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1. Einleitung

1.1 Gegenstand der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der paradoxen Wirkung der
Kochsalzdiat auf die glomerulare Filtrationsrate (GFR) bei Diabetes mellitus.

Insbesondere untersucht die vorliegende Arbeit die Bedeutung der
Nierennerven unter diesen Bedingungen. Am Rattenmodell wurde deshalb die
Wirkung einer renalen Denervierung auf die diabetische Niere und das

Salzparadoxon untersucht.

1.2 Bisheriger Kenntnisstand

1.2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist weltweit die haufigste Stoffwechselerkrankung und die
Pravalenz der Neuerkrankungen steigt weiter. So wird sich die globale Zahl der
Diabetiker von ca. 150 Millionen im Jahr 2000 auf 300 Millionen bis zum Jahr
2025 verdoppeln (30). In Deutschland sind knapp 5% der Bevolkerung, d.h. 4
Millionen Burger Diabetiker, davon 90% Typ Il. Da aber insbesondere der Typ |l
Diabetes in seinen Anfangsstadien eine asymptomatische Erkrankung ist, muss
von einer betrachtlichen Dunkelziffer ausgegangen werden.

Je nach Ursache und Verlauf unterscheidet man mehrere Typen des Diabetes
mellitus, wobei hier nur die zwei wichtigsten angesprochen werden. Der
Diabetes Typ | (fruher insulin-abhangiger Diabetes mellitus) macht ca. 5-7%
aller Diabetiker aus und manifestiert sich in der Regel vor dem 40. Lebensjahr.
Ursache ist eine [B-Zelldestruktion des Pankreas, die zum absoluten
Insulinmangel fihrt, hervorgerufen durch Autoimmunprozesse (Nachweis von

Autoantikorper in 70-90%, wie z.B. Inselzellantikdrper oder



Insulinautoantikérper) z.B. nach Virusinfektionen, durch toxische Einflliisse oder
durch genetische Disposition (>90% der Patienten haben die HLA-Merkmale
DR3 und/oder DR4).

Der Diabetes Typ Il (frUher nicht-insulin-abhangiger Diabetes mellitus,
Altersdiabetes), der ca. 95% der Diabetiker umfasst, manifestiert sich
gewohnlich im mittleren und hoheren Lebensalter. Pathogenetisch spielen zwei
Storungen eine Rolle: Die gestorte Insulinsekretion und die herabgesetzte
Insulinwirkung (Insulinresistenz), bedingt durch einen Insulinrezeptordefekt und
gestorte Glukoseverwertung der Zelle. Der Diabetes Typ |l ist haufig mit
Adipositas, Bluthochdruck und Hyperlipidamie (metabolisches Syndrom), aber
auch mit psychosozialen Faktoren wie Ubererndhrung und Bewegungsmangel
verbunden.

Klinisch wird der Diabetes Typ | relativ rasch symptomatisch, wahrend sich der
Typ Il langsam, schleichend manifestiert und so anfangs haufig unbemerkt
bleibt. Gemeinsam sind beiden Formen unspezifische Allgemeinsymptome wie
Mudigkeit, Leistungsminderung, Symptome durch Hyperinsulinismus und
passageren Hypoglykamien wie Heil3hunger, Schwitzen, Kopfschmerzen,
Symptome infolge Hyperglykdmie und Glukosurie mit osmotischer Diurese:
Polyurie, Durst, Polydipsie und Gewichtsverlust. Als akute, ja lebensbedrohliche
Komplikationen treten das hypoglykamische und hyperglykdmische osmolare
Koma auf.

Entscheidend flr die Prognose des Patienten ist jedoch insbesondere das
Auftreten von Spatkomplikationen, hier vor allen die diabetischen
Gefallschadigungen wie eine unspezifische Makroangiopathie und die
diabetesspezifische = Mikroangiopathie mit Verdickung der kapillaren
Basalmembranen. Zeichen der Makroangiopathie sind eine erhdhte Haufigkeit
von koronarer Herzkrankheit (55% der Diabetiker versterben an Herzinfarkt),
ischamischen Hirninfarkten und peripheren arteriellen Verschlusskrankheiten
(7). Bei der Mikroangiopathie spielt die Verdickung der Kkapillaren
Basalmembranen eine Rolle mit den daraus folgenden Auswirkungen:
verstarkte Glykosylierung von Proteinen mit nachfolgenden

Funktionsveranderungen, Anderung der Zusammensetzung der Basalmembran



mit Permeabilitatsstérungen (53), Anhaufung von Sorbit in bestimmten
Zelltypen mit konsekutiv vermehrter Wassereinlagerung und sekundare
Mikrothrombosen. Folge dieser Gefaldveranderungen sind Endorganschaden im
Bereich des Auges (Retinopathie), des Herzens (small vessel disease), der
Haut, des Nervensystems (Neuropathie und neuropathischer diabetischer Ful3)
und insbesondere der Niere im Sinne einer diabetischen Nephropathie

(Glomerulosklerose).

Die Pathogenese der diabetischen Nephropathie ist Gegenstand der
vorliegenden Arbeit und deshalb sollen relevante Aspekte der Nierenanatomie

und -physiologie kurz vorgestellt werden.

1.2.2 Kurzer Uberblick tiber die Anatomie und Physiologie der Niere

Die Niere ist das wichtigste Organ zur Regulation des Wasser- und

Elektrolythaushaltes, des Saure-Basen-Haushaltes und zur Ausscheidung von

Stoffwechselprodukten und Fremdstoffen. Uber Bildung von Hormonen

beeinflusst die Niere nicht nur den Mineralhaushalt (Calcitriol), sondern auch

die Blutdruckregulation (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System).

Dabei stellen die etwa 1 Million Nephrone je Niere die funktionellen Einheiten

der Niere dar. Sie bestehen aus dem Glomerulum, dem sich in der Gefaligabel

zwischen Vas afferens und Vas efferens die Pars recta distalis des

Nierentubulus unmittelbar anlegt und dort die Macula densa bildet, der

Bowman’schen Kapsel, dem in ihr gelagerten glomerularen Kapillarkonvolut

sowie dem Tubulussystem, welches in drei Abschnitte unterteilt werden kann:

- proximaler Tubulus (proximales Konvolut und gerader Teil des proximalen
Tubulus): hier werden etwa 60% des filtrierten Natrium, Chlorid und
Wassers sowie Glukose und Aminosauren fast komplett rickresorbiert.

- Henle'sche Schleife (absteigender Schenkel, Uberleitungsstiick, sowie
dinner und dicker aufsteigender Schenkel): Die in den Henle'schen
Schleifen vereinigten Tubulusabschnitte agieren funktionell zusammen und

wirken bei der Harnkonzentrierung bzw. -verdinnung mit. Im dicken



aufsteigenden Schenkel werden etwa 20-30% des filtrierten Natrium und
Chlorid ruckresorbiert.

- Macula densa: Am Ende des dicken aufsteigenden Schenkels findet sich die
Macula densa. Diese ftritt in physischen Kontakt mit dem vaskularen Pol
desselben Nephrons und ist durch das tubuloglomerulare Feedback-System
(TGF) an der Regulation der glomerularen Filtrationsrate desselben
Nephrons beteiligt. Der TGF ist von besonderer Bedeutung fur die
untersuchte Thematik und wird deshalb weiter unten genauer dargestellt.

- distaler Tubulus und Verbindungstubulus (distales Konvolut): In diesen
Abschnitten werden etwa 10-20% des filtrierten Natrium und Chlorid
ruckresorbiert sowie Kalium sezerniert. Hormonell wird die Salzreabsorption
und Kaliumsekretion durch Aldosteron reguliert.

An das distale Konvolut schliet sich das Sammelrohr an, welches in das

Nierenbecken fuhrt. In den Sammelrohren erfolgt unter dem stimulierendem

Einfluss des antidiuretischen Hormons (ADH) die Resorption von Wasser und

damit die endgultige Konzentrierung des Harns.
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Das Prinzip der Regulation des Salzhaushaltes durch die Nieren besteht darin,

dass von dem durchflieBenden Blut

in den Glomerula ein Ultrafiltrat



(Primarharn) in die proximalen Nierentubuli abgepresst, davon etwa 99%
entlang des Tubulus wieder rickresorbiert wird (etwa 5-10% unter Kontrolle von
Aldosteron) und dann der restliche Harn Uber die Sammelrohre in die
Nierenkelche abflieRt. Das Ultrafiltratvolumen, das pro Zeiteinheit gebildet wird
(Glomerulare Filtrationsrate = GFR), betragt beim Menschen etwa 180 |/Tag

und die Harnflussrate etwa 1-2 I/Tag.

1.2.3 Entwicklung, Bedeutung und Thesen zur Entstehung der

diabetischen Nephropathie

Die diabetische Nephropathie gehort zu den haufigsten Todesursachen bei
Diabetikern und macht einen wesentlichen und zunehmenden Anteil unter
denjenigen Erkrankungen aus, die zur dialysepflichtigen Niereninsuffizienz
fuhren. Eine aktuelle bundesdeutsche Erhebung ermittelte einen Anteil der
Diabetiker von 42% unter den neu dialysepflichtig gewordenen Patienten (34).

Die diabetische Nephropathie manifestiert sich bei 30-40% der Patienten mit
Diabetes Typ | ca. 10-15 Jahre nach Erstmanifestation des Diabetes (31).
Zunehmend wird sie auch bei alteren Patienten mit Typ Il-Diabetes beobachtet.
Die diffuse diabetische Glomerulosklerose ist dabei die haufigste Lasion, sie
besteht aus einer diffusen Volumenzunahme der mesangialen Matrix und einer
Verdickung der Basalmembran. Dazu kommen verschiedene exsudative
Lasionen wie kapsuldre Ausziehungen und Fibrinkappen und hyaline
Arteriosklerose, wie z.B. der efferenten Arteriole. Die noduldre
Glomerulosklerose (Kimmelstiel-Wilson-Syndrom) ist spezifisch fur den
Diabetes mellitus. Hier kommt es auf dem Hintergrund einer Zunahme der
mesangialen Matrix zu PAS-positiven, laminierten, intrakapillaren Knoétchen, an

deren Peripherie offene glomerulare Kapillarschlingen zu sehen sind.



Die diabetische Nephropathie wird in funf Stadien eingeteilt:

Im_ersten Stadium (Hypertrophiestadium), etwa vom Zeitpunkt der klinischen

Erstdiagnose des Diabetes bis zwei Jahre danach, werden eine glomerulare
Hyperfiltration und Hypertrophie beobachtet, die glomerulare Filtrationsrate ist
um 20-50% erhoht (74).

Zwei bis funf Jahre danach findet man im zweiten Stadium (Latenzphase)

histologische Veranderungen der Niere wie Verdickung der kapillaren
Basalmembran und Ausweitung des Mesangiums, die Albuminausscheidung ist
noch normal, es bestehen meist keine klinischen Anzeichen einer
Nierenerkrankung.

Das dritte Stadium (beginnende diabetische Nephropathie) erreichen die

Betroffenen nach ca. 10 Jahren. Die GFR ist nun nur noch leicht erhdht, mit
abnehmender Tendenz, der Blutdruck ist erhdht und es setzt eine
Mikroalbuminurie (30-300 mg/d) ein, die als ,friher” Schadigungsmarker fur die
manifeste Nephropathie (Teststreifen-Screening) verwendet wird. Ein
systemischer Eiweildverlust ist jedoch noch nicht nachweisbar.

Im anschlieRenden vierten Stadium (klinisch manifeste Nephropathie) nimmt die

GFR um 10 ml/min/Jahr ab, es zeigen sich Odeme, Proteinurie (>300 mg/d),
arterielle Hypertonie. Morphologische Veranderungen der Niere im Sinne einer
diffusen nodularen Glomerulosklerose zeigen sich nun durch Mesangium- (32,
52) und Basalmembranverbreiterung (44) und durch Eiweil}- und
Fibrinablagerungen (51).

Bei etwa 30% der Diabetiker folgt ca. 15-30 Jahre nach Erstmanifestation des

Diabetes Stadium fiinf mit der terminalen Niereninsuffizienz. Die GFR ist stark

gesunken (<10 ml/min), die Retentionswerte wie z.B. Kreatinin sind stark

gestiegen, eine arterielle Hypertonie findet sich bei ca. 90% aller Kranken.

Die Pathogenese der diabetische Nephropathie ist immer noch nicht
hinreichend geklart. Sicherlich spielt aber die glomerulare Hyperfiltration
grolRerer Mengen an Proteinen und Wachstumsfaktoren eine Rolle, die
normalerweise in der proximaltubularen Flussigkeit nicht in diesem Masse

vorhanden sind und die eine kortikointerstitielle Entzindung induzieren (1,2).



Auch wenn glomerulare Veranderungen haufig bei Diabetes beobachtet
werden, so ist doch die aus der kortikointerstitiellen Entzindung resultierende
tubulointerstitielle Fibrose zu einem grollen Ausmaly bestimmend fur das
Fortschreiten der renalen Erkrankung (9, 16, 19, 36). Damit sind Mechanismen,
die zur initialen glomerularen Hyperfiltration fuhren und so die glomerulare
Filtration von Proteinen und Wachstumsfaktoren foérdern, von grofer
pathophysiologischer und moglicherweise therapeutischer Bedeutung. Als
verantwortlich diskutiert werden hierfir hamodynamische Faktoren, die den
intraglomerularen Druck erhdhen, als auch metabolische Faktoren.

