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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Metabolische Syndrom

Die Inhalte des Metabolischen Syndroms wurden bereits 1967 von Dieterle
treffend beschrieben (Dieterle, 1967). Hanefeld pragte den Begriff ,Metabolisches
Syndrom® schon 1980 (Hanefeld, 1980); weltweit popular wurde der Begriff erst,
nachdem Kaplan 1989 vom ,deadly quartet” sprach und die hohe Koinzidenz von
abdominaler Adipositas, gestorter Glukosetoleranz, Hypertriglyzeriddmie und
Hypertonie darstellte (Kaplan, 1989). Adipositas fuhrt durch eine erhdhte
Insulinsekretion zu einer Herabregulation der Insulinrezeptoren und schlieBlich zur
Insulinresistenz mit Hyperglykamien im Rahmen eines Diabetes mellitus Typ Il
Dyslipoproteindmie und arterieller Hypertonus férdern die Entstehung der
Arteriosklerose.

Die Therapiemdglichkeiten der Adipositas sind begrenzt. Didtische MaBnahmen
wie z.B. Mischkostdiaten mit 1000 kcal sollen das Ess- und Erndhrungsverhalten
schulen. Bewegungstherapien bewirken eine Mobilisierung von Depotfett und
fihren zu einer gunstigen Beeinflussung kardiovaskularer Risikofaktoren. Es
besteht die Mdglichkeit einer unterstitzenden medikamentdsen Therapie, z.B. mit
Reductil (Sibutramin, Knoll AG, Schweiz, BASF Pharma). Dieses Medikament
hemmt die Wiederaufnahme von Serotonin im zentralen Nervensystem (ZNS) und
ruft dadurch ein verstarktes Sattigungsgefihl hervor. Innerhalb von 3-6 Monaten
kommt es zu einem Gewichtsverlust von etwa 8 kg, bei fortdauernder
Medikamenteneinnahme wird jedoch keine weitere signifikante Gewichtsreduktion
erzielt. Zudem kommt es nach Absetzen des Medikaments meist zu einer
erneuten Gewichtszunahme (Paumgartner et al., 1999). Kdirzlich entdeckte
Peptidsysteme bieten mdglicherweise neue Angriffspunkte fir die medikamentdse

Therapie der Adipositas bzw. des metabolischen Syndroms.
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1.2 Das Hormon Leptin

Das Hormon Leptin (gr. leptos = dinn) wird fast ausschlieBlich von Adipozyten
gebildet (Zhang et al., 1994). Die Plasma Leptinspiegel korrelieren positiv mit der
Masse an Fettgewebe, wobei Fasten zu einer Abnahme der Plasma Leptinspiegel
fuhrt (Maffei et al., 1995). Man nimmt an, dass Leptin ein afferentes Signal in
einem negativen Regelkreis ist, das die Masse an Fettgewebe reguliert.
Gewichtsverlust flihrt zu einer Abnahme der Plasma Leptinkonzentration und Uber
den Hypothalamus unter anderem zu einem Anstieg von Neuropeptid Y (NPY).
Daraus resultiert eine erhdéhte Nahrungsaufnahme. Eine Gewichtszunahme
wiederum flhrt zu einem Anstieg der Plasma Leptinkonzentration, und wiederum
Uber den Hypothhalamus zu einer Verringerung der Nahrungsaufnahme.
(Friedman, 1997). Intracerebroventrikulare (i.c.v.) Injektion von Leptin reduziert die
Nahrungsaufnahme, periphere Gabe von Leptin zeigt dagegen keine Wirkung
(Halaas et al., 1997). Der Transportmechanismus fur Leptin in das ZNS ist
unbekannt (Banks et al., 1996).

Leptin ist das Genprodukt des ob-Gens (engl. obese = fettleibig) (Zhang et al.,
1994). Bei der ob/ob-Maus hat eine Punktmutation im ob-Gen die Produktion
eines funktionsuntichtigen Leptinmolekils zur Folge (Zhang et al., 1994). Das db-
Gen (engl. diabetic = diabetisch) kodiert fur den im Hypothalamus lokalisierten
Leptinrezeptor; eine Punktmuation dieses Gens liegt bei der db/db-Maus vor (Lee
et al, 1996). Aufgrund dieser Punktmutationen kommt es bei beiden
Mausmodellen zum Auftreten massiver Adipositas und eines Diabetes mellitus
Typ Il (Friedman, 1992; Pelleymounter, 1995). Die ob/ob-Maus und die db/db-
Maus gleichen sich phanotypisch. Durch i.v. Injektion von Leptin werden die
erhéhten Insulin- und Glukosespiegel der ob/ob-Mause glnstig beeinflusst
(Pelleymounter et al., 1995).

Untersuchungen zeigen, dass Pankreasinselzellen Leptinrezeptoren tragen und
Leptin die basale und glukosestimulierte Insulinsekretion der Pankreaszellen
hemmt (Fehmann et al., 1997; Emilsson et al., 1997; Kieffer et al., 1996).
AuBerdem wirkt Leptin insulinantagonistisch (Cohen et al., 1996; Muller et al.,
1997). Insulin wiederum steigert in Anwesenheit von Glukose die Leptinsekretion
(Mueller et al., 1998). Leptin beeinflusst also sowohl die Insulinsekretion als auch



Einleitung 3

die Insulinresistenz, wahrend Insulin selbst glukoseabhangig auch an der
Regulation der Leptinproduktion beteiligt zu sein scheint.

1.3 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren (HPA) - Achse und
weitere Neuropeptide

Die Aktivitat der HPA-Achse wird durch das Corticoliberin (CRH) bestimmt. CRH
stimuliert Ober die Freisetzung von Corticotropin (ACTH) die Sekretion von
Glukokortikoiden. Die HPA-Achse vermittelt eine adaptive Antwort auf
Stressreaktionen, die eine Mobilisierung von Glukose Uber eine Erhéhung von
Kortikosteron beinhaltet (Wahlestedt et al., 1987, Hanson et al., 1995). Die
Verflgbarkeit von Glukose wiederum wirkt regulierend auf die HPA-Achse.
Wahrscheinlich dient der Glukosegehalt der Nahrung als afferentes Signal, das die
zentrale Kontrolle der ACTH-Sekretion beeinflusst: Nach Adrenektomie und
fehlender bzw. niedriger Substitution mit Kortikosteron normalisiert mit der
Nahrung aufgenommene Glukose die Energiebalance und sowohl die autonome
als auch die neuroendokrine Systemantwort (Bell et al., 2000).

Auch die Nahrungsaufnahme regulierenden Neuropeptide beeinflussen die
Aktivitat der HPA-Achse (Laugero et al., 2001; Krysiak et al., 1999) (Abb. 1).
Neuropeptide sind eine Gruppe von Neurotransmittern mit Peptidstruktur, die
sowohl im ZNS als auch in anderen Organsystemen gebildet werden. Das
hypothalamische Neuropeptid Y (NPY) wirkt orexigen, also auf die
Nahrungsaufnahme férdernd, wéahrend CRH anorexigen, also auf die
Nahrungsaufnahme hemmend wirkt (Porte et al., 1998): Nach i.c.v. Injektion von
NPY kommt es zum Anstieg der Nahrungsaufnahme, des Kérpergewichts und der
Insulin- und Glukokortikoidsekretion (Zarjevski et al., 1993).

Das Hormon Leptin besitzt auf die Neuropeptide NPY und CRH eine
gegensatzlich Wirkung: Wahrend die Genexpression von NPY gehemmt wird
(Friedman 1997), wird durch Leptin der CRH-Spiegel erhéht. So wird die
Nahrungsaufnahme reduziert (Porte et al., 1998).

Auch die 1998 entdeckten Neuropeptide Orexin A und B gehdren in die Gruppe

der orexigenen Substanzen.
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= Abb.1: Bei erniedrigten Blut-
Ny_pnthalamus Hunigjer: . .
, wbgd e Leptin zuckerwerten sinken im Plasma
e In=ulin ) . . .
A die Leptin- und Insulinspiegel.
4 Dadurch wird im Hypothalamus
[, \ die NPY-Freisetzung erhdht. Dies
0 Ay
& 4 wiederum wirkt stimulierend auf
MahrungzaufnahmeT | - -

die Nahrungsaufnahme und die
CRH-Freisetzung.

Die Aktivierung der HPA-Achse
' Cortisal fihrt zu einer verstarkten Frei-

setzung von Gilukokortikoiden,
welche wiederum (Ober eine
negative Ruckkopplung zu einer
verminderten CRH-Bildung fiihrt.
Eine vermehrte NPY-Freisetzung
stimuliert die Nahrungsaufnahme

Mebenniers (Roter Pfeil=hemmende Wirkung,
o

griiner Pfeil=stimulierende Wir-
kuna), nach Krysiak et al., 1999).

1.4  Das Orexin-System

1.4.1 Entdeckung und Struktur

Aus  Gehirnextrakten von  Ratten und Rindern  wurden  mittels
Hochdruckflissigkeitschromatographie Neuropeptide als Liganden eines G-
Protein-gekoppelten-Orphan-Rezeptors isoliert (Sakurai et al., 1998). Die so
entdeckten Neuropeptide wurden Orexin A und Orexin B genannt, da i.c.v.
injiziertes Orexin (grch. Orexis = Hunger) die Nahrungsaufnahme stimuliert
(Sakurai et al., 1998).

Das Orexin-System besteht aus dem Gen fiir das Vorlauferpeptid Prapro-Orexin
(PPO), aus dem durch proteolytische Spaltung die beiden Neuropeptide Orexin A
und B entstehen. Zwei weitere Gene kodieren fir den Orexin-1-Rezeptor (OXy),
den urspringlichen Orphan-Rezeptor, und den Orexin-2-Rezeptor (OXo), der
durch Homologie-Screening kloniert wurde (Sakurai et al., 1998) (Abb. 2). Prapro-
Orexin ist identisch mit dem Prapro-Hypocretin, das durch direkte tag-PCR-
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Subtraktion als hypothalamusspezifische mRNA unabhangig von einer weiteren
Arbeitsgruppe kloniert wurde (Gautvik et al., 1996, de Lecea et al., 1998).
Orexin-Rezeptoren sind hoch spezifisch fur das Neuropeptid Orexin. NPY, MSH
und andere Neuropeptide haben keine Einfluss auf die Orexin-Bindung an Orexin-
Rezeptoren (Holmqvist et al., 2001).

