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ABSTRACTS

1. Abstract auf Deutsch

Hintergrund: Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt eine kritische Rolle bei der
Entwicklung und Progression von diabetischer Nephropathie und ist das Hauptziel der Therapie.
Bisher gibt jedoch nur wenige Informationen iiber die renale Verarbeitung des Renins im Urin bei

diabetischer Nephropathie.

Methoden: Wir untersuchten Renin im Urin von Patienten mit lange bestehendem Diabetes
mellitus Typ 1 und von Méusen mit Streptozotocin-induziertem Diabetes. Wir nutzen dazu
Infusionsexperimente mit humanem rekombinantem Renin (hrRenin) und Lysin, einem Blocker
der Proteinreabsorption im proximalen Tubulus, um zirkulatorisches Renin zu verfolgen und die
Rolle der proximal tubuldren Reabsorption zu untersuchen. Um herauszufinden, ob die Verteilung
von Reninlinienzellen bei chronischem Diabetes verdndert ist, generierten wir ein Renin-Reporter-

Mausmodell (Ren1d-Cre;mT/mG), bei dem Diabetes durch Streptozotocin induziert wurde.

Ergebnisse: Im Urin von Patienten mit Diabetes und diabetischer Nephropathie (n=36) war
aktives Renin im Vergleich zu Patienten mit Diabetes ohne Nephropathie (n=38) erhoht (3,2 vs.
1,3 pg/mg Kr; p<0,001). Bei diabetischen Médusen war Renin im Urin im Vergleich zu nicht-
diabetischen Kontrollen erhoht. In der Immunhistochemie zeigte sich in den Nieren von Mausen
mit Diabetes eine verminderte Renin-Anfirbung im juxtaglomeruldrem Apparat und im
proximalem Tubulus, wihrend sie in den Sammeltubuli verstirkt war. Die kombinierte Injektion
von hrRenin und Lysin fiihrte zu einer Erhohung von Renin im Urin, bei der kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen nicht-diabetischen und diabetischen Miusen nachzuweisen war
(1720£1151 vs. 24184994 pg/mg; p=0,368). Megalin mRNA war im Nierenkortex von
diabetischen Médusen verringert (0,70+0,09 vs. 1,01£0,04 in Kontrollen; p=0,01). Bei Renld-
Cre;mT/mG Mausen mit Diabetes ist die Verteilung von Reninlinienzellen &hnlich den nicht-
diabetischen Reportermdusen, sowohl im arteriellen GefdBBbaum (einschlieBlich der
juxtaglomeruldren Zellen) als auch in den proximalen und Sammeltubuli. Es zeigte sich also kein
Hinweis auf Migration von Reninlinienzellen bei diesem diabetischen Mausmodell. Renin mRNA
in mikrodissezierten Sammeltubuli wies zudem keine signifikanten Unterschiede zwischen

Kontroll- und diabetischen Méusen auf.



Fazit: In Patienten mit diabetischer Nephropathie und Mausen mit Streptozotocin-induziertem
Diabetes ist Renin im Urin erhoht. Der Ursprung dieser Erhohung ist weder auf die Migration von
Reninlinienzellen in die Nierentubuli noch auf die vermehrte Synthese von Renin aus tubuldren
Strukturen zuriickzufiihren. Die Erhohung von Renin im Urin bei diabetischer Nephropathie ist
am besten durch die verdnderte glomerulédre Filtration und gestorte Resorption gefilterten Renins

im proximalen Tubulus zu erkléren.



2. Abstract auf Englisch

Background: The renin-angiotensin-system (RAS) plays a critical role in the development and
progression of diabetic kidney disease (DKD) and is the main target for therapy. As of now there

is little information on the handling of urinary renin in DKD.

Methods: We sought to study urinary renin in patients with longstanding type 1 diabetes and mice
with streptozotocin-induced diabetes. We used infusion experiments with human recombinant
renin (hrRenin) and/or lysine, a blocker of proximal tubular reabsorption, to trace circulatory renin
and evaluate the role of proximal tubular reabsorption. We also generated a renin reporter mouse
model (Renld-Cre;mT/mG) with streptozotocin-induced diabetes to examine whether the

distribution of cells of the renin lineage was altered in a diabetic setting.

Results: In urines from people with type 1 diabetes and DKD (n=36), active renin was increased
compared to those without DKD (n=38) (3.2 vs. 1.3 pg/mg Cr; p<0.001). In diabetic mice, urinary
renin was increased compared to non-diabetic controls. By immunohistochemistry, in diabetic
mice, juxtaglomerular apparatus and proximal tubular renin staining were decreased while
collecting duct staining was increased. Injection of hrRenin together with lysine increased urinary
renin such that it was no longer significantly different between control and diabetic mice
(17201151 vs. 2418+994 pg/mg Cr, p=0.368). Megalin mRNA was reduced in the kidney cortex
of diabetic mice (0.704£0.09 vs. 1.01+£0.04 in controls, p=0.01)) consistent with impaired tubular
reabsorption. In diabetic Renld-Cre;mT/mG mice, the distribution of renin lineage cells was
similar to non—diabetic reporter mice in the arterial tree (including juxtaglomerular cells) and
proximal and collecting tubules. Thus, no evidence for migration of renin lineage cells in diabetic
mice could be found in this model. Renin mRNA in microdissected collecting tubules was not

significantly different between control and diabetic mice.

Conclusions: In humans with DKD and mice with streptozotocin-induced diabetes, urinary renin
is increased. The source of this increase cannot be attributed to migration of cells of the renin
lineage to the renal tubules or excessive secretion of renin by tubular structures. The increase of
urinary renin found in DKD is best attributed to altered glomerular filtration and impaired proximal

tubular reabsorption of filtered renin.



MANTELTEXT

1. Einleitung

Forschungsstand

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist einer der bedeutsamsten physiologischen Prozesse fiir
die Regulierung des Blutdrucks, des Salz- und Elektrolythaushalts und ist Hauptziel der
medikamentdsen Therapie bei kardiovaskuldren Erkrankungen [1]. Die erstmals vor iiber 50
Jahren beschriebene Aspartatprotease Renin ist das Schliisselenzym des Renin-Angiotensin-
Systems [2, 3]. In diesem System wird zirkulierendes Angiotensinogen mithilfe von Renin in
einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt unter Spaltung von 10 Aminosduren des N-
Terminus zu Angiotensin I hydrolisiert [3]. Aus Angiotensin I wird schlieBlich Angiotensin II
synthetisiert, welches den Blutdruck durch eine Vielzahl von Mechanismen wie Vasokonstriktion,
der Aktivierung des sympathischen Nervensystems, der Synthese von Aldosteron und
antinatriuretische Effekte moduliert [3]. Die meisten physiologischen Effekte des Renin-
Angiotensin-Systems werden iiber dem Angiotensin I[I-Rezeptor Typ 1 vermittelt. Die Freisetzung
von Renin wird hauptsdchlich durch den Nierenperfusionsdruck, dem Macula-Densa-
Mechanismus und sympathischen Nierennerven via beta-adrenergen Rezeptoren reguliert [3, 4].
Durch die Wirkung von Angiotensin Il kommt es zu Blutdruckverdanderungen in den glomerulédren
Arteriolen und Verdnderungen am Natriumchlorid-Gleichgewicht an der Macula densa, die
dadurch indirekt die Freisetzung von Renin hemmt [5]. Neben der Lokalisation in der Niere
wurden lokale Renin-Angiotensin-Systeme auch im Gehirn, Herz, Gefia3en und den Nebennieren
gefunden [1, 6, 7]. Renin wird zundchst in Form von Préd-Prorenin synthetisiert und nach
Abspaltung der C-terminalen Signal-Sequenz zu Prorenin. SchlieBlich wird durch die Abspaltung
des N-terminalen Pro-Segments aktives Renin produziert [3].