Zu den metabolischen Faktoren gehort die Glukotoxizitat: Glucose reagiert
nichtenzymatisch mit freien Aminogruppen und wird unter mehreren
Oxidationsschritten zu ,advanced glycation end products® (AGE) umgeformt.
Die Folge sind Quervernetzungen zwischen einzelnen Peptidketten, veranderte
Strukturen und Funktionen der extrazellularen Matrix, wie z.B. der glomerularen
Basalmembran (74) mit dem Verlust der physiologischen Funktion (37). Zudem
kann die glukotoxische Wirkung der Hyperglykdmie 2zu gestorter
Endothelzellfunktion fuhren. Belegt wird dies bei diabetischen Patienten durch
erhohte Proreninspiegel, Willebrand-Faktor-Aktivitat, Thrombomodulin und
andere Indikatoren. Es wurde postuliert, dass die Albuminurie lediglich der
renale Ausdruck einer generalisierten endothelialen Schrankenstérung sei (17).
Eingriffe, welche den glomerularen Filtrationsdruck vermindern, wie
eiweilRbeschrankte Kost oder ACE-Hemmer, fihren beim Diabetiker zum
Ruckgang der Proteinurie und im Tierexperiment zu vermindertem Auftreten

glomerularer Lasionen.

Die Erh6hung des glomerularen Druckes beim Diabetes kommt durch Abfall
des praglomerularen Gefallwiderstandes zustande: die praglomerularen
Gefalle sind vasodilatiert (27). Dies macht verstandlich, weshalb das
Glomerulum schon durch geringe Steigerung des Blutdrucks geschadigt wird.
Wegen der afferenten Vasodilatation pflanzt sich ein groRerer Anteil des
Aortendrucks in das glomerulare Gefallbett fort. Selbst bei normalem Blutdruck

steigt der glomerulare Kapillardruck schon an (kapillare Hypertonie); der



Anstieg ist aber besonders ausgepragt, wenn zusatzlich ein arterieller
Hochdruck besteht. Die Folge ist eine Steigerung des renalen Plasmaflusses
und somit eine Steigerung des Perfusionsdruckes (27), eine glomerulare
Hyperfiltration setzt ein.

Das Risiko der Nierenschadigung ist bei unterschiedlichen Modellen des
Nierenversagens besonders dann erhéht, wenn die Glomeruli hypertrophiert
sind. Bei Diabetes mellitus liegt haufig eine Vergroflerung der Niere vor.
Insbesondere der Einfluss von Wachstumsfaktoren, wie z.B. des transforming
growth factor 1 (TGF-B1) oder des vascular endothelial growth factor (VEGF)
werden diskutiert. Auch Angiotensin Il ist ein potenter Wachstumsfaktor;
vermutlich stimuliert es die TGF-B1-Produktion und induziert dadurch eine
Hypertrophie (72). Infolge der intrarenalen Wachstumsvorgange erhoht sich das
Nierengewicht (13).

Die besondere Empfindlichkeit des hypertrophierten Glomerulus gegenlber
Schadigungen konnte somit zum Teil mechanisch (erhohte kapillare
Wandspannung nach dem Laplace-Prinzip) oder biochemisch (vermehrte

Zytokinbildung und Proliferationsbereitschaft) begriindet sein.

Von besonderer Wichtigkeit beim Frihdiabetes ist damit die glomerulare
Hyperfiltration, die auch als ein Risikofaktor fur die fortschreitende diabetische
Nephropathie in einer Anzahl von Studien genannt wurde (15, 41, 42, 48),
obgleich nicht alle Studien dies zeigen konnten (29, 33). Wie erwahnt kann die
glomerulare Hyperfiltration bei Diabetes den Zugang der vorgenannten Proteine
und Wachstumsfaktoren zu dem proximalen Tubulus erleichtern und dies kann
zu der Verbindung zwischen glomerularer Hyperfiltration, tubulointerstitieller
Fibrose und diabetischer Nephropathie beitragen. Die bis vor kurzem
vorherrschende Meinung war, dass die glomerulére Hyperfiltration in der
Frihphase des Diabetes mellitus bedingt ist durch einen primaren Defekt in der
mikrovaskularen Funktion und/oder eine Imbalance vasoaktiver Hormone.

Im Gegensatz dazu vertreten wir (die Arbeitsgruppe von Volker Vallon) ein
Jubulozentrisches Konzept®, in dem die glomerulare Hyperfiltration, wie im

folgenden genauer ausgefuhrt, hauptsachlich aus primaren Veranderungen im

10



Tubulussystem herrihrt (56, 64, 67). Es gibt Uberzeugende Befunde flr einen
primaren Anstieg der FlUssigkeits- und Elektrolytreabsorption im proximalen
Tubulus bei Patienten in der Frihphase eines Typ | Diabetes mellitus (11, 25),
als auch bei Ratten mit experimentell (Streptozotocin (STZ))-induziertem Typ |
Diabetes mellitus (4, 45, 55, 60, 64).

Im Rahmen des TGF wird eine Zunahme der Na*-, CI- und K*-Konzentrationen
in der Tubulusflissigkeit an der Macula densa Uber einen Na'2CIK'-
Kotransporter registriert, uber Adenosin kommt es zu einer Aktivierung von
Adenosin A1-Rezeptoren, dies fuhrt zur Konstriktion des Vas afferens und
Abnahme der GFR (67). Der TGF dient unter anderem der Anpassung der
glomerularen Filtration an die Transportkapazitat von proximalen Tubulus und
Henle-Schleife. Halt der Transport in den beiden Segmenten mit der Filtration
nicht Schritt, dann steigt die Kochsalzkonzentration an der Macula densa und
die GFR wird durch Kontraktion des Vas afferens gesenkt. Auf diese Weise wird
verhindert, dass bei eingeschrankter Transportkapazitdt von proximalem
Tubulus und Henle-Schleife (z.B. durch nephrotoxische Substanzen) Kochsalz-
und Wasserverluste auftreten, die sonst angesichts der geringen
Transportkapazitat des distalen Tubulus und Sammelrohrs unvermeidlich
waren.

Betrachtet man diese Regulationsvorgange unter dem Einfluss des Diabetes
mellitus, so entwickelt sich unsere tubularzentrische Sicht der glomerularen
Hyperfiltration (61, 66):

Der primare Anstieg der tubularen Reabsorption bei Frihdiabetes ist das
kombinierte Ergebnis eines gesteigerten Na'/Glukose-Kotransportes und des
diabetes-induzierten tubuldren Wachstums. Der gesteigerte Na'/Glukose-
Kotransport wiederum ist die Konsequenz eines Hyperglykamie-induzierten
Anstiegs der glomerular filtrierten Glukosemenge und einer verstarkten
Expression des Na*/Glukose-Kotransporters [SGLT] im proximalen Tubulus (55,
64, 68). Erhohte Glukosewerte (filtrierte Glukose nimmt bei Hyperglykamie zu)
fihren so zur verstarkten Na'-Rlckresorption durch Na®-/Glukose-
Kotransporter (SGLT 1 und 2) im proximalen Tubulus. Der daraus folgende

primare Anstieg des tubularen Transportes, die Zunahme der tubularen Lange

11



und Reabsorption stromaufwarts der Macula densa (55, 60, 64) fUhren zur
Erniedrigung der Na*-, CI- und K*-Konzentrationen an der Macula densa. Diese
Konzentrationsanderungen registriert das tubuloglomerulare Feedback-System
(TGF) und induziert reziproke Veranderungen in der GFR, d.h. eine Zunahme
der GFR desselben Nephrons (single nephron; SNGFR; 50, 61, 63). Diese
TGF-abhangige Erhdéhung der GFR dient zur Stabilisierung der Flussigkeits-
und NaCl-Beladung des Nephronabschnittes distal der Macula densa, in
welchem die Feinregulation der renalen Ausscheidung unter hormoneller
Kontrolle (z.B. Aldosteron und Vasopressin) stattfindet (67). Somit werden der
Fluss und die Elektrolytbeladung im distalen Tubulus wiederhergestellt und eine
feine Einstellung der Reabsorption und Ausscheidung gemaf den korperlichen
Bedurfnissen ermoglicht. Damit ist die glomerulare basale Hyperfiltration beim
frihen Diabetes mellitus die Folge einer primaren proximalen tubularen
Hyperreabsorption und der normalen Physiologie des TGF-Systems (siehe
auch Abb. 3, Nephron A). Hinweise, dass eine gesteigerte tubulare
Reabsorption die diabetische Hyperfiltration verursacht, gibt es auch bei
Lhyperfiltrierenden“ menschlichen Diabetikern, bei denen die fraktionelle
proximale Reabsorption erhdht ist und positiv mit der GFR korreliert (25).

SchlieRlich vermindert eine pharmakologische Hemmung des frihdiabetischen
tubuldren Wachstums und des proximalen Na®*/Glukose-Kotransportes sowohl
die proximale Hyperreabsorption als auch die glomerulare Hyperfiltration (55,
64). Ebenso fihrt eine (pharmakologische) Erhéhung der kortikalen
interstitiellen Konzentration von Adenosin, das als Mediator des TGF fungiert
(54, 61), zur Normalisierung der GFR in STZ-diabetischen Ratten (58). Damit
identifiziert das umrissene pathophysiologische Konzept eine erhéhte proximale
tubuldre Reabsorption, bedingt durch gesteigerten Na*/Glukose-Kotransport
und Nierenwachstum, als einen potentiellen Ansatzpunkt fur die Pravention
renaler hamodynamischer Veranderungen beim frihen Diabetes mellitus mit
dem Ziel, die spateren Schaden von der Niere abzuwenden. Um eine mdglichst
effektive Pravention zu erreichen, ist es wichtig, die frihen Prozesse, die die
progressive Krankheit initiieren, zu identifizieren und zu verstehen. Daher

konzentriert sich die Arbeitsgruppe von Dr. Vallon auf die frihen funktionellen

12



Ereignisse in der diabetischen Niere mit besonderer Fokussierung auf die
Entstehung der glomerularen Hyperfiltration und das Phanomen des

Salzparadoxons, welches im Folgenden erlautert wird.

1.2.4 Paradoxe Antwort auf NaCl-arme Diat, Bedeutung des

Salzparadoxons fur die Frihphase des Diabetes mellitus

Neben einer verstarkten basalen glomerularen Hyperfiltration (8) verandert der
Diabetes auch die renal hamodynamische Antwort auf Veranderungen der
diatetischen NaCl-Zufuhr: Unter der Annahme, dass durch eine Aktivierung des
RAS durch Salzrestriktion die glomerulare Hyperfiltration verhindert werden
kann, hatte die Gruppe von Dr. Vallon bei STZ-diabetischen Ratten mit
kochsalzarmer Diat Clearanceexperimente durchgefuhrt (61). Der Organismus
versucht, das Salz, welches sich im Korper befindet, zu konservieren und
weniger auszuscheiden. Hierzu konnte eine Abnahme der glomerularen
Filtrationsrate beitragen. Interessanterweise zeigte sich jedoch der gegenteilige
Effekt. Die NaCl-arme Diat fuhrte bei diesen diabetischen Ratten zu einer
Steigerung des renalen Blutflusses, der GFR und des Nierengewichts, wobei
bei nichtdiabetischen Kontrolltieren keine signifikante Anderung eintrat (59).
Unter einer Hochsalzdiat wurde unter gleichen Bedingungen bei diabetischen
Tieren eine renale Vasokonstriktion gefunden und der paradoxe Effekt der
Salzdiat auch auf Ebene des einzelnen Nephrons durch Mikropunktion bestatigt
(62, 65).

Dieses Phanomen wurde zuerst bei diabetischen Ratten gefunden (59, 62, 65)
und kurze Zeit spater auch beim Menschen beobachtet. Miller fand 1997, dass
junge Patienten mit Diabetes mellitus Typ | auf eine kochsalzarme Diat mit
renaler Vasodilatation und einem Anstieg der GFR reagierten (38). 2002
zeigten Luik et al. (35), dass kurzzeitige moderate Natriumrestriktion eine
relative Hyperfiltration beim unkomplizierten Diabetes mellitus Typ | induziert.
Diese inverse Beziehung der diatetischen NaCl-Zufuhr zu der GFR beim

Diabetes bezeichnen wir als das ,Salzparadoxon® der diabetischen Niere.
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,Paradox“ deshalb, weil die Anderungen der GFR sich paradox bezliglich der
Salzhomdostase verhalten.