Prépro-Orexin
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Abb. 2: (nach Jéhren et al., 2004) Orexin A besitzt Bindungsaffinitat sowohl
zum OXji- als auch zum OX>-Rezeptor. Es besitzt einen N-terminalen
Pyroglutamyl-Rest, eine C-terminale Amidgruppe und zwei intramolekulare
Disulfidbricken. Orexin B liegt in linearer Struktur vor, besitzt eine C-
terminale Amidgruppe und bindet ausschlieBlich an den OX>-Rezeptor
(Sakurai et al., 1998). Orexin A weist eine 46%ige Homologie zu Orexin B
auf (identische Aminosauren sind grau unterlegt). Die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren OX; und OX, zeigen untereinander eine 64%ige
Sequenzhomologie (Sakurai et al., 1998). SP, Signal Peptid Sequenz; GKR

und GRR, spezifische Erkennungsstellen flir Prohormonkonvertasen.
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1.4.2 Anatomie des Orexin-Systems

Prapro-Orexin wird im lateralen Hypothalamus exprimiert, einer Region, der eine
zentrale Steuerung der Nahrungsaufnahme zugesprochen wird (Stellar et al.,
1954). Nach der Zwei-Zentren-Hypothese beruht die Nahrungsaufnahme auf der
Aktivitat des lateralen Hypothalamus, das Gefuhl der Sattigung auf der Aktivitat
des ventromedialen Hypothalamus (Bernardis et al., 1993; Bernardis et al., 1996).

Orexin-immunopositive Neurone sind Ubereinstimmend mit der Prapro-Orexin
mMRNA ausschlieBlich im lateralen Hypothalamus lokalisiert (Peyron et al., 1998).
Sie projizieren in verschiedenste Hirnregionen einschlieBlich verschiedener
Hypothalamuskerne des cerebralen Cortex, in Teile des limbischen Systems
(Hippocampus und Amygdala), in die paraventrikularen Kerne des Thalamus, den
Locus coeruleus, den Nucleus tractus solitarii, den Nucleus ambiguus, den
Nucleus dorsalis nervi vagi und die Raphekerne des Hirnstamms (de Lecea et al.,
1998, Sakurai et al., 1998, Nambu et al., 1999, Peyron et al., 1998).

Die Verteilung der OXs- und OXz-Rezeptor mRNA-Expression im ZNS entspricht
weitestgehend der Verteilung der Orexin-immunopositiven Neurone und deren
Projektionen, was durch in situ Hybridisierung gezeigt wurde (Trivedi et al., 1998).
Sehr hohe Konzentrationen von OX;- Rezeptor mRNA liegen im Locus coeruleus,
Nucleus preopticus und Nucleus ventromedialis des Hypothalamus vor, wahrend
OXz2-Rezeptor mRNA im Nucleus paraventricularis und Nucleus arcuatus des
Hypothalamus exprimiert wird. Auf Grund der unterschiedlichen Verteilung der
Rezeptorsubtypen in den verschiedenen Hirnregionen vermutet man eine
unterschiedliche physiologische Bedeutung eines jeden Rezeptorsubtyps (Marcus
et al., 2001). Die ausgedehnte Projektion Orexin-positiver Neurone und das
Verteilungsmuster der Orexin-Rezeptoren lasst verschiedene Autoren vermuten,
dass Orexine neben der Regulation der Energiehomdéostase auch andere zentrale
Funktionen wie die Regulation neuroendokriner Systeme und die des autonomen
Nervensystems Ubernehmen. Zudem wird ein Zusammenhang zum Schlaf-
Wachverhalten vermutet (Peyron et al., 1998; Date et al., 1999).

AuBerhalb des ZNS wurde Prapro-Orexin mRNA im Hoden, jedoch nicht im Ovar
gefunden (JOhren et al., 2001). Auch die Expression der OXi- und OX>-Rezeptor
MRNA-Expression wurde auBerhalb des ZNS in verschiedenen Organen
nachgewiesen. OX;-Rezeptor mRNA-Expression wurde in Hypophyse,
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Nebennieren, Schilddrise, Niere, Jejunum und Hoden gefunden. OX,-Rezeptor
mRNA konnte in Nebennieren, Gehirn, Lunge und Hypophyse nachgewiesen
werden (Johren et al. 2001). In den Organen mannlicher Ratten war die mRNA
Menge des jeweiligen Rezeptors héher als in den Organen der weiblichen Ratten,
so dass eine geschlechtsspezifische Regulation der Orexin-Rezeptoren vermutet
wird (JOhren et al., 2001).

Orexin A wurde in menschlichem Plasma gefunden (Arihara et al., 2001).
Intravends injiziertes Orexin A wird relativ langsam metabolisiert und tberwindet
die Blut-Hirn-Schranke durch Diffusion. Orexin B dagegen Uberwindet die Blut-
Hirn-Schranke nicht (Kastin und Akerstrom, 1999) und besitzt eine kirzere
Halbwertszeit als Orexin A. Orexin-haltige Neurone kdnnten zum Plasma Orexin-
Spiegel beitragen, da sie zur Eminentia mediana sowie zur Hypophyse projizieren
(Date et al., 2000).

Geschlechtsunterschiede der Plasma Orexin A-Spiegel konnten bei Ratten nicht
festgestellt werden, obwohl in den Hoden, nicht aber in den Ovarien Orexin
produziert wird (Jéhren et al., 2001).

1.4.3 Rolle der Orexine im Stoffwechsel

Der Hypothalamus gilt als das Zentrum fir die Regulation des Gewichts und der
Energiechomdostase. Speziell der laterale Hypothalamus, in dem die Orexin-
immunopositiven Neurone liegen, wird als Zentrum fir die Nahrungsaufnahme
angesehen. Studien zeigen, dass i.c.v. injiziertes Orexin A und B wahrend der
ersten 4 Stunden eine deutliche Steigerung der Nahrungsaufnahme zur Folge hat
(Dube et al., 2000; Haynes et al., 1999; Haynes et al., 2000; Rodgers et al., 2000;
Sakurai et al., 1998; Sweet et al., 1999). Die Nahrungsaufnahme steigernde
Potenz der Orexine ist allerdings deutlich geringer als die des NPY (Edwards et
al., 1999; Ida et al., 1999; Kunii et al., 1999; Yamanaka et al., 2000; Zhu et al.,
2002). Die hypothalamische Prapro-Orexin mRNA-Expression wird durch Fasten
erhéht (Sakurai et al., 1998) und ist bei genetisch adipdsen Mausen erniedrigt
(Yamamoto et al., 1999).

Hunger bzw. Hypoglykdmie scheinen unter anderem Uber einen Anstieg von
Orexinen zur Nahrungsaufnahme zu fUhren. Insulin induzierte Hypoglykdmie

verursacht eine Zunahme der Aktivitat der Orexin-immunopositiven Neurone im
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lateralen Hypothalamus (Moriguchi et al., 1999, Griffond et al., 1999). Bei
normalgewichtigen, hungernden Frauen wurde ein Anstieg von Plasma Orexin A
und eine Reduktion der Plasma Leptinspiegel gefunden (Komaki et al., 2001).
Darlber hinaus wird die Stoffwechselrate bei M&usen und Ratten durch Orexine
erhéht (Lubkin und Stricker-Krongrad, 1998; Wang et al.,, 2001; Wang et al.,
2003). Genetisch manipulierte Mause, denen Orexin produzierende Neurone
fehlen, zeigen trotz reduzierter Nahrungsaufnahme eine deutliche Zunahme des
Kérpergewichts (Hara et al., 2001). Der Einfluss von Orexinen auf den
Energieverbrauch scheint den auf die Nahrungsaufnahme zu Ubertreffen.

Orexine und Leptin scheinen miteinander zu interagieren. Ein Anteil der Orexin
Neurone exprimiert den Leptin Rezeptor (Horvath et al., 1999, Hakansson et al.,
1999). Leptin reduziert die Konzentration von Orexin A im lateralen Hypothalamus
(Beck und Richy, 1999). AuBerdem wird die durch Fasten bedingte Aktivierung
des Orexin-Systems durch Behandlung mit Leptin blockiert (Lopez et al., 2000).
AuBerdem wurde gezeigt, dass das Orexin-System eng mit der Schlafregulation
verknupft ist. An Narkolepsie leidende Patienten weisen im lateralen
Hypothalamus eine stark reduzierte Anzahl Orexin produzierender Neurone sowie
reduzierte Orexin-Spiegel in der Zerebrospinalflissigkeit auf (Nishino et al., 2000;
Peyron et al., 2000; Thannickal et al., 2000). Bei Mausen bewirkt eine genetisch
induzierte Degeneration der Orexin produzierenden Neurone im lateralen
Hypothalamus neben Narkolepsie auch Ubergewicht (Hara et al., 2001). So haben
auch an Narkolepsie leidende Patienten einen signifikant erhéhten BMI (Schuld et
al., 2000).

1.5 Tiermodelle fiir Diabetes und Adipositas
Streptozotocin (STZ) Modell

Streptozotocin  wurde urspriinglich zur antibiotischen Therapie aus dem
Schimmelpilz Streptomyces acromogenes isoliert. Es erwies sich fir die
Antibiotika-Therapie jedoch als ungeeignet, da es im Pankreas selektiv die Insulin
produzierenden B-Zellen zerstort (Rakieten et al.; 1963, Junod et al., 1967; Herr et
al., 1967). Als B-Zelltoxin fuhrt STZ sowohl zu einer verminderten Produktion von
Insulin als auch zu degenerativen Prozessen in den B-Zellen. Auf Grund dieser
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Eigenschaft eignet sich STZ dazu, im Tiermodell einen insulinabh&ngigen
Diabetes mellitus Typ | zu provozieren. Die einmalige Verabreichung von 50
mg/kg KG hat einen dauerhaften diabetogenen Effekt.

Tiermodell nach Zucker

Die homozygote Zucker-Ratte ist seit der Erstbeschreibung (Zucker und Zucker,
1962) eines der bestuntersuchten Tiermodelle fur Adipositas. Als entscheidendes
Merkmal dieses Tiermodells wurde eine Punktmutation der extrazellularen
Doméne des Leptinrezeptors identifiziert, die zu einer Leptinresistenz mit
Hyperleptindmie fuhrt (lida et al., 1996). Fur diese Ratten sind im Vergleich zu
normalgewichtigen  Ratten  folgende  Merkmale  charakteristisch:  Die
Nahrungsaufnahme der fettleibigen Zucker-Ratten ist verglichen mit den
normalgewichtigen Tieren der Kontrollgruppe schon im Alter von 17 Tagen
signifikant erhéht (Stern und Johnson, 1977), was sich wahrend der
Wachstumsperiode der ersten 16 Lebenswochen noch weiter verstarkt (Vasselli et
al., 1980). Des Weiteren liegt bei den Zucker-Ratten bereits im frihen Lebensalter
eine Hypertriglyceridamie und Hypercholesterindmie vor (Zucker und Zucker,
1962, 1963).

Die fettleibigen Zucker-Ratten weisen eine starke Hyperinsulinamie (Zucker und
Antoniades, 1972) sowie eine Insulinresistenz auf (Terrettaz et al., 1986b). Der
orale Glukosetoleranztest ist bei normalen Blutglukosespiegeln pathologisch
(lonescu et al., 1985). AuBerdem findet man bei diesen Ratten reduzierte
Glukagonspiegel, eine Hypothyreose sowie eine verringerte
Fortpflanzungsféahigkeit (Argilés, 1998).

