapieansatz dar. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind im Einklang mit der
Beobachtung, dass die gemischte Endothelin-Rezeptorhemmung bei DN weniger
nephroprotektiv zu sein scheint als die selektive ETa-Rezeptorblockade.

Im Hinblick auf den spateren moglichen klinischen Einsatz wird die Frage von
besonderer Bedeutung sein, ob der gewahlte Weg der pharmakologischen ET-
Hemmung additiv zur RAS-Blockade (add-on) sein wird. Da die pathophysiologischen
Endstrecken ahnlich sind (gehemmte Vasokonstriktion) und das ET mit dem RAAS in
engem Zusammenhang steht, scheint eine kombinierte Blockade von ET-R und ACE
zunachst nicht unbedingt sinnvoll. So zeigten in vitro Versuche an Mesangialzellen,
dass Angiotensin Il und ET-1 ahnliche Effekte haben (Vasokonstriktion, Proliferation der
EZM, Fibronektin-/ Kollagensythesesteigerung, Zytokinfreisetung). Insofern ist eine
Therapie mit ACE-Inhibitoren (siehe oben) sowohl im Tiermodell als auch beim
Menschen durch verminderte ANG Il Bildung und Reduktion des glomerularen
Filtrationsdruckes wirksam. Proteinurie und Fibrose werden reduziert, Endothelinspiegel

werden dartiber hinaus reduziert®.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Fragestellung: Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselkrankheit mit weltweit
zunehmender Pravalenz. In Deutschland sind ca. 7-8 % der Erwachsenenbevodlkerung
betroffen, ca. ein Drittel entwickeln renale Manifestationen im Sinne einer diabetischen
Nephropathie. Die bisherigen Ergebnisse zur pathophysiologischen Bedeutung des
Endothelin-Systems flir die diabetische Nephropathie sind inkonsistent, teilweise sogar
widerspruchlich. In dieser Promotionsarbeit wird die Hypothese aufgestellt, dass eine
verstarkte renale Endothelin-Expression den Auspragungsgrad von diabetischer

Nephropathie verstarkt.

Methoden: Um die Hypothese zu prufen, wurde in einem Rattenmodell mit transgener
Uberexpression von humanem Endothelin-2 (h-endoET-2) eine diabetische
Stoffwechsellage mittels Streptozotozin-Injektion induziert und der Verlauf Uber
insgesamt 6 Monate beobachtet. Als Kontrolle bzw. Vergleichspunkt dienten
nichtdiabetische transgene Geschwistertiere und nichttransgene Tiere mit und ohne
Diabetesinduktion (insgesamt 4 Versuchsgruppen). Alle 4 Wochen wurden Blutzucker,
Plasmakreatinin, Plasmaharnstoff, 24 h-Albuminurie und 24 h-Proteinurie sowie
Kreatinin- und Harnstoffclearances berechnet bzw. gemessen. Nach 6 Monaten
Versuchsdauer wurde der systolische Blutdruck gemessen, die Tiere getotet und die
Nierengewichte bestimmt. Im Plasma und in glomerularen Kulturiberstanden wurden
die Endothelin-Konzentrationen per ELISA gemessen. Mittels Computer-gestutzter
Histomorphometrie wurde das glomerulare Volumen und der Glomerulosklerosegrad
erfasst. Aus den Nieren wurden die Glomeruli isoliert und glomerulare mRNA-
Expression von ET-1, ET-2, ET-Rezeptoren (A/B), Fibronektin, TGF-B und PAI-1
(quantitative PCR) und Proteinexpression von Fibronektin, TGF- und PAI-1 (ELISA)

bestimmt.

Ergebnisse: Die Zuordnung der Versuchstiere zu den 4 Gruppen entsprechend
diabetisch/  nichtdiabetisch  und  transgen/  nichttransgen = wurde  durch
Blutzuckerbestimmungen und renalen DNS-Nachweis von humanem Endothelin-2
bestatigt. Bei transgenen ET-2-Tieren dokumentierten erhohte ET-Konzentrationen im

Plasma und den glomerularen Kulturiberstanden die aktive Synthese des Transgens.
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Die Hyperglykamie fuhrte zu einer weiteren Erhéhung der ET-Plasmaspiegel ohne die
glomerulare ET-Produktion weiter zu verandern. Im Versuchsverlauf starben 12% der
diabetischen Wildtyp-Tiere und 55% der diabetischen ET-2-transgenen Tiere, ohne das
dieses auf eine renale Funktionseinschrankung zurlckflihrbar war. Der systolische
Blutdruck war in allen Gruppen vergleichbar und nicht signifikant unterschiedlich.

In den Wildtyp-Tieren fuhrte die diabetische Stoffwechsellage zu signifikanten
Anstiegen von Proteinurie, Albuminurie, Nierengewicht und glomerularem Volumen,
glomerularer Matrixakkumulation und  Fibronektinexpression sowie erhOhter
Harnstoffclearance als Zeichen der diabetischen Nephropathie. In den nicht-
diabetischen ET-2-transgenen Tieren fanden sich signifikante Anstiege von Proteinurie
und Albuminurie sowie leicht verstarkter glomerularer Hypertrophie und Sklerose. In
den diabetischen ET-2-transgenen Tieren fanden sich signifikante Erhéhungen von
Albuminurie, Nierengewicht, glomerularer Hypertrophie und Sklerose sowie der
Harnstoff-Clearance, jedoch ohne, dass diese in ihren Relationen Uber die
Veranderungen bei den diabetischen Wildtyp-Tieren hinausgingen. Die endogene
Ratten-ET-1-mRNA-Expression war bei den ET-2-transgenen nichtdiabetischen Tieren
signifikant erhoht. Signifikante Veranderungen der ET-Rezeptor-mRNA in Gegenwart

von Hyperglykdmie und/oder ET-2-Uberexpression wurden nicht beobachtet.

Schlussfolgerungen: Die Kombination von transgener Endothelin-2-Uberexpression
und Hyperglykamie fuhrt in diesem Tiermodell zu keiner verstarkten Auspragung von
diabetischer Nephropathie bei der Ratte. Unsere Ausgangshypothese konnte somit
nicht bestatigt werden. Der gewahlte Versuchsansatz gibt neue Einblicke in die Rolle
von Endothelin in der Pathogenese der diabetischen Nephropathie. Man kann
spekulieren, dass hier das Endothelinsystem im Vergleich zum Renin-Angiotensin-
System eine weniger bedeutsame Funktion einnimmt. Die Ergebnisse sind im Einklang
mit Untersuchungen, die darauf hinweisen, dass die selektive ETa-Rezeptorblockade

einer gemischten Endothelin-Rezeptorhemmung Uberlegen ist.
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