Das Salzparadoxon wird durch einen Wechsel des Kraftegleichgewichts
zwischen TGF und anderen neurohumeralen Regulatoren der glomerularen
Filtration erklart. Die Gruppe von Dr. Vallon fand, dass der Diabetes die
proximal tubuldre Reabsorption empfindlicher auf Veranderungen in der
Salzdiat macht (65). Diese erhohte Salzsensitivitat des proximalen Tubulus
fuhrt zur verstarkten Na*-Resorption im proximalen Tubulus bei salzarmer Diét,
einer entsprechenden Anderung der Elektrolytkonzentrationen an der Macula
densa und Uber den TGF zur weiteren Zunahme der GFR. Eine salzreiche Diat
fuhrt zu entgegengesetzten Veranderungen (65). Dagegen reguliert eine nicht-
diabetische Ratte die Reabsorption bei Anderung der Salzzufuhr priméar
stromabwarts der Macula densa im Aldosteron-sensitiven Segment und damit
werden keine paradoxen Anderungen der GFR beobachtet (65).

Der Mechanismus, der den diabetischen proximalen Tubulus sensitiver auf die
Salzdiat macht, ist nicht bekannt. Angiotensin Il und die renalen Nerven sind
prominente  Effektoren, die die proximale Reabsorption mit dem
Gesamtkorpersalzgehalt verbinden (61) und deshalb Gegenstand weiterer
Untersuchungen. Die vorliegende Arbeit untersucht die Bedeutung der

Nierennerven.
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Abb. 3: Beeinflussung der glomerularen Filtrationsrate eines einzelnen
Nephrons (SNGFR) unter Anderung der Kochsalzzufuhr

(nach Vallon V. et al: The Salt Paradox and Its Possible Implications in
Managing Hypertensive Diabetic Patients [61])

SNGFR: GFR eines Nephrons

NaCl: NaCl-Resorption

[Na Cl K]up: Konzentration von Na*, CI" und K* an der Macula densa

NaCl intake: Anderung der Kochsalzzufuhr
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Schaubild Nephron A: Basale glomerulare Hyperfiltration beim Frihdiabetes.

Die Hyperglykamie verursacht einen primaren Anstieg der proximal tubularen
NaCl-Reabsorption durch verstarkten Na*-/Glukose-Kotransport und tubuléres
Wachstum (1). Verstarkte Reabsorption reduziert das TGF-Signal an der
Macula densa ([Na Cl| K]up) (2) und erhdht Uber den TGF die GFR eines
Nephrons (SNGFR) (3).

Schaubild Nephron B: Physiologische Situation bei Anderung der NaCl-Zufuhr.

Auf eine Anderung der Kochsalzdidt reagiert die nichtdiabetische Niere
hauptsachlich mit Veranderungen der Na’- und Cl-Transportvorgange
stromabwarts der Macula densa, d.h. mit einer Ruckresorption im distalen
Tubulus bzw. Sammelrohr unter Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems. Dabei findet keine Anderung des TGF-Signals und der SNGFR statt.

Schaubild Nephron C: Pathophysiologische Situation bei Diabetes mellitus: Im

NaCl-sensitiven proximalen Tubulus (siehe oben) finden entsprechend der
Kochsalzdiat (1) Anderungen der proximalen Reabsorption mit folgender
Anderung des TGF-Signals (2) und der SNGFR (3) statt:

Kochsalzarme Diat fuhrt zu starkerer Rlckresorption im proximalem Tubulus
(1), die Elektrolytkonzentrationen an der Macula densa sinken ([Na Cl K]up) und
uber den TGF steigt die SNGFR (3); unter kochsalzreicher Diat kommt es
umgekehrt zum Anstieg der Elektrolytkonzentrationen an der Macula densa (2)
und somit zur Abnahme der SNGFR. Diese verminderte Ruckresorption
verhindert/verlangsamt das tubulare Wachstum und die renale Hypertrophie

und konnte auch so die diabetische Nephropathie positiv beeinflussen.

1.2.5 Bedeutung der Nierennerven fir die Nierenfunktion einschliel3lich

der proximalen Reabsorption

Die Innervation der Niere erfolgt Uber afferente und efferente Nervenfasern,
parasympathisch und sympathisch aus dem Ganglion coeliacus, mesentericum
superius und dem Plexus aorticus mit Fasern von Sympathikus, N. vagus, N.
phrenicus und den Nn splanchnici major und minor. Vom Verlauf her begleiten

die Nervenfasern die renale Arterie und Vene beim Eintritt in den Hilus der
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Niere und dartber hinaus bis in die vaskularen Segmente des renalen Kortex
und der auflieren Medulla.

Botenstoffe der efferenten Innervierung sind adrenerge, dopaminerge,
cholinerge und andere Neurotransmitter wie z.B. das vasoaktive intestinale
Polypeptid (VIP) oder die Substanz P. Eine wichtige Rolle kommt dabei dem
Neurotransmitter Noradrenalin (Norepinephrin) zu: bei abnehmender renaler
sympathischer Nervenaktivitat durch chronisch renale Denervation sinkt die
Nierengewebskonzentration von Noradrenalin um 95% (18), bei gesteigerter
Nervenaktivitat steigt sie an (18). Die renalen sympathischen Nerven
innervieren die Tubuli, die Gefale und die Renin-enthaltenden
juxtaglomerularen granularen Zellen der Niere. Anstiege in der renalen
sympathischen Nervenaktivitat konnen so die Nephronfunktion regulieren (18,
19).

In Mikropunktionsexperimenten fand man, dass eine gesteigerte sympathische
Nervenstimulation zu einem frequenzabhangigen Abfall der glomerularen
Filtrationsrate des einzelnen Nephrons (single nephron, SNGFR) flhrt.
Verantwortlich fur diesen Abfall der GFR sind Anstiege sowohl des afferenten
und des efferenten glomerularen arteriolaren Widerstandes als auch ein Abfall
des glomerularen hydrostatischen Druckgradienten (AP) und des glomerularen
Ultrafiltrationskoeffizienten (Kf), verursacht durch eine Kontraktion des
Mesangiums und gleichzeitige Verringerung der Filtrationsoberflache.
Veranderungen der efferenten renalen sympathischen Nervenaktivitat (ERSNA)
tragen zur Regulierung des renalen Blutflusses, der GFR, des
Wassertransportes und der hormonellen Ausschuattung bei (18). So fuhrt eine
Stimulation der renalen Nerven zu vermehrter, dagegen eine renale
Denervierung zu einer verminderten proximalen tubularen Wasser- und
Elektrolytreabsorption (46). Anstiege der renalen sympathischen Nervenaktivitat
senken die Natrium- und Wasserausscheidung im Urin durch Steigerung der
renalen tubuldren Wasser- und Natriumreabsorption entlang des gesamten
Nephrons und steigern die Aktivitadt des RAAS (Angiotensin Il) durch

Stimulierung der Reninfreisetzung aus den juxtaglomerularen granularen
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Zellen. Eine akute renale Denervierung fuhrt zum Phanomen der Diurese und
Natriurese, wie erstmals von Claude Bernard 1939 beschrieben (18).

Es folgt ein Anstieg der Harnflussrate und eine Reduktion der Urinosmolaritat
(21). Die ipsilaterale Diurese und Natriurese sind nicht mit Veranderungen in
der totalen Nieren-GFR oder SNGFR verbunden (siehe oben). Die abfallende
proximal tubuldre Reabsorption von Na*, CI', HCO3 und Wasser, die auf akute
oder chronisch renale Denervierung folgt, ist unabhangig von Veranderungen
im renal interstitiellen hydrostatischen Druck und den peritubularen kapillaren
onkotischen und hydrostatischen Drlcken. Renale Denervierung betrifft den
proximal tubuldren Transport einer Vielzahl von Substanzen und verstarkt die
Ausscheidung (und senkt den maximalen tubularen Transport) von HCOs3, CI',
Phosphat, Glukose und Harnsaure, Ubereinstimmend mit der Vorstellung, dass
die ERSNA moglicherweise generell die renal proximal tubularen
Transportprozesse reguliert.

Gleichzeitig wurde eine schwachere Natrium- und Kaliumreabsorption in den
Henle’'schen Schleifen und eine schwachere Wasser-, Natrium- und
Bikarbonatreabsorption (jedoch eine gesteigerte Kaliumsekretion) im distalen
tubularen Konvolut beobachtet (6, 69).

Eine renale Denervierung beeintrachtigt nicht den renalen Blutfluss (RBF), den
systemischen Blutdruck oder den renal vaskularen Widerstand, senkt aber den
renalen Renin-Gehalt, die renale Renin-mRNA und die renal vendse Plasma-
Renin-Aktiviat. (19, 26). D.h. die basale Renin-Sekretionsrate ist abhangig von
intakten renalen sympathischen Nerven (28). Nach renaler Denervierung war
die steigernde Wirkung von Angiotensin Il auf die proximal tubulare Chlorid- und
Wasserreabsorption um 75% reduziert. Dies impliziert, dass nur ein kleiner Tell
der Angiotensin lI-Wirkung (~25%) direkt durch Einfluss auf Angiotensin II-
Rezeptoren an den proximalen Tubuli bedingt ist. Der Hauptteil der Wirkung ist
abhangig von einer intakten Innervierung und damit moglicherweise die Folge
einer Freisetzung von Noradrenalin bedingt durch Aktivierung von Angiotensin Il
AT-1-Rezeptoren auf prasynaptischen Nervenendigungen.

FUhrt man nun eine unilaterale renale Denervierung durch, fuhrt dies in der

betreffenden Niere zu einer ipsilateralen Diurese und Natriurese (siehe oben)
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und in der nicht betroffenen Niere reflektorisch zu einer kontralateralen
Antidiurese und Antinatriurese in Verbindung mit einem Anstieg der
kontralateralen = ERSNA. So ist die  Gesamtharnflussrate  und
Natriumausscheidung des Korpers im Urin unverandert und weder die

systemische noch die renale Hdmodynamik sind verandert (18).

1.3 Eigene Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung der Nierennerven fur
die paradoxe Wirkung der Kochsalzdiat auf die GFR bei Diabetes mellitus.
Ursache fur das Salzparadoxon ist eine erhdhte Sensitivitat der Reabsorption
im proximalen Tubulus auf Anderung der Salzzufuhr.

Der Mechanismus, der den diabetischen proximalen Tubulus sensitiver fur die
diabetische NaCl-Zufuhr macht, ist jedoch unbekannt. Da der regulatorische
Einfluss der renalen Nerven auf den Salztransport im proximalen Tubulus
bekannt ist (18), untersuchen wir die Frage, ob die renalen Nerven die erhdhte
Salzsensitivitat der diabetischen Niere vermitteln. Dazu untersuchen wir, ob

auch eine denervierte diabetische Niere das Salzparadoxon aufweist.
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2. Material und Methoden

2.1 Experimenteller Ablauf

2.1.1 Versuchsgruppen

Es wurden funf Versuchsgruppen (mit jeweils n Tieren) gebildet:

Schein-KON (n=10) nicht diabetische, nicht denervierte Tiere mit

Scheinoperation als Kontrollgruppe

KON-DNX (n=8) nicht diabetische, denervierte (stets die linke
Niere) Tiere
KON-DNX-DIAT (n=11) nicht diabetische, denervierte Tiere mit

kochsalzarmer Diat

KON-DNX-STZ (n=7) diabetische, denervierte Tiere

KON-DNX-STZ-DIAT (n=6) diabetische, denervierte Tiere mit
kochsalzarmer Diat

Kurzer Uberblick tiber Behandlungsprotokolle/Studiendesign

Alle Tiere verbrachten die Tage bis zum Clearanceexperiment unter
kontrollierten Bedingungen und nach Versuchsgruppen getrennt im Tierhaus.

Am ersten Tag der Behandlungsserie wurde bei den Tieren die linke Niere unter
Kurznarkose denerviert (DNX) bzw. scheinoperiert (Schein). Zwischen dem
dritten und funften Tag erfolgte die Applikation des Vehikels (Zitratpuffer) fur die

Tiere der nichtdiabetischen Gruppen bzw. die Applikation von Streptozotocin
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(STZ, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim) fur die Tiere der diabetischen
Gruppen. Zwischen dem siebten und elften Tag wurde auf die kochsalzarme
Diat (0,15 g Na*/kg) umgestellt oder die normale Diat beibehalten(2,5 g Na*/kg).
Zwischen dem 14. und 18. Tag, also sieben Tage nach Wechsel der
Kochsalzdiat, fanden die abschlieenden, terminalen Clearanceexperimente
statt; die Tiere wurden dazu in unten beschriebener Weise prapariert. Die
Katheterisierung der Ureteren gewahrleistete den direkten Vergleich der linken
und rechten Nierenfunktion. So waren beide Nieren wahrend den Experimenten
den gleichen Blutdruckwerten und zirkulierenden Kérperhormonen ausgesetzt,
jede Differenz zwischen der innervierten rechten und der denervierten linken
Niere konnte somit auf die direkten oder indirekten Einflisse der renalen

Nerven zurlckgefuhrt werden.

DNX/  STZ/ Clearance
Schein Vehikel Experiment
l l Kontroll Diat oder Wechsel l
auf niedrig NaCl Diat
I | | >
I I I g
1. 3.-5. 7.-11. 14.-18. Tag

Abb. 4: Studiendesign: Scheinoperation oder Denervierung (DNX) der linken
Niere der Tiere, Verabreichung von STZ oder Vehikel, Beginn der jeweiligen

Diat und abschlieRende, terminale Experimente.
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2.1.2 Haltungsbedingungen

Die Experimente wurden an mannlichen (60-90 Tagen alten) Sprague-Dawley-
Ratten (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) durchgeflihrt. Bei Anlieferung
betrug das Korpergewicht der Tiere 225-250 g, danach wurden sie fur
16-22 Tage unter kontrollierten Bedingungen gehalten.