Patienten mit Diabetes mellitus weisen besondere Merkmale hinsichtlich des Renin-Angiotensin-
Systems auf: Im Vergleich zu Patienten ohne Diabetes haben Patienten mit Diabetes eine
erniedrigte Plasmakonzentration von Renin, eine verstarkte Antwort auf RAS-Inhibitoren und eine
erhohte Konzentration von Renin im Urin [8, 9, 10]. Es wird angenommen, dass das Renin-
Angiotensin-System bei diabetischer Nephropathie hochreguliert und iiberaktiv ist und wesentlich
zur Pathologie beitragt [11, 12, 13]. Es wird vermutet, dass diese erhdhte Aktivierung des Renin-
Angiotensin-System durch eine Erhohung unterschiedlicher RAS-Komponenten im Urin

widergespiegelt wird, insbesondere durch Renin im Urin [10, 14].



Die paradoxe Erniedrigung der Plasma-Renin-Aktivitidt bei gleichzeitig iiberaktivem Renin-
Angiotensin-System bei Patienten mit Diabetes wird auch als Renin-Paradox bezeichnet [8]. Die
Hochregulierung des intrarenalen Renin-Angiotensin-Systems erklirt dabei die hohe Wirksamkeit
von RAS-Inhibitoren bei der Verlangsamung des Fortschreitens von Niereninsuffizienz bei
Patienten mit Diabetes trotz niedriger Plasma-Renin-Aktivitit [8]. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es
jedoch nur wenige Informationen tiber die Rolle von im Urin gemessenem Renin bei Patienten mit
Diabetes mellitus. Van den Heuvel et al. [10] zeigten eindriicklich eine Erh6hung von Renin im
Urin von Patienten mit Diabetes mellitus tiberwiegend vom Typ 2. Aktuell liegen jedoch kaum
Informationen zur Rolle von Renin im Urin bei Patienten mit Diabetes vom Typ 1 vor.
Insbesondere der Aspekt von langjéhriger Krankheit mit und ohne renale Komplikationen wurde
bisher noch nicht in dem Zusammenhang beleuchtet.

Es stellt sich nun die Frage, warum die Konzentration von zirkulierendem Renin im Plasma trotz
hoher Aktivitit des Renin-Angiotensin-Systems verringert ist. Renin wird unter physiologischen
Bedingungen primir in den Zellen des juxtaglomeruldren Apparates synthetisiert [15]. Bei diesen
Zellen handelt es sich um kubische, epithelartige Zellen, die sich in der Mediaschicht der
afferenten Arteriolen am Eingang des glomeruldren Kapillarnetzes befinden [16]. Bereits im Jahre
1982 wurde Renin auch im proximalen Tubulus und Sammelrohr beschrieben [17]. Es ist zudem
bekannt, dass die Konzentration von Prorenin im Plasma von Patienten mit Diabetes erhoht ist
[18]. Kang et al. zeigen, dass zumindest in-vitro die Synthese von Prorenin in den Hauptzellen des
Sammelrohrs eine Rolle spielen konnte [11]. Anders als die Synthese von Renin im
juxtaglomeruldrem Apparat, das durch Angiotensin II inhibiert wird, wird die Synthese in den
Hauptzellen des Sammelrohres durch Angiotensin II stimuliert [11]. Vor einigen Jahren wurde
schlieBlich der (Pro)renin-Rezeptor entdeckt, ein multifunktionelles Protein, das in verschiedenen
Organen exprimiert wird [19]. In der Niere ist der (Pro)renin-Rezeptor im Sammelrohr am
stiarksten exprimiert, sowohl in den Hauptzellen als auch den Schaltzellen [20]. Der (Pro)renin-
Rezeptor weist eine Bindungspezifitit mit Renin und Prorenin auf und ermdglicht dem
normalerweise  inaktivem  Prorenin ohne  proteolytische  Spaltung durch einen
Konformationswechsel aktiv zu werden und Angiotensinogen zu spalten [19]. Seitdem wurden
weitere Effekte einer Prorenin-(Pro)renin-Rezeptor-Interaktion postuliert, unter anderem am
Glucose- und Lipidstoffwechsel, an der Wasser- und Natriumresorption und Fibrose [20].

Diese Erkenntnisse legen somit zwei Dinge nahe: dass die erhohte Plasma-Prorenin-Konzentration
bei Diabetes-Patienten aus der Synthese im Sammelrohr stammen konnte und dass Prorenin auch

funktionell von Bedeutung sein kann [11].



Bei weiterer Betrachtung kommen bei diesem Konzept jedoch einige Probleme und
unbeantwortete Fragen auf: Zunichst einmal ist normalerweise die Konzentration von Prorenin im
Urin verschwindend gering [10]. Dies, zusammen mit der niedrigen Bindungsaffinitit von
Prorenin an den Prorenin-Rezeptor, scheint dessen tatsédchliche Bedeutung in vivo zu relativieren
[21].

Zweitens wird die Rolle der Filtration von Renin durch den Glomerulus und dessen Resorption im
proximalen Tubulus komplett auler Acht gelassen: Renin ist mit einem Molekulargewicht von 48
kDa klein genug um die glomeruldre Filtrationsbarriere zu passieren und wird anschlieBend im
proximalen Tubulus in hohem MafBle (>95%) resorbiert [22]. Diese Erkenntnisse sind vereinbar
mit einer Studie aus den 80er Jahren, die zeigt, dass die Konzentration von Renin im Urin stark
ansteigt, wenn die Resorption im proximalen Tubulus durch die basische Aminosdure Lysin
inhibiert wird [23]. Seitdem wurde der Resorptionsmechanismus im proximalen Tubulus ndher
erforscht und ein Megalin-abhidngiger endozytotischer Prozess demonstriert [24]. Bei Megalin
handelt es sich um ein Protein der Low-Density Lipoprotein (LDL) Rezeptorfamilie, das in
Epithelzellen einer Vielzahl von Geweben exprimiert wird und als Scavenger-Rezeptor fungiert
[25]. Als solcher ist Megalin maligeblich an der tubuldren Resorption von einer Vielzahl von
gefilterten Liganden verantwortlich.