Auch durch lebenslange Nahrungsbeschrankungen entwickeln diese Ratten einen
50%igen Korperfettanteil, wahrend der normale Korperfettanteil von Ratten
weniger als 20% betragt (Cleary et al., 1980). Die exzessive Nahrungsaufnahme
dieser Ratten ist also nicht entscheidend fir die Ausbildung der Fettleibigkeit.
Vermutlich erklart sie sich durch eine verminderte Sympathikusaktivitat, die zu

einem verringerten Energieumsatz fuhrt.
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ZDF-Ratten

Die Zucker Diabetic Fatty Ratte (ZDF)-Ratte wurde als Versuchsmodell fir den
Diabetes mellitus Typ Il durch partielle Inzucht aus dem Stamm der Zucker-Ratten
gezulchtet (Clark et al., 1983).

Bei einigen der mannlichen Zucker-Ratten kam es immer wieder zu starkem
Ubergewicht mit hohem Kérperfettanteil, ungewdhnlich hohen Glukosespiegeln
und gestorter Glukosetoleranz. Diese Ratten wiesen zuséatzlich zu der Mutation im
Leptinrezeptor (siehe oben) eine Hypoinsulinamie auf. Dieser Defekt wird
autosomal vererbt. So entwickeln sich bei den mannlichen Ratten auBerst
hyperglykdmische Ratten. Die weiblichen Tiere bilden trotz Fettleibigkeit und
Insulinresistenz keinen Diabetes mellitus Typ Il aus. Im Alter von sieben Wochen
steigt der Glukosegehalt des Blutes auf Werte Uber 175 mg/dl, erreicht dann ab
der elften Woche Werte Uber 500 mg/dl und zeigt danach keine weiteren
Veranderungen. Des Weiteren sind HbA1g, freie Fettsauren, Triglyceride und
Cholesterin im Blut dieser Tiere signifikant héher als bei den Kontrolltieren
(Peterson et al., 1990). So eignet sich dieser Rattenstamm fir Versuche in der
Diabetes- und Adipositasforschung.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression der Prapro-Orexin-, OX;- und OX»-
Rezeptor mRNA bei verschiedenen Tiermodellen in den Organen der HPA-Achse,
namlich Hypothalamus, Hypophyse und Nebennieren nachzuweisen. Hierbei
dienen mit Streptozotocin behandelte Ratten als Tiermodell fir den Diabetes
mellitus Typ |, diabetische Zucker-Ratten (ZDF-Ratten) als Tiermodell fur den
Diabetes mellitus Typ Il und adip6se Zucker-Ratten als Tiermodell fiir Adipositas.
AuBerdem soll untersucht werden, ob Orexine im Plasma vorliegen und inwieweit
sich die Plasma Orexinspiegel der verschiedenen Tiermodelle von denen der
Kontrolltiere unterscheiden.

Die Prapro-Orexin und Orexin-Rezeptor mRNA-Expression sollen mittels ,real-
time* PCR ermittelt werden; zur Lokalisierung der Orexin-Rezeptoren in den
Nebennieren wird eine in situ Hybridisierung durchgefihrt. Die Orexin A-Spiegel

im Plasma werden mittels Radio-Immuno-Assay bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Organentnahme

Ménnlichen Sprague-Dawley (SD)-Ratten (Charles River, Sulzfeld) wurde einmalig
65 mg/kg/KG Streptozotocin in 0,05 M Natriumcitratpuffer mit einem pH-Wert von
4.5 intraperitoneal injiziert. Der ménnlichen Kontrollgruppe der SD—Ratten wurde
nur das Vehikel Natriumcitratpuffer intraperitoneal injiziert. 15 Tage bekamen
diese Versuchstiere Standardfutter und Trinkwasser ad libitum. Im Alter von 13
Wochen wurden sie durch Dekapitation mittels Guillotine getétet.

Ménnliche, homozygote ZDF-Ratten (fa/fa) von Genetic Models Inc. (Indianapolis,
USA) und die entsprechenden heterozygoten Ratten der Kontrollgruppe (fa/?)
wurden als Modell fir einen Diabetes mellitus Typ Il Uber Charles River (Sulzfeld)
bezogen. Die ZDF-Ratten erhielten fir drei Wochen Spezialnahrung. Diese
Nahrung ist proteinreich (Proteinanteil >23,0 %) und hochkalorisch (Formulab Diet
5008). Auch diese Ratten bekamen Trinkwasser ad libitum. Sie wurden im Alter
von 14 Wochen dekapitiert.

Méannliche, homozygote Zucker-Ratten (fa/fa) und die entsprechenden
mannlichen, heterozygoten Zucker-Ratten (fa/?) wurden von Harlan Winkelmann
(Borchen, Deutschland) bezogen. Die Ratten hatten standig ungehinderten
Zugang zu Standardfutter und Trinkwasser ad libitum. Im Alter von 12 Wochen
wurden sie dekapitiert.

Aus den HalsgeféaBen flieBendes Blut wurde gleich nach der Dekapitation in
Polypropylenréhrchen aufgefangen und bei 1600 g fir 15 min zentrifugiert. Das
Plasma wurde bei —70°C gelagert. Die Organe wurden enthommen, in Isopentan
bei —30°C auf Trockeneis gefroren und anschlieBend bei —80°C gelagert. Der
Hypothalamus wurde bei —20°C aus dem Gehirn dissektiert, rostral begrenzt vom
Chiasma opticum, kaudal begrenzt von den Corpora mamillaria, dorsal von der
Commissura anterior und lateral vom Archicortex. Die Nebennieren wurden in
gefrorenem Zustand am Kryostat bei —20°C in 16 um diinne Scheiben geschnitten,
auf einen Objekttrager, der zuvor mit 70% Ethanol Uberschichtet wurde,

aufgezogen und bei —80°C gelagert.
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2.2 Glukosemessung

Die Glukose im Plasma wurde mit einem Standard-Blutzuckermessgerat
(Glucorometer Elite XL) bestimmt. Die Messung erfolgte elektrochemisch: die
Glukose in der Probe reagiert mit der Glukoseoxidase, die sich auf der Elektrode
des Sensors befindet. Dadurch werden Elektronen generiert, die einen Strom
produzieren, der proportional zur Glukose in der Probe ist. Das

Blutzuckermessgerat misst den produzierten Strom.
2.3 Hormonbestimmung mittels Radio-Immuno-Assay (RIA)
2.3.1 Prinzip des RIA

Der kompetitive Radio-Immuno-Assay nutzt die Antigen-Antikbrper-Reaktion in
Lésung. Zu einer unbekannten Menge Insulin/Leptin/Orexin A/Kortikosteron, dem
unmarkierten Antigen, wird eine bekannte Menge an radioaktiv markiertem
Antigen ('®1), der Tracer und ein spezifischer Antikérper im Uberschuss gegeben.
Dabei  konkurrieren markiertes und unmarkiertes Antigen um die
Antikdrperbindungsstellen. Bei steigender Konzentration der Proben wird das
markierte Antigen durch das unmarkierte ersetzt. Die Verdrdangung kann durch
bekannte Antigenmengen kalibriert werden. Nach dem Ausfallen der Antigen-
Antikérper-Komplexe durch Zugabe eines Doppelantikérpers, Zentrifugation und
Verwerfung des Uberstandes wird die Radioaktivitat im Gamma-Zahler gemessen,
die Quantifizierung erfolgt Uber eine Standartkurve. Entsprechend dem
Testprinzip ist die Menge Insulin/Leptin/Orexin A/Kortikosteron umgekehrt

proportional zur gemessenen Radioaktivitat.
2.3.2 Durchfiihrung des RIA

Die Hormone Insulin und Leptin wurden mit dem Rat Insulin/Leptin RIA Kit (Linco,
St. Charles, USA), Kortikosteron mit dem Rat Kortikosteron Kit (ICN Biomedicals,
Eschwege) bestimmt. Das Neuropeptid Orexin A wurde mit dem RIA Kit
(Peninsula Laboratories, San Carlos, USA) bestimmt (J6hren et al., 2001).
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2.3.2.1 Insulin- RIA

In Doppelbestimmung wurde fir NSB 200 pl Puffer und fir Bo 100 pl Puffer in
RIA-Rbhrchen angesetzt. Je 100 pl Probe, Kontrolle und Standard wurden
ebenfalls in Doppelbestimmung mit 100 pl Tracer und 100 ul Antikérper versetzt,
gemischt und 24 h bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden zur Ausféllung der
Antigen-Antikbrper-Komplexe die Proben mit 1 ml des prazipitierenden
Doppelantikorpers (Ziege-Anti-Meerschweinchen-Gammaglobulin) versetzt,
gemischt, fir 20 min bei 4°C inkubiert und dann fir 20 min in einer Minifuge RF
(Heraeus, Hanau) zentrifugiert (4°C, 2500 g). Der Uberstand wurde abgesaugt
und die Radioaktivitdt des Niederschlages in den RIA-R&hrchen mit einem

Gamma-Zahler bei eine Zahlzeit von 5 min gemessen (Tab. 1).

TC NSB | Bo Standards | Proben | Kontrollen

RIA-Puffer 200 | 100
Standards 100

Proben 100
Kontrollen 100

Tracer 100 100 100 100 100 100
Antikérper --- --- 100 100 100 100

24 h bei 4°C inkubieren
Doppelantikérper 1000 | 1000 1000 1000 1000
20 min bei 4°C inkubieren
20 min zentrifugieren (4°C, 2000-3000 g),absaugen

Tabelle 1: Pipettierschema fur den Insulin-RIA (alle Mengenangaben in pl)

2.3.2.2 Leptin- RIA

Zur Bestimmung von Leptin wurde in &hnlicher Weise vorgegangen (Tabelle 2.2).
Hier wurden zunéachst in Doppelbestimmung fir NSB 300 pl Puffer, fir Bo 200 pl
Puffer und fir die Standards, Proben und Kontrollen je 100 pl Puffer in RIA-
Roéhrchen vorgelegt. Je 100 pl Probe, Standard und Kontrolle wurden
hinzupipettiert und mit 100 pl Antikérper versetzt. Dieser Ansatz wurde gemischt
und 24 h bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurden 100 pl des
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Tracers ('®° I-Insulin) dazugegeben, die Proben wurden gemischt und Gber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert. Am dritten Tag wurden die Proben mit 1 ml des
prazipitierenden Doppelantikdrpers (Ziege-Anti-Meerschweinchen-
Gammaglobulin) versetzt, gemischt, fir 20 min bei 4°C inkubiert, fir 20 min
zentrifugiert (4°C, 2500 g), der Uberstand wurde abgesaugt und die Radioaktivitat
des Niederschlages in den RIA-Rb6hrchen im Gamma-Zahler bei einer Zahlzeit von

5 min gemessen (Tab. 2).

