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1 EINLEITUNG

Ubergewicht und Adipositas haben in den letzten Jahren insbesondere in der
westlichen Welt zugenommen. Grund dafur ist ein ungunstiger Lebensstil,
welcher sich durch unausgewogene Ernahrung und Bewegungsmangel
auszeichnet. Die Folgen fir Menschen und Gesundheitssysteme sind
gravierend: Diabetes mellitus ist mit einer stetig steigenden Pravalenz eine der
fuhrenden Volkskrankheiten in Deutschland. In Europa nimmt Deutschland mit
rund 7,5 Millionen Diabeteserkrankten den zweiten Platz nach Russland ein [1].
Laut einer Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland des Robert
Koch-Instituts waren 2012 7,2 % der Erwachsenen, d.h. rund 5 Millionen

Menschen, an einem Diabetes erkrankt [2].

Diabetes mellitus umfasst eine Gruppe von Stoffwechselkrankheiten mit dem
Hauptmerkmal der chronischen Hyperglykdmie, der entweder eine Stérung der
Insulinsekretion wie bei einem Typ 1-Diabtetes oder der Insulinwirkung an den
Zellen im Rahmen eines Typ 2-Diabtetes zu Grunde liegt [3]. Der Typ 2-
Diabetes entwickelt sich schleichend und zeigt zu Beginn meist unspezifische
Symptome wie Leistungsabfall, Midigkeit und Potenzstérungen [3]. Langfristig
sind vor allem die Augen (diabetische Retinopathie), die Nieren (diabetische
Nephropathie), das Nerven- (diabetische Neuropathie) und Herz-
Kreislaufsystem (koronare Herzkrankheit, arterielle Verschlusskrankheiten und
Myokardinfarkte) gefahrdet [3].

Bei der Entstehung des Typ 2-Diabetes mellitus spielen mehrere Faktoren eine
Rolle: eine Insulinresistenz, bei der es zuséatzlich zu einer Herunterregulation
der Insulinrezeptoren an den Zellen und somit zur Wirkabschwachung des
Insulins kommt, eine gestorte Inkretinsekretion und -wirkung, eine gestorte
Insulin- und Glukagonsekretion und eine Zerstérung der B-Zellen, welche
Hyperglykdmien verstarken [3]. Die gestorte Insulinwirkung im Typ 2-Diabetes
mellitus ist nicht auf einen gestorten Insulinrezeptor [4], sondern auf die
Insulinresistenz ~ zurtckzufihren. Mit diesem Hintergrund wird die

Insulinresistenz in den folgenden Kapiteln n&her beleuchtet.



1.1 INSULINRESISTENZ

Die Insulinresistenz ist ein Zustand, bei der durch Abschwéachung der
Insulinwirkung immer mehr Insulin bendtigt wird, um an der Zielzelle suffizient
wirken zu kénnen. Mit neuen Erkenntnissen um den Insulinrezeptor im Jahre
1970 tauchte der Begriff Insulinresistenz erstmalig auf [5, 6]. Die
Insulinresistenz steht im Zentrum der Entstehung des Diabetes mellitus und
dessen Komorbiditaten. Fiur das Verstandnis um die Pathomechanismen dieser

ist die Beschaftigung mit der Insulinresistenz essenziell.

1.1.1 Insulin

Insulin ist ein anaboles Peptidhormon, welches in den B-Zellen des Pankreas
gebildet wird und den Glucosestoffwechsel beeinflusst. Es fordert die Synthese
und hemmt den Abbau von Glykogen, Proteinen und Lipiden [3, 7]. Insulin
bindet an Insulinrezeptoren, was eine Kaskade von Signalen in Gang setzt. Der
Insulinrezeptor besteht aus zwei a- und B-Untereinheiten [6-8]. Insulin bindet an
die extrazellularen a-Untereinheiten, wodurch die intrazellularen -
Untereinheiten aktiv werden, es handelt sich hierbei um Tyrosinkinasen [7, 9].
Es gibt zwei Splicevarianten des Insulinrezeptors: Insulinrezeptor A und
Insulinrezeptor B. Insulinrezeptor A ist in Tumorzellen und in embryonalem
Bindegewebe zu finden, |Insulinrezeptor B in den klassischen

insulinempfindlichen Organen: Leber, Skelettmuskulatur und Adipozyten [6-9].

__aPKC

' Glucoseaufnahme
_AS160

- GSK3 » Glykogensynthese

Insulin ¢

» mTORC1 » Proteinsynthese

* FoxO Lipidsynthese
FoxO » Gluconeogenese
PDK1-Akt » Apoptose

Abbildung 1: Insulinabhéngige Stoffwechselprozesse



Abgebildet sind  verschiedene Insulinabhangige  Stoffwechselwege. Die
Glucoseaufnahme ist aPKC- (Atypical Protein Kinase C) und AS160- (Akt Substrate of
160 kDa) und die Glykogensynthese GSK3- vermittelt (Glykogensynthase-Kinase 3).
Uber die Aktivierung von mTORC1 (Mammalian Target of Rapamycin Complex 1) wird
die Proteinsynthese und mTORCL1- und FoxO-vermittelt (Forkhead-Box-Protein O3) die
Lipidsynthese gefordert. Gehemmt werden die Gluconeogenese lber FoxO und die
Apoptose Uber PDK1-Akt (PIP3-abhangige Kinase 1) und Akt (Gen, welches fir die
Proteinkinase B codiert) [6, 10-17].

Nach Bindung an die a-Untereinheiten, bewirkt Insulin die Phosphorylierung der
B-Untereinheiten, den Tyrosinkinasen und gibt somit den Startschuss fur
verschiedene Signalwege. Hierzu zahlen die in der Abbildung 1 erwéhnten
insulinabhangigen Stoffwechselprozesse. Insulin bindet nicht nur an klassische
Insulinrezeptoren sondern, beispielsweise, wenn auch mit geringerer Affinitat,
an den IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor) und andere Rezeptoren,

auf die spater eingegangen wird [6, 11].

1.1.2 Klassische insulinsensitive Organe und Folgen der Insulinresistenz
Die Insulinresistenz zeigt sich sehr deutlich in den insulinsensitiven Organen
wie Leber, Skelettmuskulatur und Fettzellen. In diesen Geweben ist eine immer
weiter steigende Menge an Insulin nétig, um Glucose in die Zellen
aufzunehmen [3]. Diese erhohten Insulinspiegel haben ein steigendes
Hungergefuhl zur Folge, welche in Adipositas enden [3]. Die Hyperinsulinamie
mit Adipositas ist das Hauptcharakteristikum metabolischen Syndroms [3]. Das
metabolische Syndrom ist definiert durch eine abdominelle Adipositas und zwei
der folgenden Symptome: erhohte Triglyzeride, erniedrigtes HDL-Cholesterin,
Hypertonie und erhdhte Nuchtern-Plasmaglucose, Diabetes mellitus Typ 2 [3].

Die Insulinresistenz wird im Wesentlichen verursacht durch eine Adipositas,
Hyperinsulinamie, Hyperglykamie, Hyperlipidamie und oxidativen Stress [4]. Die
zunehmende Zahl an Adipozyten in Ubergewichtigen Patienten schitten
proinflammatorische Zytokine aus, welche Uber eine chronische Inflammation
im Korper die Insulinresistenz begunstigt [4]. Hohe Spiegel von ROS (reactive
oxygen species) und anhaltende Hyperglyk&mien fiihren tUber oxidativen Stress

zur Aktivierung von Stress-Kinasen zur Insulinresistenz [4].



Insulin senkt innerhalb weniger Minuten den Blutzuckerspiegel, indem es an die
Insulinrezeptoren der Skelettmuskulatur und in den Adipozyten bindet und Uber
eine Signalkaskade dazu fuhrt, dass die in den Vesikeln intrazellular
gespeicherten Glucose-Transporter 4 (GLUT4) in die Plasmamembran integriert
werden [7]. Glucose wird Uber den GLUT4-Transporter in die Skelettmuskel-
und Fettzelle aufgenommen [7]. In der Skelettmuskulatur findet zusatzlich
insulinabhangig die Protein- und Kaliumaufnahme fur die Proteinbiosynthese
statt [7]. Im Allgemeinen wird durch die vermehrte Aktivierung der Na+/K+-
ATPase der zellulare Metabolismus gesteigert. In der Leber existieren fur die
Glucoseaufnahme Glucose-Transporter 2 (GLUT2), diese sind deutlich weniger
affin als die GLUT4-Transporter aber permanent an der Zellmembran exprimiert
[7]. Nach der Glucoseaufnahme finden in der Leber und in der
Skelettmuskulatur die Glykolyse und die Glykogensynthese statt. Gehemmt
werden dagegen Gluconeogenese und Glykogenolyse [7]. In der Leber und in

den Adipozyten fordert Insulin die Lipidsynthese und hemmt die Lipolyse [7].

Diese Signalwege sind im Status der Insulinresistenz gestort. Die Adipozyten
nehmen im Rahmen dieses Prozesses an GrolRe zu und produzieren
proinflammatorische Zytokine, wie Leptin, und weniger Adipokine, wie z.B. das
Adiponectin [6]. Adiponectin ist ein anti-inflammatorisches Hormon, welches
zellprotektive Wirkungen hat und die Insulinsensitivitdt erhoht [18]. Die
Fettzellen steigern ihre Lipolyse, die freien Fettsduren sammeln sich in der
Leber an wund verursachen hier eine entzindliche Reaktion: Die
Gluconeogenese und die Produktion von verschiedenen proinflammatorischen
Hepatokinen in der Leber werden angeregt [6]. Die Hyperlipidamie erhéht das
Risiko fur die nicht alkoholische Fettleber [6]. AulBerdem wird Uber die

Skelettmuskulatur weniger Glucose aufgenommen [6].

Im Gehirn veranlasst Insulin die Glucoseaufnahme, beeinflusst den peripheren
Stoffwechsel, das Essverhalten und das Korpergewicht. Es besteht ein
Zusammenhang zwischen insulinresistenten Gehirnzellen, Adipositas und

hohem Anteil von viszeralem Fett [19].



Im Herzen wurde in Zusammenhang mit einer Hyperlipidamie vermehrt
Kardiomyopathien, [4] aber auch ein, vermutlich bedingt durch Dysfunktion der
Mitochondrien, generell erhohtes kardiovaskulares Risiko beobachtet [20].
Yatabe et al. fand eine kausale Beziehung zwischen Insulinresistenz und
Hypertonie [21]. AuBerdem Kkorreliert ein erhéhter BMI mit vorangegangener
Hyperinsulinamie und Insulinresistenz in der Kindheit mit Hypertension im

Erwachsenenalter [22].

Um besser seinen Zielort zu erreichen, fuhrt Insulin zur Vasodilatation im
arteriellen System [6]. Dies geschieht tber die insulingesteuerte Aktivierung der
Endothelial Nitric Oxide Synthases (eNOS), welche Stickstoffmonoxid (NO)
freisetzt [4]. Bei der Insulinresistenz bleibt die insulinabhangige Vasodilatation
jedoch aus. Ganz im Gegenteil flhrt die vermehrte Expression von Endothelin
zur Vasokonstriktion. Zusatzlich fihren eine Reihe entzindlicher Botenstoffe
zur Erh6hung der Gefal3permeabilitat und zur Endothelschadigung und
begulnstigen die Entstehung von Artherosklerose [7].

Im Pankreas erhoht Insulin das R-Zell-Uberleben, eine permanente
Hyperlipidamie und Hyperglykamie zerstoren aber langfristig die 3-Zellen [6, 7].
Auch der Gastrointestinaltrakt ist von den metabolischen Prozessen betroffen:
Es wurde ein Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus, dem metabolischen
Syndrom und einer Verschiebung des Miokrobiom-Gleichgewichts im Darm

adiposer Typ 2-Diabetes-Erkrankten festgestellt [23].

Die Insulinresistenz betrifft demnach nicht nur die klassischen insulinsensitiven
Organe, sondern in unterschiedlichem Ausmald nahezu jede Organstruktur im

Korper unter anderem auch die Niere.

1.2 Die NIERE- EIN EBENFALLS INSULINSENSITIVES ORGAN

In der Niere wurden sowohl in den Glomeruli als auch den Tubuli [24] beide
Spliceformen des Insulinrezeptors nachgewiesen [6, 25]. Inwieweit die
Insulinresistenz die Niere beeinflusst, wird im Folgenden vertiefend dargestellt.



1.2.1 Wirkung von Insulin auf die Niere

Das Kapillarendothel reagiert auf Insulin mit einer NO-vermittelten
Vasodilatation, im Falle einer Insulinresistenz bleibt diese aus und die GFR
sinkt [6].

Die Podozyten nehmen insulinabhangig und Phosphoinositid-3-Kinase-
vermittelt (PI3K) Glucose uUber GLUT4-Transporter auf und Insulin hat hier
ebenfalls eine zellprotektive Wirkung [6, 25-27]. Podozyten sind insulinsensitive
Zellen und reagieren auf die Insulinresistenz mit pathologischen
Zellstrukturveranderungen, wie  Zellstrukturverlust, Zelldestruktion und
Glomerulosklerose, die die glomeruldre Funktion beeintrdchtigen und unter
anderem typische Zeichen der diabetischen Nephropathie sind [6, 25-27]. Die
sterbenden Podozytzellen kénnen dementsprechend nicht mehr auf den

Insulinreiz reagieren [6, 25-27].

Insulin aktiviert in der Niere das Enzym Serum-Glukokortikoid-regulierte Kinase
(SGK1) [28, 29]. Dieses Enzym ist in mehreren Organen des Menschen zu
finden. In den Podozyten wird die SGK1 Expression durch Aldosteron und

oxidativem Stress verstarkt [29] und fuhrt zu vermehrtem GLUT4-Einbau [29].

Insulin wirkt auf Mesangiumzellen wachstumsférdernd und protektiv, hohe
Insulinspiegel Uber lange Zeit kdnnten demnach der Grund fir die Hypertrophie

des Mesangiums im Rahmen der diabetischen Nephropathie sein [6].

1.2.2 Folgen der renalen Insulinresistenz

Die Insulinresistenz an der Niere nimmt eine besondere Stellung ein, da sie
viele verschiedene Erkrankungen verursachen kann. Die bereits erwdhnten
Signalwege sind im Falle einer Insulinresistenz entweder gestort oder auf eine

héhere Insulinkonzentration angewiesen.

Auch wenn sich diese Arbeit auf tubulare Transportprozesse konzentriert,
werden vorab unterschiedliche renale Erkrankungen im Rahmen einer

Insulinresistenz demonstriert.

Die Wirkung von Insulin auf die unterschiedlichen Tubulus-Abschnitte und die

Folgen der Insulinresistenz werden im Kapitel 1.3 erlautert.



1.2.2.1 Chronische Nierenerkrankungen

Die Insulinresistenz und die Faktoren, die eine Insulinresistenz beginstigen,
wie beispielsweise ein hoher Anteil an weil3em Fettgewebe, insbesondere
viszerales Fett, spielen bei der Entwicklung chronischer Nierenerkrankung eine
wichtige Rolle [6, 30-32]. Insulin fihrt durch Vasodilatation in den Vasa
afferentia und efferentia zu erhoéhter Nierendurchblutung [6]. Die durch die
gestorte Insulinwirkung ausbleibende Vasodilatation sorgt fiir einen erhdhten
GefalBwiderstand und eine verminderte Nierendurchblutung [6]. Trotzdem
kommt es zur erhéhten glomerularen Filtrationsrate (GFR) und Hyperfiltration,
da die Niere bedingt durch die erhéhte Glucosekonzentration im Urin vermehrt
Natrium und Glucose ruckresorbiert [6, 33]. Insulinresistenz und Diabetes
mellitus fihren demnach in der Niere zur erh6hten glomerularen Filtrationsrate
und sind Risikofaktoren fir eine chronische Nierenerkrankung (CKD) [6, 34-38].
Adipositas allein ist wegen konstanter Hyperfiltration fur die Entwicklung

chronischer Nierenerkrankungen pradisponierend [6, 34-38].

Die bereits erwahnte diabetische Nephropathie ist ebenfalls eine durch die
Insulinresistenz und den Diabetes mellitus verursachte Erkrankung. Betragt die
Plasmaglucosekonzentration Uber einen langeren Zeitraum dber 180 mg/dl,
wird die maximale Transportkapazitat der Niere fur Glucose uberschritten und
Glucose wird vermehrt mit dem Urin ausgeschieden [7]. Dies fuhrt zur Polyurie
und Polydipsie, aber vor allem zu Glomerulaschaden, welche in einer
diabetischen Nephropathie enden konnen [7]. Durch die vermehrte
Durchlassigkeit des Filters steigen die Albuminwerte im Urin und die
Retentionswerte im Plasma [7]. Aufgrund der Hyperfiltration, Glukosurie und
Proteinurie kommt es zur inflammatorischer Reaktion [3]. Die Glomeruli
reagieren demnach auf die Insulinresistenz mit einer Verdickung der
glomerularen Basalmembran, Hypertrophie des Mesangiums, einer
Glomerulosklerose und einer gestorten Podozytenfunktion [39]. Zudem
sezernieren Adipozyten vermehrt das Adipokin Leptin, welches im Verdacht
steht, Uber Anregung des transforming growth factor 31 und somit vermehrter
Kollagenproduktion eine Glomerulosklerose zu induzieren [6]. Die mit Diabetes

mellitus assoziierten Komplikationen gehen mit einer erhéhten Mortalitét einher,



nicht zuletzt, weil der Diabetes mellitus in Deutschland der haufigste Grund fur

terminale Niereninsuffizienz ist [3].

1.2.2.2 Weitere Erkrankungen

Auch die Nephrolithiasis, insbesondere Harnsauresteine in der Niere, welche im
Rahmen eines metabolischen Syndroms gehauft auftreten, kbnnte Folge einer
wegen einer Insulinresistenz gestdrten Ammoniakentgiftung sein [40, 41].