Um das Renin-Paradox in besserem Umfang zu verstehen, miissen drei Punkte in einem Diabetes-
Kontext ndher beleuchtet werden: die Rolle der glomeruldren Filtrationsbarriere, die Rolle der
Resorption von filtriertem Renin und die lokale Synthese und Sekretion von (Pro)renin aus
Tubuluszellen. Zu letzterem Punkt ist eine ndhere Betrachtung von Renin-produzierenden Zellen
in der Niere notwendig: Im Laufe der Nephrogenese findet die Synthese von Renin zunéchst in
den groBeren intrarenalen Arterien statt und beschrankt im Laufe der Entwicklung zunehmend auf
kleinere Arteriolen bis sie schlieflich im Erwachsenenalter ausschlieBlich in den
juxtaglomeruldren Zellen lokalisiert ist [16]. Die einst Renin-produzierenden Zellen differenzieren
sich im Laufe der Entwicklung in andere Zelltypen wie glatte Muskel- und Mesangialzellen mit
der sie die Expression von Renin verlieren [16]. Interessanterweise konnen Zellen, die die
Expression von Renin ausgeschaltet haben, diese in Situationen, in denen temporédr mehr Renin
erforderlich ist, wieder reaktivieren [26]. Zellen, die die Fahigkeit zur Reninbildung besitzen oder
in einer fritheren Entwicklungsstufe besallen, stammen aus der Reninlinie und werden im
Folgenden als Reninlinienzellen bezeichnet. Es stellt sich nun die Frage, welchen Einfluss
Diabetes auf Reninlinienzellen ausiiben und ob es bei Diabetes zu einer vermehrten Rekrutierung
von Reninlinienzellen entlang des Nephrons kommt, die fiir die erhohten Reninwerte im Harn

verantwortlich sein konnten.



Fragestellung

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war es, den Ursprung des im Urin nachgewiesenen Renins bei
Patienten mit Typ 1 Diabetes mellitus mit und ohne diabetische Nephropathie sowie im
Mausmodell mit Streptozotocin-induziertem Diabetes zu ermitteln. Unsere Hypothese war, dass
Renin im Urin bei diabetischer Nephropathie durch einen oder mehrere der folgenden Faktoren
erhoht ist: Vermehrte Filtration aufgrund einer geschidigten Filtrationsbarriere, verminderte
Resorption im proximalen Tubulus oder erhohte Produktion und Sekretion von Renin durch
tubuldre Segmente, wobei besonders die Sammelrohre von Interesse sind. Die Rolle der
Resorption im proximalen Tubulus und die tubuldre Synthese wurden anhand von
Injektionsexperimenten mit rekombinantem humanem Renin und Lysin, einem Hemmer der
Reabsorption im proximalen Tubulus, erforscht. AuBBerdem generierten wir ein Renin-Reporter-
Mausmodell (Renld-Cre;mT/mG), bei dem Diabetes induziert wurde, um die Verteilung von

Reninlinienzellen in einem diabetischen Setting zu beleuchten.

2. Vertiefte Darstellung der Methodik

Patientenkohorte

Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1, die im Diabetes-Zentrum der Universitidt von Washington
in Behandlung waren, wurden nach Aufkldrung und Einwilligung in das Kidney Research Institute
Diabetic Kidney Disease Repository der Universitidt von Washington eingeschrieben. Diabetische
Nephropathie wurde hierbei wie folgt definiert: Entweder lag A) ein Albumin-Kreatinin-Quotient
von >300 mg/g im Urin vor, ungeachtet der glomeruldren Filtrationsrate, oder B) es lag ein
Albumin-Kreatinin-Quotient von >30 mg/g vor mit einer geschitzten glomeruldren Fitrationsrate
(eGFR) von <60 ml/min/1,73m? [27]. Um eine gute Abgrenzung zu erreichen, wurden Patienten
mit lang bestehendem Diabetes ohne Nephropathie als jene mit einer Erkrankungsdauer von >25
Jahren, eGFR >90 ml/min/1,73m? und Albumin-Kreatinin-Quotient <30 mg/g definiert [27].
Demografische und klinische Daten (Alter, Ethnizitit, Geschlecht, Diabetes-Erkrankungsdauer,
HbAlc-Wert und RAS-Inhibitoreinnahme) wurden aus der elektronischen Datendokumentation
erfasst. Dabei wurde der HbAlc-Wert verwendet, der dem Zeitpunkt der Urinprobensammlung
am nichsten war. Die glomerulére Filtrationsrate wurde anhand des Serumkreatinins mit der CKD-
EPI-Formel berechnet. Mittelstrahlurin wurde gesammelt und bei 4°C aufbewahrt. Die Nutzung

von menschlichen Urinproben und Daten wurde von dem Institutional Review Board der



Universitdt von Washington bewilligt. Fiir unsere Studien wurden die Urinproben bei 4700G fiir
15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt, aliquotiert und bei -80°C
aufbewahrt. Die mittlere Zeit von Probensammlung bis zur Aufbewahrung bei -80°C betrug 5,7

Stunden (Standardabweichung 2,0 Stunden) [27].

Quantitative Proteinmessung von Patientenurinproben

Albumin und Kreatinin wurden mittels einem immunturbidimetrischen Assay und modifizierter
Jaffé-Reaktion mit einem DXC 600 Clinical Chemistry Analyzer (Beckman Coulter, Indianapolis,
USA) gemessen. Aktives Renin wurde mittels quantitativem Festphasen-Sandwich-ELISA der
Firma DRG Instruments (Marburg) mit einer minimalen Nachweisgrenze von 0,8 pg/ml und
0,69% Kreuzreaktivitidt mit Prorenin gemessen. Vor der Messung von aktivem Renin, wurde jede
Probe mit Spin-X 5 kD Zentrifugatoren 6-fach konzentriert. Die Koeffizienten fiir Intra- und
Interassay-Varianz betrugen jeweils 4,9% und 12,7% fiir aktives Renin in menschlichen
Urinproben [27]. Es wurden interne Kontrollen verwendet (jeweils fiir hohe und niedrige
Reninwerte), um eine konstante Interassay-Leistung gewihrleisten zu konnen. Zusétzlich wurden
ELISA-Daten fiir aktives Renin im Urin mit Daten aus der Literatur verglichen. Das geometrische
Mittel (Quartilsabstand in Klammern angegeben) fiir alle getesteten Urinproben mit
nachweisbarem aktiven Renin betrug 1,64 (0,14-17,2) pg/ml (n=65) in unserer Studie [27]. Dies
entsprach den Werten, die in der Literatur mit einem anderen Verfahren (Enzymkinetik-Assay:
EKA) bei 43 Urinproben von Patienten, die hauptséchlich Diabetes mellitus Typ 2 hatten, berichtet
wurden (1,46 (0,13-157) pg/ml) [10].

Zuséatzlich wurde gesamtes Renin mittels quantitativem Festphasen-Sandwich-Enzyme-Linked-
Immunosorbent-Assay (ELISA) der Firma R&D Systems (Minneapolis, Minnesota, USA) mit
einer Sensitivitit von 14,8 pg/ml gemessen. Nach Herstellerangaben erkennt dieses Assay
humanes rekombinantes Prorenin und Renin. Das Kit fiir gesamtes Renin wurde vom Hersteller
spezifisch fiir menschliche Urinproben getestet.