Wahrend dieser Zeit hatten die Tiere bei einer Temperatur von 24°C und
12-Std. Hell-Dunkel-Rhythmus freien Zugang zu Standarddiat (Altromin 1320,
Altromin, Lage/Lippe) oder zu NaCl-armer Diat (Altromin Sonderdiat C 1036,
Altromin, Lage/Lippe) sowie zu Leitungswasser. Einmal pro Woche wurden die

Ratten umgesetzt.

2.1.3 Induktion des Diabetes mellitus

Die Induktion des experimentellen Diabetes mellitus erfolgte mittels
intraperitonealer Gabe von Streptozotocin (STZ), einem von Streptomyces
achromogenes produzierten Glukosamin  (N-[methylnitroso-carbamoyl]-D-
glukosamin), das bei Ratten flir eine sehr rasche Zerstérung der B3-Zellen des
Pankreas sorgt und schon 12-24 Stunden danach zu einer Hyperglykamie fuhrt
(57).

Streptozotocin wurde in Zitratpuffer (0,210 g Zitronensaure auf 10 ml Aqua
bidest, pH 4,2) geldst und in einer Dosis von 60 mg/kg KG intraperitoneal (i.p.)
appliziert. Die Losung wurde jeweils kurz vor der Anwendung angesetzt. Drei
Tage nach der Injektion wurde der Plasmaglukosespiegel in einem Blutstropfen
aus der Schwanzspitze des Tieres mittels Teststreifen (Accu-Chek Sensor
Teststreifen, Roche, Mannheim) und einem Blutzuckermessgerat (Accu-Chek
Sensor, Roche, Mannheim) bestimmt. Bei einem Plasmaglukosespiegel uber
300 mg/dl wurde das Tier als diabetisch angesehen.

Waren die Blutglukosewerte nach Ablauf von weiteren zwei Tagen noch im
Normbereich (80-120 mg/dl) erfolgte eine zweite Injektion von STZ
(40-45 mg/kg KG), deren Erfolg wiederum nach drei Tagen durch
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Blutzuckerbestimmung kontrolliert wurde. Erneut nichtdiabetische Tiere wurden
von den Untersuchungen ausgeschlossen.

Kontrolltiere erhielten eine einmalige intraperitoneale Injektion des Zitratpuffers.
Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die Plasmaglukosewerte nochmals
bestimmt.

Behandlung diabetischer Tiere mit Insulin: Zur Verwendung kam Insulin Novo
Ultralente (Novo Nordisk Pharma GmbH, Mainz); es =zahlt zu den
Langzeitinsulinen mit einer maximalen Wirkdauer von 24-36 Std. Das
Behandlungsziel bestand darin, extreme Blutzuckerspitzen Uber 400 mg/dl zu
vermeiden. Die Tiere erhielten hierzu nach Bedarf maximal 4 |.E./Tag Insulin

subkutan appliziert.

2.1.4 Denervierung der Nieren

Bei den Ratten (auRer den Schein-Tieren) wurde eine selektive einseitige
(linke) Nierendenervierung durchgefihrt. Die nicht denervierte rechte Niere
diente als Kontrolle und sollte die physiologische Antwort der Niere auf
dargebotene Versuchsbedingungen darstellen. Die Tiere wurden nicht nlchtern
gelassen, um die Blutglukosespiegel stabil zu halten und eine postoperative
Hypoglykamie zu vermeiden. Um moglichst keimarme Bedingungen zu
schaffen, wurde einmalig das Arbeitsgebiet und der Operationstisch mit
Terralin® 0,5% (TPH 5225, Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt), und vor
jedem einzelnem Eingriff nochmals mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Das
Instrumentarium wurde bei 180 °C flr mindestens 30 Minuten sterilisiert.

Nach Bestimmung des Korpergewichtes wurden die Tiere mit einer
Kombination aus Ketamin und Xylazin narkotisiert. Dabei wurden Ketamin
(Ketanest®, Parke-Davis, Freiburg) in einer Dosis von 42 mg/kg KG und Xylazin
(Rompun® 2%, Bayer, Leverkusen) in einer Dosis von 9mg/kg KG
intraperitoneal verabreicht. Das Eintreten der Narkose wurde anhand des
vollstandigen Verlustes des Muskeltonus, eines fehlenden Kornealreflexes und

fehlender Reaktionen auf Schmerzreize festgestellt. Bei Bedarf wurden
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wahrend der Operation 20% der urspringlichen Dosis an Narkosemittel
nachinjiziert.

Far den Eingriff wurden die narkotisierten Tiere in Ruckenlage auf einen
vorgewarmten und per Rektalsonde thermoregulierten Prapariertisch gelegt.
Nach Desinfizierung des Operationsgebietes mit Betaisodona-Losung®
(Povidon-lod, Mundipharma, Limburg) erfolgte ein medianer Hautschnitt im
Abdominalbereich. Nach Durchtrennung der Linea alba und des Peritoneums
wurden die Darmschlingen vorsichtig mit kleinen atraumatischen Haken
beiseitegehalten und die linke Niere dargestellt. Unter stereomikroskopischer
Sicht (VMT 10x, Olympus, Japan) wurden die Nierengefalde dargestellt und die
Arterie und Vene stumpf voneinander getrennt. Die Arterie wurde als
Nierenarterie identifiziert, wenn bei kurzem Abklemmen eine deutliche
Abblassung der Niere sichtbar wurde. Es erfolgte das Entfernen von sichtbaren
grolReren Nerven von der Nierenarterie. Ein Zellstoffstreifen, der zuvor mit
neurotoxischer Phenollésung (10%ig in Ethanol) getrankt worden war, wurde
um die Arterie geschlungen.

Nach einer Einwirkzeit von zwei Minuten wurde der Zellstofftupfer entfernt,
dieses Vorgehen wurde zweimal wiederholt. Nach Entfernung des letzten
Tupfers wurde das Operationsgebiet mit 0,9% NaCl-LOosung ausgiebig gespult
und vorsichtig ausgetupft, die Haltehaken wurden entfernt. Danach erfolgte der
schichtweise Verschluss der Bauchdecken (Muskel und Faszie mit
resorbierbaren Faden Vicryl 2-0, Ethicon, Hamburg, Haut mit
nichtresorbierbaren Faden Dermafil 2-0, Dr. Ruhland, Neustadt) durch
Einzelknopfnahte. Die Kontrolltiere wurden einer sogenannten Scheinoperation
unterzogen: diese verlief in gleicher Weise, wobei aber keine Manipulation an
den Nierengefalten vorgenommen wurde.

Nach dem Erwachen aus der Narkose wurden die Tiere fur weitere zwei
Stunden Uberwacht; um sie vor Auskihlung zu schitzen, wurde eine

Warmelampe eingesetzt.
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2.1.5 Praparation fur das terminale Clearanceexperiment

Fir die Narkose erhielten die Tiere 80-90 mg/kg KG Thiobutabarbital (Inactin®,
Sigma, St. Louis, USA) gel6st in Aqua bidest intraperitoneal appliziert. Nach
Narkoseeinleitung wurden die Ratten auf den vorgewarmten und beheizbaren
Praparationstisch (RT Effenberger, Munchen) gelegt, eine konstante
Koérpertemperatur (37,2°C) wurde mittels einer rektalen Sonde und servo-
kontrollierter Anpassung der Tischtemperatur gewahrleistet.

Nach Verlust des Muskeltonus und fehlender Reaktionen auf Schmerzreiz
erfolgte zu Beginn der Praparation ein ventraler medianer Hautschnitt am Hals;
zur Inzision wurde hier, wie auch bei allen folgenden Hautschnitten, das Fell mit
Paraffindl geglattet. Nach stumpfer Spaltung der infrahyalen Muskulatur und der
bindegewebigen Schichten wurde die Trachea dargestellt. Um eine
narkosebedingte Verlegung der Atemwege durch Zurlckfallen der Zunge oder
durch Sekrete zu verhindern, wurde eine Tracheotomie durchgefuhrt. Dazu
wurde die Trachea mit einem Faden distal angeschlungen, zwischen zwei
Knorpelspangen quer eroffnet und ein Polyethylentubus (alle Katheter und
Tuben: SIMS Portex Ltd., Hythe, UK) eingefuhrt, der anschlieRend mit dem
Faden fixiert wurde. Nun wurde die rechte Vena jugularis aufgesucht und
stumpf von dem sie umgebenden Bindegewebe freiprapariert. Distalwarts
wurde die Blutzufuhr mit einer Fadenligatur (alle Faden: Seidenfaden 5/0 metric
1 schwarz geflochten, Suprama, Berlin) unterbunden, die Vene herzwarts der
Ligatur unter stereomikroskopischer Sicht (Leica Wild M 10, Leica Wetzlar). Zu
Infusionszwecken wurde dann ein Polyethylenkatheter ca. 10 mm in die Vene
eingebracht und mit Faden fixiert.

AnschlielRend folgte die Darstellung der linken Arteria femoralis. Dazu wurde die
Haut distal der Leistenregion mit einem Langsschnitt eroffnet, die
darunterliegenden Gewebsschichten stumpf durchtrennt und mit einem kleinen
atraumatischen Haken zur Seite gehalten. Darunter wurde nun die Sicht auf
den Gefall-Nerven-Strang frei. Die Arterie wurde vorsichtig in dieser
Bindegewebsscheide von der Femoralvene und dem Nervus femoralis geldst

und anschlielend distal ligiert. Weiter proximal wurden zwei F&aden
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angeschlungen und die Arterie so stark unter Zug gesetzt, bis die Blutzufuhr
zum Erliegen kam. Jetzt erfolgte ein kleiner Einschnitt in das GefaR, der
arterielle Katheter wurde unter mikroskopischer Sicht eingefuhrt und ca. 5-10
mm vorgeschoben. Nach Uberpriifung der korrekten Lage, wurde der Zug auf
die Arterie entfernt und der Katheter mit den angeschlungenen Faden
eingebunden. Der Katheter war mit einem Druckaufnehmer verbunden (TBM 4,
WPI, Heidelberg), der das Signal uber einen Bruckenverstarker auf einen
Schnellschreiber weiterleitete. So konnte der Blutdruck wahrend des gesamten
Experimentes aufgezeichnet und Blutproben enthommen werden.

Um Verschlusse des arteriellen Katheters durch Thromben zu vermeiden,
wurde dieser nach jeder Blutentnahme mit einer heparinisierten NaCl-Losung
(100 pl 5%ige Heparinlosung und 900 pl 0,9%ige NaCl-Lésung) gespult.

Zur Urinbestimmung musste die Probengewinnung seitlich getrennt aus beiden
Nieren erfolgen. Dies konnte erreicht werden, indem beide Ureteren einzeln
katheterisiert wurden.

Nach einem suprapubischen, transversalen Hautschnitt wurden die
abdominellen Muskeln und die Faszien mitsamt dem Peritoneum durchtrennt.
Dabei wurde auf sorgfaltige Blutstillung geachtet. Mit kleinen Haken wurden die
Darmschlingen und die Samenblaschen zur Seite gedrangt. Mit dem frei
werdenden Blick auf das Retroperitoneum konnte nun auf einer Seite der Ureter
an seinen kontraktilen Langsbewegungen identifiziert und bis zur Einmindung
in das Blasendach verfolgt werden.

Nach Er6ffnung des Retroperitoneums wurden die Ureteren vorsichtig vom
umgebenden Bindegewebe unter Schonung der Blutgefalie getrennt, distal mit
einem Faden ligiert, aus deren Umgebung luxiert und leicht unter Zug
genommen. Durch den folgenden Harnaufstau kam es zu einer Dilatation der
Ureteren, die daraufhin problemlos inzidiert und ein Polyethylenkatheter
eingefuhrt werden konnte. Die Fixation erfolgte mit einem weiteren vorgelegten
Faden.

Das Tier wurde in Rickenlage belassen und der Urin flr jede Niere einzeln
getrennt Uber die eingebundenen Katheter in ein PE-Gefal} (Safe-Lock 2,0 ml,

Eppendorf, Hamburg) abgeleitet.
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Zum Ende der Praparation wurden die Bereiche des Hals-, Bein- und
Bauchschnittes mit Parafilm bedeckt, um eine Austrocknung durch

Flussigkeitsverlust zu verhindern.