1.3 Die WIRKUNG VON INSULIN UND DER EINFLUSS DER INSULINRESISTENZ AUF
RENAL-TUBULARE FUNKTIONEN
In den Glomeruli wird der Primarharn durch freie Filtration gebildet. Wertvolle
Bestandteile aus dem Primarharn werden im Tubulussystem riickresorbiert und
harnpflichtige Bestandteile werden mit dem Endharn ausgeschieden. Insulin
wird frei filtriert und befindet sich in der Niere sowohl im Primarharn als auch im
Plasma und kann somit die Zielzellen von Iluminal und von basolateral
erreichen, die basolaterale Insulin-Rezeptorbindung ist jedoch die physiologisch
wertvolle und Signalkaskaden-auslésende Bindung [42]. Im Folgenden werden
die physiologischen Vorgange, die Wirkung von Insulin und die Auswirkungen

der Insulinresistenz auf renal tubulare Transportprozesse erlautert.

1.3.1 Proximaler Tubulus

1.3.1.1 Physiologie

Im proximalen Tubulus findet die energieintensive Ruckresorption der
Flissigkeit und einigen anderen Bestandteilen des Priméarharns statt. Nahezu
100 % der Aminoséuren, der Glucose und des Bikarbonats wird hier
rickresorbiert [7, 43]. Proteine werden noch im Lumen proteolysiert und tber
Endozytose oder Uber natriumabhangige und natriumunabhangige Transporter
rickresorbiert [7, 43]. Fur die Resorption von Glucose gibt es zwei
Transportwege: Die Sodium Dependent Glucose Transporter 1 und 2. Der
SGLT1 ist affiner fur Glucose als der SGLT2 und dafur zustéandig, dass der
Endharn frei von Glucose ist [7, 33]. Der SGLT2 hat dagegen eine héhere
Transportkapazitat als der SLGT2, so dass ca. 97 % der Glucose durch den

SGLT2 ruckresorbiert wird [33]. Beide Transporter schleusen Glucose an



Natrium gekoppelt in die Zelle, von dort gelangt Glucose Uber den GLUT2
Transporter weiter ins Interstitium [7, 33, 43]. Die Zellen im proximalen Tubulus

sind aul3erdem zur Gluconeogenese, nicht aber zur Glykolyse fahig.

Natrium, Chlorid und Kalium werden zum gréf3ten Teil (ca. 65 %) im proximalen
Tubulus rickresorbiert: Natrium wird durch den Na-H-Austauscher, den
Natrium-Bikarbonat-Kotransporter und wie Chlorid und Kalium mit
Aminosauren, Glucose und Anionen passiv parazellular rtickresorbiert [7, 43].
AulRRerdem werden hier ca. 65 % des Calciums per Solvent Drag und passiv
rickresorbiert [7, 43]. Nur 15 % des Magnesiums wird im proximalen Tubulus
parazellular rickresorbiert [7, 43]. 80 % des Phosphats wird im proximalen
Tubulus Uber den Natrium-Phosphat-Kotransporter rickresorbiert und steht
unter dem Einfluss des Parathormons und des Calcitriols [3, 7, 43]. Es gibt drei
unterschiedliche Natrium-Phosphat-Kotransporter: |, lla und Ill, dabei spielt lla
die wichtigste Rolle, denn Uber diesen Transporter wird der Phosphathaushalt
hauptsachlich reguliert [44, 45]. Parathormon fordert, Gber einen verminderten
Einbau der Natrium-Phosphat-Kotransporter lla [46], die
Phosphatausscheidung in der Niere, setzt aber zugleich Phosphat und Calcium
aus dem Knochen frei [3, 7, 43]. Das Parathormon stimuliert die
Calcitriolausscheidung: Calcitriol steigert die Calcium- und Phosphatresorption
im Darm, wirkt dem Knochenabbau entgegen, indem es die Einlagerung von
Calcium wund Phosphat im Knochen fordert und die Calcium- und

Phosphatrickresorption in der Niere erhoht [3, 7, 43-45].

Die massive Ruckresorption der Elektrolyte sorgt dafirr, dass die Osmolaritat im
Lumen sinkt, deshalb folgen ca. 65 % des Wassers hier per Solvent drag in die
Zellen [7, 43].



1.3.1.2 Wirkung von Insulin auf Transportprozesse im proximalen

Tubulus
N REsT \ » Na+/H+-Antiporter
S, 1 Gluconeogenese
GSK3
o
mTOR » Natrium-Phosphat

-Kotransporter

Abbildung 2: Einfluss von Insulin auf Transportvorgéange im proximalen Tubulus

Zur besseren Ubersicht werden insulinabhangige SGK1-, Akt-, GSK3- und mTOR-
vermittelten Signalwege im proximalen Tubulus schematisch dargestellt.

Glucose und Natrium

Die insulinvermittelte SGK1-Aktivierung spielt eine wichtige Rolle in tubuléaren
Transportprozessen [28, 29]. SGK1 wird durch IGF1, HGF (Hepatic Growth
Factor), Gluko- und Mineralokortikoide und Vitamin D3 vermehrt exprimiert [29].
SGK1 fuhrt im proximalen Tubulus bei Hyperglykdmien [29] zur gesteigerten
Glucoseaufnahme Uber SGLT1 und 2 [47] und stimuliert zusatzlich den NHE3
[48]. Uber SGLT1 und 2 werden an Glucose gekoppelt auch Natrium
transportiert. SGK1 aktiviert im proximalen Tubulus zusatzlich zum Na+/H+-
Antiporter, die Na/K-ATPase [6, 29].

Akt ist eine Serin-/Threonin-Kinase und &hnlich wie SGK1 an verschiedenen
Transportprozessen in der Niere beteiligt [48]. Fur die Akt-Wirkung ist das
Insulin-Rezeptor-Substrat  (IRS) unerlasslich. Insulin  bindet an den

Insulinrezeptor, hierdurch wird IRS phosphoryliert und somit aktiviert und fihrt
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Uber eine Signalkaskade zur Mobilisierung von Akt [48]. Die SGK1- und Akt-
Signalwege laufen zum Teil unabhangig und parallel, aber wohimdéglich auch
synergetisch ab [48]. Im proximalen Tubulus aktiviert Insulin Akt-vermittelt den
Na+/H+-Antiporter und fordert die Natriumriickresorption [48]. Aul3erdem
aktiviert IRS2 Uber den PI3K-Akt-Signalweg den Na+/H+-Antiporter [39]. Eine
Arbeit mit Nierenzellen von Opossums zeigte, dass Insulin den Natrium-
Wasserstoff-Austauscher stimuliert und so vermehrt Natrium rtickresorbiert wird
[49]. Insulin hemmt Uber den IRS1 und Akt-Signalweg die Gluconeogenese
[39]. In IRS1- und IRS2-defizienten Ratten wurde herausgefunden, dass IRS1
und Akt vermehrt flr Transportprozesse im proximalen Tubulus, und IRS2 fir

die Glucoseaufnahme in die Fettzellen verantwortlich sind [48].

Bei adipdsen Typ 2-Diabetikern wurde beobachtet, dass eine Hyperinsulinamie
zur vermehrten Natriumrlickresorption mit daraus resultierender Hypertonie
fuhrt [50-53]. Unterschiedliche Tiermodelle bestatigen dies und zeigten, dass
eine Hyperinsulindmie in Anwesenheit einer Hyperglykdmie im proximalen
Tubulus die Rickresorption von Natrium fordert [42, 54-56]. Dies geschieht
Uber die zwei erlauterten SGK1- und IRS2-Akt-Signalwege.

Phosphat

Dass Insulin die Phosphatrtickresorption Uber die vermehrte Stimulation von
dem Natrium-Phosphat-Kotransporter Typ | im proximalen Tubulus stimuliert, ist
schon langer bekannt [42, 55, 57]. Insulin stimuliert zusatzlich die Serin-
/Threonine Kinase mammalian target of ramapamycin (MTOR), welche
wiederum den Natrium-Phosphat-Kotransporter Typ lla stimuliert [58] und somit

eine Anti-Phosphaturie bewirkt.

Insulin wirkt auch Uber die Hemmung von FGF-23 dem renalen Phosphatverlust
entgegen [59], denn FGF-23 fordert die Phosphaturie, indem es die
Reabsorption von Phosphat tber die Natrium-Phosphat-Kotransporter hemmt
[60].
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1.3.1.3 Auswirkungen der Insulinresistenz auf Transportprozesse im
proximalen Tubulus

Glucose

Der proximale Tubulus wird nur teilweise von der Insulinresistenz beeintréachtigt:
Die IRS1-Signalwege sind gehemmt wahrend die IRS2-Signalwege erhalten
sind [39]. Uber den IRS1-Signalweg kann Insulin deshalb nicht mehr die
Gluconeogenese hemmen [39]. Eine verminderte IRS1-Exprimierung konnte
deshalb der Grund fir die unkontrollierte Gluconeogenese in den proximalen
Tubuluszellen sein [6]. Eine hohe Aktivitait der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase in insulinresistenten Zellen bestatigte dies [6, 61]. Dies zeigt,
dass der proximale Tubulus resistent gegeniuber der, die Gluconeogenese

supprimierenden, Insulinwirkung ist [6].

Der Glucose-Transport scheint von der Insulinresistenz unbeeinflusst: In Typ 2-
Diabetes mellitus-Patienten wird vermehrt Glucose Uber SGLT1 und 2

aufgenommen [6, 62].
Natrium

In Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty Rat (OLETF) Ratten und
insulinresistenten Menschen blieb die insulinabhéngige IRS2- und AKT-
vermittelte Aktivierung von Na+/H+-Antiporter unbeeintrachtigt, wahrend die
IRS2-AKT-vermittelte Glucoseaufnahme in die Fettzellen vermindert war [48].
AuRerdem fand sich sowohl in OLETF als auch in insulinresistenten Menschen
eine normale IRS2-Expression in der Nierenrinde [48]. Dies konnte den
ungehemmten Na+/H+-Antiporter erklaren [48, 53]. Die Tatsache, dass IRS2-
Akt-vermittelte Transportprozesse in insulinresistenten Menschen und Tieren
unverandert abliefen, unterstitzt die Theorie, dass der proximale Tubulus

teilweise von der Insulinresistenz verschont bleibt [48, 53].
Phosphat

Inwieweit die Insulinresistenz den Phosphattransport beeintrachtigt und ob die
Insulin-induzierte Anti-Phosphaturie auch im Falle der Insulinresistenz

vorhanden ist, ist noch nicht geklart.
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In einigen Tierversuchen wie zum Beispiel in Froschen mit Rapamycin
induzierter mTOR-Inhibierung wurde eine gesteigerte Phosphatexkretion
beobachtet [58]. Auch insulinresistente Glykogen Synthase Kinase- Mause
(GSK3) zeigten eine durch gestortes Insulinsignaling vermittelte
Hyperphosphaturie bedingt durch verminderte Exprimierung der Natrium-

Phosphat-Kotransporter und verminderte Phosphatriickresorption [63].

1.3.2 Henle-Schleife

1.3.2.1 Physiologie

Im dinnen absteigenden Teil der Henle-Schleife werden tber Aquaporine ca.
20 % des Wassers, ca. 25 % des Natriums und ca. 35 % des Chlorids
rackresorbiert [7, 43]. Des Weiteren befinden sich viele Chloridkandle (CLC-
KA), Uber die Chloridionen rickresorbiert werden, und Natrium passiv
mitdiffundiert [7, 43]. Im dicken wasserundurchlassigem aufsteigenden Teil der
Henle-Schleife werden Natrium, Kalium und Chlorid durch den Na-K-2ClI-
Kotransporter ruckresorbiert [7, 43]. Hier sitzen auch basolateral
calciumsensitive Rezeptoren, sogenannte CaSR [7, 43]. Die CaSR hemmen im
Falle einer Hypercalciamie den Na-K-2Cl-Kotransporter [7, 43]. Dadurch
entsteht ein weniger positives Potenzial im Lumen und Calcium wird weniger
rickresorbiert. Etwa 25 % des Calciums und 75 % des Magnesiums werden
namlich durch das positive Potenzial im Lumen parazellular riickresorbiert [7,
43]. Calcitriol fordert die renale, Parathormon und Somatotropin die enterale
Magnesiumaufnahme. Unter Calcitonin wird vermehrt Magnesium sezerniert [7,
43].
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1.3.2.2 Wirkung von Insulin auf Transportprozesse in der Henle-Schleife

» Na-K-2C-
Kotransporter
Insulin —» SGK1

» Magnesium

Abbildung 3: Einfluss von Insulin auf Transportvorgange in der Henle-Schleife

Dargestellt werden die insulinabhangige Magnesiumriickresorption und SGK1-
vermittelte Aktivierung der NKCC2 in der Henle-Schleife.

Natrium, Kalium und Chlorid

Im aufsteigenden Teil wird SGK1-vermittelt der NKCC2 aktiviert [29]. Dies fuhrt

zu einer vermehrten Rickresorption von Natrium, Kalium und Chlorid.
Magnesium

Insulin fordert die Magnesiumrickresorption in der Henle-Schleife [64, 65], hier

wird der grof3te Anteil des filtrierten Magnesiums rickresorbiert wird.

1.3.2.3 Auswirkungen der Insulinresistenz auf Transportprozesse in der
Henle-Schleife

Natrium, Kalium und Chlorid
Die Folgen der Insulinresistenz auf den NKCC2 sind noch unklar.

Magnesium
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Die Insulinresistenz fuhrt zu einer erhéhten Magnesiumexkretion. Grund hierfur
ist eine verminderte Ruckresorption im dicken aufsteigenden Teil der Henle-
Schleife und im distalen Tubulus [64, 65]. Der genaue Pathomechanismus

dahinter ist noch nicht geklart.

1.3.3 Distaler Tubulus

1.3.3.1 Physiologie

Im distalen Tubulus wird ein sehr geringer Teil des Natriums (ca. 5 %) und des
Chlorids Uber den NaCl- Kotransporter und je 10 % des Calciums und
Magnesiums Uber Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily V
member 5 (TRPV5) und Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily
M Member 6 (TRPM®6) ruckresorbiert [7, 43]. Aldosteron wirkt hier als wichtiger
Regulator der Elektrolytresorption. Es fordert die Natrium- und Chloridaufnahme
und die Kaliumsekretion tber den epithelialen Natriumkanal (ENaC) und dem
Kaliumkanal (ROMK) [7, 43]. Der distale Tubulus besitzt Zellen, die mit den
reninproduzierenden Zellen der Arteriolen kommunizieren [7, 43]. Sinkt die GFR
oder die Natrium- und Chloridkonzentration, wird vermehrt Renin ausgeschuttet
[7, 43]. Renin spaltet Angiotensiongen in Angiotensin I, dies wiederum wird vom
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) in Angiotensin Il umgewandelt [7, 43].
Angiotensin Il wirkt starker in der Vas efferens als in der Vas afferens: Durch
Vasokonstriktion im Vas efferens und Dilatation im Vas afferens kommt es zur
Steigerung der GFR [7, 43]. Angiotensin Il fordert aul3erdem die ADH-
Ausschittung, wodurch die Natriumkonzentration steigt [7, 43]. Klinisch zeigen
sich die Folgen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) in einer

Blutvolumen und -drucksteigerung.

15



1.3.3.2 Wirkung von Insulin auf Transportprozesse im distalen Tubulus

4SGK1 < » Natrium-Chlorid-
' "~ Kotransporter

Insulin £ »AKT <% Epithelialer
Natriumkanal

® TRPV5
~ TRPM6

Abbildung 4: Einfluss von Insulin auf Transportvorgéange im distalen Tubulus

Schematische Ubersicht der insulinabhingigen SGK1- und Akt-vermittelten
Signalwege im distalen Tubulus.

Natrium, Kalium und Chlorid
Im distalen Tubulus stimuliert Akt insulinabhangig wie SGK1 den NCC [48].

Wie bereits beschrieben, aktiviert Insulin bei Hyperglykdmien vermehrt SGK1
[29]. SGK1 fuhrt zu vermehrtem Einbau von ENaC und NCC und somit zur anti-
Natriurese [28, 48, 66]. Ein hoher Blutzuckerspiegel allein kann auch die SGK1-
Spiegel erhdhen, was die Natriumretention zusétzlich verstarkt [29]. Neben
einem erhdhtem Blutzuckerspiegel ist auch Aldosteron ein Stimulator fir die
SGK1-Wirkung [6]. Somit fiuhrt die insulinvermittelte SGK1-Aktivierung uber
verschiedene Mechanismen zur Natriumretention und Kaliumexkretion [29, 67].
Demnach bewirkt Insulin vor allem im distalen Tubulus und im Sammelrohr eine

vermehrte Natriumrtickresorption.

Auch Akt kann im distalen Tubulus den NCC stimulieren [48]. Die with-no-
lysine-Kinase 3 (WNK3) bewirkt den Einbau des NCC in die Zellmembran, die
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with-no-lysine-Kinase 4 (WNK4) hemmt diese Kanéle [48, 68]. Der Akt-WNK-

Signalweg ist noch nicht ganzlich verstanden [48, 68].
Calcium

SGK1 verstarkt auRerdem die Calciumriickresorption, indem es den TRPV5
stimuliert [29].

Magnesium

Insulin fordert die Ruckresorption von Magnesium tber Stimulation des TRPM6
im distalen Tubulus [64, 65].