Wir versuchten aullerdem Prorenin im Urin mittels quantitativem Festphasen-Sandwich-ELISA
der Firma Molecular Innovations (Novi, Michigan, USA) mit einer minimalen Nachweisgrenze
von 0,016 ng/ml zu messen. Dieses Assay war laut Herstellerangaben spezifisch fiir Prorenin ohne
nachweisbare Kreuzreaktivitdt mit humanem, Maus- oder Ratten-Renin. Da in unseren Proben die
Messwerte schlecht reproduzierbar waren (Interassay-Varianz = 69,5%, n=47), stellen wir die
Ergebnisse des humanen Prorenin Assays im Folgenden nicht dar, da wir sie als fragwiirdig

betrachteten [27].
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Versuchstiere

Fiir die Urinproteinmessungen, Immunhistochemie, RT-PCR-Analysen und Mikrodissektionen
der Nieren, sowie Injektionsexperimente mit Renin und Lysin wurden weibliche FVB-Mause
genutzt. Die FVB-Mause wurden von Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen.

Fir die Immunfluoreszenzstudien wurden weibliche und méannliche Renld-Cre;mT/mG Maiuse
genutzt. Das Renld-Cre;mT/mG ist ein zweifach transgenes Reportermausmodell, das Cre-
Rekombinase aus dem endogenen Renin-Locus (Renld) und die mT/mG-Kassette aus dem
Rosa26-Locus exprimiert [26]. Mithilfe der beiden Reportergene Membrane-Targeted Fluorescent
Tomato Protein (mT, rot) und Membrane-Directed Enhanced Green Fluorescent Protein (GFP;
mG) wurden Zellen der Reninlinie in den Nieren von diabetischen und nicht-diabetischen Mausen
verfolgt. Wahrend mT vor Rekombination exprimiert wird, wird mG nur nach Cre-Expression und
Rekombination exprimiert. Da die Genexpression aus dem Rosa26-Locus ubiquitér ist und der
Genschalter stabil in die Nachkommenszellen weitergegeben wird, sind nur Reninlinienzellen
griin (mG-positiv), wihrend alle nicht-Reninlinienzellen mT-positiv verbleiben (rot). Dieses
Reportermausmodell wurde wie zuvor beschrieben entwickelt [28, 29]. In unserer Studie wurde
dieses Mausmodell mit Streptozotocin behandelt und 11-12 Wochen nach der letzten Injektion
untersucht [27]. Die Tiere waren im Center for Comparative Medicine der Northwestern
Universitdt, Feinberg School of Medicine untergebracht. Die Versorgung der Tiere und
Prozeduren wurden vom Institutional Animal Care and Use Committee der Northwestern
Universitét bewilligt, entsprechend der National Institute of Health (NIH) Leitlinien fiir die Pflege
und Nutzung von Labortieren, sowie den institutionellen, staatlichen und féderalen Leitlinien. Die

Gesamtzahl der in die Studien aufgenommenen Versuchstiere betrug 126 [27].

Induktion von Diabetes mit Streptozotocin

Streptozotocin (STZ, 150 mg/kg, Sigma Chemical, St. Louis, Missouri, USA) wurde in einer
Natriumcitrat-Pufferlosung mit pH 4,5 geldst und einer Mausgruppe verabreicht. Die andere
Mausgruppe (nicht-diabetische Kontrollen) erhielt die alleinige Natriumcitrat-Pufferlosung mit
pH 4,5 (Vehikel). Die Verabreichung erfolgte an weiblichen FVB-Méusen sowie an weiblichen
und méannlichen Renld-Cre;mT/mG-Médusen mittels zwei intraperitonealen Injektionen [27].
Spontanurin von FVB-Méusen wurde 8 sowie 20 Wochen nach der zweiten Streptozotocin- bzw.

Vehikel-Injektion gesammelt und bei -80°C gelagert [27].
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Injektionen mit humanem rekombinantem Renin und Lysin

Humanes rekombinantes Renin (hrRenin, Molecular Innovations, Novi, Michigan, USA) wurde
in einer Dosis von 0,5 pg/g Korpergewicht als einmaliger intravendser Bolus weiblichen FVB-
Mausen injiziert [27]. Um die Rolle der Reninabsorption in den proximalen Tubuli zu untersuchen,
wurde Lysin, ein Hemmer der Resorption im proximalen Tubulus [30], in einer Dosierung von 0,4
mg/g Korpergewicht in Kombination mit und ohne humanem Renin injiziert. Urin wurde
unmittelbar vor Injektion (Ausgangswert) und innerhalb der ersten 3 Stunden nach Injektion
gesammelt. Die zeitliche Abfolge der Experimente gestaltete sich wie folgt: die Méause wurden
zundchst gewogen; dann wurde der Ausgangswert-Urin gesammelt; 5-10 Minuten nach
Urinabgang wurde den Maiausen humanes Renin, Lysin oder beides anhand einer einzelnen
intravendsen Injektion (0,2 ml) verabreicht; unmittelbar nach Injektion wurden die Méuse zur
Urinsammlung fiir 3 Stunden in Urinsammelkéfige mit Zugang zu Wasser und Nahrung platziert

(Abbildung 1) [27].

Abbildung 1. Studiendesign der Injektionsexperimente von diabetischen und nicht-diabetischen
FVB-Miusen mit humanem rekombinantem Renin, Lysin oder beidem. STZ: Streptozotocin,

hrRenin: humanes rekombinantes Renin.
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l Urinsammlung (Ausgangswerti i ! } }

Urinsammlung

v

Urinsammlung (Ausgangswert ) l

AR AR SN, AR

3 Stunden

Kontrollen (n=26) Injektion mit

- hrRenin (n=12)

- Lysin (n=7)

- hrRenin+Lysin (n=7)

Quantitative Proteinmessung von Miuseurinproben
Angiotensin I und Angiotensin Il wurden durch Fliissigchromatographie mit

Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS), wie zuvor beschrieben, extrahiert und gemessen
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[31]. Aktives humanes Renin wurde mittels quantitativem Festphasen-Sandwich-ELISA der Firma
DRG Instruments (Marburg) gemessen. Gesamtes Mausrenin wurde mittels quantitativem
Festphasen-Sandwich-ELISA der Firma RayBiotech (Norcross, Georgia, USA) mit einer unteren
Nachweisgrenze von 6 pg/ml gemessen. Albumin wurde durch quantitatives Festphasen-
Sandwich-ELISA (Albuwell M, Exocell, Philadelphia, Pennsylvania, USA) bestimmt. Kreatinin
wurde mit der Jaffé-Methode bestimmt (Creatinine Companion, Exocell, Philadelphia,

Pennsylvania, USA) [27].