2.1.6 Infusionslésungen

Uber den vendsen Katheter wurde wahrend des gesamten Experimentes
Ringerlésung (in mM: 30 NaHCOg3;, 4,7 KCI, 111 NaCl) infundiert. Hierfur
wurden 6,487 g Kochsalz (NaCl reinst, Merck, Darmstadt), 0,350g
Kaliumchlorid (Kaliumchlorid, Merck, Darmstadt) und 2,520 g Natriumbikarbonat
(NaHCOs3;, Merck, Darmstadt), in einem Liter Aqua bidest geldst. Diabetischen
Tieren wurde der Loésung noch 3,6 g Glucose (20 mM) hinzugefligt, um
wahrend des gesamten Experimentes stabile Blutglucosewerte zu erhalten und
eine Normoglykamie zu vermeiden. Bei allen Versuchsgruppen erhielt die
Lésung auBerdem [°H] markiertes Inulin (Aktivitat: 100 pl Ci/dl), um mittels der
Inulin-Clearance die glomerulare Filtrationsrate bestimmen zu koénnen. Die
Infusion erfolgte mit Hilfe einer elektrischen Infusionspumpe (Perfusorpumpe
Typ 871642, Braun, Melsungen) mit folgenden Flussraten, um die

Fllssigkeitsverluste Uber den Urin auszugleichen:

Schein-KON: 3 ml/h Ringer-Lsg und initaler Bolus von 5 min 12 ml/h
Ringer-Lsg

KON-DNX: 3 ml/h Ringer-Lsg und Bolus von 5 min 12 ml/h Ringer-
Lsg

KON-DNX-DIAT: 3 ml/h Ringer-Lsg und Bolus von 5 min 12 ml/h Ringer-
Lsg

KON-DNX-STZ: 4 ml/h Ringer-Lsg + Glucose und Bolus von 10 min

12 ml/h Ringer-Lsg + Glucose
KON-DNX-STZ-DIAT: 6 ml/h Ringer-Lsg + Glucose und Bolus von 10 min
12 ml/h Ringer-Lsg + Glucose
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Diabetische Tiere, insbesondere unter salzarmer Diat, weisen eine deutliche
Diurese auf (59) und so wurden die Infusionsraten gréRer gewahlt, um

Volumenverlusten vorzubeugen.

2.1.7 Zeitlicher Ablauf der Clearanceexperimente und Probenentnahme

Der chirurgischen Praparation der Tiere, die ungefahr 60 Minuten dauerte,
folgte eine 60-mindtige Stabilisierungsphase, in der sich die Tiere bis zum Start
der Messungen erholen und ein konstanter Urinfluss erreicht werden konnte.

Danach folgte die Urinsammelperiode, die 30 Minuten dauerte, in der Urin Uber
jeden Ureter einzeln in Kunststoffgefallen (s.0.) quantitativ gesammelt wurde.
Jeweils in der Mitte der Versuchsperioden erfolgte die Blutentnahme (160 ul)
aus dem arteriellen Katheter mittels heparinisierter Glaskapillaren (Mikro-
Hamatokrit-Kapillaren 75 pl, Brand GmbH & CO, Wertheim). Vor und nach der

Sammelperiode wurde der Blutzucker der diabetischen Tiere bestimmt.

2.1.8 Nierenentnahme

Nach Abschluss der Clearanceexperimente wurde der Bauchraum der Tiere mit
einem medianen Bauchschnitt weiter eroéffnet und nacheinander die linke und
rechte Niere dargestellt. Nach Freilegung der Nierengefa’e und vorsichtigem
Abpraparieren des umgebenden Fettgewebes erfolgte die proximale Ligatur der
Gefalle durch einen vorgelegten Faden. Danach erfolgte die Nephrektomie,
gefolgt von der sofortigen Messung des Nierenfeuchtgewichts (Feinwaage
Prescia 100, Oerliko, Zurich, Schweiz). Nach der Bestimmung des Gewichtes
wurden die Nieren mit einer in flissigem Stickstoff vorgekihlten Klemme auf
-180 °C  schockgefroren und bis zur spateren Bestimmung des

Noradrenalingehaltes bei -80 °C aufbewahrt.
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2.2  Analytik

2.2.1 Urinvolumen

Die UrinsammelgefalRe der Sammelperiode wurden auf einer Prazisionswaage
(s.0.) gewogen. Das zuvor ermittelte Leergewicht wurde abgezogen. Die daraus
resultierende Gewichtsdifferenz in mg wurde als direktes Mal® fur das

Urinvolumen in yl angenommen.

2.2.2 Hamatokrit

Die Mikrohamatokritrohrchen mit dem entnommenen Blut der Sammelperioden
wurden einseitig mit Knet verschlossen und fur funf Minuten in einer
Hamatokritzentrifuge (Hettich Hamatokrit, Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert. Nach
der Bestimmung des Hamatokritwertes wurde der Plasmaulberstand

abgenommen und die festen Bestandteile verworfen.

2.2.3 Elektrolytkonzentrationen in Plasma und Urin

Um die Elektrolytkonzentrationen von Na® und K" zu bestimmen, wurden die
Proben nach entsprechender Verdinnung mit Aqua bidest. mittels eines
Flammenphotometers (ELEX 6361, Eppendorf, Hamburg) untersucht. Dieses
Gerat wurde vor jeder Messung mit Standardproben definierter
Elektrolytkonzentrationen (Urin- bzw. Serumstandard, Eppendorf, Hamburg)
kalibriert, dieser Vorgang wurde jeweils nach 20 Messungen wiederholt. Es
wurden fur jede Urin- bzw. Plasmaprobe zweimal 10 ul fur die Erstellung von
Doppelwerten in je 2 ml Lithiumlésung (Standard Lithiumlosung, Eppendorf,
Hamburg) pipettiert. Als Ergebnisse dienten die Mittelwerte, die aus den

Einzelwerten dieser Doppelproben gewonnen wurden.
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2.2.4 *H-Inulinmessung in Plasma und Urin

Die Aktivitat von °H wurde mit Hilfe eines B-Szintillations-Messgerites
(Canberra, Packard 2550) bestimmt. Dazu wurden in spezielle Probengefale
(Midi-Vial, Packard, Groningen, Niederlande) zu 10 pl der Urin- bzw. der
Plasmaproben je 5 ml Szintillationsflussigkeit (Ultima Gold®, Packard,
Groningen, Niederlande) pipettiert. Der Zweck der Szintillationsflissigkeit
besteht darin, die durch den radioaktiven Zerfall von *H freiwerdende Energie in
Lichtimpulse zu verwandeln. Von den Plasma- und Urinproben wurden

Doppelproben angesetzt und der Mittellwert berechnet.

2.2.5 Noradrenalinbestimmung im Nierenparenchym

Um sicherzustellen, dass die Denervierung der Nieren erfolgreich durchgeflihrt
worden war, wurde bei den Tieren nach Abschluss der Versuchsreihen der
Noradrenalingehalt in den entnommenen und eingefrorenen Nieren bestimmit.
Basierend auf vorhergehenden Studien galt die linke Niere als denerviert, wenn
der Noradrenalingehalt im Nierengewebe weniger als 10% des
Noradrenalingehaltes der rechten innervierten Niere betrug (43).

Die bei den Versuchen entnommenen und eingefrorenen Nieren wurden in
Plastikrohrchen mit 2 ml eisgekuhlter Sulfosalicylsaure (S-Sulfosalicylsaure-
Dihydrat, 4%ig, Merck, Darmstadt) gegeben und mit Hilfe eines Mixers (Ultra-
Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen i. Br.) bei 24000 U/min homogenisiert.
Das eingesetzte Gewicht der Nieren wurde als Differenz des Gewichts des
Reagenzglases inklusive Sulfosalicylsdure mit und ohne Niere bestimmt.
AnschlieBend wurde als interner Standard jedem Rohrchen 100 ng/g
Nierengewicht eines DHBA-Standards (3,4-Dihydroxybenzylamin)
dazugegeben. Der charakteristische DHBA-Peak im Chromatogramm machte
eine quantitative Auswertung des Katecholaminpeaks moglich. Gleichzeitig
wurden zwei Proben Katecholaminstandard hergestellt, denen ebenso DHBA

(25 pl) hinzugeflgt wurde. Danach wurden alle Réhrchen eine Stunde auf Eis
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gestellt, kurz gemischt und anschlieRend 10 Minuten bei 4000 U/min
zentrifugiert (Hettich Rotanta, Hettich, Tuttlingen). Von dem Uberstand jedes
Rohrchens wurden Doppelproben genommen (2 x 500 ul) und in Eppendorf-
Cups (Eppendorf, Hamburg) uberfuhrt. AnschlieBend wurde in alle Proben je
1 ml Tris-Puffer (pH 8,6) gegeben und der pH-Wert der Proben mittels pH-Meter
(pH-Meter Orion Research 611, Stall) und 2 M NaOH bzw. 2 M HCI auf pH 8,6
eingestellt. Zur Adsorption der Katecholamine wurde den Proben ca. 90 mg
getrocknetes Aluminiumhydroxid (Al,O3) zugegeben und das Ganze auf einem
Vibrax-Schuttler (IKA-Vibrax-Schuttler VXR, Fa. Janke&Kunkel, Staufen i. Br.)
15 min gemischt. Danach wurden die Proben kurz abzentrifugiert (Hettich Mikro
12-24, Hettich, Tuttlingen) und der Uberstand verworfen. AnschlieRend erfolgte
ein Waschvorgang mit 1 ml Aqua bidest. Die Proben wurden wieder geschuttelt,
abzentrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. In einem zweiten
Waschvorgang wurde das Al;O3 mit 2 x 500 yl Aqua bidest in Extraktionssaulen
uberfuhrt, kurz geschuttelt und 10 Minuten lang bei 2500 Umdrehungen/min
zentrifugiert (Hettich Rotanta, Tuttlingen). Das Filtrat wurde verworfen, die
abschlie3ende Elution der Katecholamine vom Al,O3 erfolgte durch Zugabe von
300 ul 0,1 M Phosphorsaure (H3PQO,4). Die Proben wurden nochmals 10 Minuten
geschuttelt, so dass die Katecholamine vollstandig in die flissige Phase
ubergehen konnten, und schlieBlich in der Zentrifuge bei 2500
Umdrehungen/min in spezielle HPLC-Vials Uberfuhrt.

Die quantitative Katecholaminbestimmung erfolgte mit der reversed phase
HPLC (high performance liquid chromatography). Dabei wurden die Proben mit
den Katecholaminen in einem polaren FlieRmittel (Elutionsmittel) unter hohem
Druck uUber eine unpolare stationare Phase (Sorptionsmittel) geleitet. Die
chromatographische Trennung erfolgte nach der Molekilgréfie, die getrennten
Substanzen wurden an den unterschiedlichen Zeiten erkannt, mit der sie die
Trennsaule durchliefen (Retentionszeiten). Nach Austritt aus der Saule wurden
die Substanzen mittels eines elektrochemischen Detektors registriert. Der
Katecholamingehalt der einzelnen Proben konnte dabei durch den Vergleich

der einzelnen Peaks mit dem DHBA-Standard-Peak quantitativ erfasst werden.
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Das verwendete HPLC-System bestand aus einem automatischen Probengeber
(Gina 160, Gynkothek, Minchen), einer reversed phase C18-Trennsaule
(Nucleosil 5 ym, Grom, Herrenberg), einer Hochdruckpumpe (S 1100, Sykam,
Gilching) sowie einem elektrochemischen Detektor (EP 30, Biometra,
Goéttingen); rechnerisch gesteuert wurde das System Uber die Software Axxi-

Chrom 737 (Axxiom Chromatography Inc., Calabasas/USA).

32



Beispiele der chromatographischen Katecholaminbestimmung
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Abb. 5: Chromatographiekurve der internen Katecholaminstandards und des
DHBA-Standards: Noradrenalin (3.85), Adrenalin (5.62), DHBA (7.51), Dopamin
(12.54)
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Abb. 6: Chromatographiekurve der linken denervierten Niere mit kleinem

Noradrenalinpeak: Noradrenalin (3.81), DHBA (7.43)
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Abb. 7: Chromatographiekurve der rechten innervierten Niere mit normalem

Noradrenalinpeak: Noradrenalin (3.82, Position nicht markiert; vgl. Abb. 6),
DHBA (7.42)
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2.3 Berechnungen und Statistik

2.3.1 Mittlerer arterieller Blutdruck (MABD)

Wahrend der Sammelperiode wurden die Werte des systolischen (Psysio) und
des diastolischen (Pgiastol) Blutdruckes aus den graphischen Aufzeichnungen
des Schnellschreibers ermittelt. Der mittlere arterielle Blutdruck (MABD) wurde

nach folgender Naherungsformel berechnet:

MABD = Pgiastol + (Psystol - Pdiastol) / 3

2.3.2 Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) wurde als renale Clearance von Inulin

nach folgender Standardformel berechnet:
GFR = [PH-Inulin]yin / [*H-Inulin]piasma X Varin

[PH-Inulin]uin und [PH-Inulin]yasma bezeichnen die *H-Aktivitdt von Plasma und

Urin, Vyrin die Urinflussrate.

2.3.3 Elektrolytausscheidung

Die Berechnung der absoluten Elektrolytausscheidung fir Na* und K* im Urin

(UNaV, UKV) erfolgte nach Bestimmung der Urinkonzentration entsprechend:

UNaV = [Na] X Vurin

und

36



UKV = [K] X Varin

[Na] und [K] Dbezeichnen die flammenphotometrisch gemessene

Konzentrationen von Natrium und Kalium, V;in die Urinflussrate.