1.3.3.3 Auswirkungen der Insulinresistenz auf Transportprozesse im
distalen Tubulus

Natrium

Im Rahmen der Insulinresistenz kommt es zur verminderter Expression von
ENaC und verminderter Aktivitdt der NCC im distalen Tubulus [28, 29]. Dies
fuhrt zu vermehrtem Natrium- und Chloridverlust. Die Hypernatriurie wird
aufgrund der passenderen Natriurese-Thematik im Kapitel 1.3.4 Sammelrohr

dieser Arbeit besprochen.
Calcium

SGK1-Knock-out-Mause besitzen weniger TRPV5 [28]. In den SGK1-
defizienten M&ausen finden sich dennoch eine erniedrigte Calciumexkretion [28].
Durch die fehlende SGK1-vermittelte Anregung der TRPV5 wére normalerweise
ein hoher Calciumverlust mit dem Urin zu erwarten [28, 29]. Dies trifft aber nicht
zu, weil durch hohe Natriumverluste, durch fehlende ENaC- und NaCl-
Kotransporter-Stimulation, das Extrazellulare Volumen sinkt [28, 29]. Beide
Transporter werden durch Aldosteron stark stimuliert, um dem Natriumverlust
entgegenzuwirken [28, 29]. Dadurch wird vor allem im proximalen Tubulus und
weniger im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife mehr Natrium aufgenommen
und mit dem Natrium auch Calcium [28, 29]. Demnach wird weniger Calcium
mit dem Urin ausgeschieden. Eine SGK1-Defizienz resultiert somit in einer

erniedrigten Calcium-, aber erhéhten Natriumexkretion [28, 29].
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Im Gegensatz zu den SGK1-defizienten Mausen zeigten die GSK3- Mause
erhohte Calciumexkretionswerte [63]. Dies kdnnte daran liegen, dass durch die
Hyperphosphaturie das Parathormon vermindert ausgeschittet wird [63].
Parathormon stimuliert die Calcitriolausschuttung und beide stimulieren
gemeinsam die Calciumrickresorption tUber den TRPV5 im distalen Tubulus
[63]. Kompensiert wird die Phosphaturie und Calciurie wahrscheinlich durch
Mobilisierung von Calcium und Phosphat aus den Knochen, denn diese Mause
wiesen eine verminderte Knochendichte auf [63]. Ein Knochenabbau ist
aufgrund der erniedrigten Parathormonplasmakonzentrationen nicht zu
erwarten [63]. Eine andere Arbeit mit Akt2-Knock-out-Mausen zeigte eine

vermehrte Natriurese, Calciurese und Hyperphosphaturie [69].

1.3.4 Sammelrohr

1.3.4.1 Physiologie

Uber den im Sammelrohr befindlichen epithelialen Natriumkanal (ENaC) wird
das restliche Natrium rickresorbiert [7, 43]. Im Sammelrohr wird etwa 14 % des
Wassers uber Aquaporine antidiuretisches Hormon-abhangig rickresorbiert,

und die Harnkonzentration adjustiert [7, 43].

Der Korper verliert kaum Natrium und Chlorid Gber die Niere. Ungefahr 5 % des
filtrierten Calciums und nur 1 % des Wassers wird ausgeschieden [7, 43]. Ein
Zehntel des Kaliums wird im Sammelrohr Gber Kalium-Kanale, Renal Outer
Medullary Potassium Channel (ROMK), sezerniert [7, 43]. Im Vergleich zu den
anderen Elektrolyten gelangt somit sehr viel des filtrierten Kaliums in den
Endharn. 5-20 % des Phosphats [7, 43] und ca. 5 % des Magnesiums [70]

werden renal ausgeschieden.
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1.3.4.2 Wirkung von Insulin auf Transportprozesse im Sammelrohr

» Epithelialer

_SGK1._
£/Y ¥ Natriumkanal
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*AKT < ROMK

Abbildung 5: Einfluss von Insulin auf Transportvorgédnge im Sammelrohr

Dargestellt werden insulinabhangige Aktivierung der ENaC und Hemmung der ROMK
im Sammelrohr.

Natrium

Im Sammelrohr werden insulinabh&ngig und SGK1-vermittelt vermehrt ENaC
exprimiert [29, 48].

Kalium

SGK1 spielt auRerdem eine wichtige Rolle in der Insulinabhangigen Aufnahme
von Kalium in die Zelle [28, 29]. SGK1 kann, beeinflusst durch Aldosteron, die
ROMK-Kanéle stimulieren, im Sammelrohr jedoch kooperieren AKT und SGK1
und hemmen insulingetriggert die ROMK1-Kanéle [29, 48]. Daher besteht die
berechtigte Annahme, dass durch den Insulineffekt die Kaliumexkretion sinkt
[28, 29, 71]. In diesen Pathomechanismen sind auch with-no-lysine-Kinasen
(WNK-Kinasen) beteiligt: Insulin aktiviert mittels der PI13-Kinase mTORC2, was
Uber die Aktivierung des SGK1- und Akt-WNK Signalwegs zur ROMK-
Hemmung fluhrt [72].
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1.3.4.3 Auswirkungen der Insulinresistenz auf Transportprozesse im
Sammelrohr
Natrium und Chlorid

Eine defiziente SGK1-Ausschuittung fuhrt dazu, dass ENaC im Sammelrohr und
in den ENaC-exprimierenden distalen Tubuluszellen und NCC im distalen
Tubulus weniger aktiv sind [28, 29]. AuBerdem fordert SGK1 im Gehirn den
Salzappetit, welcher im Falle der Insulinresistenz sistiert [28]. Durch diese
beiden Faktoren verliert der Kdrper viel Natrium und das extrazellulare Volumen
sinkt. Ein fallendes Herzzeitvolumen und der damit verbundene Blutdruckabfall
kurbeln kompensatorisch das RAAS an [28]. Aldosteron arbeitet zum Teil
SGK1-abhangig, aber auch SGK1-unabh&ngig, Insulin und ADH sind in ihrem
Wirkmechanismus jedoch vollstdndig von der SGK1-Signalkaskade abhangig
[28, 29, 73].

Der Hyperaldosteronismus kann die im Rahmen der Insulinresistenz
verminderte SGK1-Wirkung etwas kompensieren und aktiviert die ENaC
Kanale, die ROMK und die Na/K/ATPase [28, 73]. Deshalb waren bei SGK1-
knock-out Mausen die Natriumrickresorption unter salzreicher Erndhrung
unverandert [28]. Unter salzarmer Diat war die Natriumexkretion trotz erhéhter
Plasmaaldosteronwerte und proximal-tubulérer Natriumrickresorption sehr
hoch [28]. Der Grund dafir ist kbnnte eine verminderter NaCl-Kotransport im
distalen Tubulus sein [28, 29].

In insulinresistenten Mausen konnte gezeigt werden, dass unter der
Insulinresistenz weniger ENaCs in den Sammelrohr-Zellen eingebaut wurden
[74]. In einem Tiermodell zeigten Insulin-Rezeptor-defiziente Knock-out-Mause

ebenfalls eine erhdhte Natriumexkretion [75].

Der distale Tubulus und das Sammelrohr scheinen von der Insulinresistenz
beeinflusst zu werden, da sie im Rahmen der Insulinresistenz tber den Urin

vermehrt Natrium sezernieren.

Kalium
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In SGK1-Knock-Out-Mausen wurde eine erhthte ROMK-Dichte beobachtet
[71]. In SGK1-defizienten Mausen fiel aber die Aktivierung der ROMK gering
aus [28]. Dies lasst vermuten, dass die Sammelrohrzellen entweder nicht von
der Insulinresistenz betroffen sind oder weitere Mechanismen hinter der

Regulierung des Kaliumhaushaltes stecken.

SGK1 knock-out Mause entwickelten eine Hyperkalidmie, weil Kalium nicht
ausreichend ausgeschieden wurde, obwohl gentgend Kalium im Korper
vorhanden war [28, 29]. Trotz kompensatorisch hoher Plasma-Aldosteronwerte
zeigte sich eine niedrige Kaliumexkretion [28, 29, 71]. Eine SGK1-Defizienz

resultiert somit in einer erniedrigten Kaliumexkretion [28, 29].

1.4 FRAGESTELLUNG DER DISSERTATION

Seit der Entdeckung und Definition des Begriffes Insulinresistenz wurde in den
letzten Jahren viel geforscht, um Pathomechanismen der Insulinresistenz zu
verstehen. Wahrend man lange Zeit den Fokus auf die klassischen
insulinsensitiven Organe wie Leber, Skelettmuskulatur und Fettgewebe richtete,
weill man heute, dass Insulin in zahlreichen anderen Zellstrukturen
modulierend wirkt. Bisher ist noch nicht geklart, ob Insulin ein Regulator in der
Niere und die Niere somit ein insulinsensitives Organ ist. Bekannt ist, dass in
der Niere beide Insulinrezeptoren existieren. Daraus resultierend stellt sich die
Frage, ob die Niere im Rahmen einer Insulinresistenz genauso resistent
gegenuber Insulin, wie andere insulinsensitive Zellen in der Leber, Muskulatur
und Fettgewebe, ist. Diese ist in der aktuellen Forschung noch unbeantwortet.
Zudem ist ebenfalls unklar, welche Nierenzellen von der Resistenz betroffen
sind. Deswegen soll in dieser Arbeit unter Verwendung von insulinresistenten
Leptin-defizienten Mausen die Auswirkung der Insulinresistenz auf renal
tubulare Funktionen, insbesondere auf den Elektrolyttransport, untersucht
werden. Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkung der akuten Insulinwirkung auf
den Transport von Natrium, Kalium, Calcium, Phosphat und Magnesium in

insulinsensitiven und insulinresistenten Mausen zu untersuchen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

Tabelle 1: Gerate

Eppendorf ® Original Model 4780 Repeating
Pipette

Eppendorf Research® (0,5 pl -10 ul)
Eppendorf Research® (10 ul -100 ul)
Eppendorf Research® (1000 pl)

Eppendorf Research® (20 ul -200 ul)
Eppendorf Research® plus (0,1 pl -2,5 ul)
Eppendorf Research® plus (100 pl- 1000 pl)
Eppendorf Research® plus (2 pl -20 ul)
Eppendorf Research® pro 20-300ul (multi-
channel)

Flammenphotometer EFUX 5057
Hybridization Oven/Shaker

IL GEM® Premier 3000

Kern PCB 100-3 Prazisionswaage
Labnet Vortex VX100

Liebherr Comfort Kiihischrank 2-8°C
Liebherr Gefrierschrank -24°C
Megafuge 2.0R
Mikrotiterplatten-Lesegerat

Stoppuhr

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

AESCULAP®- Messer
Blutgaskapillaren 280 pl

Eppendorf AG

Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Amersham Life Science
Instrumentation Laboratory
GmbH

KERN

Labnet International, Inc
Liebherr

Liebherr

Heraeus Instruments

BRAUN

Hirschmann® Laborgerate
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CELLSTAR® PP-Test tubes, 15 ml
CELLSTAR® TUBES, 50 ml
CONTOUR® NEXT Blutzuckermessgerat
CONTOUR® NEXT Sensoren fur
Blutzuckerbestimmung

epT.l.P.S. Standard 20-300 pl
Haematokrit Kapillaren 75 pl

INJEKT F Feindosierungsspr.1 mi
Mincaps® end to end IN20 °C

Nitrile Powder-Free Medical
Gloves

Pipettenspitze 10 pl
Pipettenspitze 1000 pl
Pipettenspitze 200 ul

Reaction Tubes 2 ml
Reagiergefald 0,5 ml

Rotilabo®- Schnappdeckelflaschchen ND22
Sterican® Einmalkantlen 30 G 1/2

Tabelle 3: Kits

Aldosteron ELISA
Ampuwa®

Aqua Dest

Isotonische Kochsalzlésung NaCl 0,9 %, 100

ml

LT-SYS® Creatinin Jaffe, flissig (LT-CR 0121)

LT-SYS® Glucose Hexokinase (LT-GLH 202)

LT-SYS® Magnesium (LT-MG 0100)

Examination

Greiner Bio-One GmbH
Greiner Bio-One GmbH
BAYER AG
BAYER AG

Eppendorf AG
Hirschmann® Laborgerate
BRAUN

Hirschmann® Laborgerate
Abena A/S

SARSTEDT AG & Co. KG
SARSTEDT AG & Co. KG
SARSTEDT AG & Co. KG
Greiner Bio-One GmbH
SARSTEDT AG & Co. KG
Carl Roth GmbH und Co. KG
BRAUN

IBL INTERNATIONAL GMBH
Fresenius Kabi Deutschland
GmbH

Fresenius Kabi Deutschland
GmbH

Labor + Technik Eberhard
Lehmann GmbH

Labor + Technik Eberhard
Lehmann GmbH

Labor + Technik Eberhard
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LT-SYS® Phosphor anorganisch (LT-PH
0100)

Tabelle 4: Medikamente

Isofluran CP® 1 ml/ml

Glucose G- 40 % Infusionslésung

NovoRapid® Penfill® 100 Einheiten/ml
Isotonische Kochsalzlésung NaCl 0,9 %, 100

ml

Tabelle 5: Tierhaltung

Espen-Tiereinstreu AB
Leitungswasser
ssniff® Futtermittel fir Ratten und Mause

Typ I und Il Kafige

Lehmann GmbH
Labor + Technik Eberhard
Lehmann GmbH

cp-pharma® BURGDORF
BRAUN

Novo Nordisk Pharma GmbH
Fresenius Kabi Deutschland
GmbH

AsBe-Wood GmbH
Stadtwerke Tibingen
ssniff® Spezialdiaten GmbH
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2.2 METHODEN

2.2.1 Tiermodell und Tierhaltung

2.2.1.1 Tiermodell

Die Tierexperimente wurden an adipdsen Leptin-defizienten BTBR-Mause
Lep®P’®® (im Folgenden: KO-Mause) und ihren schlanken Wildtyp-Kontrollen
BTBR Lep" (im Folgenden: WT-Mause) im Alter von 35 bis 50 Tagen
durchgefiihrt. BTBR steht fur Black and Tan Brachyuric Mice. Um sowohl BTBR
LepoP°b-Mause als auch BTBR Lep""™-Mause zu erhalten, wurden
heterozygote BTBR Lep"V°*-Weibchen mit BTBR Lep“/°°-Mannchen verpaart.
Die Wurfgro3e betrug um die 6 Jungen. Leptin ist ein im Hypothalamus
Sattigungsgefihl ausldsendes und Hungergefuhl unterdrickendes Hormon [76-
78]. Durch fehlendes Leptin entwickeln die Tiere ab dem Alter von 30 Tagen
eine Adipositas, eine Hyperglykamie und Hyperinsulinamie (siehe Kapitel 3.1
Wachstum, Fress- und Trinkverhalten) [76, 79]. Die Hyperinsulinamie
unterdrickt die mMRNA Expression des Insulin-Rezeptor-Substrat 2 [76, 80]. All
diese Faktoren fuhren zur Insulinresistenz, welche mit dem Alter fortschreitet.
Ihr metabolisches Syndrom wird mit einer eintretenden Fettstoffwechselstorung
vervollstandigt [76, 80-83]. Eine diabetische Nephropathie entwickeln sie im
Alter von 144 Tagen [84].

Das eintretende metabolische Syndrom &hnelt stark dem menschlichen
Diabetes mellitus und das Tier besitzt dem Menschen analoge Organstrukturen,
deshalb ist dieses Mausmodell besonders geeignet, um Fragen der

Insulinresistenz zu untersuchen.

2.2.1.2 Tierhaltung

Die genetisch veranderten Mause (BTBR Lep°”°®) und ihren Wildtypen (BTBR
Lep"™) wurden bis zum Alter von ca. 27- 30 Tagen in Typ Il long Kéfigen in
gleichgeschlechtlichen Gruppen gehalten. Es wurden sowohl mannliche als

auch weibliche Versuchstiere verwendet.

Die Tiere hatten mit Ausnahme der Fastenzeiten ad libitum Zugang zu Futter

und Trinken und wurden in Typ | Einzelkafigen mit Streu (Espenholz), einem
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Kafig-Accessoire (rotes Haus und/oder Holzréhrchen) und Nestbaumaterial
(Zellulose) bei 22-24 °C bei regelmaligem Hygienemonitoring gehalten. Mit
einer Hellphase von 12h/ Tag wurde ein konstanter Tag- Nacht-Rhythmus

sichergestellt.

Die Versuche wurden an 35-50 Tage alten Tieren durchgefihrt. Die maximale
Beobachtungszeit betrug 150 Tage. Im Alter von 150 Tagen wurden die Tiere

tierschutzkonform euthanasiert.

Die Studie wurde unter der Nummer M 1/17 durch das Regierungsprasidium
Tubingen genehmigt. Die Zuchttiere stammen aus dem Universitatsklinikum
Freiburg und wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr. Florian Grahammer

(Universitatsklinik Hamburg) zur Verfigung gestellt.

2.2.2 Studienaufbau

Der experimentelle Teil der Studie beinhaltet eine Vorbereitungsphase und
zwei, durch einen eintdgigen Erholungstag getrennte, Interventionstage.
Zunachst wurde in der Vorbereitungsphase das Gewicht, Trink- und
Fressverhalten untersucht und ein Blutzuckermonitoring durchgefthrt. Ab dem
Alter von 27 Tagen wurden die Mause regelmaRig tber einen Zeitraum von 123
Tagen gewogen. Spatestens ab dem Alter von 30 Tagen wurden sie in
Einzelkafigen gehalten, um so die Fress- und Trinkmenge individuell zu
messen. Das Blutzuckermonitoring und Glucose- sowohl Insulintoleranztests
erlaubten, das Alter der Mause, in welchem zum einem die Insulinresistenz
vorhanden ist, zum anderen aber der Nuchternblutzucker beider Gruppen nach
6 h Fasten nicht dber 250 mg/dl betragt, um die Beeinflussung der

Messergebnisse durch Effekte der Glukosurie zu verhindern, zu erfassen.

2.2.3 Experimente und Probengewinnung

Zur Untersuchung der Fragestellung wurden Versuchstiere im Alter von 35 bis
50 Tagen wurde Vehikel intraperitoneal (0,9 % NacCl, 15 pl/g KG) und im
Abstand von zwei Tagen Insulin intraperitoneal (0,1 mU/g KG) verabreicht und

der Urin jeweils Uber 2 Stunden gesammelt.
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Zur Vorbereitung wurden die Mause spatestens im Alter von 30 Tagen aber
mindestens 1 Woche vor Versuchsbeginn getrennt und zur Akklimatisierung in

Typ | Einzelkafige gesetzt, weil die Experimente in Einzelkafige stattfanden.
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2.2.3.1 Versuchsablauf: Intraperitoneale Injektion von NaCl und Insulin

6-8 h vor Injektion Zeitpunkt 60 Minuten
- Tiere fasten: Futter nach der Injektion
entfernen » Blutzuckermessung

10 Min. vor Injektion  Zeitpunkt 30 Minuten
- Tiere wiegen nach der Injektion
- Tiere in Ké&fige ohne + Blutzuckermessung

Streu, Futter und
Trinkflasche setzen

v

0 '- 120

Zeitpunkt 0: Injektion 120 Min. nach Injektion
» Blase der Tiere durch  Blutzuckermessung

transabdominelle Massage leeren - Blutentnahme ca. 5 pl
+ Blutentnahme ca. 5 pl (Schwanzspitze).

i o »  Transabdominelle Massage
» Blutzuckermessung zur Kollektion des 2 Stunden-
» Injektion von NaCl bzw. Insulin Sammelurins

Abbildung 6: Studiendesign: Zeitlicher Ablauf der Interventionstage

Dargestellt ist der Versuchsablauf der intraperitonealen Vehikel- und Insulin-Injektion
mit anschlieRender Probenkollektion. Abgebildet ist der Versuchsablauf der
intraperitonealen Insulin-Injektion mit anschliel3ender Probenkollektion.