Immunhistochemie

Paraffinblécke wurden in 4 pm dicke Schnitte geschnitten, mit Xylol entparaffiniert und mit einer
Alkoholverdiinnungsreihe rehydriert. Die Antigenbergung erfolgte durch Kochen in
Demaskierungslosung (DAKO) bei 120°C im Schnellkochtopf. Die endogene Peroxidase-
Aktivitdt wurde mit 3%igem Wasserstoffperoxid gehemmt. Die Schnitte wurden iiber Nacht bei
4°C mit einem polyklonalen Kaninchen anti-Maus Renin-Antikérper (1:500) inkubiert, gewaschen
und anschlieBend mit einem Peroxidase-konjungierten sekundiren Antikorper (DAKO) inkubiert.
Nach der Inkubation mit dem 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)-Chromogen, wurden die Schnitte mit
Héamatoxylin gegengeféarbt, dehydriert, mit Permount-Eindeckmedium eingedeckt (Fisher
Scientific) und Deckglédser aufgebracht. Die Objekttrager wurden unter einem Zeiss-Mikroskop
betrachtet. Zur Evaluierung der Renin-Proteinexpression in den Nieren von Streptozotocin-
behandelten Maiausen und Vehikel-Kontrollmédusen (n=9 in jeder Gruppe) wurde -eine
semiquantitative Analyse der Immunoperoxidase-gefarbten Nierenschnitte durchgefiihrt [27].
Zwei geblindete Beobachter evaluierten die Reninfarbung im juxtaglomeruldaren Apparat (JGA)
und Sammelrohren, drei geblindete Beobachter die in den proximalen Tubuli. Der prozentuale
Anteil der JGA mit sichtbarer Reninfarbung, die Anzahl der Sammelrohre mit Reninfarbung und
die Intensitdt der Reninfarbung in den proximalen Tubuli wurden in zufdlligen Sichtfeldern (5
Sichtfelder pro Nierenschnitt) evaluiert. Der prozentuelle Anteil von Renin-positiven JGA (JGA-
Index) wurde wie folgt berechnet: Zahl der Renin-positiven JGA in allen Schnitten x 100 /
(Gesamtzahl der beobachteten Glomeruli) [32]. Alle Schnitte wurden Beobachter-geblindet in 20-
facher Vergroferung untersucht und nur JGA mit einer klassischen runden Form wurden in die

Evaluation herangezogen [27].

Immunfluoreszenz
Kryostatschnitte von 7 um wurden aus gefrorenen Blocken von Ren1d-Cre;mT/mG Maiusenieren

geschnitten und anschlieBend einer Immunféarbung fiir Renin und Aquaporin 2 (AQP2) ausgesetzt
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(1:200, Santa Cruz Biotechnology). Die Nierenschnitte von Kontroll- und diabetischen Méusen
(n=5 in jeder Gruppe) wurden auf das Vorliegen von GFP in den Epithelzellen der Sammelrohre
mithilfe der Kolokalisation mit AQP2-Immunfluoreszenz gepriift. Die Nierenschnitte wurden fiir
exemplarische Ausschnitte mit einem Weitfeldmikroskop (Nikon) und fiir die GroB3bildanalyse
mit einem Konfokal-Lasermikroskop (Nikon) dargestellt. Zur Quantifizierung und Analyse der
Kolokalisation zwischen GFP und AQP2 wurde mithilfe des Bildverarbeitungeprogramms Fiji
(ImageJ) der Pearson-Korrelationskoeffizient berechnet. Desweiteren wurde mithilfe von Fiji
anhand von GroBbildern die Berechnung der Kolokalisierungsfliche von GFP und AQP2 pro
Gesamtfliche des Nierenschnitts durchgefiihrt. Zusétzlich wurden die Nierenschnitte mittels
semiquantitativer Analyse durch zwei geblindete Beobachter auf das Vorhandensein von GFP+
Zellen im Bereich der parietalen Epithelzellen sowie im Kapillarnetz des Glomerulus in Kontroll-

und diabetischen Ren1d-Cre;mT/mG untersucht und prozentuell dargestellt [27].

Mikrodissektion von Tubulussegmenten

Die Streptozotocin-behandelten Miuse und Kontrollen wurden mit einer Uberdosis an Euthasol
(390 mg Pentobarbitol-Na und 50 mg Phenytoin-Na pro ml) euthanasiert. Beide Nieren wurden
rasch entfernt und in eine eisgekiihlte HEPES-Losung gelegt. Nach der Entfernung von
Nierenkapsel und —becken, wurden die Nieren in 1-2 mm dicke Léngsschnitte geschnitten. Drei
bis vier Schnitte konnten dadurch aus jeder Niere gewonnen werden. Fiir die Priparierung der
Tubuli, wurden 1-2 mm dicke Schnitte der entsprechenden Region unter einem Stereomikroskop
freigelegt und in eine vorgewarmte Verdauungslosung gelegt. Kortikales und duBBeres medulléres
Gewebe wurde anschlieBend in einer Verdauungslosung aus 4 ml MEM (GibcoBRL), SmM
Glycin, 6 mg/ml Trypsininhibitor Typ II-S (Sigma T-9128) und 250 g/ml Kollagenase (Sigma C-
9891), bei pH 7,4 und 37°C in einem Wasserbad fiir 25 Minuten inkubiert. Wenn das Medium bei
leichtem Schiitteln triib wurde, wurde die Verdauung gestoppt, indem die Tubuli auf Eis verlegt,
der Uberstand entfernt und mit 4 ml eisgekiihlter 1% BSA-HEPES-Losung ersetzt wurde. Die
BSA-HEPES-Losung wurde nach 10 Minuten anschlieBend durch eine eisgekiihlte HEPES-
Losung ersetzt und die Tubuli wurden bis zur Nutzung auf Eis gelagert. Nachdem 0,5 ml der
Tubulus-Suspension mit 10 ml eisgekiihlter HEPES-Losung verdiinnt wurde, wurden die isolierten
Tubuli wurden bei 4°C unter einem Stereomikroskop selektiert. Die einzelnen Tubulussegmente
wurden anhand ihres Aussehens und Topologie identifiziert. Fiir die proximalen Tubulussegmente
wurde S1 als proximaler Tubulus, das direkt vom Glomerulus abgeht, S2 als gerader Teil im
medulldren Strahl und S3 als proximaler Tubulus in der &duBleren Medulla identifiziert. Die

kortikalen Sammelrohre wurden aus den medulldren Strahlen des Kortex disseziert. Ungefahr 100
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proximale Tubulussegmente und 30 kortikale Sammelrohrsegmente wurden aus jeder Mausniere

disseziert [27].

Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Die gesamte RNA aus Nierenkortexgewebe wurde mit dem Trizol-Reagenz (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Massachussetts, USA) gewonnen. Konstante Mengen von 1 pg extrahierter
Nierenkortex-RNA als auch die gesamte RNA, die aus den mikrodissezierten Tubuli gewonnen
wurde (mit dem Arcuturus PicoPure RNA Kit von Applied Biosystems) wurden mit Reverse-
Transkription in komplementdre DNA (cDNA) umgewandelt. Die Synthese von cDNA wurde mit
dem Reverse-Transkriptions-Kit auf einem GenAmp PCR-System 9700 (beides von Thermo
Fischer Scientific) mit Standardzyklusparametern durchgefiihrt. Die quantitative PCR-Analyse
erfolgte auf einer 96-Wellplatte mit einem Step One Plus PCR System (Thermo Fischer Scientific).
GAPDH wurde als interne Kontrolle fiir die Normalisierung verwendet. Jede Reaktion erfolgte in
Duplikaten. Es wurden Primer-Sequenzen fiir Megalin, Mannose-6-Phosphat und Renin

verwendet [27].