TC NSB Bo | Standards | Proben | Kontrollen
RIA-Puffer - 300 200 100 100 100
Standards -- - - 100 -- -
Proben -- 100
Kontrollen -- 100
Antik6rper 100 100 100 100
24 h bei Raumtemperatur inkubieren
Tracer 100 100 100 100 100 100
24 h bei Raumtemperatur inkubieren
Doppelantikérper 1000 1000 1000 1000 1000
20 min bei 4°C inkubieren
20 min zentrifugieren (4 °C, 2000-3000 g), absaugen

Tabelle 2: Pipettierschema flr den Leptin-RIA (alle Mengenangaben in pl).

2323 Orexin A-RIA

Zunachst wurden zur Peptidextraktion 1 ml Plasma und 1 ml 1% TFA gemischt, 15
min bei 4°C bei 6000 Upm zentrifugiert und der Uberstand wurde auf Isolute-
Saulen gegeben. Danach wurden nacheinander Eluent (60% ACN, 1% TFA),
Puffer und 1% TFA auf die Saule gegeben. Das Eluat wurde Uber Nacht
RIA in 100ul RIA-Puffer
Doppelbestimmung wurde fir NSB 80 pl Puffer und far Bo 40 ul Puffer in den RIA-

lyophilisiert und fir den aufgenommen. In
Roéhrchen angesetzt. Es wurden je 40 pl Probe, Kontrolle und Standard ebenfalls
in Doppelbestimmung mit 40 pl Tracer und 40 pl Antikdrper versetzt, gemischt und
24 h bei 4°C inkubiert. Dann wurden 40 ul des Tracers ('*I-Orexin A)

dazugegeben, die Proben gemischt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am dritten
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Tag wurden 80 ul des préazipitierenden Doppelantikérpers versetzt, gemischt und
fir 90 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde zu den Proben 200 pl RIA-
Puffer gegeben, gemischt und fir 20 min bei 4°C mit 3000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, und die Radioaktivitat des Niederschlages in den

RIA-Réhrchen im Gamma-Zahler gemessen (Tab. 3).

TC NSB Bo Standards | Proben | Kontrollen

RIA-Puffer - 80 40 40 40 40

Standards - 40

Proben - -- 40

Kontrollen - - -- 40

Antikérper - 40 40 40 40
24 h bei 4°C inkubieren

Tracer 40 40 40 40 40 40
24 h bei 4°C inkubieren

Doppelantikérper | --- 80 80 80 80 80

90 min bei Raumtemperatur inkubieren
RIA-Puffer 200 200 200 200 200
20 min zentrifugieren (4 °C, 2000-3000 g), absaugen

Tabelle 3: Pipettierschema fur den Orexin-RIA (alle Mengenangaben in pl)

2.3.24 Kortikosteron-RIA

Das Plasma wurde 1:200 verdunnt eingesetzt. In Doppelbestimmung wurde in
mit Antikdrpern (Cortisol-Antiserum (Kanninchen)) beschichtete Rdhrchen je 25 pl
Probe, Kontrolle und Standard gegeben, mit 500 ul Tracer versetzt, gemischt und
45 min bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die Radioaktivitét
in den Réhrchen jeweils 1 min mit einem Gamma-Zahler gemessen (Tab. 4). Die

Intra- und Interassay-Varianz lag unter 6% bzw. 10%.
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TC Standards Proben Kontrollen
Standards 25
Proben 25
Kontrollen 25
Tracer 500 500 500 500
45 min bei 37 °C inkubieren, dekantieren

Tabelle 4: Pipettierschema flr den Kortikosteron-RIA (alle Mengenangaben in pl)

24 RT-PCR

2.4.1 mRNA-Isolierung

Die Extraktion der mRNA erfolgte mit einem Extraktionskit (RNeasy-Kit, Quiagen,
Hilden). Die Gewebe wurden in 600 ul Lyse-Puffer homogenisiert. AnschlieBend
wurde die Probe mit 70% Ethanol versetzt, um die Bindung der RNA an die
Silicagelmatrix-Membran zu ermdglichen. Die S&ule wurde mit der Probe beladen
und fur 15 s bei 8000 g in einer Zentrifuge zentrifugiert. Dann wurde die Saule mit
350 pl RW1-Puffer 15 s bei 8000 g gewaschen, mit 80 ul DNase (10 pul DNase und
70 pl DNase-Puffer) fir 15 min bei 20°C inkubiert, erneut mit 350 pl RW1-Puffer
15 s bei 8000 g gewaschen, mit 500 ul RPE-Puffer 15 s bei 8000 g gewaschen,
erneut mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen und 2 min bei Maximalgeschwindigkeit
der Zentrifuge getrocknet. Die in der Siliciagelmatrix-Membran enthaltene RNA
wurde mit 50 pl RNase-freiem Wasser eluiert.

Zur quantitativen Bestimmung wurde die mRNA 1:20 mit RNase- freiem Wasser
verdinnt. Die Bestimmung erfolgte photometrisch bei einer Wellenldnge von
260 nm, dem Absorptionsmaximum far RNA, und bei 280 nm, dem
Absorptionsmaximum fir aromatische Aminosauren, der Quotient (260 nm/
280 nm) wurde gebildet. Lag der Quotient zwischen 1,8 und 2,0, wurde dies als
Reinheit der Proben gewertet.

2.4.2 cDNA-Synthese
Die Synthese von cDNA erfolgte mittels eines kommerziellen Kits (Reverse

Transkriptase System, Firma Promega, Mannheim). Die fir die Reverse-
Transkriptase-Reaktion (RT-Reaktion) verwendete Menge Gesamt-RNA (1 pg)



Material und Methoden 17

wurde mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 19,5 pul eingestellt, wahrend
10 min bei 70°C im Thermocycler linearisiert und in einem Eisbad abgekuhlt. Dann
wurde in Anwesenheit von 4 pl Desoxyribonukleotid-Gemisch, 2 ul Oligo-
(Desoxythymidin)—Primer (0,5 pg/ml), 1 pl RNAse Inhibitor (40 units/pl), 1,5 pl
AMV-Reverse-Transkriptase (20 units/ul), 4 pl Reverse—Transkriptase—Puffer und
4 pl MgCl (50 mM) aus 2 pg mRNA 40 ul cDNA im Thermocycler hergestellt.
Hierzu wurde die Probe zunachst 15 min auf 42°C erhitzt, dann wurde zur
Inaktivierung der AMV-Reverse-Transkriptase die Temperatur 5 min auf 99°C
erhoht.

2.4.3 Quantitative ,,rael-time“ PCR

2.4.3.1 Prinzip der PCR

Die PCR ist ein Verfahren, welches die enzymatische Amplifikation von DNA
ermoglicht. Mit der ,rael-time“ PCR wird das Reaktionsprodukt jeder Probe nach
jedem Zyklus quantitativ bestimmt und somit eine Quantifizierung der
Ausgangsmengen an mRNA mdglich ( Gibson et al., 1996; Bustin, 2002). Bei den
herkémmlichen PCR-Methoden findet lediglich eine Endpunktanalyse statt. Bei der
srael-time* PCR wird das Signal des interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes
SYBR-Green-l nach jedem Zyklus quantifiziert, welcher eine sehr sensitive
Detektion ermdglicht (Higuchi et al., 1992; Morrison et al., 1998). Die Signalstéarke
des Fluoreszenzfarbstoffes ist direkt proportional zur Menge des PCR-Produktes.
SYBR-Green-l interkaliert unspezifisch in Doppelstrang-DNA, wird bei einer
Wellenlange von 497 nm angeregt und emittiert bei 520 nm. Die Datenanalyse
einschlieBlich der Berechnung der Standardkurven und der Kopienzahl wird
automatisch mit der Software des Gene-Amp-5700-Sequence Detection-System

durchgeflhrt.

24.3.2 Primer

Die Primer wurden mit Hilfe der Primer 3 Software (S. Rozen und H.J. Skaletsky,
http://www-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.htm) auf Basis der
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verdffentlichen Gen-Bank-Sequenzen des NCBI (Bethesda, U.S.A.) konstruiert
und von der Fa. Life Technologies (Karlsruhe) synthetisiert (Tab. 5).

. . PCR-
Primerposition
Produkt
) ) GeneBank im Gen
Name | Orientierung Sequenz N (in bp)
r.
5- 3-
Ende Ende
5.
sense GCCGTCTCTACGAACTGTTG- 227 246
PPO :: AF041241' 303
antisense CGAGGAGAGGGGAAAGTTAG- 510 529
.
5-
sense CCCTCAACTCCAGTCCTAGC- 1910 1929
oX; :: AF041244' 260
antisense CAGGGAGGGCCTATAATTGA- 2150 (2169
»
5-
sense CAATGTTGTTGGGGTGCTTA- 1834 1859
0X, :: AF041246' 314
antisense TCCCCCTCTCATAAACTTGG- 2128 2147
»
5-
sense CTCCCTCAAGATTGTCAGCA- 450 469
GAPDH :: NMO170082 249
antisense GTTCAGCTCTGGGATGACCT- 699 718
"

Tabelle 5 : ' Sakurai et al., 1998, ? Tso et al., 1985

2.4.3.3 Reaktionsbedingungen

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gel-Elektrophorese. Dazu
wurde ein 2% Agarosegel (Agarose aufgekocht in 1x TAE-Puffer) hergestellt. Die
DNA wurde durch Gabe von Ethidiumbromid (2 pl/100 ml) gefarbt. Optimiert
wurden die MgCl>-Konzentrationen und die Annealing-Temperatur. Die PCR
wurde in einem 50 pl Reaktionsansatz mit Komponenten aus dem SYBR-Green-I-
Reaction-System (Eureogentec SA, Seraing, Belgien) durchgefihrt. In
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Dreifachbestimmung wurden zu 2 pl des cDNA-Reaktionsansatzes 5 pl PCR-
Puffer, 4 yl dNTP-Gemisch, 0,25 ul Hot Gold-Star-Enzym, 1,5 pl Sybr Green
(1/2000), 1,5 pl sense und antisense Primer (10 pmol/ul) und Primerpaar-
abhangige MgCl>-Konzentration (1,0-5,0 mM) hinzugegeben und mit DEPC auf 50
ul aufgefillt. Als Negativkontrolle wurde DEPC eingesetzt. Die PCR wurde auf
einem Gene-Amp-5700 durchgefiihrt. Nach zehnminitiger Denaturierung bei 95°C
wurde die cDNA wahrend 40 Zyklen amplifiziert. Jeder Zyklus beinhaltete die
Denaturierung bei 95°C fiir 15 sec, das Primer-Annealing bei 56°C bzw. bei 60°C
flr 30 sec und die Primer-Extension bei 60°C fiir 30 sec (Tab. 6).