Am Morgen eines Versuchstages wurde um 8:00 Uhr das Futter aus dem Kafig
entfernt, wahrend der Fastenzeit hatten die Mause weiterhin Zugang zu
Leitungswasser. Nach sechs Stunden Fasten wurden die Mause gewogen und
in Einzelkafige ohne Streu gesetzt, welche durch ein bis zwei Tucher abgedeckt

wurden, um den Mausen einen Riuckzugsort zu gewahrleisten.

Nach einer transabdominellen Blasenmassage zur Blasenentleerung, wurde der
gewonnene Urin verworfen. Danach wurde eine Blutprobe von ca. 5 yl aus dem
Schwanz in eine Hamatokritkapillare entnommen. Nachdem die Blutentnahme
erfolgte und der Blutzucker zum Zeitpunkt O aus dem Schwanz gemessen

wurde, konnte gewichtsadaptiert am ersten Versuchstag 0,9 % NaCl und am
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folgenden Versuchstag Insulin aspart (0,1 mU/g KG) mit einer 30 G

Einmalkantle intraperitoneal in den linken Unterbauch injiziert.

Fir die Injektion wurden an ersten Tag pro Gramm Ko&rpergewicht 15 pl
isotonische Kochsalzlosung injiziert. Zur Injektion am zweiten Interventionstag
wurde einige Minuten vor Versuchsbeginn eine Losung erstellt. Insulin aspart
und NaCl 0,9 % wurden so gemischt, dass in 15 yl Losung 0,1 mU Insulin
enthalten und somit wurden pro Gramm Kdorpergewicht 0,1 mU Insulin injiziert.
Fur die intraperitoneale Injektion wurde Insulin-Aspart (NovoRapid®)
verwendet. Insulin-Aspart ist ein kurzwirksames Insulin. Es wirkt bereits nach
ca. 15 Minuten fir eine Dauer von ca 2-3 Stunden. Die maximale Wirkung nach
subkutaner Gabe erreicht Insulin-Aspart beim Menschen nach ca. 1 Stunde
[85]. Die tatsachlich injizierte Menge variiert an beiden Versuchstagen minimal,

da immer auf- bzw abgerundet wird.

Der Blutzucker wurde dann in der ersten Stunde in halbstiindlichem Abstand (O
Minuten, 30 Minuten, 60 Minuten), danach in stiindlichem Abstand aus wenigen
Tropfen Blut aus dem Schwanz gemessen (nach 120 Minuten). Nach diesem
zweistundigen Versuch wurde erneute eine Blutprobe entnommen und um
Urinproben zu gewinnen wurde die Blase mittels transabdomineller Massage
entleert und eventuell der Urin bei spontaner Blasenentleerung im Kafig mittels
Pipette kollektiert. Der Sammelurin von 2h wurde bei - 20°C eingefroren. Die
Blutproben wurden 15 Minuten lang bei 1892 G (3000 rpm) zentrifugiert, um das

Plasma zu separieren und bei - 20°C einzufrieren.

Die Blutproben von 6 Mausen, welche am Ende vor Toétung der Mause
entnommen wurden, wurden ca. 30 Minuten bei 725 G (1891 rpm) zentrifugiert,
um das Plasma von den festen Blutbestandteilen zu trennen, um es dann bei

bei - 20°C fur weitere Forschungsvorhaben einzufrieren.

2.2.4 Parameter und Messungen

2.2.4.1 Klinische Chemie
Aus dem 2 Stunden- Sammelurin wurden die Elektrolyte Phosphat, Natrium,

Kalium, Calcium, Magnesium und das Kohlenhydrat Glucose bestimmt. Diese
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Messwerte wurden auf das gemessene Kreatinin, das Urinvolumen, auf das an
dem Tag gewogene Korpergewicht, die errechnete Fressmenge, die pro
Korpergewicht ausgeschiedene Kreatininmenge und das pro Koérpergewicht

ausgeschiedene Urinvolumen normiert.

Die Bestimmung von Kreatinin, Phosphat, Magnesium und Glucose wurde mit
Hilfe der LT-SYS® Kits durchgeflhrt.

Urin Kreatinin- LT-SYS® Creatinin Kit; Jaffé, kinetisch ohne Enteiweil3ung
(LT-CR 0121)

In dem Kit zur Messung von Creatinin im Urin sind Natronlauge, Pikrinsaure
und eine Standardlésung mit einer Kreatininkonzentration von 2,00 mg/dl (177

pumol/l) enthalten.

Die Kreatininmessung nach der Jaffé Methode beruht auf der Komplexbildung
von Pikrinsaure mit Kreatinin im alkalischen Milieu [86]. Der entstehende

dunkelgelbe Farbkomplex kann welcher photometrisch quantifiziert werden [86].

Zur Vorbereitung der Arbeitslosung werden 1 Teil Natronlauge (c = 300 mmol/)
und Natriumdihydrogenphosphat (¢ = 25 mmol/l) und 1 Teil Pikrinsaure (c = 8,7
mmol/l) gemischt [86]. Zu Beginn werden die Urinproben auf das 20-fache
verdunnt. Einige Urinproben mussten auf das Zehnfache bzw. Finffache
verdunnt werden, damit zuverlassige Ergebnisse erzielt werden. Nun werden in
die Kivetten 10 pl des Leerwertes (Ampuwa), der Standardlésung und der
Urinproben pipettiert. Nach dem Pipettieren von 200 pl der working solution in
die Kivetten mit den Proben, wird die Losung mit Hilfe eines Vortex Gerats
verwirbelt. Sofort im Anschluss und nach weiteren 8 Minuten wird die Extinktion
bei A = 490 nm gemessen [86]. Die Kreatininkonzentration wird nach folgender

Formel berechnet:

(Kreatinin] = A Extinktion [Probe] % c[Standard]
cLAreatnl = A e tinktion [Standard] clotanaar

Die obere Nachweisgrenze liegt bei 300 mg/dl, die untere Nachweisgrenze bei
0,03 mg/dl. Bis zur oberen Nachweisgrenze verhalt sich die Kurve der

Konzentration linear.
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Plasma und Urin Phosphat- LT-SYS® Phosphor Kit; anorganisch (LT-PH
0100)

Die Phosphatbestimmung aus dem Urin und Plasma wurde mit dem Kit LT-
SYS® Phosphor Kit durchgefihrt. In dem Kit zur Messung von Phosphat im
Urin  sind eine gebrauchsfertige = Reagenzlésung, bestehend aus
Ammoniummolybdate (¢ = 12 mmol/l) und Schwefelsaure (c = 2,2 mol/l), und
eine Standardldsung mit einer Phosphatkonzentration von 1,29 mmol/l (4 mg/dl)
enthalten.

Diese Messung ist photometrisch moglich, weil Phosphat in Gegenwart von
Sulfonylsédure an Ammonium bindet [87]. Die Farbentwicklung des Komplexes

wird bei einer Wellenlange von A = 340 nm gemessen [87].

Zunachst werden 3 pl des Leerwertes (Ampuwa), der Standardlésung, der
Urinproben (verdinnt 1:20) und der Plasmaproben (unverdiinnt) in Klvetten
pipettiert. Nun werden 300 pl der Reagenzlésung hinzugefiigt und die Klvetten

werden bei Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert.

Die Losungen sind 30 Minuten lang stabil, nach 10 Minuten, aber spatestens 30
Minuten wird die Extinktion gegen den Luftleerwert bei 340 nm gemessen [87].

Der Phosphatgehalt errechnet sich anhand folgender Formel:

(Phosphat] = A Extinktion [Probe] % c[Standard]
CLPRoSPRAt] = A Extinktion [Standard] clotanaar

Auch hier waren einige Urinproben zu stark verdinnt, denn die gemessenen
Werte waren nicht innerhalb der oberen und unteren Nachweisgrenze. Deshalb
wurden einige Proben erneut bei einer Funffachen Verdinnung oder komplett

unverdinnt gemessen.
Urin Magnesium- LT-SYS® Magnesium (LT-MG 0100)

Die Magnesiumbestimmung aus dem Urin wurde mit dem Kit LT-SYS®
Magnesium durchgefihrt. In dem Kit zur Messung von Magnesium im Urin sind

eine gebrauchsfertige Reagenzl6sung, bestehend aus Trispuffer (c = 250
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mmol/l) und Xylidylblau (¢ = 1mmol/l), und eine Standardlésung mit einer

Magnesiumkonzentration von 0,82 mmol/l (2,00 mg/dl) enthalten.

Magnesium reagiert im alkalischen Milieu mit Xylidblau zu einem Chelatkomlex
[88]. Die Extinktion des Chelatkomplexes wird photometrisch gemessen und
steigt proportional zur Magnesiumkonzentration in der Urinprobe [88]. Um
Interaktionen mit Calcium zu vermeiden, werden in dieser Messung die lonen
mit EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure)
komplexiert [88].

Das Prinzip dieser Messung &hnelt der Phosphatmessung. Zunéchst werden 3
bl des Leerwertes (Ampuwa), der Standardldésung, der Urinproben (verdinnt
1:10) in Klvetten pipettiert. Nun werden 300 pl der Reagenzlésung hinzugefugt

und die Klvetten werden bei Raumtemperatur fir 5 Minuten inkubiert.

Nach 5 Minuten wird die Extinktion der Proben gegen den Reagenzleerwert bei

520 nm gemessen. Der Magnesiumgehalt errechnet sich ausfolgender Formel:

M ] = A Extinktion [Probe] % c[Standard]
cliagnestml =\ g tinktion [Standard] clotanaar

Urin Glucose - LT-SYS® Glucose Hexokinase (LT-GLH 202)

Die Glucosebestimmung aus dem Urin wurde mit dem Kit LT-SYS® Glucose
Hexokinase durchgefihrt. In dem Kit zur Messung von Glucose im Urin sind
zwei gebrauchsfertige Reagenzlosung (Reagenz 1 und Reagenz 2) und eine
Standardlosung mit einer Glucosekonzentration von 100 mg/dl enthalten.
Reagenz 1 beinhaltet Trisphosphat (c = 100 mmol/, pH 7,8), Magnesiumionen
(c = 4 mmol /1), Adenosintriphosphat (ATP) (c = 2,1 mmol/l) und Nicotinamid-
Adenin-Dinucleotid (NAD) (¢ = 2,1 mmol /). Reagenz 2 beinhaltet
Magnesiumionen (¢ = 4 mmol/l), Hexokinase (c > 7,5 kU/I) und Glucose-6-

phosphatedehydrogenas (¢ >7,5 kU/ L).

Diese Messmethode bestimmt den Glucosegehalt einer Probe mit Hilfe einer
enzymatischen Reaktion mit der Hexokinase (Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase) [89]. Glucose reagiert zunachst mit ATP zu Glucose-6-
phosphat und Adenosindiphosphat (ADP) [89]. Glucose6-phosphat reagiert
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weiter mit NAD+ zu Glucunat-6-P und der reduzierten Form des NAD+, dem
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NaDH), und Wasserstoff (H+) [89]. Die
spezifische Absorption bei der Reduzierung von NAD zu NADH kann
photometrisch bei 340 nm bestimmt werden [89].

Zunachst werden 2 ul des Leerwertes (Ampuwa), der Standardlésung, der
Urinproben (unverdinnt) in Kuivetten pipettiert. Nun werden 200 pl der
Reagenzldsung 1 hinzugefiigt und die Klvetten werden bei Raumtemperatur fur
5 Minuten inkubiert.

Nach 5 Minuten werden 50 pl der Reagenzlosung 2 hinzugefugt und 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert [89]. Die Extinktion der Proben werden innerhalb
von 30 Minuten gegen den Reagenzleerwert bei 340 nm gemessen [89]. Der

Glucosegehalt errechnet sich ausfolgender Formel:

Gl | A Extinktion [Probe] — A Extinktion [Leerwert] 100
= X
CLLUCosel = N Extinktion [Standard] — A Extinktion [Leerwert]

Urin Natrium, Kalium und Calcium- Flammenphotometrie

Bei der Messung von Elektrolytkonzentrationen Natrium, Kalium und Calcium

im Urin wurde der Flammenphotometer EFUX 5057 genutzt.

Die zu messende Probe wird mit Pressluft vernebelt und mit dem Brenngas
(Acetylengas) zusammen in die Flamme zugefuhrt. Somit werden die
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau beftrdert, welches sie aber nur fur
kurze Zeit halten konnen [90]. Bei Ubergang in das urspriinglichere niedrigere
Energieniveau wird Energie frei, welche als Strahlung einer spezifischen
Wellenlange sichtbar wird [90]. Verschiedene Elektrolyte der Alkali-Gruppe

verandern somit die Farbe der Flamme.

Bei dieser Messung wird die Lichtquelle in die verschiedenen Wellenl&angen
separiert, damit nur die fur das Atom charakteristische Wellenlange gemessen

wird.

Die Konzentrationen der meisten Proben wurden vollautomatisiert bestimmt.

Bei 14 Proben lagen die Konzentrationen auferhalb des aufRerhalb der
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Referenzbereiche fur Na+: 10,0 - 300,0 mmol/l, K+: 5,0 - 200,0 mmol/l und

Ca2+: 0,5 - 20,0 mmol/l. Deshalb wurden diese erneut manuell nachgemessen.
Blutgasanalysen

Am Ende der Versuchsreihe, wurde in eine Blutgaskapillare ca. 150 pl frisches
Kapillarblut gewonnen. Direkt im Anschluss wurden mithilfe des Automaten IL
GEM® Premier 3000 (Instrumentation Laboratory GmbH) folgende Parameter
bestimmt und berechnet: pH, pCO2, pO2 [mmHg], Na+, K+, Ca2+, Ca2+ (pH
7,4), HCO3 (Bikarbonat), Standard-HCO3 (Standard-Bikarbonat), Base Excess
[mmol/l], Hamatokrit [%], cHbc (kalkulierte Ha&moglobinkonzentration) [g/dl],
SO2c (kalkulierte Sauerstoffsattigung) [%].

Messung der Gewichts-, Fress- und Trinkwerte

Fur die Untersuchung des Gewichtsverlauf, Futter- und Trinkverhalten dieses
Mausmodells, wurden die Tiere ab dem Alter von 30 bis 150 Tagen regelmafig

gewogen.

Um die gesamte Fressmenge zu ermitteln wurde an bestimmten Tagen das
Futter, der in den Einzelkafigen sitzenden Mause, gewogen. Im nachsten Schritt
wurde die gewogene Fressmenge auf das Korpergewicht bezogen, indem die

Fressmenge durch das Kérpergewicht der Maus am selben Tag dividiert wurde.

Die Trinkmenge wurde ebenfalls vorab gemessen und dann durch Division auf

das Korpergewicht der Maus normiert.

2.2.5 Ergebnisanalyse

Alle Werte werden in der Regel als Mittelwerte inklusiver Standardfehler des
Mittelwerts (xSEM) gezeigt, Abweichungen werden angegeben. Die Anzahl n ist
definiert durch die Anzahl der Versuchstiere.

Zunachst erfolgte die Testung auf Normalverteilung mittels Anderson-Darling
Test D'Agostino & Pearson Test, Shapiro-Wilk Test und Kolmogorov-Smirnov
Test. Im Falle einer Normalverteilung wurde ein ANOVA, Brown-Forsythe Test,
Bartlett’'s Test zur Varianzanalyse und ein Holm-Sidak's multiple comparisons

Test, Sidak’s multiple comparasion Test, unpaired t- Test oder Extra sum-of-
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squares F Test zur Signifikanzanalyse durchgefuhrt. Zeigte jedoch einer der
vier oben genannten Tests keine Normalverteilung, wurde der Mann Whitney
Test angewandt. Ein P- Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
Die gesamte Datenanalyse erfolgte mit Hilfe von Microsoft Office Excel 2010
und GraphPad Prism 8 Graphpad Software Inc.

35



3 ERGEBNISSE

3.1 WACHSTUM, FRESS- UND TRINKVERHALTEN UND BLUTZUCKER

3.1.1 Gewicht
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Abbildung 7: Kérpergewicht im Verlauf von 123 Tagen

Dargestellt werden die Uber einen Zeitraum von 123 Tagen gemessenen
Korpergewichtswerte von WT-Mausen n=19 (blau) und KO-Mausen n=34 (rot) in [g] mit
Trendlinie (A) und die Mittelwerte + SEM in einem Balkendiagramm an den Tagen 27,
56, 100, 150 in [g] (B).

*. sign. Unterschied Korpergewicht der WT-Mause vs. KO-Mause zum jeweiligen
Zeitpunkt (p<0,05)

Nach dem Absetzen der Mause im Alter von 27 Tagen wogen die WT-Mause
durchschnittlich 19,35 £ 0,35 g und die KO-Mause durchschnittlich 20,74 + 0,66
g. Es bestand keine signifikante Gewichtsdifferenz. Beide Genotypen nahmen
im Verlauf an Gewicht zu. Ab einem Alter von 30 Tagen zeigten sich die ersten
signifikanten Unterschiede im Korpergewicht beider Gruppen. Im Alter von 56
Tagen wogen WT-Mause durchschnittlich 31,32 + 0,905 g und KO-Mause 49,99
+ 1,03 g (p<0,0001, unpaired t-Test). Im Alter von 100 Tagen wog eine KO-
Maus im Durchschnitt 59,45 + 1,59 g und somit nahezu doppelt so viel wie eine
gleichaltrige WT-Maus mit einem durchschnittlichen Gewicht von 32,05 * 0,849
(p<0,0001, unpaired t-Test).