Statistische Analyse

Die Normalitdtspriifung erfolgte mit dem Shapiro-Wilk-Test. Normalverteilte Daten wurden als
arithmetisches Mittel + Standardfehler beschrieben. Nicht-normalverteilte Daten wurden als
Median und Quartilsabstand beschrieben. Differenzen zwischen zwei Gruppen wurden bei
normaler Verteilung mit einem zweiseitigen T-Test, und bei nicht-normaler Verteilung mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test berechnet. Um die Korrelation zweier Variablen zu
analysieren, wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient fiir normalverteilte Daten und der
Spearman-Korrelationskoeffizient fiir nicht-normalverteilte Daten berechnet. Die Analyse von
Kontingenztafeln erfolgte anhand des exakten Fisher-Tests (Chi-Quadrat-Test). Das
Zusammenspiel zwischen zwei unabhédngigen Variablen wurde mit einer zweifachen ANOVA
bestimmt. Die statistische Signifikanzgrenze wurde als p-Wert <0,05 gesetzt. IBM SPSS (Version

25) und GraphPad Prism (Version 8) wurden als statistische Analysesoftwares herangezogen [27].
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3. Wesentliche Ergebnisse

Um Konzentrationsabweichungen zwischen Urinproben zu normalisieren, wurden alle Urinwerte

in Relation zu den jeweilig gemessenen Kreatininwerten gesetzt.

Renin im Urin bei Patienten mit und ohne diabetische Nephropathie

Zunichst wurden die Reninwerte im Urin von Patienten mit und ohne diabetische Nephropathie
gemessen. Die Konzentrationen von aktivem Renin im Urin waren bei Patienten mit diabetischer
Nephropathie (n=36) signifikant héher als bei Patienten mit lang bestehendem Diabetes ohne
Nephropathie (n=38) (3,2 (2,1; 9,5) vs. 1,3 (0,5; 2,8) pg/mg Kreatinin; p<0,001) [27].

Endogenes Renin im Urin und Plasma von Streptozotocin-behandelten Miusen

Als nichstes wurde Renin im Urin und Plasma von Versuchsméausen mit und ohne Streptozotocin-
induziertem Diabetes gemessen. Es zeigte sich 8 Wochen nach der letzten Streptozotocin-Injektion
eine signifikante Erhhung fiir Renin im Urin von Streptozotocin-behandelten Mausen (n=15) im
Vergleich zu Kontrollméusen (n=8) (455106 vs. 113+£27 pg/ mg Kreatinin; p=0,005) [27]. Diese
Erhohung war mit fortschreitender Krankheitsdauer umso stirker (20 Wochen post-
Streptozotocin: 549+15 vs. 1576 mg/dl; p<0,01) [27].

Aufgrund einer ungeniigenden Menge an vorhandenem Blutplasma wurde beschlossen, die
Plasma-Renin-Aktivitdt auf indirektem Wege zu bestimmen, anhand eines Verfahrens, was von
Domenig et al. beschrieben wurde [33]. Bei diesem Verfahren dient die Summe von durch LC-
MS/MS gemessenes Angiotensin I und II als als Surrogatmarker fiir die Plasma-Renin-Aktivitét.
Die errechnete Plasma-Renin-Aktivitdt aus der Summe von Plasma-Angiotensin I und II war bei
Streptozotocin-injizierten Mausen niedriger als in Kontrollméusen, jedoch war dieser Unterschied

nicht statistisch signifikant (83+£52 vs. 267179 pg/ml; p=0,230) [27].

Die Wirkung von Lysin-Injektionen auf endogenes Renin im Urin

Nicht-diabetische Méuse:

Renin im Urin war bei Mausen, die mit Lysin injiziert wurden (n=7) mehr als 100-fach erh6ht im
Vergleich zu Méausen, die nicht mit Lysin injiziert wurden (n=8) (8950+£2337 vs. 64+19 pg/mg
Kreatinin; p=0,001) [27]. Diese Daten zeigen, dass Lysin durch die Blockade der proximalen

tubuldren Resorption, zu einer massiven Erhohung der Reninausscheidung im Urin fiihrt.
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Diabetische Méuse:

Renin im Urin von Lysin-injizierten Méusen (n=8) war im Vergleich zu nicht-injizierten Mausen
(n=15) ca. 10-fach erhoht (11372+4126 vs. 1093+£319 pg/mg Kreatinin; p<0,001) [27]. Der
relative Anstieg von Renin ist nach Lysin-Injektion bei nicht-diabetischen Mausen hoher als bei
diabetischen Méusen (=100-facher vs. =10-facher Anstieg). Dies deutet auf eine reduzierte
Resorption von Renin bei diabetischen Méusen hin, was durch folgende Betrachtung nochmals
veranschaulicht wird:

Vergleicht man Renin im Urin von diabetischen mit nicht-diabetischen Mausen ohne jegliche
Resorptionsblockade durch Lysin, so ist Renin bei diabetischen Méusen signifikant héher als bei
nicht-diabetischen Mausen (1093+319 vs. 64+19 pg/mg Kreatinin; p<0,001), wéahrend bei Lysin-
injizierten Méusen der Anstieg von Renin im Urin von diabetischen Mdusen im Vergleich zu nicht-
diabetischen Méusen keinen statistisch signifikanten Unterschied mehr aufweist (11372+4126 vs.

895042337 pg/mg/ Kreatinin; p= 0,908) [27].

Exogenes Renin im Urin nach Injektion mit rekombinantem humanem Renin und Lysin
Um diesen Zusammenhang ohne den potentiellen Storfaktor einer tubuldren Reninsynthese zu
erortern, wurde rekombinantes humanes Renin diabetischen und nicht-diabetischen Méiusen
verabreicht. Das hierbei im Urin gemessene humane Renin liefert einen Schitzwert fiir das renal
verarbeitete exogen-applizierte Renin und schliefit die tubuldre Synthese von endogenem Renin
als Quelle aus.