2.3.4 Fraktionelle Natrium- und Kaliumausscheidung

Die fraktionelle Natriumausscheidung im Urin (FR-UNaV) gibt die

Natriumausscheidung in Prozent der Gesamtmenge des filtrierten Natriums an:

FR-UNaV = (UNaV x 100) / ([Na]piasma X GFR)

Entsprechend gilt fur die fraktionelle Kaliumausscheidung:

FR-UKV = (UKV x 100) / ([K]piasma X GFR)

[Na]piasma und [Kloasma bezeichnen die flammenphotometrisch gemessenen

Plasmakonzentrationen von Natrium und Kalium.

2.3.5 Statistische Methoden

Es wurden die Mittelwerte der Gruppen +/- Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) berechnet. Fir den Vergleich der Auswirkungen einer NaCl-armen Diat
auf nichtdiabetische und diabetische Tiere wurde der ungepaarte t-Test mit
Bonferroni-Korrektur verwendet. Innerhalb der Gruppen wurden die Daten der
linken und der rechten Niere mit dem gepaarten t-Test verglichen. Das

Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Clearanceexperimente - Ergebnisse der einzelnen Gruppen

3.1.1 Kontrolltiere (Schein-KON)

Die erste Gruppe entsprach einer Zeitkontrolle, in der die Tiere (n=10) einer
Schein-Operation unterzogen wurden. Dies sollte spatere Vergleiche mit
operierten linksseitig denervierten Tieren moglich machen, und unter anderem
eventuelle Unterschiede der GFR zwischen der linken und rechten Niere

aufdecken.

Bei Betrachtung der Messergebnisse ergaben sich folgende Werte:
Korpergewicht 362 +9 g, mittlerer arterieller Blutdruck 113 £4 mmHg,
Hamatokrit 49 £ 1%, Plasmakonzentration Natrium 143 +1 mM und Kalium
49+0,1 mM.

Es fanden sich keine signifikanten funktionellen Unterschiede zwischen der
linken und der rechten Niere: Der Mittelwert der GFR betrug fur die linke Niere
1,50 £ 0,06 ml/min, und fur die rechte Niere 1,45 % 0,08 ml/min (Abb. 8B).
Ebenso bestanden keine Unterschiede in der fraktionellen Harnflussrate (links
0,22 + 0,05%, rechts 0,29 + 0,07%), in der fraktionellen Natriumausscheidung
(links 0,031 +0,006% , rechts 0,033 +0,008%) (Abb. 9B) und in der
fraktionellen Kaliumausscheidung (links 13 + 3%, rechts 14 £ 3%).

Jedoch war das Nierengewicht links mit 1,52 + 0,08 g* etwas hoher als rechts
(1,45 £ 0,06 g) (Abb. 10B), auch der Noradrenalingehalt der linken Niere war
groRer als der der rechten (links 253 + 18 ng/ml*, rechts 211 + 10 ng/ml) (Abb.
11). (* p<0,05 vs. rechte Niere)
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3.1.2 Denervierte Tiere (KON-DNX)

Wie erwartet fUhrte die renale Denervierung sowohl bei nichtdiabetischen und
diabetischen Ratten, als auch bei normaler und NaCl-armer Diat zu einem
deutlich niedrigeren Noradrenalingehalt der linken Niere (siehe die

reprasentativen Abbildungen 6 und 7 sowie Abb. 11).

Die Gruppe der denervierten Kontrolltiere (n=8) hatte folgende Ergebnisse, die
ahnlich derer in der Gruppe der Schein-operierten Tiere waren: Korpergewicht
363 +3 g, mittlerer arterieller Blutdruck 1134, Hamatokrit 52t 1%,
Natriumplasmakonzentration 140 £ 2 mM, Kaliumplasmakonzentration
5,1 £ 0,2 mM. Im Vergleich mit den Schein-operierten Tieren wies diese Gruppe
jedoch etwas niedrigere Werte fur die GFR auf. Bei Betrachtung der linken
denervierten und der rechten innervierten Niere fand sich aber kein signifikanter
Unterschied in der glomerularen Filtrationsrate  (Mittelwert  links
1,24 + 0,09 ml/min, rechts 1,24 £ 0,06 ml/min) (Abb. 8B).

Es zeigte sich im Links-Rechts-Vergleich jedoch eine signifikante Erhdhung der
fraktionellen Harnflussrate (links 0,41 £ 0,07%*, rechts 0,27 £ 0,03%) und der
fraktionellen Natriumausscheidung (links 0,045 £ 0,012%", rechts
0,038 £ 0,013%) in der denervierten Niere (Abb. 9B). Dies ist in
Ubereinstimmung mit einem Einfluss der renalen Nerven auf die Wasser- und
Natriumreabsorption. Die fraktionelle Kaliumausscheidung betrug links 22 + 5%,
rechts 18 £ 4%. Wie bei den Schein-operierten nichtdiabetischen Tieren war
das Gewicht der linken Niere mit 1,53 + 0,04 g* etwas hdher als das der rechten
(1,46 £ 0,05 g) (Abb. 10B). Fur den Noradrenalingehalt ergaben sich folgende
Werte im Sinne einer effektiven Denervierung: Linke Niere 4 £ 2 ng/ml*, rechte
Niere 148 £ 23 ng/ml (Abb. 11). (* p<0,05 vs. rechte Niere)
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3.1.3 Denervierte Tiere mit NaCl-armer Diat (KON-DNX-DIAT)

In dieser Gruppe der Tiere mit NaCl-armer Diat (n=11) zeigten die
Korperparameter zu den vorhergehenden Gruppen keinen wesentlichen
Unterschied: Korpergewicht 366 +10g, mittlerer arterieller Blutdruck
107 £ 4 mmHg, Hamatokrit 52 £ 1%. Elektrolytkonzentrationen im Plasma:
Natrium 146 + 2 mM, Kalium 5,4 £ 0,1 mM. Die linke denervierte Niere zeigte im
Mittelwert eine hohere GFR (1,41 £ 0,06 ml/min*) als die rechte Niere
(1,27 £ 0,06 ml/min). Keine signifikanten Unterschiede gab es bei der
Betrachtung der fraktionellen Harnflussrate (links 0,19 £ 0,02%, rechts
0,21 £ 0,04%), der fraktionellen Natriumausscheidung (links 0,020 + 0,002%,
rechts 0,020 + 0,002%) und des Nierengewichtes (links 1,43 + 0,04 g, rechts
1,45 £ 0,05 g). Der Wert fur die fraktionelle Kaliumausscheidung war links
15 + 2%*, rechts 9 + 1%; die Mittelwerte fur die Noradrenalingehalte waren
auch hier im Sinne einer effektiven renalen Denervierung unterschiedlich: Links
8 £ 1 ng/ml*, rechts 168 + 16 ng/ml. (* p<0,05 vs. rechte Niere)

In dieser Gruppe der denerviertn Tiere mit NaCl-armer Diat neigte die rechte
innervierte Niere als Antwort auf die kochsalzarme Diat dazu, eine niedrigere
fraktionelle Natriumausscheidung zu zeigen (p=0,09) als die rechten Nieren der
Gruppen mit normaler Standarddiat (Schein-KON, KON-DNX). In der linken
Niere war die Differenz signifikant (p<0,05). Dies impliziert, dass kochsalzarme
Bedingungen auch unter den Clearancebedingungen aufrecht erhalten werden
konnten (Abb.9A).

In dieser Gruppe (KON-DNX-DIAT) konnten damit die folgenden Unterschiede
zu den Tieren mit normaler Diat (KON-DNX) beobachtet werden: i) die GFR der
denervierten Niere war groRer als die der rechten innervierten (Abb. 8B); ii) die
fraktionelle Harnflussrate und Natriumausscheidung war in der linken
denervierten Niere im Vergleich zur rechten innervierten nicht erhéht (Abb. 9B),
und iii) das Gewicht der linken Niere war nicht hoher als das der rechten Niere
(Abb. 10B).
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3.1.4 Diabetische denervierte Tiere (KON-DNX-STZ)

Durch die metabolischen Auswirkungen und eine starke glukosurisch bedingte
Polyurie waren die Tiere in der Gruppe mit STZ-Diabetes und Denervierung
unter normaler Diat (n=7) leichter (Korpergewicht 302 £ 7 g) und der Blutdruck
niedriger (MABD 94 + 6 mmHg) als in den anderen Gruppen. Der Blutzucker im
Experiment war 347 +19mg/dl. Fir den Hamatokrit und die
Elektrolytkonzentrationen im Plasma wurden folgende Werte gemessen:
Hamatokrit 49 + 1%, Natrium 145+6 mM und Kalium 4,7 £ 0,2 mM. Die
Auswirkungen des Diabetes mellitus, wie basale Hyperfiltration und Polyurie,
war in den weiteren Messergebnissen sichtbar.

So war die glomerulare Filtrationsrate in beiden Nieren im Vergleich zu den
vorherigen Gruppen ohne STZ induzierten Diabetes erhoht (links
1,50 £ 0,11 ml/min, rechts 1,56 + 0,13 ml/min) (Abb. 8A). Die fraktionelle
Harnflussrate (links 0,71 £ 0,24%*, rechts 0,54 + 0,25%) und, moglicherweise
verursacht durch die vermehrte proximale tubulare Reabsorption, das
Nierengewicht (links 1,78 £ 0,05 g*, rechts 1,65+ 0,07 g) waren ebenfalls
erhdoht im Vergleich zu nichtdiabetischen Tieren (Abb. 10A). Im direkten
Vergleich der linken denervierten und rechten innervierten Niere innerhalb
dieser Gruppe fand sich, wie schon bei den nichtdiabetischen Ratten mit
normaler Diat beobachtet, kein signifikanter Unterschied in der GFR (Abb. 8B),
wohl aber eine grolere fraktionelle Harnflussrate (links 0,71 £ 0,24%*, rechts
0,54 £ 0,25%) und eine groRere fraktionelle Natriumausscheidung (links
0,25 + 0,07%, rechts 0,16 £0,04%) (Abb. 9B). Die fraktionelle
Kaliumausscheidung betrug links 25+6%* rechts 13+3%, der
Noradrenalingehalt in den Nieren links 3 £ 1 ng/ml*, rechts 132 + 11 ng/ml. Wie
schon fir die Schein-operierten Tiere und die denervierten Kontrolltiere (KON-
DNX) beschrieben, war auch in dieser diabetischen Gruppe das Gewicht der
linken Niere grof3er als das der rechten Niere (Abb. 10B).

(* p<0,05 vs. rechte Niere)
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3.1.5 Diabetische denervierte Tiere mit NaCl-armer Diat (KON-DNX-STZ-
DIAT)

Dieser letzten Versuchsgruppe von diabetischen denervierten Tieren (n=6)
wurde NaCl-armes Futter angeboten. Wie schon in der vorherigen Gruppe
wurden auch hier die Auswirkungen des Diabetes deutlich. Unter den
vorgegebenen Versuchsbedingungen wurden die folgenden Werte gemessen:
Kdrpergewicht 263 +9 g, Blutzucker 391 +9 mg/dl, Hamatokrit 47 £ 1%,
Natriumplasmakonzentration 153 + 4 mM, Kaliumplasmakonzentration
44 +0,2mM. Die GFR betrug Werte von 1,95+ 0,13 ml/min (links) und
1,89 £ 0,10 ml/min (rechts), die fraktionelle Harnflussrate 0,92 + 0,14%* (links)
und 0,65 £ 0,09% (rechts),und das Nierengewicht 1,94 + 0,05 g (links) und
1,86 + 0,05 g (rechts). Die rechte innervierte Niere zeigte auch hier als Antwort
auf die kochsalzarme Diat eine geringere fraktionelle Natriumausscheidung als
diabetische Tiere auf Standarddiat (links 0,13 + 0,05%*, rechts 0,041 + 0,011%;
Kaliumausscheidung links 24 £ 4%*, rechts 17 £ 3%) (Abb. 9A). Durch die
renale Denervierung ergaben sich folgende Noradrenalingehalte: Fur die linke
Niere 11 £ 2 ng/ml*, fUr die rechte 128 £ 10 ng/ml. (* p<0,05 vs. rechte Niere)

Im Vergleich wies die rechte innervierte Niere der diabetischen Tiere mit
kochsalzarmer Diat, Ubereinstimmend mit dem Salzparadoxon, eine hoéhere
GFR (p=0,079) und ein hoheres Nierengewicht als die rechte Niere der
diabetischen Tiere mit normaler Diat auf (Abb. 8A und Abb. 10A). Ein ahnlicher
Effekt wurde fur die linke denervierte Niere als Antwort auf die NaCl-arme Diat
gefunden (p<0,05) (Abb. 8A und Abb. 10A). Dies impliziert, dass das
Salzparadoxon bei Diabetes mellitus unabhangig von der renalen Innervierung
auftritt. Im direkten Vergleich der linken denervierten mit der rechten
innervierten Niere zeigten die salzarm ernahrten diabetischen Tiere wie die
diabetischen Tiere mit Standarddiat keinen Unterschied in der GFR der linken
Niere (Abb. 8A), jedoch wies diese bei salzarm ernahrten diabetischen Tieren
eine grollere fraktionelle Harnausscheidung und Natriumausscheidung auf
(Abb. 9B).
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Der Unterschied des Organgewichtes der linken denervierten gegeniber der
rechten innervierten Niere, der bei diabetischen Ratten mit normaler Diat
beobachtet wurde, schien bei diabetischen Tieren mit kochsalzarmem Futter

schwacher auszufallen und war nicht mehr signifikant (Abb. 10B).
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Abb. 8: Glomerulare Filtrationsrate (GFR) in der innervierten rechten Niere
(INX) und der denervierten linken Niere (DNX) in nicht diabetischen (KON) und
STZ diabetischen (STZ) Ratten unter normaler oder NaCl-armer Diat (A) und
der fraktionelle Unterschied DNX vs. INX (B).