Die Wachstumskurven bewegten sich nach einem ahnlichen Ausgangspunkt

auseinander. Die Wachstumskurven waren also signifikant unterschiedlich

36



(p<0,05 Extra sum-of-squares F Test). Im Alter von 150 Tagen wogen die WT-
Tiere durchschnittlich 33,1 + 0,83g und somit weiterhin signifikant weniger als
die KO-Mause mit einem Gewicht von 65,9 = 3,77 g an Tag 150 (p<0,05
unpaired t-Test).

A B

WT-Maus KO-Maus
C D

WT-Maus

/
/

Gewicht: 32,05 + 0,84 g /" Gewicht: 59,45 + g

Abbildung 8: Fotografische Dokumentation einer WT- und einer KO-Maus

Dargestellt ist eine WT-Maus in A, C und eine KO-Maus in B, D im Alter von 100
Tagen.

Klinisch imponierten die KO-Méause mit einem ausladenden Abdomen und
verstrichener Taille.
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3.1.2 Fress-und Trinkverhalten

A B
20 0.5
. 0.4+ :
154 - : F
_ P = W 2 y
(=) LA . o 0.3 Yiowr o v,
& 104 o EA g 1"" POt
i 33 SR PO g 0.2- N fs&,‘,g.zh* ¢
10 e o I R = Ter, LR L
5_ MR .;'ﬁ-“ﬂ :;’u * LE [ ol ' 3
., . 01_ .
0- 0.0-
T | | T | |
50 100 150 50 100 150
Alter in Tagen Alter in Tagen
C D
20 0.5+
* * * %*
- 0.4 -
15 . X o"
—_— - L] L % ?;
=) . oD 0.3 N . .
7 . [3] 7 y . 5 027 oge
o8 " >
> " 014
0- 0.0- ——
I I I I I I I I
30 55 100 132 30 55 100 132
Alter [d] Alter [d]
WT (n=4-15) = KO (n=4-21)

Abbildung 9: Fressmenge im Verlauf von 120 Tagen

Abgebildet sind die Uber einen Zeitraum von 120 Tagen gemessene absolute
Fressmenge von WT-M&usen n=4-15 (blau) und KO-Mausen n=4-21 (rot) in [g] (A) und
die auf das Korpergewicht normierte Fressmenge in der Einheit pro g KG (B). Die
jeweiligen Mittelwerte + SEM der absoluten Fressmenge sind in C und der
gewichtsbezogenen Fressmenge sind in D in einem Balkendiagramm an den Tagen

30, 55, 100 und 132 dargestellt.

*: sign. Unterschied der absolute Fressmenge der WT-Mause vs. absolute Fressmenge
der KO-Mause zum jeweiligen Zeitpunkt (p<0,05)

Bereits im Alter von 30 Tagen fraBen KO-Mause durchschnittlich 8,37 + 0,4 g
Futter und somit mehr als WT-M&use, die im Durchschnitt 6,78 = 0,26 g Futter
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fraBen (p=0,0205, unpaired t- Test). Auch im Alter von 55 Tagen sah man
signifikante Unterschiede im Fressverhalten: 11,07 + 0,53 g Futter im Vergleich
zu 6,86 = 0,76 g Futter (p=0,0005, unpaired t- Test). Im Alter von 100 Tagen
frallen KO-Mé&ause doppelt so viel wie WT-M&use namlich durchschnittlich 15,25
+ 0,65 g Futter im Vergleich zu 7,13 + 0,51 g Futter (p<0,0001, unpaired t-
Test). Eine KO-Maus wog im Alter von 100 Tagen ca. 59,45 = 1,59 g und fraf
somit eine Futtermenge, die ca. einem Viertel ihres Korpergewichts entspricht.
Im Alter von 132 Tagen fraBen KO-Mause weiterhin signifikant mehr (10,03 £
1,61 g) als die WT-Mause (6,42 + 0,25 g) (p=0,0249, unpaired t-Test). Die
Fresskurve der KO-Mause stieg mit fortschreitendem Alter und zeigte mehr
Dynamik als die Fresskurve der WT-Mause, welche sich in dem Bereich

zwischen 5 und 7 g bewegte und parallel zur x-Achse verlief.

In dem Zeitraum von 30-50 Tagen fralen beide Gruppen bezogen auf ihr
Korpergewicht viel, hier nahm auch die Gewichtskurve mit steigendem Alter zu
(vergleich Abbildung 7 Kdrpergewicht im Verlauf von 123 Tagen).

Die Fressmenge bezogen auf das Kdrpergewicht zeigte keinen statistisch

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 10: Trinkmenge im Verlauf von 120 Tagen

Dargestellt werden die Uber einen Zeitraum von 120 Tagen gemessene absolute
Trinkmenge von WT-Mausen n=33-15 (blau) und KO-Mausen n=4-21 (rot) in der
Einheit g (A) und die auf das Kérpergewicht bezogene Trinkmenge in der Einheit pro g
KG (B). Die Mittelwerte +SEM der absoluten Trinkmenge sind in C und die der
gewichtsbezogenen Trinkmenge sind in D in einem Balkendiagramm an den Tagen 30,
55, 100 und 130 abgebildet.

*. sign. Unterschied WT-Mause vs. Trinkmenge der KO-Mause zum jeweiligen
Zeitpunkt (p<0,05)

KO-Mause tranken im Alter von 55 Tagen doppelt so viel wie WT-Méause (23,94
+ 2,88 ml im Vergleich zu 12,6 + 0,74 ml, p=0,0215 Mann Whitney Test) und im
Alter von 100 Tagen viermal so viel (39,80 ml £ 5,09 ml im Vergleich zu 9,72 ml

+ 0,32 ml, p=0,0095 unpaired t-Test). Im Alter von 130 Tagen tranken KO-
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Mause durchschnittlich 28,45 ml + 2,94 ml und somit weiterhin signifikant mehr
als WT-Mause, welche in diesem Alter taglich ca. 10,93 ml + 0,52 ml tranken

(p<0,0001, unpaired t- Test).

Die Trinkmenge bezogen auf das Kdrpergewicht zeigte an Tag 100 (p=0,0013
unpaired t- Test) und Tag 130 (p=0,0142 unpaired t- Test) signifikante
Unterschiede, demnach tranken KO-Mause mit fortschreitendem Alter auch in
Relation zu ihrem Gewicht mehr als WT-Mause. Parallel zur steigenden
Trinkmenge zeigte sich ein hoher Gelegenheitsblutzucker (siehe Abbildung 12:

Gelegenheitsblutzucker im Verlauf von 90 Tagen).

Zur Veranschaulichung der massiven Unterschiede der totalen Trinkmenge
sieht man auf den Fotos die Trinkmenge von Mausen im Alter von 100 Tagen,

Tag 1 bis Tag 3 nach Auffullen der Flaschen.
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Abbildung 11: Trinkflaschen der KO- und WT-Méause

KO

Dargestellt werden die Trinkflaschen der WT- und KO-Mé&use ein Tag (A), zwei Tage
(B) und drei Tage (C) nach Auffullen der Trinkflaschen. Flaschen von links nach rechts
2,3,5 gehdren WT-Mausen und Flaschen 1,4,6 gehdren KO-Mé&usen.
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3.1.3 Blutzucker

Der Blutzucker (BZ) der Mause wurde zu verschiedenen Zeitpunkten und
unterschiedlichen Rahmenbedingungen gemessen. Zum einen wurde der
Gelegenheitsblutzucker zufallig und zum anderen nach Fasten von >12 h d.h.
Uber Nacht bestimmt. Zuletzt fasteten die Mause tagsiber 6- 8 h lang und

danach wurde der Blutzucker gemessen.
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« WT(n=2-10) = KO (n=3-19)

Abbildung 12: Gelegenheitsblutzucker im Verlauf Giber 90 Tage

Auf dem Diagramm in A sind die Gelegenheits- Blutzuckerwerte in der Einheit mg/dl
von 10 WT-Mausen und 19 KO-Mausen Uber einen Zeitraum von Tag 30 bis Tag 120
aufgetragen und in B Mittelwerte +SEM an den Tagen 30 und 99(n(WT)=5, n(KO)=11)
sichtbar. Das Gerat misst bis 600 mg/dl, alle Werte, die darlber liegen werden als H1

angezeigt und wurden als 600 mg/dl eingetragen.

*: sign. Unterschied Gelegenheitsblutzucker der WT-Mause vs. Gelegenheitsblutzucker
der KO-Mause an Tag 99 (p<0,05)

Wahrend sich der Gelegenheitsblutzucker der WT-Méause unabhéngig vom
Alter nahezu durchgehend zwischen 150 und 250 mg/dl hielt, befanden sich die
Gelegenheitsblutzuckerwerte der KO-Mause ab dem Alter von 51 Tagen

mindestens tber 250 mg/dl.

Im Alter von 30 Tagen zeigten WT- und KO-Mause einen vergleichbaren
Gelegenheitsblutzucker von durchschnittlich 165 + 7 mg/dl (WT-Mause) und
162 + 5,7 mg/dl (KO-Mause). Im Alter von 99 Tagen war der
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Gelegenheitsblutzucker der KO-Mause mit durchschnittlich 594,7 + 5,3 mg/dl

mindestens

dreifach

héher

als

der

der

WT-Mause mit einem

Gelegenheitsblutzucker von 159,7 £+ 20,8 mg/dl (p <0,0001, unpaired t-Test).

BZ nach
6-8 h Fasten [mg/dl]

BZ nach
12 h Fasten [mg/dl]

Abbildung 13: Nuchternblutzucker nach 6-8 h und nach 12 h Fasten
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Dargestellt werden in A und B der Blutzuckerwerte der WT- und KO-Mause nach 6-8 h

Fasten und in C und D die Blutzuckerwerte der WT- und KO-Mause nach Fasten Uber
Nacht in der Einheit mg/dl (n(WT)=4-16, n(KO)=2-29).

*: sign. Unterschied des Blutzuckers nach 12 h Fasten der WT-Mause vs. KO-Mause an
Tag 109 (p<0,05)

Im Alter von 36-52 Tagen fasteten die Tiere 6-8 h. Hierbei zeigten sich in den

Blutzuckerwerten beider Gruppen keine signifikanten Auffalligkeiten.
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Die Tiere fasteten Uber Nacht durchschnittich >12 h. Der gemessene
Nuchternblutzucker zeigte, dass im Alter von 33 Tagen sowohl die KO- als auch
WT-Mause auf das Fasten mit einem Blutzuckerabfall reagierten und am
Morgen einen durchschnittlichen BZ von 127 + 3,9 mg/dl und 150 +19 mg/dl
aufwiesen. Im Alter von 109 Tagen reagierte der Blutzucker der KO-Mause auf
Fasten mit einem geringeren Abfall als die, der WT-Mause, denn die
Blutzuckerwerte am Morgen betrugen durchschnittlich 266,7 + 31,5 mg/dl und
waren signifikant hoher als die der WT-Mause mit 160,6 = 6,3 mg/dl (p= 0,0025
unpaired t-Test). Altere KO-Mause hatten im Alter von 139 Tagen einen
durchschnittlichen Nuchtern- BZ von 154 + 4 mg/dl.
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3.2 INSULIN-TOLERANZTEST, BLUTZUCKER, KREATININ UND URINVOLUMEN NACH
NACL- UND INSULIN-INJEKTION

3.2.1 Blutzuckerwerte nach NaCl- und Insulin-Injektion

A B
200 * 200 * % *
= &
£ 150 2 150
€ <
53T £5T
3 > 100 2 S 100
z g £ E
5 5
g 50 & 50
B N
0- 0-
[ T T T ] [ I | T |
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Zeit [min] Zeit [min]
C D
250 25000 # %
= 200- €' 20000 £l iy
%200 E .| = ™
£ 150 < 15000 o |1
3 E
5 100+ N 10000
Ny Q
o 50 2 5000
0- o- —
[ I I I 1 I I
0 30 60 90 120 NaCl Insulin

Zeit [min]
-o- WT NaCl (n=4-9) & KO NaCl (n=7-17) —= WT Insulin (n=8-9) —= KO Insulin (n=7-14)

Abbildung 14: Blutzuckerwerte im Verlauf von 2h nach intraperitonealer Injektion von NaCl und Insulin
(IPITT)

Dargestellt sind die Blutzuckerwerte gemessen zum Zeitpunkt 0, 30, 60 und 120
Minuten nach Injektion von Gabe von NaCl in A und von Insulin in B.
Zusammengefasst werden die Kurven in der Einheit mg/dl in C und das
Balkendiagramm D zeigt die Flache unterhalb der Kurve (AUC) nach NaCl und
Insulingabe der WT-Mause (blau) und KO-Mause(rot) in der Einheit mg/dI*min.

*. sign. Unterschied WT-Mause vs. KO-Mause zum jeweiligen Zeitpunkt (p<0,05) #:
sign. Unterschied AUC der WT-M&use nach Insulininjektion vs. AUC der KO-Mause

nach Insulininjektion (p<0,05)
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An dem Versuchstag der Vehikel-Injektion (NaCl) starten die WT-Méause mit
einem hoheren Blutzuckerspiegel von 172,8 + 4,68 mg/d| als die KO-Mause mit
155,7 £ 7,35 mg/dl (p<0,05 Mann Whitney Test). Zunachst stieg der Blutzucker
beider Gruppen in der ersten Stunde leicht an und fiel dann unter den
Ausgangswert beider Gruppen. Die weiteren Verlaufsblutzuckerwerte beider

Gruppen zeigten keine grof3en Unterschiede auf.

Unter der Gabe von Insulin fiel der Blutzucker der WT-Méause in den ersten 30
min von 173,9 + 6,83 mg/dl auf 90,4 + 6,63 mg/dl. In dieser ersten halben
Stunde fielen die Blutzuckerwerte der WT-Mause starker als die der KO-Mause,
dieser fiel durchschnittlich von 189 + 7,47 mg/dl auf 156,3 = 7,22 mg/dl (p<0,05
unpaired t-Test). Im Verlauf der nachsten 30 Minuten (Messpunkt 60 Min.) und
60 Minuten (Messpunkt 120 Min.) blieben die durchschnittlichen
Blutzuckerwerte der WT-Mause signifikant unter denen, der KO-Mause (p<0,05
unpaired t-Test). Die Kurve der KO-Mause verlief wesentlich flacher als die der
WT-Mause.

Die Flache unter der Kurve nach NaCl- Injektion der WT-M&ause war signifikant
gréRer als die AUC nach Insulingabe (p<0,05 Sidak's multiple comparasions
test). Aul3erdem war die AUC der WT-Mause nach Insulin- Injektion wesentlich
kleiner als die AUC ihrer Vergleichsgruppe nach Insulin- Injektion (p<0,05

Sidak’s multiple comparasions test).
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3.2.2 Blutzuckerabfall nach Zeit und nach injizierter Insulinmenge
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Abbildung 15: Insulinwirkung auf den Blutzucker

A zeigt den Blutzuckerabfall der WT-Mause (blau) und der KO-Mause (rot) innerhalb
der ersten 30 Minuten nach intraperitonealer NaCl-Injektion (links) und Insulin-Injektion
rechts. Der absolute Blutzuckerabfall wahrend des gesamten Versuchsablaufs von 120
Minuten wird in B dargestellt. Der pro injizierte mU Insulin abfallende Blutzuckerwert ist

in C ablesbar.

*. sign. Unterschied WT-Mause vs. KO-Méause (p<0,05); #: sign. Unterschied nach

intraperitonealer NaCl-Injektion vs. nach intraperitonealer Insulin-Injektion.

In beiden Gruppen fiel der Blutzucker nach 30 Minuten unter Insulingabe im
Vergleich zur NaCl-Gabe (WT: p<0,05 Mann Whitney Test; KO: p<0,005
unpaired t-Test). Unter der Gabe von Insulin fiel der Blutzucker der WT-Mause

innerhalb der ersten halben Stunde um 83,5 = 9,8 mg/dl und somit signifikant
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starker als der, der KO-Mausen mit einem Abfall von 32,7 + 6,5 mg/dl (p<0,05
Mann Whitney Test).

Der Blutzucker der WT-Mause fiel und der der Gabe von NaCl nach 120
Minuten durchschnittlich um 24,8 £ 3,8 mg/dl, wahrend er unter der Gabe von
Insulin nach 120 Minuten einen signifikant groReren Abfall um 61,5 + 10,9 mg/dI
zeigte (p<0,05 unpaired t-Test). Unter der Gabe von NaCl fiel der BZ der KO-
Tiere nach 120 Minuten durchschnittlich um 20,5 + 6,3 mg/dl, wéhrend unter
der Gabe von Insulin ein signifikant grof3erer Abfall um 50,4 + 85 zu
verzeichnen war (p<0,05 Mann Whitney Test). Der signifikante Blutzuckerabfall
nach Insulingabe der WT-Mause im Vergleich zu den KO-Mausen, welcher sich
in den 30 Minuten zeigte, war nach 120 Minuten nicht mehr sichtbar. Demnach
zeigte sich die Insulinwirkung nach 30 Minuten deutlicher als nach 120 Minuten

Eine injizierte mU Insulin bewirkte in den WT-Mausen sowohl nach 30 Minuten
als auch nach 120 Minuten einen starkeren Abfall des Blutzuckers im Vergleich
zu den KO-Mausen (30 Minuten: p<0,05 Mann Whitney Test; 120 Minuten:
p<0,05 unpaired T-Test). Im Umkehrschluss brauchten die KO-M&ause mehr mU
Insulin, um denselben Abfall im Blutzuckerspiegel zu erzielen wie ihre

Vergleichsgruppe.
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3.2.3 Kreatininkonzentration, Kreatininexkretion und Urinvolumen
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Abbildung 16: Kreatininkonzentration, Kreatininexkretion und Urinvolumen

Dargestellt in A ist die Urin-Kreatininkonzentration der WT-Mause (blau; n=8-9) und
KO-Mause (rot; n=14-17) unter der Gabe von NaCl (links) und Insulin (rechts) als
Mittelwerte +SEM in der Einheit mg/dl. In B abgebildet ist das absolute Urinvolumen in

[W] und in C die Kreatininexkretion Uber 2 Stunden in [mg crea/2h].