Name Annealing MgCl,-Konzentration
oX; 58°C, 30 sec 3,0mM
OX; 60°C, 30 sec 5,0 mM
PPO 58<C, 30 sec 1,0 mM
GAPDH 60°C, 30 sec 3,0 mM

Tabelle 6: Annealing

2.4.4 Quantifizierung und Spezifitit der mRNA-Kopien

Die Quantifizierung der PPO-, OXs- und OX»-Rezeptor mRNA-Kopien erfolgte mit
der Zyklus-Schwellenwert-Methode (Higuchi et al., 1993). Hierzu wurden
Verdiinnungsreihen (10°-~107) bekannter Mengen klonierter PPO-, OX;- und OXe-
Rezeptor cDNA-Fragmente zur Erstellung der Standardkurve genutzt. Die
Schwellenwert-Zyklenanzahl (C;) wurde fir jede Probe mit der Gene-Amp-5700-
Sequence-Detection-System Software bei einem Fluoreszenz-Schwellenwert von
0,3 (Rn), den alle Proben wahrend 40 Zyklen Uberschritten, bestimmt und die
entsprechende Zahl der mRNA-Kopien berechnet. Die Anzahl der PPO-, OX;- und
OXz2-Rezeptor mRNA-Kopien der verschiedenen Versuchstiere wurde mit der
Anzahl der GAPDH mRNA-Kopien korrigiert und somit vergleichbar.

Die Spezifitdt der amplifizierten Prapro-Orexin-, OXi- und OX,-Rezeptor cDNA
wurde routinemassig durch DNA-Schmelzkurven-Analyse bestétigt. Durch die
vollstandige Integration der Schmelzkurven-Analyse in den Ablauf der ,rael-time*
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PCR wird eine sichere und schnelle Differenzierung der PCR-Produkte erméglicht
(Ririe et al., 1997).

2.4.5 Elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente

Zur Uberpritfung der PCR-Produktspezifitdit wurde 15 pl des PCR-Produktes mit
3 ul Ladepuffer versetzt und auf einem mit Ethidiumbromid gefarbten 2%
Agarosegel aufgetragen. Zur Beurteilung der Lange des amplifizierten DNA-
Produktes wurde ein 100-bp-Langenmarker aufgetragen, auBerdem wurde das
Reaktionsprodukt der Negativkontrolle aufgetragen. Die Auftrennung der
Fragmente erfolgte mittels Elektrophorese bei einer Spannung von 10 V/cm
Gellange bei einer maximalen Stromstarke von 400 mA far 30 min in einer
Gelkammer. Die Visualisierung der DNA erfolgte durch einen UV-Transilluminator.
Die photographische Dokumentation erfolgte durch digitale Aufzeichnung mittels
CCD-Kamera.

2.4.6 Restriktionsenzym-Analyse

Restriktionsenzyme sind in der Lage, doppelstrangige DNA-Molekile an
spezifischen Erkennungsstellen zu binden und zu spalten. Die durch Verdau mit
Restriktionsenzymen entstandenen Fragmente haben eine bestimmte Lange
durch die Lage der Spaltstellen. Durch Gel-Elektrophorese werden sie ihrer GréBe
nach aufgetrennt und fir jedes geschnittene DNA-Molekil ergibt sich im Gel ein
typisches Bandenmuster aus Restriktionsfragmenten. Deren ungefahre GréBe
kann mit Hilfe eines Markers in Basenpaaren zugeordnet werden.

Die Restriktionsenzym-Analyse erfolgte mit spezifischen Endonukleasen von
BioLabs (New England, USA). 30 pl des PCR-Produktes wurden mit 3 ul NEBuffer
und 2 pl des Enzyms flr eine Stunde bei 37°C inkubiert. Fir PPO wurde das
Enzym Pvu Il, fir OX; und OX; das Enzym Alu | verwendet. Die Proben wurden
mit Ladepuffer versetzt und auf ein mit Ethidiumbromid gefarbtes 2% Agarosegel
aufgetragen. Nach 50-minutiger Elektrophorese (10 V/cm, maximale Stromstarke
400 mA) wurde das Gel mit einer CellCam photographisch aufgenommen.
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2.5 In situ Hybridisierung
2.5.1 Allgemeines

Die in situ Hybridisierung ist eine Technik, mit der spezifische Nucleinsauren-RNA
direkt in fixieten Gewebepréparaten lokalisiert werden. Dazu werden
Gewebeschnitte mit radioaktiv markierten Gensonden zusammengebracht. St6Bt
die Sonde im Gewebe auf das zu ihr passende aktivierte Gen, seine mRNA,
heften sich die Molekiile aneinander und es kommt zur Hybridisierung. Uber die

Markierung der Sonde lasst sich die mMRNA anschlieBend sichtbar machen.
2.5.2 Durchfiihrung der in situ Hybridisierung
2.5.2.1 Hybridisierungssonde

Die Spezifitdt zu OX;- und OX,-Rezeptor mRNA der Antisenseoligonukleotide
wurde vorher durch Hybridisierung gezeigt. Zur Verstarkung des
Hybridisierungssignals wurden drei verschiedene Antisenseoligonukleotide,
jeweils gegen verschiedene Regionen der jeweiligen mRNA gerichtet, gleichzeitig
zur Detektion von Rezeptor mRNA genutzt (Trivedi et al., 1998). Die Sequenzen
des OXi-Rezeptor Antisenseoligonukleotids waren 5-TCC TCA TAG TCT GGA
GGC AGG TGG AAG TGG AAG GGT TCC CCA CTG CTA GTG-3', 5-AAG GCT
ATG AGA AAC ACG GCC ACG TAG GCC GCG ATG AGA ACC CAC-3 und 5'-
TGC TGA GCT TCC AGT TGC TCT GAG GGT CGC TTC CAG TTC CGC ACC-
3". Die Sequenzen des OX,-Rezeptor Antisenseoligonukleotids waren 5 -AGT
TGC GAC GAG GGA GGG AAT CCT CCA ATT TGG TGC TGG ACA TCA-3', 5'-
AGA GCC ACG ACG AAC ACG ATG ATA TAC CCT GCG ATC AGG ACC CAC-
3" und 5°-CAA AGT TGC TGA TCT GAG TAG TCA GGG ACT TCC TGC TCT
CTG TAC-3'. 10 Picomol eines jeden Antisenseoligonukleotids wurden zu einer
spezifischen Aktivitat von 10* Ci/mmol durch Inkubation wahrend 60 min bei 37°C
mit 50 pmol *P-dATP und terminaler Desoxynukleotidyltransferase am 3'-Ende
markiert. Die markierten Oligonukleotide wurden mit Sephadex G-25 S&ulen
aufgereinigt.
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25.2.2 Vorbereitung der Schnitte

Zunéachst wurden serielle Gefrierschnitte von 16 um Dicke an einem Kryostat der
zuvor mit ,embedding matrix“ aufgefrorenen Nebennierenblécke bei einer
Kammertemperatur von —20°C angefertigt. Die gefrorenen Schnitte wurden auf
Raumtemperatur gebracht und fir 10 min in 4% Paraformaldehyd fixiert. Die
Schnitte wurden zweimal 1 min mit 1X PBS gewaschen und es wurde 500 pl
Essigsaureanhydrit in 200 ml TEA-Puffer fir 10 min direkt auf die Schnitte
gegeben. Es folgte die Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (eine
Minute in 70% Ethanol, 2 min in 95% Ethanol und 1 min in 100% Ethanol), fir 5
min in Chloroform, und erneut die Behandlung der Schnitte mit Ethanol (jeweils 1
min in 100% Ethanol und 1 min in 95% Ethanol). AnschlieBend wurden die

Schnitte 45 min an der Luft getrocknet.

25.2.3 Hybridisierung

1 pmol (5 ul) markierte Oligonukleotidsonde wurde mit 20 pl RNA-Gemisch fur 10
min bei 70°C denaturiert und anschlieBend 2 min auf Eis gekihlt. Dann wurden
900 pl Hybridisierungs-Puffer, 60 pl 2,5 M DTT und 20 pl 10% SDS hinzugegeben,
gemischt und kurz zentrifugiert. 200 pl dieses Hybridisierungs-Gemischs wurde
auf den Objekttrager gegeben, das dann mit einem Deckgldschen Uberdeckt
wurde.

Die Hybridisierung erfolgte wahrend 18 h bei 42°C in einer feuchten Kammer, um
eine Austrocknung der Schnitte zu verhindern. Hierzu wurde der Boden der
Kammer mit Whatman-Filterpapier ausgelegt, auf das 20 ml 50% Formamid/2X

SSC gegeben wurde.

2.5.24 Posthybridisierungswaschungen

Das Deckglaschen wurden in 1X SSC-Pufferlésung abgespult. AnschlieBend
wurde zur Entfernung Uberschissiger Sonden der Objekttrdger zweimal 5 min in
1X SSC-Pufferlésung bei Raumtemperatur gewaschen. AnschlieBend wurde 30
min in 1 X SSC bei 55°C, sowie 1 min in 1 X SSC und 1 min in 0,1 X SSC
gewaschen. Zu 200 ml Waschpuffer wurden 200 ul 2,5 M DTT gegeben. Es folgte
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die Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (jeweils 1 min mit 10 ml 6 M
NH4Ac in 200 ml 50%, 80% und 95% Ethanol und kurz in 100% Ethanol).

Die Schnitte wurden luftgetrocknet und unter einem Hyperfilm-2H fiir ein bis zwei
Wochen in Anwesenheit von '*C-Standards exponiert. Danach wurde der Film in
der Dunkelkammer 4 min lang entwickelt, 30 s gewassert, 5 min fixiert und erneut
30 min gewassert. Die Aufnahme der autoradiographischen Abbildungen erfolgte
auf einem Leuchttisch mit einer CCD-Kamera. Die Bilder wurden durch das
digitale Bildverarbeitungsprogramm ,scion image beta 4.0.2° (Scion Image
Software, NIH, Washington, USA) analysiert. Der Schwarzungsgrad stellte dabei
ein relatives MaB far die Konzentration der detektieten mRNA dar. Die
Hintergrunddichte wurde Uber alle Schnitte gemittelt und vom spezifischen Signal
des einzelnen Schnitts subtrahiert.