¥ p = 0,079 vs. normale Diat; * p < 0,05 vs. normale Diat; * p < 0,05 vs. INX.
KON: nichtdiabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diéat;

STZ: diabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diat;

Schein: scheinoperierte Tiere mit normaler Diat
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Abb. 9: Fraktionelle renale Natriumausscheidung (FR-Na) in der innervierten

rechten Niere (INX) und der denervierten linken Niere (DNX) in nicht

diabetischen (KON) und STZ diabetischen (STZ) Ratten unter normaler oder
NaCl-armer Diat (A) und der fraktionelle Unterschied DNX vs. INX (B).

# b < 0,05 vs. normaler Diat; * p < 0,05 vs. INX.

KON: nichtdiabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diéat;

STZ: diabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diat;

Schein: scheinoperierte Tiere mit normaler Diat
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Abb. 10: Nierengewicht in der innervierten rechten Niere (INX) und der
denervierten linken Niere (DNX) in nicht diabetischen (KON) und STZ
diabetischen (STZ) Ratten unter normaler oder NaCl-armer Diat (A) und der
fraktionelle Unterschied DNX vs. INX (B).

# b < 0,05 vs. normaler Diat; * p < 0,05 vs. INX.

KON: nichtdiabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diéat;

STZ: diabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diat;

Schein: scheinoperierte Tiere mit normaler Diat
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Abb. 11: Noradrenalingehalt der rechten und linken Niere (RN, LN). Schein =
Schein-operierte Tiere; NG = Nierengewicht. * p < 0,05 vs. RN.

KON: nichtdiabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diat;

STZ: diabetische Tiere mit normaler oder NaCl-armer Diat;

Schein: scheinoperierte Tiere mit normaler Diat
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Zusammenfassung der systemischen und renalen Parameter

Korpergewicht (g)

BGL (mg/dl)
MABD (mmHg)
Hkt (%)
[Na"]pl (mM)
[Kpl (mM)
GFR
(ml/min)

uv

(MI/min)
FR-UV

(%)

UNaV
(nmol/min)
FR-UNaV
(%)

FR-UKV

(%)
Nierengewicht
(9)

NA-Niere
(ng/ml)

RN
LN
RN
LN
RN
LN
RN
LN
RN
LN
RN
LN
RN
LN
RN
LN

Schein-KON
(n=10)

36219

n.g.

11314
49+1

14311
4.910.1
1.45+0.08
1.50+0.06
4.0£1.0
3.310.8
0.29+0.07
0.22+0.05
64115
65+12
0.033+0.008
0.031+0.006
1413

1343
1.45+0.06
1.52+0.08*
21110
253+18*

RN
LN-DNX
RN
LN-DNX
RN
LN-DNX
RN
LN-DNX
RN
LN-DNX
RN
LN-DNX
RN
LN-DNX
RN
LN-DNX

KON-DNX
(n=8)

36313

n.g.

11314
52+1
14042
5.1+0.2
1.24+0.06
1.24+0.09
3.4+0.3
5.0+0.8*
0.27+0.03
0.41+0.07*
61+16
7017
0.038+0.013
0.045+0.012*
1814

2245
1.46+0.05
1.53+0.04*
148423
4+2*

KON-DNX-DIAT
(n=11)

366110
n.g.

10714
52+1
14642
5.4+0.1
1.27+0.06
1.41+0.06*
2.7+0.5
2.8+0.3?
0.21+0.04
0.19+0.02
3615

4015
0.02040.002
0.020+0.002
9+1

15+2*
1.45+0.05
1.43+0.04
168116
8+1*

KON-DNX-STZ
(n=7)

3027
34719
94+6

49+1
14516
4.7+0.2
1.56+0.13
1.50+0.11
7.6+3.3
9.8+3.1*
0.54+0.25
0.71+0.24*
355484
534+118*
0.16+0.04a
0.25+0.07
13+3
256"
1.65+0.07°
1.78+0.05*
132+11
3+1*

KON-DNX-STZ-DIAT

(n=6)

263+9°
3919
88+4

47+1
153+4
4.4+0.2
1.89+0.10
1.95+0.13
12.3+1.8
17.8+2.6*
0.65+0.09
0.92+0.14*
112+21°
337+115*
0.041+0.011
0.13+0.05*
17+3
24+4*
1.86+0.05
1.94+0.05
128+10
11+2*



4. Diskussion

Die diabetische Nephropathie stellt eine der wichtigsten Spatkomplikationen
des Diabetes mellitus dar. Etwa 30-40% der Patienten mit Typ |-Diabetes sind
ca. 10-15 Jahre nach Erstmanifestation des Diabetes davon betroffen. Die
diabetische Nephropathie ist bei etwa einem Drittel der Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz die Ursache. Diese Zahl zeigt steigende Tendenz. Eine
bundesdeutsche Erhebung ermittelte einen Anteil der Diabetiker von 42% unter
den neu dialysepflichtig gewordenen Patienten (34). Typ II-Diabetiker tragen in
ahnlichem Ausmal} wie Typ I-Diabetiker hierzu bei.

Das Auftreten der diabetischen Nephropathie stellt einen Wendepunkt im Leben
des Diabetikers dar: Die beobachtete Proteinurie und Mikroalbuminurie erhdhen
nicht nur das renale, sondern auch das kardiovaskulare Risiko des Diabetikers
(10). Nach Borch-Johnson ist die relative Mortalitat des Typ I-Diabetikers mit
persistierender Proteinurie je nach Lebensalter um den Faktor 30-200 hoher als
in der Allgemeinbevdlkerung, wahrend dieses Risiko beim nicht proteinurischen
Diabetiker nur vergleichsweise gering gesteigert ist.

Diese Zahlen verdeutlichen, dass das Verstehen der Pathogenese der
diabetischen Nephropathie sehr wichtig ist und ein dringender Handlungsbedarf
in der Entwicklung weiterer Therapieansatze besteht.

Ein wichtiger Ansatzpunkt hierzu ist die Verminderung der glomerularen
Hyperfiltration, die in der Frihphase der Erkrankung auftritt und die mit einem
erhdhten Risiko fur das spatere Auftreten einer terminalen Niereninsuffizienz
assoziiert sein kann.

Unsere Vorstellung zur Erklarung der diabetischen Hyperfiltration beinhaltet ein
tubulozentrisches Konzept: Die erhdhte Glukosekonzentration im Blut fihrt
auch zur vermehrten Filtration von Glukose in der Niere, die zusammen mit
Natrium durch einen Na'/Glukose-Kotransporter im proximalen Tubulus
ruckresorbiert wird. Durch das folgende Absinken der NaCl-Konzentration im
frhdistalen Tubulus an der Macula densa kommt es zu einer Steigerung der
GFR durch den Mechanismus der tubuloglomerularen Ruckkopplung (TGF).

Daruberhinaus macht der Diabetes mellitus die proximal tubulare Reabsorption
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sensitiver auf Veranderungen in der Salzdiat und als Folge fuhrt eine NaCl-
arme Diat Uber den TGF zu einer Zunahme der GFR, eine NaCl-reiche Diat zu
einer Abnahme (siehe Abb. 3). Dieses Phanomen nennen wir das
Salzparadoxon. Die Natriumresorption im proximalen Tubulus ist also ein
Schlisselpunkt in der Regulation der GFR und damit der glomerularen
Hyperfiltration in der Frihphase des Diabetes mellitus. Da Veranderungen der
efferenten renalen sympathischen Nervenaktivitat (ERSNA) den Salztransport
im proximalen Tubulus beeinflussen, wurde in der vorliegenden Arbeit die

Bedeutung der Nierennerven fur das Salzparadoxon genauer untersucht.

4.1 Versuchsbedingungen

Es wurden Clearanceexperimente zur Bestimmung der GFR an narkotisierten
diabetischen und nichtdiabetischen Ratten durchgefuhrt. Die einzelnen
Praparationsschritte und die experimentelle Umsetzung der Versuche erfolgten
immer nach einem fest determinierten Schema. Die kontinuierliche
Uberwachung von Kérpertemperatur, Blutdruck und Infusionstherapie sorgten
fur eine gute Vergleichbarkeit innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen.
Eine Aquilibrierungsphase von etwa einer Stunde nach Abschluss der
Praparation sorgte in den  Clearanceexperimenten flr  stabile
Versuchsbedingungen. Geringe intraindividuelle Unterschiede der Werte sind
dabei auf die naturliche biologische Variabilitat und die Reaktion auf Narkose
und den chirurgischen Eingriff zurlckzufihren. Fur die Betrachtung der
Einflussnahme renaler Nerven auf die GFR wurde bei allen Gruppen, aul3er den
Schein-Tieren, die linke Niere denerviert; zur Untersuchung des

Salzparadoxons wurden Gruppen mit kochsalzarmer Diat untersucht.

4.2  Effekte der renalen Denervierung auf das Salzparadoxon

Die Hauptaussage dieser Arbeit ist, dass das Salzparadox, d.h. ein Anstieg der

GFR als Antwort auf eine NaCl-arme Diat, unabhangig von der renalen
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Innervierung auftritt. Zugleich war das Nierengewicht diabetischer Ratten unter
kochsalzarmer Diat hoher, unabhangig davon, ob die Nieren innerviert waren
oder nicht. Zusammen mit einer vorherigen Studie, in der die Auswirkungen des
AT1-Rezeptor-Antagonisten Losartan auf das Salzparadox untersucht wurde
(59), zeigen diese Ergebnisse, dass weder die renale Denervierung noch die
Blockade von Angiotensin Il AT-1-Rezeptoren das Salzparadox in der
FrGihphase des Diabetes mellitus verhindern. Somit scheint die erhohte
Sensitivitat der proximalen tubularen Salzreabsorption, die verantwortlich fur
das Salzparadox ist (65), unabhangig von den renalen Nerven und der
Aktivierung des Angiotensin Il AT-1-Rezeptors zu sein.

Die vorliegende Arbeit zeigte auch, dass nach ungefahr zweiwochiger renaler
Denervierung die denervierte Niere keine Unterschiede in der GFR aufweist.
Jedoch war die Harnflussrate und die Na'-Retention noch immer leicht
reduziert, was daraufhin deuten kénnte, dass die Auswirkungen der renalen
Denervierung auf den Harnfluss und die Na*-Reabsorption zu diesem Zeitpunkt
noch nicht voll kompensiert waren. Eine Ausnahme hierzu bildete die
denervierte Niere der nichtdiabetischen Ratten mit kochsalzarmer Diat.
Verglichen mit der rechten innervierten Niere zeigten diese Nieren eine hohere
GFR und hatten keine reduzierte Harnflussrate und Na’-Retention. Dieser
fehlende Unterschied beziiglich der Harnflussrate und der Na®-Retention
zwischen denervierter und innervierter Niere bedeutet, dass nach zwei Wochen
renaler Denervierung andere Mechanismen als die Nierennerven dominieren,
um die renale Salzretention als Antwort auf die salzarme Diat zu regulieren.
Diese Mechanismen beinhalten sehr wahrscheinlich die Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Systems (RAS) (24). Die gegenwartigen Ergebnisse stimmen mit
einer friheren Studie an wachen Hunden mit Spaltblasen Uberein, in der die
Na*-Ausscheidung der denervierten gegentiber der innervierten Niere wahrend
einer Niedrig-Salzdiat von neun Tagen auch nicht unterschiedlich war. Die
Autoren schlussfolgerten, dass die Nierennerven keine Hauptrolle in der
Vermittlung der Na*-sparenden Effekte von Angiotensin Il unter chronischer
Salzrestriktion spielen (40). Eine Sorge war, dass die einseitige Denervierung

uber die Zeit die Ansprechbarkeit der Niere auf das Plasma-Noradrenalin
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erhdhen und dies den Effekt der renalen Nerven maskieren kdnnte. Eine
kirzlich veroéffentliche Studie klarte jedoch dieses Problem; in dieser wurde
gezeigt, dass chronische Denervierung nicht zu einer erhdhten Ansprechbarkeit
der Niere auf Phenylephrin fuhrt und das Modell der einseitigen
Nierendenervierung ein gultiges Modell ist, um die Rolle der Nierennerven in
der Regulation der renalen Funktion zu untersuchen (47). In Ubereinstimmung
dazu wurden ebenso narkotisierte und wache Ratten nach beidseitiger
Sympathektomie mit erfolgreicher Aufrechterhaltung der Na'-Balance als
Antwort auf eine Niedrig-Salzdiat beobachtet (5, 20).