*. sign. Unterschied WT-Mause vs. KO-Mause (p<0,05); #: sign. Unterschied der KO-

Mause nach NaCl-Injektion vs. KO-Mause nach Insulin-Injektion (p<0,05)

Die durchschnittliche Urin-Kreatininkonzentration der KO-M&ause betrug nach
Vehikelgabe 19 + 2,95 mg/dl und nach Insulingabe 12,3 + 1,33 mg/dl. Demnach
sank die Konzentration unter der Gabe von Insulin (p<0,05, Mann Whitney
Test). Insgesamt war die Urin-Kreatininkonzentration der KO-Mause nach
Insulin-Injektion geringer als die der WT-Méause (p<0,05, Mann Whitney Test).
Wahrend die Urin-Kreatininkonzentration der KO-Mause unter Insulin sank,
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stieg das absolute Urinvolumen der KO-Mause von 0,26 + 0,03 g [ul] nach
NaCl-Injektion auf 0,34 + 0,04 g [ul] nach Insulin-Injektion (p<0,05, Sidak's
multiple comparasion Test). Das tber 2 Stunden kollektierte Urinvolumen wurde
auf die Kreatininausscheidung normiert, damit Aussagen Uber die
ausgeschiedene Kreatininmenge getroffen werden kénnen. Nach NaCl-Injektion
war Kreatininexkretion der WT-Mause uber 2h ist héher als das der KO-Mause

(p<0,05, Sidak's multiple comparasion Test).

3.3 URIN-ELEKTROLYTAUSSCHEIDUNG BEIM INTRAPERITONEALEM

INSULINTOLERANZTEST

3.3.1 Glucosurie beim intraperitonealem Insulintoleranztest
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Abbildung 17: Glucoseexkretion im Urin

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM der Glucoseexkretion der WT-Mause n=7 (blau)
und der KO-Mause n=7-9 (rot) nach NaCl- (links) und Insulin-Injektion (rechts) in der
Einheit mg/ mg Kreatinin (A) und in der Einheit pmol/ 2h (B).

*: p<0,05, Urin-Glucose der WT-Mé&use vs. der KO-Mause unter Insulin Injektion

Die photometrisch bestimmte Glucosekonzentration im Urin wurde auf das
Kreatinin und auf das Urinvolumen normiert dargestellt. Nach Insulingabe
verloren die WT-Mause weniger Glucose Uber Urin als die KO-Mause: 1 + 0,2
mg/ mg crea vs. 2,9 + 0,74 mg/ mg crea (p<0,05, Mann Whitney Test).
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3.3.2 Natriurese beim intraperitonealem Insulintoleranztest
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Abbildung 18: Natriumexkretion im Urin

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM der Natriumexkretion der WT-M&ause n=8-9
(blau) und der KO-Méause n=14-17 (rot) Uber 2 h unter der Gabe von NacCl (links) und
Insulin (rechts) in [umol/mg crea] (A), [umol/ 2 h] (B), [mmol/l/ g KG] (C), [mmol/l/ g
Futter] (D), [umol/mg crea g KG] (E) und [umol/ 2 h* g KG] (F).

*: sign. Unterschied WT-Mause vs. der KO-Mause; #: sign. Unterschied der KO-Mause

nach intraperitonealer NaCl-Injektion vs. nach intraperitonealer Insulin-Injektion
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Die Natriumexkretion der KO-Mause nach Insulin-Injektion war im Vergleich zur
NaCl-Injektion sowohl normiert auf die ausgeschiedene Kreatininmenge (A) als
auch normiert auf die absolute Urinausscheidung (B) doppelt so hoch wie unter
der NaCl-Injektion (#, p<0,05, Sidak's multiple comparisons Test). Dieser
Unterschied persistierte auch bei zuséatzlicher Normierung auf das
Kdrpergewicht (C) auf das Kreatinin pro g KG (E) und auf das 2-h-Urinvolumen
pro g KG (F).

AulRRerdem verloren KO-Mause unter Insulingabe mit 609,3 £ 77,36 pmol/mg
crea mehr als doppelt so viel Natrium Uber den Urin wie WT-Mause mit einem
Natriumgehalt von 258 + 46,13 pmol/mg crea (*, p<0,05 Sidak's multiple
comparisons Test). Diese Veranderungen waren auch in der auf das
Urinvolumen normierten Darstellung in B zu finden. Hingegen war unter der
Gabe von NaCl die Natriumexkretion der KO-Mause geringer als die der WT-

Mause (C, D) (*, p<0,05, Sidak's multiple comparisons Test).
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3.3.3 Kaliurie beim intraperitonealem Insulintoleranztest
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Abbildung 19: Kaliumexkretion im Urin

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM der Kaliumausscheidung im Urin der WT-M&use
n=8-9 (blau) und der KO-Mause n=14-17 (rot) Uber 2 h unter der Gabe von NaCl (links)
und Insulin (rechts) in [umol/mg crea] (A), [umol/ 2 h] (B), [mmol/l/ g KG] (C), [mmol/l/ g
Futter] (D), [umol/mg crea g KG] (E) und [umol/ 2 h* g KG].
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*: sign. Unterschied WT-Mause vs. KO-Mause (p<0,05); #: p<0,05 Kaliumexkretion der
KO-Mause nach intraperitonealer NaCl-Injektion vs. nach intraperitonealer Insulin-

Injektion

Die Kaliumexkretion der KO-Mause im Urin war im Vergleich zu den WT-
Méausen unter NaCl- als auch unter Insulingabe hoher. Sie verloren nahezu
doppelt so viel Kalium Uber den Urin wie die WT-Mause (274,4 = 19,24
pmol/mg crea vs. 538 = 53 pmol/mg crea nach NaCl-Injektion und 261,7 *
25,07 pmol/mg crea vs. 579,7 = 48,6 pmol/mg crea nach Insulin-Injektion)
(p<0,05, Sidak's multiple comparisons Test). Diese signifikant hohere
Ausscheidung von Kalium Uber den Urin zeigte sich sowohl in der auf die
ausgeschiedene Kreatininmenge normierten Darstellung (A), als auch in der
absoluten Urinausscheidung, hier allerdings nur nach Insulin-Injektion (B)
(p<0,05, Sidak's multiple comparisons Test).

AulRRerdem stieg die Kaliumexkretion der KO-Mause unter Insulin-Injektion von
149,8 = 22,23 pmol/ 2 h nach NaCl-Injektion auf 218 + 20,85 pumol/ 2 h (p<0,05,
Sidak's multiple comparisons Test).
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3.3.4 U-Natrium zu U-Kalium-Quotient beim intraperitonealem

Insulintoleranztest
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Abbildung 20: Urin-Natrium zu Urin-Kalium-Ratio

Dargestellt ist die  Urin-Natriumkonzentration im  Verhdltnis zur  Urin-
Kaliumkonzentration der WT-Méause (blau; n=8-9) und KO-Méause (rot; n=14-16) unter
der Gabe von NaCl (links) und Insulin (rechts) als Mittelwerte £SEM in A und in den
Einheiten [1/ mg/dl crea] (B), [1/ ul/ 2 h] (C), [1/ g KG] (D).

*. sign. Unterschied WT-Mause vs. KO-Mause (p<0,05); #: sign. Unterschied der KO-
Mause nach NaCl-Injektion vs. KO-M&ause nach Insulin-Injektion (p<0,05)

Der Quotient von Urin-Natrium und Urin-Kalium der KO-M&use stieg unter
Insulin-Injektion in A und sowohl in der auf die ausgeschiedene Kreatininmenge
normierten Darstellung (B), als auch bezogen auf das Kdrpergewicht (D) (#,
p<0,05, Mann Whitney Test). Aul3erdem war die Natrium-Kalium-Ratio der KO-
Mé&ause im Urin im Vergleich zu den WT-Mausen nach NaCl-Injektion geringer
(*, p<0,05, Mann Whitney Test).
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3.3.5 Calciurie beim intraperitonealem Insulintoleranztest
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Abbildung 21: Calciumexkretion im Urin

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM der Calciumexkretion der WT-Mé&use n=8-9
(blau) und der KO-Mause n=14-17 (rot) Uber 2 h unter der Gabe von NaCl (links) und
Insulin (rechts) in [umol/mg crea] (A), [umol/ 2 h] (B), [mmol/ll g KG] (C), [mmol/l/ g
Futter] (D), [umol/mg crea g KG] (E) und [umol/ 2 h* g KG] .
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*. sign. Unterschied WT-Mause vs. KO-Mause (p<0,05); #: p<0,05 Calciumexkretion
der KO-Mause nach intraperitonealer NaCl-Injektion vs. nach intraperitonealer Insulin-

Injektion

Die Calciumexkretion der KO-Méause stieg nach der Insulin-Injektion im
Vergleich zur NaCl-Injektion um 18,6 pmol/mg crea namlich von 37,9 + 9,58
pmol/mg crea auf 56,5 £7,19 umol/mg crea. Diese Beobachtung wird in B
bestatigt: Hier stieg die Calciumkonzentration im 2-Stunden-Sammelurin nach
Insulin-Injektion auf das Doppelte: von 10,1 + 2,34 umol/ 2 h auf 21,7 + 2,69
pmol/ 2 h. Diese Ergebnisse persistierten auch in der auf das Kreatinin pro g
KG und Urinvolumen pro g KG normierten Darstellungen in E und F (#, °:
p<0,05 Mann Whitney Test).

Insgesamt betrug die Calciumausscheidung der KO-Mause unter Insulingabe
mit 56,5 = 7,19 pumol/mg crea vs. 13,1 £ 3,35 mg crea mehr als das Dreifache
(A), mit 21,4 £ 2,67 pmol/ 2 h vs. 4,88 = 1,45 pmol/ 2 h sogar das Vierfache in
(B), mit 1,53 + 0,2 umol/mg crea g KG vs. 0,52 + 0,15 pumol/mg crea g KG (E)
und mit 0,59 + 0,07 pmol/ 2 h* g KG vs. 0,19 £ 0,06 umol/ 2 h* g KG das
Dreifache (F) des Calciumgehalt im Urin der WT-Mause (*, 8. p<0,05 Mann
Whitney Test).
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3.3.6 Phosphaturie beim intraperitonealem Insulintoleranztest
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Abbildung 22: Phosphatexkretion im Urin

Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM der Phosphatausscheidung der WT-Mause (rot)
und der KO-Mause uber 2 h unter der Gabe von NaCl (links) und Insulin (rechts) in
[umol/mg crea] (A), [umol/ 2 h] (B), [mmol/l/ g KG] (C), [mmol/l/ g Futter] (D), [umol/mg
crea g KG] (E) und [umol/ 2 h* g KG].
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*: p<0,05, Phosphatexkretion der WT-Mause vs. der KO-Mause nach intraperitonealer

NaCl- Injektion.

KO-Mause verloren unter der Gabe von NaCl mehr Phosphat tber den Urin als
ihre Vergleichsgruppe: 76,17 £ 13,57 pmol/mg crea vs. 27,39 £9,3 pumol/mg
crea (p<0,05, Mann Whitney Test).
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3.3.7 Magnesiurie beim intraperitonealem Insulintoleranztest
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Abbildung 23: Magnesiumexkretion im Urin
Dargestellt sind die Mittelwerte +SEM der Magnesiumexkretion der WT-Mause n=8-9
(blau) und der KO-Méause n=14-17 (rot) Uber 2 h unter der Gabe von NacCl (links) und

Insulin (rechts) in [umol/mg crea] (A), [umol/ 2 h] (B), [mmol/ll g KG] (C), [mmol/l/ g
Futter] (D), [umol/mg crea g KG] (E) und [umol/ 2 h* g KG].
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*. p<0,05 sign. Unterschied WT-Méause vs. KO-Mause (p<0,05); #:. p<0,05
Magnesiumexkretion der KO-Mause nach intraperitonealer NaCl-Injektion vs. nach

intraperitonealer Insulin- Injektion

WT-Méause wiesen mit Ausnahme der auf das Kreatinin und auf das Kreatinin
pro g KG normierten Werte nahezu durchgehend eine hohere
Magnesiumexkretion im Urin als KO-Mause sowohl nach NaCl- als auch nach
Insulin-Injektion (*: p<0,05 Mann Whitney Test). WT-Mause verloren signifikant

mehr Magnesium uber den Urin als KO-Mause.

Unter der Gabe von Insulin stieg die Magnesiumexkretion der KO-Mause von
2,2 £ 0,3 umol/ 2 h auf 3,05 + 0,26 umol/ 2 h in B und von 0,06 £ 0,007 pmol/ 2
h* g KG auf 0,08 = 0,006 pmol/ 2 h* g KG in F (#: p<0,05 unpaired t-Test).

3.3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nach Insulingabe fanden sich keine signifikanten Anderungen der
Urinausscheidung von Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium und Phosphat bei

WT-Mausen im Vergleich zur Vehikelgabe.

Bei den KO-Mausen fand sich hingegen nach Insulingabe eine erhéhte absolute
Urinausscheidung [umol/ 2h] von Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium die
Phosphatausscheidung veranderte sich nicht. Fir Natrium und Calcium
persistierte diese Anderung nach Normierungen auf die ausgeschiedene
Kreatininmenge (umol/ mg crea), auf die Kreatininmenge pro Gramm
Kdrpergewicht [umol/mg crea g KG] und auf die absolute Urinausscheidung pro
Gramm Korpergewicht [umol/ 2 h* g KG]. Bei Magnesium persistierte diese
Anderung nach Normierung auf die absolute Urinausscheidung pro Gramm
Kdrpergewicht [umol/ 2 h* g KG].
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der Insulinresistenz auf renal-
tubuldre Transportprozesse zu untersuchen. Dies geschah, indem gesunden
und insulinresistenten Mausen ein kurz wirksames Insulin injiziert wurde und

daraufhin der Urin analysiert wurde.
4.1 TIERMODELL ZUR UNTERSUCHUNG DER INSULINRESISTENZ

4.1.1 Verlauf des Mausmodells
Anhand des taglichen Wiegens des Korpergewichts, der Trinkmenge, des
Futters und Blutzuckermessungen konnte der Verlauf der

Krankheitsentwicklung in den M&usen beobachtet werden.
Korpergewicht

Bereits kurze Zeit nach Absetzen der Tiere zeigten sich signifikante
Unterschiede im Korpergewicht der beiden Gruppen. Mit steigendem Alter
konnte man ein steigendes Gewicht und eine steigende
Gelegenheitsblutzuckerwerte, insbesondere der KO-Tiere, verzeichnen. Das
Korpergewicht der Lep°P°*-Mause betrug fast das Zweifache ihrer Wildtyp-
Geschwister. Andere Arbeiten bestéatigen diese Ergebnisse und fanden sogar,
verglichen mit den WT-Mausen, ein dreifach erhéhtes Kérpergewicht [91, 92].
Der steigende Blutzucker ist auf den Leptin-Defekt und der zugrundeliegenden
Ubermalligen Nahrungsaufnahme zurickzufuhren. Aufgrund steigender
Blutzuckerwerte kommt zu einer Hyperinsulinamie. Die Hyperinsulinamie
beeinflusst das Fressverhalten positiv und ist verantwortlich fur das steigende
Korpergewicht. In Lep°t©b-Mausen finden sich bereits ab dem Alter von 14

Tagen hohe Plasmainsulinspiegel [91, 93].
Fress- und Trinkmenge

Das Fress- und Trinkverhalten zeigte, dass KO-Tiere, in Bezug auf ihr
Korpergewicht, nicht viel mehr fressen als WT-Tiere, aber signifikant mehr
trinken. Es war zu erwarten, dass mit steigendem Korpergewicht auch die

Fressmenge steigt, doch die signifikant hdhere Trinkmenge richtet den Blick auf
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das Urinvolumen und den Blutzucker. Mit spontanen als auch Nuchtern-
Blutzuckermessungen konnte gezeigt werden, dass KO-Mause wahrscheinlich
durch die Glukosurie-bedingte Polyurie einen signifikant hoheren
Flussigkeitsumsatz haben und daher mehr trinken als ihre Vergleichsgruppe. Es
kommt mit steigenden Blutzuckerwerten zur Hyperfiltration und Polyurie, die

sich in abnormen Durst und Trinkmenge zeigt.

4.1.2 Bestimmung des Zeitpunkts und der Fastendauer fir die
Durchfihrung des Experimentes

Da in dieser Arbeit vor allem Elektrolyte im Urin untersucht werden sollten und

verfalschende Effekte einer Glukosurie ausgeschlossen werden mussten, galt

es einen zu hohen Blutzucker und die daraus resultierende Glukosurie zu

vermeiden.

Fur die Durchfihrung der Experimente war ein zu hoher Blutzucker, definiert als
ein Blutzucker grol3er 250 mg/dl, ein Ausschlusskriterium fir die Studie. Daher
wurden nur Tiere in diese eingeschlossen, die ein aquivalentes Alter hatten und

im 6h Fasten-Versuch einen Blutzucker von unter 250 mg/dl aufwiesen.

Der Zeitraum, in dem die Mause 30 bis 150 Tage alt sind, wurde intensiv
untersucht, um den Zeitraum herauszufinden, an dem sowohl WT-Mause als
auch KO-Mause einen Blutzucker von unter 250 mg/dl haben. Nach
Gelegenheitsblutzucker- und Nichternblutzuckermessungen liel3 sich der
Zeitraum auf das Alter zwischen 35 und 50 Tage eingrenzen. Lief3 man sie in
dem Alter Ubernachtfasten, reagierten die WT-M&use hochsensibel auf die
Insulininjektion mit Hypoglykamien und Krampfanfallen. Wahlte man einen
friheren Zeitpunkt Alter <35 Tagen, war der Ausgangsblutzucker der WT-
Méause selbst nach 6 h Fasten zu niedrig fur eine Insulininjektion und die KO-
Mause waren zu diesem Zeitpunkt nicht krank genug, da sie noch keine
Insulinresistenz zeigten. Ab einem Alter von mehr als 50 Tagen lagen die
Blutzuckerwerte der KO-Mause nach sechsstindigem Fasten schon tber 250
mg/dl. Verlangerte man die Fastenzeit der &lteren Tiere auf Uber > 12 h, zeigte

sich folgendes Phdnomen: Mit steigendem Alter hatten die KO-Mause nach
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Fasten von > 12 h einen niedrigen Ausgangsblutzuckerwert und sie reagierten

sensibel auf die Insulininjektion.