Die Spezifitdit des Hybridisierungssignals wurde durch Hybridisierung des *P-
markierten  Antisenseoligonukleotids unter Anwesenheit von  100-fach

unmarkiertem Oligonukleotid gezeigt.
2.6 Statistik

Die Ergebnisse der Versuche sind als Mittelwerte = Standardabweichung vom
Mittelwert, aus n = 10 Tiere, angegeben. Zur Untersuchung der Unterschiede
zwischen den untersuchten genetischen Gruppen wund der jeweiligen

Kontrollgruppe wurde der t-Test nach Student eingesetzt.
Die Irrtumswahrscheinlichkeiten sind folgendermaBen dargestellt:

Irrtumswahrscheinlichkeit (p): < 0,05 < 0,01 < 0,001

* *% *k*k

Symbol:



Material und Methoden

24

2.7 Materialien und Gerate

'“C-Standards
CCD-Kamera
CellCam
Gamma-Zahler
Gelkammer

Gene-Amp-5700-Sequence Detection-System

Glucorometer Elite XL
Hyperfilm-°H
Isolute-Saulen
Kryostat

Objekttrager
Photometer
Polypropylenréhrchen
RIA-Roéhrchen
Sephadex G-25 Saulen
Thermocycler
UV-Transilluminator
Whatman-Filterpapier
Zentrifuge

American Radiolabeled Chemicals, St. Louis, USA

Phase GmbH, Libeck
Phase GmbH, Liibeck
LKB, Miinchen

Bio-RAD,
Minchen
PE Applied
Biosystems Perkin-

Elmer, Weiterstadt
Bayer, Leverkusen
Amersham, Freiburg

Fa. International Sorbent Technology, Hengoed, UK

Leica, Wetzlar
Sigma, Dreisenhofen
Bio-RAD, Mlinchen
Sarstedt, Numbrecht

Greiner Bio-One AG, Frickenhausen

Amersham, Freiburg
Biometra, Gottingen
Phase GmbH, Libeck
Bio-RAD, Mlinchen
Eppendorf, Hamburg



Material und Methoden

25

2.8 Substanzen

Agarose
Antisenseoligonukleotide
B-Mercaptoethanol
Chloroform

Denhard’s Solution
DEPC
Desoxynukleotidyltransferase
DNase-Puffer

dNTP mix

DTT

EDTA

~embedding matrix*
Ethanol

Ethidiumbromid
Essigsaureanhydrit
Formamid
100-bp-Langenmarker
NEBuffer

NTE-Puffer
Paraformaldehyd

PBS

Bp_dATP

RNase

SDS

Spezialnahrung Formulab Diet 5008
SSC

Standardfutter
Streptozotocin
SYBR-Green-|
Terminale Desoxynukleotidyltransferase
TEA-Puffer

TFA

Gibco-Life Technologies, Eggenstein
Gibco-Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Dreisenhofen

Sigma, Dreisenhofen

Sigma, Dreisenhofen

Sigma, Dreisenhofen

Amersham, Freiburg

Promega, Heidelberg

Promega, Heidelberg

Sigma, Dreisenhofen

Merck, Darmstadt

Lipshaw, Pittsburgh, PA, USA
Merck, Darmstadt

Sigma, Dreisenhofen

Sigma, Dreisenhofen

Sigma, Dreisenhofen

Roche, Mannheim

BioLabs, New England, USA

Sigma, Dreisenhofen

Sigma, Dreisenhofen

Apotheke, Universitatsklinikum LUbeck
Amersham, Freiburg

Sigma, Dreisenhofen

Merck, Darmstadt

PMI Nutrition International, Nottingham, UK
Gibco-Life Technologies, Eggenstein
Altromin, Lage

Sigma, Dreisenhofen

Eurogentec SA, Seraing, Belgien
Amersham, Freiburg

Sigma, Dreisenhofen

Sigma, Dreisenhofen
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2.9 Puffer und Lésungen

DEPC 1l bidestilliertes H,O wurde mit 1 ml DEPC-H20O versetzt, Gber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend autoklaviert

Desoxyribonukleotid- 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP
Gemisch

dNTP-Gemisch 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP

Essigsdureanhydrit 3 ml TEA und 840 pl konzentrierte HCI wurden auf 200 ml H,O-
DEPC gegeben (wurde erst dazugegeben, als die Schnitte im Puffer
waren)

Hybridisierungs-Puffer200 pl 1 M Tris, pH 7,5, 5 ml Formamid, 600 pl 5 M NaCl, 20 pl 0,5
M EDTA, 200 ul 50 X Denhard’s Sol., 2 ml 50% Dextran-Sulfat, 980

pl H,O-DEPC

Ladepuffer 600 pl Glycerol, 1200 pl DEPC-H,0, 200 pl 2,5% Xylen-Cyanol in
DEPC

NEBuffer 50 mM NaCl, 10 mM Tris HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9 bei
25°C

NTE-Puffer 20 ml 5 M NaCl, 2 ml 1 M Tris,pH 8,0 und 400 ul 0,5 M EDTA in 200

PCR-Puffer 1,4 ml KCI, 1,4 ml HCI

Reverse—Transkriptase—Puffer 10mM Tris HCI, 50 mM KCI, 0,1% Triton X-100

RNA-Gemisch Salmon Testes DNA (Sigma, 10 mg/ml) und Hefe tRNA (GibcoBRL,

25 mg/ml) wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt

TAE-Puffer 400 mM Tris-Acetat und 10 mM EDTA mit einem pH von 8,3 bei
22°C
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3 Ergebnisse

3.1  Charakterisierung der Tiermodelle

Zur Charakterisierung der mit Streptozotocin behandelten Ratten, der ZDF-Ratten
und der Zucker-Ratten wurden Kérpergewicht sowie die Plasma Glukose-, Insulin-
Leptin- und Kortikosteronkonzentrationen bestimmt und mit den Werten der

jeweiligen Kontrollgruppe verglichen.
3.1.1 Kérpergewicht

Die Kontrolltiere wogen im Mittel 347 g (STZ), 365 g (ZDF) und 337 g (Zucker).
Die mit Streptozotocin behandelten Ratten hatten 15 Tage nach der Behandlung
ein um 12% niedrigeres Korpergewicht als die unbehandelten Ratten der
Kontrollgruppe. Der Vergleich zwischen den ZDF-Ratten und den Ratten der
Kontrollgruppe ergab keinen signifikanten Unterschied. Das Korpergewicht der
adip6sen Zucker-Ratten war gegenuber der Kontrollgruppe um 48% erhdht
(Abb. 3).

STZ ZDF

600 600 600

400 400

)
(9)

200 200 200

Kontrolle STZ Kontrolle ZDF Kontrolle Zucker

Abb. 3: Vergleich des Kdrpergewichts der mit Streptozotocin (STZ) behandelten
Ratten, der diabetischen ZDF-Ratten (ZDF) und der adipdsen Zucker-Ratten
(Zucker) im Vergleich zu dem der jeweiligen Kontrollgruppen. (Mittelwert + / - SEM;
n=10).
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3.1.2 Plasma Glukosekonzentration

In dem nach der Dekapitation gewonnenem Plasma wurde die
Glukosekonzentration bestimmt. Die Plasma Glukosekonzentrationen der
Kontrolltiere betrugen im Mittel 156 mg/dl (STZ), 154 mg/dl (ZDF) und 142 mg/dl
(Zucker). Die Plasma Glukosekonzentration der mit Streptozotocin behandelten
Ratten war um 194% hoéher als die der Kontrollgruppe. Die Plasma
Glukosekonzentration der ZDF-Ratten war im Vergleich zu der Kontrollgruppe um
219% erhdht. Bei den Zucker-Ratten war der Glukosewert gegenlber den Ratten
der Kontrollgruppe nur um etwa 10% erhéht (Abb. 4).

STZ ZDF Zucker
600 600 600
400

400 400

(mg/dl)
(mg/dl)
(mgy/dI)

200

200 200 - —

Kontrolle Kontrolle Kontrolle

Abb. 4: Vergleich der Glukosekonzentrationen im Plasma der mit Streptozotocin
(STZ) behandelten Ratten, der diabetischen ZDF-Ratten (ZDF) und der adipésen
Zucker-Ratten (Zucker) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. (Mittelwert
+/-SEM; n =10).
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3.1.3 Plasma Insulinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung des Hormons Insulin erfolgte mittels RIA aus dem
nach der Dekapitation gewonnenem Plasma. Im Mittel betrugen die Plasma
Insulinkonzentrationen der Kontrolltiere 2,5 ng/ml (STZ), 2,3 ng/ml (ZDF) und 2,1
ng/ml (Zucker). Die Plasma Insulinkonzentration der mit Streptozotocin
behandelten Ratten war um 90% gegentber der Kontrollgruppe erniedrigt.
Zwischen den ZDF—Ratten und den Ratten der Kontrollgruppe bestand ein kleiner
aber signifikanter Unterschied. Die Zucker—Ratten hatten verglichen mit den

Ratten der Kontrollgruppe einen um 575% erhdhten Insulinwert (Abb. 5).

STZ ZDF Zucker

(ng/ml)
(ng/ml)
(ng/ml)

0 0

Kontrolle STZ Kontrolle ZDF Kontrolle Zucker

Abb. 5: Vergleich der Insulinkonzentrationen im Plasma der mit Streptozotocin
(STZ) behandelten Ratten, der diabetischen ZDF-Ratten (ZDF) und der adipésen
Zucker-Ratten (Zucker) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. (Mittelwert
+/-SEM; n =10).
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3.1.4 Plasma Leptinkonzentration

Die Konzentration des Hormons Leptin wurde mittels RIA aus dem nach der
Dekapitation gewonnenen Plasma bestimmt. Die Plasma Leptinkonzentrationen
der Kontrolltiere lagen im Mittel bei 4,2 ng/ml (STZ), 4,6 ng/ml (ZDF) und 4,1 ng/ml
(Zucker). Die Plasma Leptinkonzentration lag bei den mit Streptozotocin
behandelten Ratten unterhalb der Nachweisgrenze. Die Leptinkonzentration im
Plasma der ZDF-Ratten war gegentber den Tieren der Kontrollgruppe um 295%
erhoht. Die Zucker-Ratten hatten gegentber der Kontrollgruppe eine um 2054%

erhdhte Plasma Leptinkonzentration (Abb. 6).

STZ ZDF Zucker
50 — 100 4 100
40 75 - 75 -
E 80+ E E
o e 50 2 50
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10 0 25 25
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0 0 0 -
Kontrolle STZ Kontrolle ZDF Kontrolle Zucker

Abb. 6: Vergleich der Leptinkonzentrationen im Plasma der mit Streptozotocin
(STZ) behandelten Ratten, der diabetischen ZDF-Ratten (ZDF) und der adipdsen
Zucker-Ratten (Zucker) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. (Mittelwert
+/-SEM; n =10).
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3.1.5 Plasma Kortikosteronkonzentration

Die Kortikosteronkonzentration des nach Dekapitation gewonnnenem Plasmas
wurde mittels RIA bestimmt. Die Konzentrationen des Hormons Kortikosteron im
Plasma der Kontrolltiere betrugen im Mittel 288 pg/ml (STZ), 209 pg/ml (ZDF) und
111 pg/ml (Zucker). Die Kortikosteronkonzentration im Plasma der mit
Streptozotocin behandelten Ratten war um 100% gegentber der von den Tieren
der Kontrollgruppe erhdht. Der Vergleich der Plasma Kortikosteronkonzentration
zwischen den ZDF-Ratten und den Ratten der Kontrollgruppe sowie zwischen den
Zucker-Ratten und den Ratten der Kontrollgruppe zeigte keinen statistisch
signifikanten Unterschied (Abb. 7).