Im Vergleich zu den nichtdiabetischen Ratten blieb bei den diabetischen Tieren
eine verminderte Retention von Wasser und Na* der denervierten Niere auch
unter kochsalzarmer Diat evident. Dies bedeutet, dass die renalen Nerven unter
diesen Bedingungen zur Flissigkeits- und Na'-Retention beitragen. Da das
Salzparadox auch in diesen Tieren vorhanden war, lasst sich dartber
spekulieren, dass der Einfluss der renalen Nerven vorwiegend stromabwarts
der Macula densa lokalisiert ist. Als eine Konsequenz aus dem Anstieg der
GFR bei der Antwort auf die kochsalzarme Diat mussen die diabetischen Ratten
ihre absolute Salzreabsorption in einem grélReren Ausmaly erhéhen als die
nichtdiabetischen Tiere, die keine Veranderung im filtrierten Salzgehalt zeigen.
Dies konnte die Notwendigkeit zur vermehrten Aktivierung der renalen
sympathischen Nervenaktivitat der diabetischen im Vergleich zu den nicht-
diabetischen Tieren als Antwort auf eine kochsalzarme Diat erklaren.

Die oben erwahnte hohere GFR der denervierten versus der innervierten Niere
bei nichtdiabetischen Ratten unter NaCl-armer Diat Iasst sich schwerer
interpretieren und verstehen und so kdnnen wir nur spekulieren. Es scheint, als
sei die vaskulare Antwort auf eine kochsalzarme Diat, die Auswirkungen auf die
afferente und efferente Arteriole beinhalten kann, in der denervierten Niere
gestort. Es ist bekannt, dass chronischer Na'-Verlust das RAAS aktiviert,
welches die renale Na'-Retention stimuliert (24), aber gleichfalls auch die
efferente Arteriole konstringiert (22). Die Angiotensin llI-vermittelte Konstriktion
der efferenten Arteriole wird bedeutsam fur die Konstanthaltung der GFR, wenn

Na“-Entzug den renalen Perfusionsdruck reduziert. Neben der efferenten
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Arteriole kann Angiotensin Il auch die afferente Arteriole konstringieren (12).
Ferner erfordert die  Angiotensin ll-vermittelte  afferente  arteriolare
Vasokonstriktion die Mitaktivierung von Adenosin A1-Rezeptoren (23, 70) und
es wurde gezeigt, dass die renale Nervenstimulation die renale
Adenosinfreisetzung fordert (39). Weiterhin ist Angiotensin Il fur eine
prajunktionale Aktivierung der Angiotensin II-Rezeptoren bekannt, die die
Freisetzung von renalem Noradrenalin erleichtert (49, 73), und die
Angiotensin ll-induzierte renale Vasokonstriktion basiert zum Teil auf intakten
renalen Nerven (14). Bei Betrachtung dieser Wechselwirkungen kann man
vermuten, dass die denervierte Niere weniger sensitiv auf die durch die
kochsalzarme Diat- bzw. Angiotensin ll-vermittelte Konstriktion der afferenten
Arteriole reagiert, was angesichts der intakten efferenten arteriolaren
Konstriktion in einem groReren effektiven Filtrationsdruck und somit einer
grolReren GFR in der denervierten versus der innervierten Niere resultieren
konnte. Interessant in dieser Hinsicht ist auch, dass Saralasin, ein unselektiver
Angiotensin lI-Antagonist, unter bestimmten Bedingungen eine agonistische
renale vasokonstriktorische Antwort induzieren kann. Diese renale
vasokonstriktorische Wirkung ist mit einem Anstieg der Plasma-Noradrenalin-
Konzentrationen verbunden (71). Wahrend diese Antwort bei Menschen und
Hunden mit innervierten Nieren beobachtet werden konnte, verursacht
Saralasin in der denervierten Hundeniere eine Vasodilatation (71). Dieses
Beispiel veranschaulicht, dass ein gegebener Stimulus in der Anwesenheit von
Nierennerven eine renale Vasokonstriktion austiben kann, bei Abwesenheit
jedoch eine renale Vasodilatation. Bemerkenswerterweise zeigte die
diabetische Niere unter kochsalzarmer Diat nicht das Phanomen einer grof3eren
GFR in der denervierten Niere. Weitere Studien sind erforderlich, um diesen
Sachverhalt zu klaren.

Ein anderes konsistentes Ergebnis der vorliegenden Arbeit war, dass
ungeachtet der renalen Innervation die linke Niere bei Ratten mit normaler Diat
ein etwas groRReres Gewicht hatte als die rechte Niere. Da die Ratten in der Zeit
zwischen Denervierung und Bestimmung des Nierengewichtes weiterwuchsen

(bei den nichtdiabetischen Ratten stieg das Korpergewicht von ungefahr 240 g
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auf 360 g) stimmt dies mit der Vorstellung Uberein, dass das normale
Nierenwachstum von erwachsenen Ratten keine intakten Nerven erfordert.
Erneut bildete auch diesbezuglich die denervierte Ilinke Niere der
nichtdiabetischen Ratten mit NaCl-armer Diat eine Ausnahme, deren Gewicht
sich nicht von dem der innervierten rechten Niere unterschied. Wie oben schon
ausgefuhrt, kann dieser Effekt nicht allein durch die renale Denervierung erklart
werden. Ferner kann eine kochsalzarme Diat nicht selbst diese Ergebnisse
erklaren, wie es die Tatsache nahelegt, dass das Gewicht der rechten
innervierten Niere bei Ratten mit kochsalzarmer und normaler Diat im Grunde
identisch war. Daher scheint es die Kombination aus renaler Denervierung und
kochsalzarmer Diat zu sein, die das Ansteigen des Nierengewichtes vermindert.
Interessanterweise = schien  der  angesprochene Unterschied  des
Organgewichtes der linken denervierten versus der rechten innervierten Niere,
der auch bei diabetischen Ratten mit normaler Diat beobachtet werden konnte,
bei diabetischen Ratten mit kochsalzarmer Diat abgeschwacht zu sein und dies
erinnert an die beschriebenen Veranderungen in den nichtdiabetischen Tieren.

Zusammengefasst beschreibt diese Studie, dass die Nierennerven fur das
Salzparadox der diabetischen Niere nicht erforderlich sind. Ferner implizieren
die Ergebnisse, dass die Nierennerven bei nichtdiabetischen Ratten nicht zur
Na’-Retention unter didtetischer NaCl-Restriktion beitragen, aber die renale

Hamodynamik und das Nierengewicht unter diesen Bedingungen modulieren.

4.3 Therapeutische Optionen

Patienten mit dem metabolischen Syndrom, Diabetes Typ |l oder chronischer
Nierenerkrankung weisen oft einen Salz-sensitiven Blutdruck auf. Ferner kann
eine gesteigerte Salzzufuhr sowohl die antihypertensiven als auch die
antiproteinurischen Wirkungen von Medikamenten, die das RAAS blockieren,
hemmen. Hieraus folgt, dass eine moderate Anpassung der Salzzufuhr
entsprechend dem Salzparadoxon, zur Verminderung der diabetischen
glomerularen Hyperfiltration insbesondere in der Frihphase der Erkrankung

relevant sein kénnte, d.h. bevor arterielle Hypertonie und Proteinurie auftreten.
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Wenn jedoch das Salzparadoxon auch bei diabetischen Patienten mit
Hypertonie und Proteinurie auftritt, dann koénnten Strategien winschenswert
sein, die das Salzparadoxon selbst verhindern. Deshalb kann es von klinischer
Relevanz sein, wie aktuelle und neue therapeutische Strategien das
Salzparadoxon beim Diabetes beeinflussen. Die aktuelle diatetische
Empfehlung der American Diabetes Association ist, die Salzzufuhr bei
diabetischen Patienten zu beschranken (3).

Zusatzlich zur Normalisierung der Blutdruckwerte bilden die pharmakologische
Inhibition des ACE und/oder Blockade der Angiotensin AT-1-Rezeptoren einen
wichtigen Eckstein in der Behandlung der diabetischen Nephropathie. Diese
Methode vermindert die glomerulare Proteinfiltration durch Senkung des
Blutdrucks, aber auch durch Verhinderung pathologischer Veranderungen in
der glomerularen Membran auf der einen Seite und durch Einflussnahme auf
die renale Hamodynamik auf der anderen Seite. Da Angiotensin Il die
Reabsorption im proximalen Tubulus Uber AT-1-Rezeptoren stimuliert, kann
diese verstarkte Reabsorption zur glomerularen Hyperfiltration beim Diabetes
mellitus beitragen. ACE-Hemmer oder AT-1-Antagonisten koénnten diese
Reabsorption positiv beeinflussen und zur Renoprotektion beitragen (61).

In Frih-STZ-diabetischen Ratten verstarkte der AT-1-Antagonist Losartan
jedoch die renale Vasodilatation und das Nierenwachstum als Antwort auf eine
natriumarme Diat (59). Diese Ergebnisse unterstitzen die Meinung, dass eine
Hemmung des RAAS nicht das Salzparadoxon verhindert.

Wahrend der Effekt der Diuretika auf das Salzparadoxon nicht bekannt ist,
beeintrachtigt die pharmakologische Blockade der [(-Adrenozeptoren das
Salzparadoxon vermutlich nicht. Dies wirde zumindest die vorliegende

Untersuchung mit renaler Denervierung indizieren.
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5. Zusammenfassung

Eine Zunahme der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und des Nierengewichts
bei Ratten und Patienten in der Fruhphase des Diabetes mellitus Typ | sind
Risikofaktoren fur die Entwicklung einer diabetischen Nephropathie. Ferner
verhalten sich diese beiden Parameter paradox, d.h. invers zur Salzzufuhr. Eine
kochsalzarme Diat fihrt so zur Zunahme der GFR und des Nierengewichts.
Dieses diabetische Salzparadoxon wird durch eine erhdhte Sensitivitat der
proximal tubularen Reabsorption gegenuber der Kochsalzdiat und den Aktionen
des tubuloglomerularen Feedbacks (TGF) verursacht. Ziel dieser Studie an
Ratten mit Streptozotocin (STZ)-induziertem Diabetes mellitus war die
Abschatzung der Bedeutung der Nierennerven hierbei. Hierzu wurde die linke
Niere in einer Kurznarkose denerviert (DNX; durch Katecholaminbestimmung in
der Niere am Ende des Experiments verifiziert) bzw. in der Kontrollgruppe
scheinoperiert. Nach 3-4 Tagen wurde STZ oder ein Vehikel (KON) appliziert
und anschlielend die normale Diat fortgefiihrt oder eine NaCl-arme Diat initiiert.
Weitere 10 Tage spater wurden unter terminaler Narkose die GFR
seitengetrennt mittels Inulinclearance und Katheterisierung der Ureteren sowie
die Nierengewichte bestimmt.

Bei den diabetischen Tieren mit NaCl-armer Diat wies die rechte innervierte
Niere Ubereinstimmend mit dem Salzparadoxon eine hohere GFR und ein
hdheres Nierengewicht als die rechte Niere der diabetischen Tiere mit normaler
Diat auf. Die linke denervierte Niere der diabetischen Tiere zeigte ahnliche
Wirkungen einer NaCl-armen Diat auf GFR und Nierengewicht. Daraus ergibt
sich, dass das Salzparadoxon bei Diabetes mellitus unabhangig von der
renalen Innervierung auftritt. Nichtdiabetische Ratten mit NaCl-armer Diat
zeigten im Vergleich zu den Tieren mit normaler Diat weder in der innervierten
noch in der denervierten Niere einen signifikanten Unterschied in der GFR oder
dem Nierengewicht. Ein gepaarter Vergleich der innervierten und denervierten
Niere ergab jedoch, dass eine NaCl-arme Diat bei nichtdiabetischen Ratten
eine grollere GFR in der denervierten im Vergleich zur innervierten Niere zur

Folge hatte.
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Wie erwartet fuhrte die akute Denervierung der linken Niere bei den Tieren im
Vergleich zur rechten Niere 2zu einer (gesteigerten Harn- und
Natriumausscheidung. Einzige Ausnahme in den Gruppen waren die
nichtdiabetischen Tiere mit NaCl-armer Diat, deren fraktionelle Harnflussrate
und Natriumausscheidung in der denervierten Niere im Vergleich zur rechten
Niere nicht erhoht war.

Ungeachtet der renalen Innervation wies die linke Niere bei Ratten mit normaler
Diat ein etwas groReres Gewicht auf als die rechte Niere. Dies stimmt mit der
Vorstellung Uberein, dass das normale Nierenwachstum von erwachsenen
Ratten keine intakten Nieren erfordert. Eine Ausnahme war wiederum die
denervierte Niere der nichtdiabetischen Ratten unter kochsalzarmer Diat, deren
Gewicht sich nicht von dem der rechten innervierten Niere unterschied.
Zusammengefasst beschreibt diese Studie, dass das Salzparadoxon, d.h. ein
Anstieg der GFR als Antwort auf eine NaCl-arme Diat, unabhangig von der
renalen Innervierung auftritt und so die Nierennerven fur das Salzparadoxon der
diabetischen Niere nicht erforderlich sind. Ferner implizieren die Ergebnisse,
dass die Nierennerven bei nichtdiabetischen Ratten nicht zur Na®-Retention
unter diatetischer NaCl-Restriktion beitragen, aber die renale Hamodynamik

und das Nierengewicht unter diesen Bedingungen modulieren.
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