Der Zeitraum, in dem sowohl die WT-M&ause die Insulininjektion tolerieren als
auch die KO-Mause insulinresistent genug, aber noch keinen Blutzucker tber
250 mg/dl aufwiesen, ist demnach das Alter von 35 — 50 Tagen. In der
untersuchten Kohorte im Alter von 35 - 50 Tage sieht man zum einen keine
signifikanten Unterschiede im Blutzucker der beiden Gruppen und zum anderen
zeigen KO-Mause hier eine Insulinresistenz, wohingegen WT-M&use stabil

genug sind, um ihnen Insulin zu injizieren.

Nachdem der Alterszeitraum festgelegt wurde, wurde untersucht, wie lange die
Tiere fasten sollen. Liel3 man sie in > 12 h Fasten, war der Ausgangsblutzucker
der WT-Mause zu niedrig und sie reagierten auf die Insulininjektion

hochsensibel mit Hypoglykdmien und Krampfanféllen.

Die Fastendauer wurde auf 6 h festgelegt, da diese Zeit ausreichte, um den
Blutzucker der KO-Tiere unter 250 mg/dl zu reduzieren aber auch den

Blutzucker der WT-Tiere nicht zu stark zu senken.

4.1.3 Tiermodelle im Vergleich und die Parallelen zum Menschen

Da die Insulinresistenz als komplexe Erkrankung den gesamten Organismus
betrifft, werden seit einigen Jahren Mausmodelle zur Diabetesforschung
genutzt. Hier unterscheidet man nach ihrer Atiologie zwei Gruppen: Mause mit
genetisch- und Mause mit einem durch eine fettreiche Ernédhrung-induziertem
Typ 2-Diabetes mellitus. Linien, die fir das Modell der diet-induced obesity
(DIO) verwendet werden sind vor allem die AKR/J-, die DBA/2J- und die
C57BL/6J-Mauslinien, wahrend letztere am haufigsten verwendet wird [94].

Bei den genetisch veranderten Mausen und Ratten unterscheidet man die
Leptin-defizienten Lep°®°>-Mause von den Tieren, die einen Leptin-Rezeptor-
Defekt aufweisen. Zu den Mausen mit einem Leptin-Rezeptor-Defekt z&ahlen:
Leprd/db-Mzause, Zucker fatty rats, Zucker diabetic fatty rats (ZDF-Ratten),
spontane hypertensive/NIH corpulent rats (SHR/N-cp-Ratten) und CP-Gen-
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mutierte korpulente Ratten (JCR:LA-cp-Ratten) [91]. Diese werden haufig fur

pharmazeutische Experimente genutzt [91].

Seit der Entdeckung des Leptin-defizienten Mausmodells in 1949 [76, 77],
werden die Lep°°>-Mause und ihre Wildtypen fiir Untersuchungen der
Ursachen der Insulinresistenz und ihrer Folgen genutzt. Leptin-defiziente
Mause und Mause mit Leptin-Rezeptor-Defekt entwickeln eine Hyperphagie mit
Adipositas, Dyslipidamie, Hyperglykamie und Hyperinsulindmie [91]. Die Leptin-
Rezeptor-defizienten Leprd®d®-Mause entwickeln im Vergleich zu den Lep®P/eb-
Mausen zusatzlich eine Pankreasbetazelldestruktion und eine schwerwiegende
diabetische Nephropathie [91]. Die diabetische Nephropathie der Leptin-
defizienten Mause verlauft im Vergleich zu den Leptin-Rezeptor-defizienten
Leprd/db-Mzuse milder [91].

Zucker fatty rats und Zucker diabetic fatty rats (ZDF) entwickeln ebenfalls eine
Insulinresistenz und Dyslipidamie [91]. Wahrend nur die mannlichen Zucker
fatty rats erhthte Blutzuckerwerte aufzeigen, sind die ZDF Ratten aufgrund

einer Pankreasinsuffizienz hyperglyk&amisch [91].

Spontan hypertensive/NIH corpulent (SHR/N-cp)-Ratten und JCR:LA-cp Ratten
sind zwei weitere Tiermodelle, die fur die Diabetesforschung eingesetzt werden.
Sie zeigten nach dem Fasten jedoch keine erhohten Blutzuckerwerte und

gerieten deshalb immer mehr in den Hintergrund [91].
BTBR Lep°P°® Maus und der Mensch: Gemeinsamkeiten und Unterschiede

BTBR-Méause sind von Natur aus insulinresistent und zeigen Hyperinsulindmien
auf [84, 95]. Der zuséatzliche Leptin-Defekt der BTBR Lep°Y°-Mause fuhrt zur
Hyperphagie und zur raschen Gewichtszunahme [76]. Die daraufhin folgenden
Pathologien, wie eine chronische Hyperglykdmie, Adipositas und Dyslipidamie,
sind gut mit der Insulinresistenz in Typ 2-Diabetes mellitus-Patienten

vergleichbar [76].

Wahrend die Mausmodelle den Diabetes mellitus nur auf einen Gendefekt, dem
pathologischen Leptin-Signaling, reduzieren, ist die Erkrankung genetisch und

pathophysiologisch erheblich komplexer. Im menschlichen Diabetes spielt
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Leptin eine eher untergeordnete Rolle. In einem idealen Tiermodell zur
Untersuchung der Insulinresistenz waren der Typ 2-Diabetes mellitus und die
Insulinresistenz nicht nur auf einen Gendefekt, sondern vielmehr auf viele
unterschiedliche Gendefekte zurtckzufuhren. Es wurden bereits mehrere
mutierte Genloci in Menschen mit Typ 2-Diabetes mellitus entdeckt. Der Typ 2-
Diabetes mellitus ist ein Mosaik aus multiplen Pathologien basierend auf

gestorter Insulin- und Glukagonsekretion und -wirkung.

Beim menschlichen Diabetes mellitus geht die Insulinresistenz dem Auftreten
der ersten Symptome Monate bis zu Jahre voraus und entwickelt sich meist
nicht so schnell wie im Tiermodell. Menschen mit Diabetes mellitus weisen
beispielsweise nicht so rasch eine Hyperglykamie wie die KO-Mause auf,
allerdings ist darauf zu verweisen, dass sich Krankheiten in Tiermodellen haufig

schneller entwickeln und eine hdhere Progredienz zeigen.

Zusatzlich spielen bei der Diabetesentstehung und dem Krankheitsverlauf viele
verschiedene Faktoren eine Rolle. Die Insulinresistenz wird im Menschen nicht
nur durch die bermafige Nahrungszufuhr wie in diesem Mausmodell, sondern
auch durch Bewegungsmangel, Inflammation und Adipositas negativ
beeinflusst. Vervollstandigt wirde ein ideales Tiermodell mit einer in Folge
auftretender  Hyperlipidamie,  Adipositas, hoher proinflammatorischer
Zytokinlevel und oxidativem Stress. Die meisten dieser Charakteristika finden
sich in der BTBR Lep°°*-Maus. Bei der Maus geschieht dies rasch und nahezu
gleichzeitig, wahrend die unterschiedlichen Pathologien beim Menschen zeitlich

versetzt und nur bei starker Auspragung der Erkrankung parallel verlaufen.

Die Hyperglykédmien und die Pathologien an der Niere, wie beispielsweise die
diabetische Nephropathie, ist in der BTBR Lep°Y°b-Maus, verglichen mit den
anderen diabetischen Mausmodellen, weniger stark ausgepragt [91]. Da in
dieser Arbeit insbesondere das Tubulussystem untersucht werden sollte, war es
wichtig, extreme Hyperglykamien und stark fortgeschrittene Nephropathien zu
verhindern, um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. Dies konnte mit den
Leptin-defizienten Mausen, im Gegensatz zu den anderen Leptin-defizienten

und Leptin-Rezeptor-defizienten Mausen und Ratten sichergestellt werden.
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Trotz einiger weniger Unterschiede ahnelt die Krankheitsarchitektur in den
BTBR Lep°”°*-Mause stark den im menschlichen Korper ablaufenden
Mechanismen, weshalb die BTBR Lep°°*-Mause fur die Untersuchung der
Insulinresistenz gut geeignet sind. Somit gehdrt das in dieser Arbeit verwendete
Mausmodell zu einer Starke dieser Studie.

4.2 AUSWIRKUNGEN DER INSULINRESISTENZ AUF DEN BLUTZUCKER

Zum Vergleich der Elektrolytausscheidung im Urin wurde der Ansatz
intraperitonealen Injektion von NaCl und Insulin gewéhlt, sodass die Werte im
Verlauf verglichen werden konnten. Essenziell war es hierbei, die
Insulinresistenz der KO-Mause mit einem intraperitonealen Insulin-Toleranz-

Test zu Uberprifen.

Die Blutzuckerwerte beider Gruppen stiegen in der ersten Stunde nach der
NaCL-Injektion leicht an und fielen dann unter den Ausgangsblutzuckerwert.
Dies ist damit zu erkléaren, dass die Tiere durch die intraperitoneale Injektion
eine Stressreaktion zeigten, welche verbunden mit einer erhohten
Cortisolausschuttung zu einer Mobilisation von Glucose aus den Speichern in
die Blutbahn fuihrten. Der Abfall im Verlauf ist auf das Fasten der Tiere wahrend
des Versuches zurtickzufuhren. Die Blutzuckerwerte beider Gruppen vor der
Insulininjektion unterschieden sich nicht. Die WT-M&ause reagierten auf die
Injektion mit einem starkeren Blutzuckerabfall als die KO-Mause und der
Blutzucker fiel in der ersten halben Stunde und Stunde deutlich. Die AUC der
WT-Mause ist signifikant kleiner als die der KO-Mause. Die KO-Mause zeigten
auch nach der Kontrollinjektion mit NaCl einen Blutzuckerabfall aquivalent zum
Abfall nach Insulininjektion. Dies weist daraufhin, dass Insulin in den KO-
Mausen nicht denselben Blutzuckermanipulierenden Effekt hat wie in den WK-
Kontrollmausen. Somit wurde gezeigt, dass die KO-Mause zu dem Zeitpunkt
des Versuches insulinresistent sind. Aus diesem Grund war die Bedingung fur
die Untersuchung der Auswirkungen der Insulinresistenz an der Niere gegeben.
Ganz im Sinne der Insulinresistenz zeigte sich, dass die KO-Mause pro
injizierte mU Insulin einen signifikant geringeren Blutzuckerabfall als WT-Mause

verzeichneten.
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4.3 AUSWIRKUNGEN DER INSULINRESISTENZ AUF TRANSPORTPROZESSE

4.3.1 Effekte einer akuten Insulingabe auf Transportprozesse im
proximalen Tubulus gesunder und insulinresistenter Mause

Glucose

Die ausgeschiedene Glucosemenge war zwischen den jeweiligen Genotypen
und verschiedenen Behandlungen, bis auf eine nach Insulingabe verminderte
Glucoseexkretion der WT-Mause, vergleichbar, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass es nicht zu verfalschenden Effekten durch eine Glucosurie
gekommen ist. Insulin fordert bekanntlich den Glucose-Transport tiber SGLT1
und SGLT2. Dieser Wirkung konnte nicht beobachtet werden.

Natrium

Die Natriumexkretion der WT-Mause anderte sich unter der Insulingabe nicht.
Demnach beeinflusst Insulin den tubularen Transport von Natrium in Nieren
insulinsensitiver WT-Mause nicht. Bei den KO-Mausen fand sich im Vergleich
zur Vehikelgabe nach Insulingabe eine erhdhte absolute Urinausscheidung von
Natrium. Diese Anderungen fanden sich auch nach Normierungen auf die
ausgeschiedene Kreatininmenge (umol/ mg crea), auf die Kreatininmenge pro
Gramm Korpergewicht [umol/mg crea g KG] und auf die absolute

Urinausscheidung pro Gramm Kérpergewicht [umol/ 2 h* g KG].

In verschiedenen Studien liel3 sich eine vermehrte Natriumriickresorption und
somit der Anti-Natriurese-Effekt von Insulin in insulinresistenten Menschen und
Tieren beobachten [51, 53, 96]. In insulinresistenten Ratten [6, 97] und Mausen
[6, 75] zeigte sich eine durch Insulin-induzierte geringere Natriumausscheidung
Uber den Urin. Eine Hyperinsulindmie muisste dementsprechend trotz
Insulinresistenz die Natriumrickresorption massiv antreiben. Rocchini et al.
dokumentierten genau diesen Effekt und beschrieben eine erniedrigte
Natriumexkretion in tGbergewichtigen Typ 2-Diabetes mellitus-Patienten [6, 50].
Auch in diabetischen Hunden wurde im proximalen und distalen Tubulus
vermehrt Natrium rtckresorbiert, was zur erniedrigten Natriumexkretion fihrt
[98].
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Bisher ist bekannt, dass in der insulinresistenten Niere das IRS1-Signaling
gehemmt wird, das IRS2-Signaling jedoch ungehemmt ablauft [39]. Der
Na+/H+-Antiporter arbeitet, dank des IRS2-Signalings, auch im Rahmen der
Insulinresistenz in  Menschen ungehemmt weiter [39]. Eine Studie mit
insulinresistenten Ratten und Diabetes mellitus-Patienten mit Nephropathie
unterstitzt diese Aussage und konnte nachweisen, dass IRS2, welches
zustandig fur die Natriumrickresorption im proximalen Tubulus ist, im Rahmen
der Insulinresistenz vollstandig erhalten ist, wahrend IRS1 im Cortex vermindert
exprimiert wird [52, 53]. Der Insulinabh&ngige Natriumtransport lauft demnach,

im Status der Insulinresistenz im proximalen Tubulus, ungestort ab [52, 53].

Weitere Arbeiten [28, 66, 99] fanden eine vermehrte Expression von SGK1 im
proximalen und distalen Tubulus von insulinresistenten Mausen vor [6]. SGK1

fordert die Natriumrtickresorption Uber den NHE [29].

Demnach konnten einige Tubuluszellen, insbesondere der proximale Tubulus,
in ihren Transportmechanismen nicht von der Insulinresistenz beeinflusst
werden, denn trotz Insulinresistenz fuhren die hohen Insulinspiegel zur

vermehrter Natriumruckresorption.

Um die hohen Natriumverluste, die in dieser vorliegenden Studie auftraten, zu
erklaren, lassen sich mehrere Hypothesen aufstellen. Eine davon ist die
Hypothese, dass aufgrund der Glukosurie mehr Natrium ausgeschieden wird.
Hunde mit Diabetes, welche zuvor eine Natriurese aufwiesen, wurden mit
Insulin  behandelt und trotz Hyperglykdmie verringerte sich ihre
Natriumexkretion [98]. Manhiani et al. entkraften somit die Vorstellung, dass die

Hypernatriurie durch die Glucose-induzierte Osmose bedingt ist [98].

Eine weitere Erklarung konnte die fehlende insulin-induzierte Vasodilation
liefern. Infolgedessen fuhrte die Hyperinsulinamie aufgrund der Insulinresistenz
nicht zur Vasodilatation und demnach kam es nicht zum Blutdruckabfall, was
zur vermehrter Natriumrickresorption fihren kann. Aufschlussreich ware es,
eine kontinuierliche Blutdruckmessung der KO- und WT-Mé&ause durchzuftihren
oder auch die ADH-Level zu bestimmen, um eine mdgliche Hypertonie zu

diagnostizieren. Es ist nicht auszuschlie3en, dass sie durch den Stress der
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Injektion, der Haltung in einer neuen Umgebung und der halbstindlichen bzw.
stindlichen Blutzuckermessungen, hyperton waren. Eine andere Arbeit zeigte,
dass Insulin-Rezeptor-defiziente  Knock-out-Mause  vermehrt  Natrium
sezernierten und trotzdem einen Bluthochdruck entwickelten [75]. Dies kdnnte
auch daran liegen, dass durch die Insulinresistenz die NO-vermittelte

Vasodilatation wegfallt [100].

Es besteht Grund zur Annahme, dass die Hypernatriurie durch die Injektion
herbeigefuihrte Hypervolamie herbeigefuhrt wird, denn 15 pl pro Gramm
Kdrpergewicht stellt eine Belastung fur den Flissigkeitshaushalt einer Maus
dar. Dies war unvermeidbar, da die Voraussetzung fur die Messungen der
Elektrolyte ein bestimmtes Urinvolumen war und die Mause nicht genug Urin
produzierten, wenn die Injektionsmenge 15 pl pro Gramm Korpergewicht
unterschritt. Zusatzlich ist auch nicht zu erwarten, dass die 0,9-prozentige NaCl-
Losung den Natriumhaushalt in dieser Weise beeintrachtigt. Andere
Injektionsldsungen, wie zum Beispiel ein Gemisch aus Insulin und destilliertem

Wasser, waren keine anderweitige Option.

Phosphat

Ein Insulineffekt auf die tubulare Ausscheidung des Phosphats ist nicht zu
beobachten. Es zeigten sich keinerlei Unterschiede zwischen den Genotypen

und den Behandlungen.

Frihere Arbeiten zeigen, dass Insulin die Phosphatrickresorption férdert und
es im Falle der Insulinresistenz zur Phosphaturie kommt [63]. Nach der NaCl-
Injektion zeigten die KO-Mause im Vergleich zu den WT-M&ausen eine
signifikant hohere Phosphatexkretion. Allerdings blieb dieser Effekt nach
Insulingabe aus. Es konnte in den Versuchsreihen keine Kausalitat zwischen
Insulin-Injektion und vermehrter Phosphatexkretion oder -riickresorption

hergestellt werden.

Die Phosphaturie kénnte auch eine Folge von der Glucosurie oder der Natriurie
mit Volumenverlust sein [69]. Die Parathormonkonzentrationen im Plasma der

Akt2-Knock-out-Mause waren niedrig, die Calcitriollevel wahrscheinlich
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kompensatorisch erhéht [69]. In diesem Tiermodell war zudem die

Knochendichte vermindert [69].

Der Phosphathaushalt unterliegt vielen unterschiedlichen hormonellen
Regelkreisen im Korper. Es kdnnte sein, dass Insulin als einzelner Faktor nicht
sehr stark in dieses System eingreift. In dieser Studie nicht als Messwert
aufgegriffen und ausgewertet, aber aufschlussreich in diesem Zusammenhang
waren die PTH-, Vitamin D-, Calcitriol- und Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23-
Level (FGF23). FGF23 ist verantwortlich fur die Hemmung der

Phosphatabsorption im proximalen Tubulus.