Humanes Renin war im Urin von diabetischen Médusen um ein ca. 25-faches hoéher als bei nicht-
diabetischen Méusen (779+625 vs. 3011 pg/mg Kreatinin; p=0,032) [27]. Es steht also fest, dass
humanes Renin gefiltert werden kann, aber nicht, in welchem Ausmal} die Resorption eine Rolle
spielt. Um diesen Faktor zu erortern, wurde Lysin zusammen mit humanem Renin injiziert. Bei
nicht-diabetischen Mausen stieg humanes Renin mit Lysin im Vergleich zu ohne Lysin um das ca.
60-fache an (17201151 vs. 3011 pg/mg Kreatinin; p=0,001), wéhrend bei diabetischen Méusen
humanes Renin nur um ca. das 3-fache anstieg und keine statistische Signifikanz erreichte
(24184994 vs. 7794625 pg/mg Kreatinin; p=0,05) [27]. Zudem zeigte sich bei Lysin-Injektion
zwischen diabetischen und nicht-diabetischen Mausen kein statistisch signifikanter Unterschied
im humanen Renin (23184994 vs. 1720+1151 pg/mg Kreatinin; p=0,368) [27], die Werte sind also
vergleichbar hoch. Diese Daten belegen eine gestdrte Resorption von Renin im proximalen

Tubulus bei diabetischen Méusen.
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Renin-Immunfirbung von Miusenieren

Zur Darstellung der genauen Lokalisation des Renin-Proteins innerhalb des Nephrons wurden
mithilfe von immunhistochemischen Férbungen die Nieren von diabetischen und nicht-
diabetischen M#usen untersucht. Ubereinstimmend mit den Befunden von Kang et al. [11] fanden
wir, verglichen mit nicht-diabetischen Mausen, in den Nieren von diabetischen Méusen eine
schwichere Reninfarbung im juxtaglomeruldren Apparat und eine stirkere Férbung in den
Sammelrohrzellen [27]. Zusitzlich beobachteten wir eine Anfarbung entlang des Biirstensaums
der proximalen Tubuli, die bei diabetischen Mausen signifikant weniger ausgepragt war als bei
nicht-diabetischen Méausen (0,59+0,08 vs. 1,09+0,09 mittlere Intensitét/Flache; p=0,0012) [27].
Die geringere Anfarbung der proximalen Tubuli bei diabetischen Méusen ist konform mit einer

dortigen Resorptionsstérung.

Megalin-mRNA im Kortex von Mausenieren

Als nichstes wurde Megalin als wichtiger Rezeptor fiir Resorptionsvorgdnge im proximalen
Tubulus untersucht. Hierzu wurde die mRNA von Megalin mittels Reverse-Transkriptase-Real-
Time-PCR in den Nierenkortizes von diabetischen und nicht-diabetischen Méausen gemessen.
Megalin-mRNA wurde dabei bei diabetischen Mausen zu signifikant geringeren Werten als bei
nicht-diabetischen Méusen gemessen (0,70+£0,09 vs. 1,01+0,04; p=0,01) [27]. Diese Daten
ergénzen sich gut zu der nachgewiesenen Resorptionsstérung im proximalen Tubulus bei Diabetes

mellitus und kénnten als dessen molekularbiologische Grundlage dienen.

Renin-mRNA im Nierenkortex und in mikrodissezierten Tubuli von Miusen

Die bei diabetischen Mausen verminderte Reninfiarbung in den proximalen Tubuli und verstéirkte
Farbung in den Sammelrohren konnten neben Resorptionsvarianzen auch Ausdruck einer
unterschiedlichen Genexpression an den jeweiligen Tubulusabschnitten sein. Daher analysierten
wir die Renin-mRNA-Expression in mikrodissezierten proximalen Tubuli und Sammelrohren von
diabetischen und nicht-diabetischen Mausen. Es konnten hierbei keine signifikanten Unterschiede
zwischen diabetischen und nicht-diabetischen Mausen festgestellt werden, was folglich gegen eine
Reninsynthese und fiir ein Resorptionsgeschehen spricht [27]. Desweiteren untersuchten wir die
Renin-mRNA im Nierenkortex der Mause, welche hauptsichlich die juxtaglomeruldren Apparate
widerspiegelt: Sie war in diabetischen (n=12) im Vergleich zu nicht-diabetischen Mausen (n=11)

signifikant niedriger (0,78+0,1 vs. 1,39+0,3; p=0,04) [27].
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Verteilung von Reninlinienzellen in Renin-Reporter-Miusen (Renld-Cre;mT/mG) mit
Streptozotocin-induziertem Diabetes

Zur weiteren Erforschung einer moglichen tubuldren Reninsynthese, wurde ein zweifach
transgenes Mausmodell (Ren1d-Cre;mT/mG) genutzt, bei dem Zellen der Reninlinie (mG-positiv)
von anderen Zellen unterschieden werden konnen, was eine Verfolgung dieser Zellen ermoglicht
[28]. Aquaporin 2 wurde als Marker fiir die Hauptzellen der Sammelrohre genutzt. Mittels
Konfokal-Lasermikroskopie wurde die Uberlagerung von mG-positiven und Aquaporin 2-
positiven Sammelrohrzellen analysiert. Es wurde kein Unterschied zwischen diabetischen und
nicht-diabetischen Méusen festgestellt (Pearson Korrelationskoeffizient: 0,34+0,04 vs. 0,31+0,04;
p=0,632) [27]. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit dem obig beschriebenen Befund der Renin-
mRNA-Expression in mikrodissezierten Sammelrohren.

Als nidchstes untersuchten wir die Verteilung der Reninlinienzellen in den Glomeruli von
diabetischen und nicht-diabetischen Méusen. Bei beiden fanden sich mG-positive Zellen innerhalb
der Bowman-Kapsel des Glomerulus und in geringerem Male intraglomeruldir in den
Mesangialzellen, wobei keine Unterschiede zwischen diabetischen und nicht-diabetischen Mausen
gefunden wurden [27].

Um festzustellen, welche Reninlinienzellen mit dem Renin-Protein assoziiert sind, wurde an den
Nierenschnitten der Reportermiuse eine Proteinmarkierung fiir Renin durchgefiihrt. Neben einer
positiven Kolokalisation zwischen Renin-Protein und Reninlinienzellen nahe dem vaskulédren Pol
der Glomeruli, dem physiologischen Ort der Reninsynthese und daher zu erwarten war, fanden wir
nur sehr wenige tubuldre epitheliale Strukturen, die eine Kolokalisation mit Reninlinienzellen
aufweisten [27]. Zusammenfassend liefern die Daten der Renin-Reporterméuse keine Hinweise
auf eine Migration von Zellen der Reninlinie bei diabetischen Mausen in die Sammelrohre oder

tubulédren epithelialen Strukturen.

Schlussfolgerungen

Insgesamt betrachtet, zeigen unsere Daten sowohl bei Patienten mit diabetischer Nephropathie bei
Typ 1 Diabetes, als auch bei Mausen mit Streptozotocin-induzierter diabetischer Nephropathie,
erhohtes Renin im Urin. Die gestorte proximale tubulére Resorption von filtriertem Renin bei
diabetischer Nephropathie trigt zu dieser Erhohung bei, wahrscheinlich aufgrund einer
verminderten Expression des Megalin-Rezeptors. Die Versuche mit diabetischen Renin-
Reporterméusen, zeigten weiterhin keine Hinweise auf eine Migration von Zellen der Reninlinie
zu den Sammelrohren oder in epitheliale tubuldre Strukturen, die fiir eine Reninsynthese

verantwortlich sein konnten. Unsere Daten bestitigen die Prasenz von vermehrtem (Pro)renin in
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den Sammelrohren diabetischer Mause [11], aber verdeutlichen nun, dass anders als bisher
vermutet, nicht die lokale Synthese in tubuldren Strukturen, sondern wahrscheinlich die

Resorption dafiir verantwortlich ist.