STz ZDF Zucker
400~ « 400 - 400 -
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Kontrolle Kontrolle Kontrolle

Abb. 7: Vergleich der Kortikosteronkonzentration im Plasma der mit Streptozotocin
(STZ) behandelten Ratten, der diabetischen ZDF-Ratten (ZDF) und der adipésen
Zucker-Ratten (Zucker) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. (Mittelwert
+/-SEM; n =10).

3.2 Nachweis des Orexin Systems in den Tiermodellen

3.2.1 Plasma Orexin A Konzentrationen

Die Konzentration des Neuropeptids Orexin A im Plasma wurde mittels RIA
bestimmt. Die Plasma Orexin A Konzentrationen der Kontrolltiere lagen im Mittel
bei 39 pg/ml (STZ), 55 pg/ml (ZDF) und 59 pg/ml (Zucker). Der Vergleich der
Orexin A Konzentrationen zwischen den mit Streptozotocin behandelten Ratten

und den Ratten der Kontrollgruppe ergab keinen statistisch signifikanten
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Unterschied. Die Plasmakonzentration des Orexin A war sowohl bei den ZDF-
Ratten als auch bei den Zucker-Ratten gegenlber der jeweiligen Kontrollgruppe
um 15% erniedrigt (Abb.8).

STZ ZDF Zucker

75 75 75

50 n.s. 50 50

(pg/ml)
1

(pg/ml)
(pg/ml)

25 25 25

Kontrolle Z

Kontrolle Kontrolle

Abb. 8: Vergleich der Orexin A- Konzentrationen im Plasma der mit Streptozotocin
(STZ) behandelten Ratten, der diabetischen ZDF-Ratten (ZDF) und der adipésen
Zucker-Ratten (Zucker) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. (Mittelwert
+/-SEM; n =10).

3.2.2. Nachweis der PPO sowie der OX;- und OX>-Rezeptor mRNA

Mittels ,real-time* PCR wurden einzelne cDNA-Fragmente der erwarteten GroBe
in Hypothalamus, Hypophyse und Nebenniere amplifiziert. OXi-Rezeptor mRNA
spezifische DNA Fragmente von 260 bp wurden im Hypothalamus, der Hypophyse
und den Nebennieren mittels ,real-time* PCR amplifiziert. In diesen Organen
wurden auch OX.-Rezeptor mRNA spezifische DNA-Fragmente von 314 bp
amplifiziert. Die PCR fur Prapro-Orexin mRNA ergab die Amplifikation von
spezifischen DNA Fragmenten von 303 Basenpaaren im Hypothalamus.
Kontrollen, bei denen in der PCR die cDNA Proben durch H,O ersetzt wurden,
liefen parallel zu allen Versuchen. Der fehlende gelelektrophoretische Nachweis
von Banden wurde als Zeichen der Reinheit der Proben gewertet. cDNA
Kontaminationen konnten damit ausgeschlossen werden (Abb. 9, 10, 11).
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Hypothalamus

PPO
500 bp -
200 bp -

M HO #1 #2

OXj- Rezeptor
500 bp -
200 bp -

2
Hypophyse
OX;i- Rezeptor

500 bp -
200 bp -

M HO #1 #2

Nebennieren

OXj- Rezeptor

500 bp -

200 bp -
M H,O #1 #2

OX2- Rezeptor

500 bp -
200 bp -

OX2- Rezeptor

500 bp -
200 bp -

MHO #1 #2

OX2-Rezeptor
500 bp -

200 bp -
M H,O #1 #2

Abb. 9: Agarosegel-Analyse der amplifizierten OX;-, OX,-Rezeptor und Préapro-
Orexin cDNA-Fragmente im Hypothalamus (A), in der Hypophyse (B) und in den
Nebennieren (C) der mit Streptozotocin behandelten Ratten (#1) und der Ratten der
Kontrollgruppe (#2).
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Hypothalamus

PPO

500 bp -

200 bp -
M H,O #1 #2

OX;i- Rezeptor
300 bp -

100 bp -

M HO #1 #2

Hypophyse

OX;- Rezeptor

500 bp -
200 bp -

M HO #1 #2

Nebennieren

OX;- Rezeptor
500 bp -

200 bp -

M HO #1 #2

OX-- Rezeptor

500 bp -
200 bp -
M HO #1 #2
OX2-Rezeptor
500 bp -
200 bp -
M HO #1 #2
OX2-Rezeptor
500 bp -
200 bp -

M HO #1 #2

Abb. 10: Agarosegel-Analyse der amplifizierten OX;-, OX,- Rezeptor und Prépro-
Orexin cDNA Fragmente im Hypothalamus (A), in der Hypophyse (B) und in den
Nebennieren (C) der ZDF-Ratten (#1) und der Kontrollgruppe (#2).
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Hypothalamus
PPO
500 bp -
200 bp -
M HO #1 #2
OX;i- Rezeptor OX2- Rezeptor
500 bp - 500 bp -
200 bp - 200 bp -
M HO #1 #2 M HO #1 #2
Hypophyse
OXi- Rezeptor OX2- Rezeptor
500 bp -
500 bp -
200 bp - 200 bp -
M HO #1 #2 M HO #1 #2
Nebennieren
OX;i- Rezeptor OX2-Rezeptor
500 bp - 500 bp -
200 bp - 200 bp -
M HO #1 #2 M HO #1 #2

Abb. 11: Agarosegel-Analyse der amplifizierten OX;-, OX,-Rezeptor und Prapro-
Orexin cDNA Fragmente im Hypothalamus (A), in der Hypophyse (B) und in den
Nebennieren (C) der Zucker-Ratten (#1) und der Ratten der Kontrollgruppe (#2).

3.2.3 Spezifitat der PCR (Schmelzkurven- und Restriktionsanalyse)

Die Spezifitdt der amplifizierten Prapro-Orexin, OXi- und OXz-Rezeptor cDNA-
Fragmente wurde routinemé&Big durch eine DNA-Schmelzkurvenanalyse bestatigt
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(Abb.12). Der sprunghafte Abfall des Fluoreszenssignals wahrend der
Denaturierung dieser verschiedenen cDNA Fragmente liegt bei einer fir das
jeweilige Fragment spezifischen Temperatur - fUr das Préapro-Orexin bei einer
Temperatur von etwa 93°C, fur den OX;- Rezeptor bei einer Temperatur von etwa
88°C und fir den OX.- Rezeptor bei einer Temperatur von etwa 82°C. Der
fehlende Nachweis von Fluoreszenssignalen bei anderen Temperaturen wurde als

Zeichen der Reinheit der Proben gewertet.

Prapro-Orexin OX,-Rezeptor OX5-Rezeptor
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Temperatur (°C) Temperatur (°C) Temperatur (°C)

Abb. 12: Schmelzkurvenanalyse der amplifizierten Prapro-Orexin-, OX;-, OXs-

Rezeptor cDNA-Fragmente.

AuBerdem wurde die Spezifitat der ,real-time“ PCR in ausgewahlten PCR-Proben
durch Restriktionsverdau Uberprift. Die Restriktionsenzyme schneiden das PCR-
Produkt an spezifischen Stellen, so dass die Gr6Be der entstehenden Fragmente
mittels Gelelektrophorese Uberprift werden kann.

Der Verdau der aus dem Hypothalamus amplifizierten Prapro-Orexin cDNA mit
Pvu Il ergab zwei cDNA-Fragmente, die den erwarteten GroB8en von 136 bp und
167 bp entsprachen (Abb. 13). Das OX;-Rezeptor PCR-Produkt wurde durch Alu |
dreimal geschnitten, wodurch vier Fragmente der erwarteten GréBe von 20 bp, 51
bp, 59 bp und 130 bp entstanden. Das Produkt des OX>-Rezeptors wurde
ebenfalls durch Alu | geschnitten und ergab zwei Fragmente der erwarteten GréBe
von 89 bp und 225 bp (Abb. 13).

Zum Ausschluss von Kontaminationen wurde in einer PCR die cDNA durch H,O

ersetzt. Das Fehlen von Banden nach der Gel-Elektrophorese wurde als Zeichen
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der Abwesenheit mdglicher kontaminierender PCR-Produkte in den Puffern,

Enzymen und verwendeten Lésungen gewertet.

Hypothalamus

PPO-Rezeptor
500 bp-

200 bp-

M HO — Pwll
Hypothalamus Hypothalamus
OXi-Rezeptor OX2-Rezeptor
500 bp- 500 bp-
200 bp- 200 bp-
M H,O — Alul M HO — Alul
Hypophyse Nebennieren
OXi-Rezeptor OX2-Rezeptor
500 bp- 500 bp-
200 bp- 200 bp-
M H,O — Alul M H,O — Alul

Abb. 13: Nachweis der Spezifitét der ,real-time* PCR: Keine Bande ist bei der H,O-
Kontrolle nachweisbar. Die Restriktionsenzyme schneiden die DNA-Templates
vollstandig in die oben angegebenen Fragmente. Die 20 bp- und die 51 bp-groBen
Fragmente des OX;-Rezeptors waren nach dem Verdau mit der Gel-Elektrophorese
nicht darstellbar.
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3.3 Quantitative Analyse der PPO sowie OX;- und OX2>-Rezeptor mRNA

Die OXi-, OXz- und Prapro-Orexin mRNA-Mengen der mit Streptozotocin
behandelten Ratten, der ZDF-Ratten und der Zucker-Ratten wurde mit den
mRNA-Mengen der jeweiligen Kontrollgruppe verglichen. Mittels ,real-time* PCR
wurden die OX;- und OXz-Rezeptor mRNA-Mengen im Hypothalamus, in der
Hypophyse und in den Nebennieren quantifiziert. Im Hypothalamus wurde

auBerdem noch die Prapro-Orexin mRNA-Menge bestimmt.
3.3.1 Quantitative ,,real-time“ PCR-Standardkurven

Die Amplifizierung bekannter Mengen klonierter Prapro-Orexin-, OX;- und OXs-
Rezeptor cDNA war in der exponentiellen Phase der PCR Uber einen Bereich von
10° bis 10° Kopien méglich und zeigt die in Abbildung 14 erstellten
Standardkurven. Die Quantifizierung der Prapro-Orexin, OX;- und OXz- Rezeptor
cDNA-Kopien erfolgte mit der Zyklus-Schwellenwert-Methode.
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Abb. 14: Quantitative ,real-time“ PCR: Amplifizierung unterschiedlicher Mengen
klonierter Prapro-Orexin, OX;- und OX,-Rezeptor cDNA (angegeben ist die Anzahl
der Kopien) und die daraus ermittelten Standard-Kurven.