Des Weiteren stellten Jehle et. al fest, dass Vitamin D im Rahmen der
Insulinresistenz eine wichtige Rolle spielt. Eine Vitamin D3 Substitution kénnte
positive Effekte auf die Insulinsensitivitdt und somit auf den Krankheitsverlauf

des Typ 2-Diabetes mellitus haben [101].

AulRRerdem kann die selektive Insulinresistenz verantwortlich fur die in dieser
Arbeit ausbleibenden Hyperphosphaturie sein. In insulinresistenten Ratten
waren lediglich die Glomeruli, nicht aber der Tubulus von der Insulinresistenz
beeintrachtigt [6, 97]. Eine Erklarung hierfir kénnte nun darin bestehen, dass
Abschnitte des Tubulus zu unterschiedlichen Krankheitsstadien von der
Insulinresistenz beeinflusst werden. Hierbei sind nicht nur die Abschnitte,
sondern Dbereits die einzelnen Transporter in der Ausprdgung der

Insulinresistenz unterschiedlich.

4.3.2 Effekte einer akuten Insulingabe auf Transportprozesse in der
Henle-Schleife und im distalen Tubulus gesunder und
insulinresistenter Mause

Magnesium

Bei den KO-Mausen zeigte sich nach Insulingabe eine erhthte absolute
Urinausscheidung von Magnesium, welche auch nach Normierung auf die
absolute Urinausscheidung pro Gramm Koérpergewicht [umol/ 2 h* g KG]

persistierte.
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Eine aufgrund der Insulinresistenz erhéhte Urin-Magnesiumkonzentration wurde
bereits in anderen Forschungsarbeiten beschrieben und war demnach zu
erwarten. In Ubergewichtigen Ratten mit Diabetes wurde eine verminderte
Expression des Transporters TRPM6 im distalen Tubulus entdeckt [64]. Ferner
wurde eine Glukosurie und somit die osmotische Diurese als Grund fir den
Magnesiumverlust bei Menschen mit einem Typ 2-Diabetes mellitus diskutiert
[64, 65, 102]. Eine Glukosurie wurde in dieser Arbeit ausgeschlossen. Demnach
bleibt eine vermehrte Magnesiumruckresorption sehr wahrscheinlich wegen
fehlender Stimulation des TRPM6 aufgrund der Insulinresistenz aus.

Calcium

Es konnte gezeigt werden, dass die Calciumexkretion der KO-Mause unter
Insulin-Injektion groRer ist als die der WT-Mause. Die KO-Mause zeigten nach
Insulingabe eine erhohte absolute Urinausscheidung von Calcium. Diese
Ergebnisse persistierten nach Normierungen auf die ausgeschiedene
Kreatininmenge (umol/ mg crea), auf die Kreatininmenge pro Gramm
Korpergewicht [umol/mg crea g KG] und auf die absolute Urinausscheidung pro

Gramm Koérpergewicht [umol/ 2 h* g KG].

Diese Ergebnisse decken sich mit der bei Akt2-Knock-out-Mausen [69]
beobachteten Calciurie und Natriurie. Foller et al. konnten unter Verwendung
von GSK3-Mausen demonstrieren, dass die Hyperphosphaturie durch eine
verminderte Parathormonausschittung bedingt ist und dies auch der Grund fur
die Hypercalciurie sein konnte [63]. Parathormon und Calcitriol fordern die
Calciumrickresorption Uber den TRPV5 im distalen Tubulus. Liborio et al.
schrieben den erhdhten Calciumverlust Gber die Niere bei Patienten mit
Akromegalie der Insulinresistenz und nicht dem Wachstumshormon zu [103].
Demnach ist der Insulineffekt auf die Zellen im distalen Tubulus aufgrund der

Insulinresistenz herabgesetzt.

Calcium wird hauptsachlich Uber den Darm, zu ca. einem Zehntel Uber den
Urin, aber auch Uber die Haut, Haare und Nagel ausgeschieden. Die Uber die
Erndhrung  aufgenommene  Calciummenge  beeinflusst die  Urin-

Calciumkonzentration. Eine (bermaf3ige Calciumzufuhr wurde durch das
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standardisierte Futter vermieden und ist nicht der Grund fir die erhohte

Calciumexkretion.

Ob die Calciurie durch verminderte Ruckresorption aufgrund von
Insulinsignaling bedingt ist, ist nicht endgtltig geklart. In dieser Versuchsreihe
konnte jedoch ein Zusammenhang zwischen der Insulinresistenz und einer
erhohten Urin-Calciumkonzentration gezeigt werden. Zusatzlich sind weitere
Untersuchungen, wie Parathormon- und Calcitriolkonzentrationen, im Kontext

der Insulinresistenz natig.

4.3.3 Effekte einer akuten Insulingabe auf Transportprozesse im
Sammelrohr gesunder und insulinresistenter Mause

Kalium

Die KO-Mausen schieden nach Insulingabe, normiert auf die absolute

Urinausscheidung, vermehrt Kalium aus.

Insulin fordert Uber SGK1 die Kaliumausscheidung und die Aufnahme von
Kalium in die Zellen. SGK1-defiziente Mause [28, 29, 71] konnten Kalium nicht
adaquat ausscheiden oder in die Zellen aufnehmen und entwickelten eine
Hyperkalidmie. Der Pathomechanismus hinter der gestdrten Kaliumexkretion ist
noch nicht ganzlich verstanden. Eine Erklarung hierfir kdnnte ein gestortes
elektrochemischen Gleichgewicht sein, wo durch eine verminderte ENaC- und
Na/K/ATPase- Aktivitat oder eines gestorten pHs Kalium vermindert
ausgeschieden wird [28, 29, 71].

Uberraschenderweise lief die Kaliumexkretion in den KO-Mausen ungestort ab.
Trotz der Insulinresistenz der KO-Mause, wirkte Insulin am Sammelrohr und
fuhrte eine vermehrte Kaliumexkretion herbei. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Sammelrohrzellen zumindest zu diesem Zeitpunkt nicht von der

Insulinresistenz betroffen waren.

Die Hyperkaliurie wirft mit Blick auf die erhdhte Urin-Natriumkonzentration
Fragen nach der Hohe des Aldosteronspiegels im Blut und die damit
zusammenhéangende Hohe des Blutdrucks auf. Eine erhohte Natrium- und

Kaliumexkretion war nicht zu erwarten und ist Uberraschend.
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Ursache fur die vermehrte Kaliumausscheidung kann eine Hyperkalidmie sein.
Ein Hypoaldosteronismus oder eine metabolische Azidose beglinstigen eine
Hyperkalidmie. Durch das Fasten kann es zur leichten Azidose und somit zu
einer kompensatorischen Erh6éhung des Plasmakaliums kommen, was
wiederum die vermehrte Ausscheidung von Kalium zur Folge hat. Darlber
hinaus kann auch eine intraperitoneale Injektion Verletzung von Zellen und die

massive Freisetzung von Kalium nach sich ziehen.

4.4 KRITISCHE WURDIGUNG UND AUSBLICK

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die akute Insulingabe den tubuléaren
Transport der insulinsensitiven WT-Mause nicht beeinflusst, jedoch zur
Steigerung der Urin-Natrium-, Kalium-, Calcium- und Magnesiumausscheidung

der insulinresistenten KO-Mausen fihrt.

In dieser Arbeit konnte durch die akute Gabe von Insulin der Effekt von Insulin
am Tubulus von insulinresistenten und insulinsensitiven M&ausen untersucht
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das kurzwirksame Insulin seine
Wirkung an insulinsensitiven Mausen, im Vergleich zu insulinresistenten Tieren,
starker entfaltet. Ob das gewahlte kurz wirksame Insulin eventuell zu schnell
abgebaut und die Wirkung am Zielort, ndmlich der Tubuluszellen, nicht entfalten
konnte, bleibt unklar. Weiterhin kann fir die weitere Untersuchung dieser
Fragestellung eine kontinuierliche, Uber Tage andauernde Insulindauerinjektion

hilfreich sein.

Die Insulinresistenz ist sehr individuell und komplex. Die in dieser Arbeit
gewonnen Erkenntnisse weisen auf die Theorie der partiell selektiven
Insulinresistenz hin: Mdglicherweise sind BTBR Lep°?/°? selektiv insulinresistent
und einige Transporter sind von der Insulinresistenz betroffen, wahrend andere
nicht oder noch nicht beeintrachtigt werden. Nicht jeder Transporter ware
demnach zu jedem Zeitpunkt insulinresistent und ware eventuell auch

dosisabhéangig insulinsensibel oder -resistent.

Fir die Ergebnisse konnte eine von der Insulinresistenz unabhangige und

aufgrund des metabolischen Status der KO-Méause bedingte Erhdhung
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bestimmter Signalproteine verantwortlich sein. Beispielsweise ist SGK1 in
chronisch geschadigten Nieren starker exprimiert als in gesunden Nieren [28,
29]. Ob dies auch andere die Signalkaskade am Tubulus beeinflussende

Faktoren betrifft, ist unklar.

Die Ruckresorption von Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium und Phosphat
findet an mehreren Stellen des Tubulus statt. Es ist nicht gelungen, einzelne

Tubulusabschnitte komplett getrennt voneinander zu beurteilen.

4.4.1 Limitationen
Methodik

Methodische Fehler kdnnen jederzeit eine tragende Rolle spielen. Fehler in der
Urinsammlung, wie beispielsweise die Verunreinigung des Urins durch den Kot,
eine unvollstandige Entleerung der Blase oder ungenaues Pipettieren des Urins
aus den Kafigen, im Falle eines spontanen Urinabgangs, konnten Grinde fir
eine erhdhte Konzentration von Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium im
Urin sein. Die Wahrscheinlichkeit fir diese Fehler kann man in metabolischen
Kafigen minimieren, jedoch nicht komplett ausschlielen. Diese Option war

allerdings nicht zu jedem Zeitpunkt gegeben.

Vermutlich ist das gewahlte Alter der Mause fiir die Untersuchung der tubuléren
Insulinresistenz unglnstig. Jedoch wurde bis zum Eintreten der diabetischen
Nephropathie nicht gewartet, da man in dem Alter hohere Insulindosen
injizieren musste, um den Blutzucker unter 250 mg/dl zu senken. Diese hohen
Insulindosen hatten die WT-Mause anderseits nicht toleriert und somit ware die

Vergleichbarkeit nicht gegeben.

Die Wahrscheinlichkeit fir photometrische Messfehler ist, durch das Verwenden
von Kuvetten eines Herstellers, durch das saubere Verdiinnen und die akkurate

Durchfihrung der Messungen nach Anleitung, gering.

AulRerdem fasteten alle Mause nicht genau gleich lang und wurden nicht zur
exakt gleichen Zeit injiziert. Blasenentleerung und Blutzuckermessen dauerten
je nach Maus ca. 30 Sekunden und bei 6 bis 8 Mause pro Experimenttag, fihrte

dies dazu, dass die letzte Maus 5 Minuten langer fasten musste. Allerdings
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zeigten die Nuchternblutzuckerwerte keine gravierenden Schwankungen
zwischen den Tieren, die 6 Stunden und den Tieren, die 8 Stunden fasteten.
Deshalb sind keine starken Schwankungen der Blutzuckerwerte durch die

minimale Verzdgerung von 5 Minuten zu erwarten.
Stichprobenumfang

Sowohl die Tatsache, dass diese Studie eine Single-Center-Studie ist, als auch
die Fallzahl sind limitierende Faktoren dieser Studie. Gleichzeitig ist letzteres
auch zugleich eine Starke dieser Studie, da bereits diese GrofRe des
Stichprobenumfangs ausreichend fir robuste, statistisch signifikante,
Ergebnisse war.

Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen

Weitere Experimente anderer Studien mit Insulin-Knockout-Tieren zeigten, dass
hinter der Insulinresistenz ein komplexer Pathomechanismus steckt und bei der
Interpretation der Ergebnisse bedacht werden muss, dass diese Tier- und

Organspezifisch und nicht einfach auf den Menschen tbertragbar sind [6].

4.4.2 Ausblick
Therapie

Wahrend in dieser Versuchsreihe mit fortschreitendem Alter eine immer hohere
Insulininjektion fur die Senkung des Blutzuckers der KO-Mause erforderlich war,
zeigte das Intervallfasten weitaus groR3ere Erfolge und fihrte zu einer starken
Senkung des Blutzuckers. Dies ist auch auf den Menschen zu Ubertragen. In
der heutigen Zeit stof3t das Intervallfasten auf positive Resonanz. Studien
zeigen, dass sich Intervallfasten nicht nur positiv auf die Insulinresistenz und
Diabetes mellitus auswirkt, sondern auch das kardiovaskulare Risiko senkt
[104]. In diesen Experimenten nicht genutzt, aber auch eine wirksame Methode
zur Behandlung der Insulinresistenz, ist die Gewichtsreduktion. Eine kausale
Beziehung zwischen Gewichtsreduktion und Insulinsensitivitat ist aus anderen
Studien bekannt [6, 105]. Hierbei spielen auch das viszerale Fett und die Leber
eine wichtige Rolle: Patienten mit einer Fettleber und erhdhtem viszeralem Fett
profitierten einer massiven Gewichtsreduktion [6, 106, 107].
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Ferner zeigten die Ergebnisse der Tierexperimente einen erhdhten Verlust von
Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium. Da die orale Aufnahme von Natrium
und Kalium in der Regel durch die Erndhrung gedeckt ist, gilt es, einer
mdglichen therapeutischen Substitution von Calcium und Magnesium

Aufmerksamkeit zu schenken.

Niedrige Magnesiumlevel kénnten bei der Entstehung der Insulinresistenz eine
Rolle spielen [64]. Eine orale Magnesiumsubstitution wirkt sich positiv auf die
Insulinresistenz aus [64]. Bisher gibt es Hinweise auf eine inverse Assoziation
zwischen Plasmamagnesiumlevel und der Insulinresistenz in Menschen mit
einem Typ 2-Diabetes mellitus [108]. Zukiinftig kénnte diese in der Behandlung
von Typ 2-Diabetes mellitus-Patienten, vor allem jener mit einer
Hypomagnesidmie, an Bedeutung gewinnen. Noch ist nicht geklart, inwieweit
die Substitution bereits im Status der Insulinresistenz und noch vor Entstehung

des Diabetes hilfreich ist.

Auch Calcium spielt im Insulinsignaling eine wichtige Rolle. In Tierexperimenten
beeinflusste eine Calciumrestriktion die Entstehung der Insulinresistenz negativ
[109]. Aulerdem zeigte sich eine gestérte Interaktion zwischen dem
Endoplasmatischem Retikulum und den Mitochondrien in insulinresistenten
Tieren [110]. Ob eine Substitution von Magnesium und Calcium hilfreich ist,
muss weiter untersucht werden. Hierzu sind vor allem Plasmamagnesium- und

Plasmacalciumspiegel zu untersuchen.
Gendermedizin

Auch wenn Menschen anatomisch ahnlich aufgebaut sind, variieren zellulare
Vorgange wohlmoglich je nach Geschlecht und Ethnie. Die Wirkung von
Hormonen ist von dem ethnischen Hintergrund der Zielzelle abhangig. Gesunde
Kaukasier reagierten im Vergleich zu schwarzen Menschen sensibler auf
Hormone, die den Phosphathaushalt in der Niere regulieren [111]. Fraglich
bleibt, ob auch die Insulinsensitivitdt nicht nur vom Geschlecht, sondern auch

von der genetischen Herkunft abhangig ist. Auch dies ist weiter zu untersuchen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Obwohl die Niere nicht zu den klassischen Zielorganen von Insulin zahlt, wird
der Insulinrezeptor in fast allen Zellen einschlielich des Tubulussystems
exprimiert. Die Beeinflussung tubularer Transportvorgange durch eine akute
Insulingabe ist beschrieben. Es ist jedoch nicht klar, inwieweit diese Prozesse
durch das Vorliegen einer Insulinresistenz beeinflusst werden. Ziel dieser Arbeit
war es, den Einfluss der Insulinresistenz auf die tubuléren Transportprozesse
zu untersuchen. Hierzu wurde adiposen Leptin-defiziente BTBR-Mause
(Lep®?’o®) im Alter von 35 bis 50 Tagen und ihren schlanken Wildtyp-Kontrollen
(Lep™™t) Vehikel (0,9 % NaCl, 15 pl/lg KG) und im Abstand von zwei Tagen
Insulin intraperitoneal (0,1 mU/g KG) verabreicht und der Urin jeweils tber 2
Stunden gesammelt. Aus den Urinproben wurde die Ausscheidung von Na+,
K+, Ca2+, Mg2+ und PO,3 gemessen und auf Kreatinin, Urinvolumen und

Korpergewicht normiert.

Im Vergleich zu den Lep"-Mausen fiel der Blutzucker der Lep°°*-Mause im
Rahmen ihrer Insulinresistenz weniger stark ab. Das ausgeschiedene
Urinvolumen bzw. die ausgeschiedene Kreatininmenge waren zwischen den
jeweiligen Genotypen und verschiedenen Behandlungen vergleichbar. Diese
Arbeit zeigte, dass sich nach Insulingabe die Ausscheidung von Na+, K+, Ca2+,
Mg2+ und PO,3 bei Lep"""t-Mausen im Vergleich zur Vehikelgabe nicht andert.
Bei den KO-Mausen fand sich hingegen nach Insulingabe eine erh6hte absolute
Urinausscheidung von Na+, K+, Ca2+ und Mg2+, die Phosphatausscheidung
veranderte sich nicht. Fir Natrium und Calcium persistierte diese Anderung
nach Normierungen auf die ausgeschiedene Kreatininmenge (umol/ mg crea),
auf die Kreatininmenge pro Gramm Kdrpergewicht [umol/mg crea g KG] und auf

die absolute Urinausscheidung pro Gramm Koérpergewicht [umol/ 2 h* g KG].

In diesem Modell findet sich keine Beeinflussung des tubularen Transports
durch eine akute Insulingabe bei den insulinsensitiven WT-M&ausen. Hingegen
wurden die Urin-Natrium- und Calciumausscheidung bei den insulinresistenten
KO-Mausen gesteigert, was unerwartet erscheint und weiter untersucht werden

muss.
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