4. Klinische Anwendung, mogliche Limitationen und weiterfiihrende

wissenschaftliche Fragestellungen

Als Schliisselenzym des Renin-Angiotensin-Systems spielt Renin eine essentielle Rolle in der
Regulierung des Salzhaushaltes, des Blutdrucks und der glomeruldren Himodynamik. Dabei spielt
die Konzentration des im Blutkreislauf zirkulierenden Renins, welches im juxtaglomeruldrem
Apparat synthetisiert wird, eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Systems [16]. Es ist daher moglich, dass eine Erhohung des Reningehalts im Urin, moglicherweise
durch eine verstirkte lokale Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems, pathophysiologische
Konsequenzen hat. Dabei ist besonders die Interaktion von Renin mit dem (Pro)renin-Rezeptor
von Interesse: Die Bindung von Renin mit dem (Pro)renin-Rezeptor vervierfacht die katalytische
Effektivitit von Renin und aktiviert Angiotensin II-unabhingig profibrotische intrazellulére
Signalwege [19, 34].

Unsere Arbeit erdffnet zudem neue Blickwinkel auf das Renin-Paradox: Eine Uberaktivierung des
Renin-Angiotensin-System bei Diabetes mellitus fiihrt auf indirektem Wege zu einer Hemmung
der Reninsynthese in den juxtaglomeruldren Zellen [3, 5]. Das im Plasma zirkulierende Renin wird
dadurch erniedigt. Dies ist mit unseren Daten vereinbar, die zeigen, dass bei Diabetes-Méausen
sowohl Reninfiarbung im juxtaglomeruldren Apparat als auch die mRNA-Werte im Nierenkortex
vermindert sind. Das im Urin ausgeschiedene Renin ist aufgrund der Resorptionsstérung jedoch
hoch, weil gefiltertes Renin physiologisch zu >95% tubulir resorbiert wird [22] und daher bereits
geringe Verdnderungen in der Expression von Megalin grofle Auswirkungen auf den Reningehalt

im Urin haben, was die Diskrepanz zwischen Plasma-Renin und Urin-Renin erklart.

Als mogliche Limitationen unserer Arbeit konnen folgende Punkte diskutiert werden: Wir haben
neben dem Assay, das humanes aktives Renin im Urin misst, auch ein Assay benutzt, welches
Gesamtrenin, also aktives Renin und Prorenin, messen sollte (im Abschnitt zu Methoden ndher
geschildert). Unsere Messergebnisse mit dem Assay fiir Gesamtrenin zeigten jedoch Werte, die

um ein Vielfaches hoher war als zu erwarten und nicht plausibel waren. Auch Roksnoer et al. [35]
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demonstrierten kiinstlich iiberhohte Gesamtreninwerte bei diesem Assay. Es stellt sich also das
Problem heraus, dass unterschiedliche Assays unterschiedliche Standards fiir die Messungen
verwenden und absolute Zahlenwerte untereinander nicht vergleichbar sind. Weiterhin kénnen wir
in unseren Studien nicht ausschlieBen, dass das erhohte Renin, das wir im Urin von diabetischen
Maiusen finden, teilweise durch eine Umwandlung von Prorenin zu Renin in den Sammelrohren
entstammt. Es ist auch zu erwihnen, dass das genutzte Mausmodell fiir diabetische Nephropathie
trotz der weit verbreiteten Nutzung und allgemeinen Akzeptanz keine absolute Darstellung der
diabetischen Nephropathie im Menschen ist. Eine weitere mogliche Limitation ist der Umstand,
dass in unserer Patientenkohorte diabetische Nephropathie nicht anhand einer Nierenbiopsie
bestitigt wurde. Der Einschluss von Patientin mit nicht-diabetischer Niereninsuffizienz ist durch

unsere strengen Aus- und Einschlusskriterien zwar sehr unwahrscheinlich, aber dennoch moglich.

Aus dieser Arbeit ergeben sich neue Fragestellungen, die in zukiinftigen Studien erforscht werden
sollten: Die Bedeutung einer beeintrachtigen Resorption bei der diabetischen Nephropathie wurde
in dieser Arbeit verdeutlicht. Dabei wirft besonders Megalin viele unbeantwortete Fragen auf, die
von groflem Interesse sind: Es ist noch unklar, was sich intrazellulir nach der Megalin-
abhéngingen Endozytose von Renin in den Zellen des proximalen Tubulus abspielt. Denkbar
wiéren neben dem intrazelluliren Abbau beispielsweise die Sekretion von Renin in das renale
Interstitium. Es stellt sich zudem die Frage, wie die Expression von Megalin reguliert wird. Es gibt
hierzu Daten, die Angiotensin II als moglichen Suppressor fiir die Megalin-Expression im
proximalen Tubulus ins Licht riicken [36]. Welche Bedeutung hétte Megalin dabei als Marker fiir
die Aktivitit des Renin-Angiotensin-Systems? Und konnte Urin-Renin als Marker fiir die
Expression von Megalin und damit fiir die Aktivitdt des renalen Renin-Angiotensin-Systems
fungieren? Weiterhin bleibt die Frage offen, wie genau im diabetischen Setting die Resorption von
Renin oder Prorenin im Sammelrohr ablduft, welche Rezeptoren involviert sind, welche
funktionelle Rolle das resorbierte Renin oder Prorenin spielt. Der (Pro)renin-Rezeptor konnte eine
Moglichkeit darstellen, jedoch muss aufgrund der geringen Bindungsaffinitit fiir Renin und
Prorenin nach alternativen Moglichkeiten der Renin oder Proreninaufnahme in Sammelrohrzellen
geforscht werden. SchlieBlich wiesen wir im Mausmodell fiir diabetische Nephropathie eine
verminderte Reninfarbung im juxtaglomeruldrem Apparat und eine verminderte Expression von
Renin mRNA nach. Zukiinftige Studien sollten untersuchen, wie sich dies bei Patienten mit
diabetischer Nephropathie verhilt und ob sich die Erkenntnisse aus dem Mausmodell extrapolieren
lassen. Es ist nicht abschlieBend gekldrt ob das erhohte Renin im Urin, das im Rahmen von

diabetischer Nephropathie auftritt, eine vermehrte Aktivierung des Renin-Angiogensin-Systems
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mit klinischen Auswirkungen repriasentiert. Es wire sinnvoll die klinischen Parameter der
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems, wie Angiotensin II- und Blutdruckverdnderungen
im Zusammenhang mit Urin-Renin, zu untersuchen. So konnte die Reninausscheidung im Urin als
potentieller Biomarker fiir die erhdhte Aktivitdt des Renin-Angiotensin-Systems genutzt werden,

was im Rahmen von Diabetes von gro3em Interesse wire.
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