3.3.2 Streptozotocin behandelte Ratten

Hypothalamus

Neben den hohen Mengen an OXj-Rezeptor mRNA im Hypothalamus wurden
moderate OX-Rezeptor mRNA-Mengen und sehr hohe PPO mRNA-Mengen

gefunden. Die PPO mRNA-Menge war statistisch signifikant um 38% im

Hypothalamus der mit Streptozotocin behandelten Ratten erniedrigt. Im
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Hypothalamus der mit Streptozotocin behandelten Ratten zeigten sich keine
statistisch signifikanten Veranderungen der OX;-, OX>-Rezeptor mRNA-Mengen
im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleich der Prapro-Orexin-, OX;-, OX,-Rezeptor mRNA-Mengen im
Hypothalamus zwischen mit Streptozotocin behandelten Ratten und Ratten der
Kontrollgruppe. (Mittelwert + /- SEM; n = 10).

Hypophyse

In der Hypophyse der mit Streptozotocin behandelten Ratten wurden hohe mRNA-
Mengen des OX;-Rezeptors gefunden und sehr niedrige OX>-Rezeptor mRNA-
Mengen, wobei sich keine statistisch signifikanten Veranderungen der mRNA-
Mengen zu den Tieren der Kontrollgruppe zeigten (Abb. 16).
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Abb. 16: Vergleich der OX;- und OX>-Rezeptor mRNA-Mengen in der Hypophyse
zwischen mit Streptozotocin behandelten Ratten und Ratten der Kontrollgruppe.
(Mittelwert + / - SEM; n = 10).

Nebennieren

In der Nebenniere wurden niedrige OXj-Rezeptor mRNA-Mengen gefunden,
wobei bei den mit Streptozotocin behandelten Ratten eine statistisch signifikante
Erhdhung der OXi-Rezeptor mRNA-Menge um 274% zu sehen war. Hohe
Mengen an OX>-Rezeptor mRNA wurden in den Nebennieren gefunden, die bei
den mit Streptozotocin behandelten Ratten statistisch signifikant um 51% reduziert
waren (Abb. 17).
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Abb. 17: Vergleich der OX;- und OX,-Rezeptor mRNA-Mengen in den Nebennieren
zwischen mit Streptozotocin behandelten Ratten und Ratten der Kontrollgruppe.
(Mittelwert + / - SEM; n = 10).
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3.3.3 ZDF-Ratten

Hypothalamus

Im Hypothalamus wurden hohe Mengen an OXi-Rezeptor mRNA, moderate
Mengen an OX-Rezeptor mRNA und sehr hohe Mengen an PPO mRNA
gefunden. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den OX;-, OX.-Rezeptor
und PPO mRNA-Mengen der ZDF-Ratten und der Ratten der Kontrollgruppe
zeigten sich nicht (Abb. 18).
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Abb. 18: Vergleich der OX;-, OXy-Rezeptor und PPO mRNA-Mengen im
Hypothalamus zwischen ZDF-Ratten und Ratten der Kontrollgruppe. (Mittelwert + / -
SEM; n = 10).

Hypophyse

In der Hypophyse wurden hohe Oxi-Rezeptor mRNA-Mengen gefunden, wobei
sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den OX;-Rezeptor mRNA-
Mengen der Ratten der Kontrollgruppe und der ZDF-Ratten zeigte. In der
Hypophyse der ZDF-Ratten wurden um 223% hdhere mRNA-Mengen
nachgewiesen als in der Hypophyse der Ratten der Kontrollgruppe. Sehr niedrige
OXz2-Rezeptor mRNA-Mengen wurden in der Hypophyse nachgewiesen. Hier
bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den ZDF-Ratten und
den Ratten der Kontrollgruppe (Abb. 19).
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Abb. 19: Vergleich der OX;- und OX,-Rezeptor mRNA-Mengen in der Hypophyse
zwischen ZDF-Ratten und Ratten der Kontrollgruppe. (Mittelwert + / - SEM; n = 10).

Nebennieren

Niedrige OXi-Rezeptor und hohe OX:-Rezeptor mRNA-Mengen wurden in der
Nebenniere gefunden. Die OXi-Rezeptor mRNA-Menge der ZDF-Ratten war
gegentber den Ratten der Kontrollgruppe um 137% statistisch signifikant erhéht.
Die OX:-Rezeptor mRNA-Mengen in den Nebennieren der ZDF-Ratten war
statistisch signifikant um 55% reduziert (Abb. 20).
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Abb. 20: Vergleich der OX;- und OX,-Rezeptor mMRNA-Mengen in den Nebennieren
zwischen ZDF-Ratten und Ratten der Kontrollgruppe. (Mittelwert + / - SEM; n = 10).
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3.3.4 Zucker-Ratten
Hypothalamus

Neben hohen OXi-Rezeptor mRNA-Mengen wurden sehr niedrige OX>-Rezeptor
MmRNA-Mengen und sehr hohe PPO mRNA-Mengen im Hypothalamus gefunden.
Es konnten keine statistisch signifikanten Anderungen der OX;-, OXo-Rezeptor
und PPO mRNA-Mengen zwischen den Zucker-Ratten und den Tieren der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abb. 21).
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Abb. 21: Vergleich der OX;-, OXy-Rezeptor und PPO mRNA-Mengen im
Hypothalamus zwischen Zucker-Ratten und Ratten der Kontrollgruppe. (Mittelwert
+/-SEM; n =10).

Hypophyse

In der Hypophyse wurden hohe Mengen an OX;-Rezeptor mRNA und sehr
niedrige Mengen an OX,-Rezeptor mRNA gefunden. Es bestand kein statistisch
signifikanter Unterschied der OX;- und OX.-Rezeptor mRNA-Mengen zwischen
den Zucker-Ratten und den Ratten der Kontrollgruppe (Abb. 22).
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Abb. 22: Vergleich der OX;- und OX,-Rezeptor mRNA-Mengen in der Hypophyse
zwischen Zucker-Ratten und Ratten der Kontrollgruppe. (Mittelwert + / - SEM;
n=10).

Nebennieren

In den Nebennieren wurden niedrige OX;-Rezeptor mRNA-Mengen und moderate
OX2-Rezeptor mRNA-Mengen gefunden. Die OXi-Rezeptor mRNA-Menge der
Zucker-Ratten war statistisch signifikant um 64% gegeniber der der Ratten der
Kontrollgruppe erhéht. Die OX.-Rezeptor mRNA-Menge der Zucker-Ratten war im
Vergleich zu den Ratten der Kontrollgruppe um 62% statistisch signifikant
reduziert (Abb. 23).
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Abb. 23: Vergleich der OX;- und OX,-Rezeptor mRNA-Mengen in den Nebennieren

zwischen Zucker-Ratten und der Ratten der Kontrollgruppe. (Mittelwert + / - SEM;
n=10).
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3.4 Lokalisierung der Orexin-Rezeptor mRNA in den Nebennieren

Mittels in situ Hybridisierung konnte die Verteilung der OX,-Rezeptor mRNA in der
Nebenniere dargestellt werden. OXz-Rezeptor mRNA wurde in den
Nebennierenrinden der Ratten in der Zonula glomerulosa und der Zonula
reticularis lokalisiert (Abb. 24).

Es wurde keine signifikante Expression von OXz-Rezeptor mRNA im
Nebennierenmark und in der Zona faciculata detektiert.

OXj-Rezeptor mRNA-Expression konnte durch in situ Hybridisierung in den

Nebennieren nicht detektiert werden (nicht abgebildet).
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Abb. 24: lokalisierung von OXy-Rezeptor mRNA in den Nebennieren der
Kontrolltiere der adipdsen Zucker-Ratten (A), der adip6sen Zucker-Ratten (B), der
Kontrolltiere der diabetischen ZDF-Ratten (C) und der diabetischen ZDF-Ratten (D)
mittels in situ Hybridisierung. M: Mark, ZG: Zona glomerulosa, ZF: Zona fasciculata,
Z: Zona reticularis.
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In der Zona glomerulosa der ZDF-Ratten war der OX>-Rezeptor mRNA-Gehalt im
Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich erhdht. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede beim Vergleich des OX;-Rezeptor mRNA-Gehalts in der Zona
reticularis zwischen den Kontrolltieren der ZDF-Ratten und den ZDF-Ratten selbst.
Bei den Zucker-Ratten war der OX.- Rezeptor mRNA Gehalt in der Zona
glomerulosa gegentber dem der Ratten der Kontrollgruppe erniedrigt, ebenso in

der Zona reticularis (Abb. 25).
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Abb. 25: Semiquantitative Analyse der OX,-Rezeptor mRNA-Menge in der Zona
glomerulosa und der Zona reticularis der Zucker-Ratten und der ZDF-Ratten im

Vergleich zu den Ratten der jeweiligen Kontrollgruppe. (Mittelwert + / - SEM;
n=10).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig das Orexin-System in Tiermodellen fur
Adipositas, Diabetes mellitus Typ | und Il untersucht. Orexin-Rezeptoren wurden
in den Organen der HPA-Achse der Tiermodelle nachgewiesen.

Die hypothalamischen Prapro-Orexin, OXj- und OX.-Rezeptor mRNA-Mengen der
drei Tiermodelle zeigten keine statistisch signifikanten Verdnderungen im
Vergleich zu den Ratten der Kontrollgruppen.

Die OXi-Rezeptor mRNA-Expression in der Hypophyse der mit Streptozotocin
behandelten Ratten und der ZDF-Ratten war im Vergleich zu den Ratten der
jeweiligen Kontrollgruppe gesteigert.

In den Nebennieren der drei Tiermodelle konnte eine Verringerung der OXo-
Rezeptor mRNA im Vergleich zu den Ratten der jeweiligen Kontrollgruppe gezeigt

werden.

4.1 Expression der Orexin-Rezeptor mRNA in der HPA-Achse

4.1.1 Hypothalamus

Die mRNA-Expression der Orexin-Rezeptor-Subtypen OX; und OX, wurde mittels
in situ Hybridisierung im Rattenhirn unter anderem im lateralen Hypothalamus
lokalisiert (Trivedi et al., 1998). Die Prasenz beider Orexin-Rezeptoren im

Hypothalamus wurde von den hier vorliegenden Befunden unterstatzt.

4.1.2 Hypophyse

AuBerhalb des ZNS wurde in der Hypophyse der hiéchste OX;-Rezeptor mRNA-
Gehalt gefunden (J6éhren et al., 2001). Sowohl in der Adenohypophyse als auch in
der Neurohypophyse und der pars intermedialis der Hypophyse wurden OX;- und
OX2-Rezeptor mRNA lokalisiert, wobei in der Adenohypophyse die OX;-Rezeptor
mRNA-Expression héher als die OXz-Rezeptor mRNA-Expression war (Date at al.,
2000). Immunhistochemisch wurden OXi-Rezeptoren in somatotropen und OXp-
Rezeptoren in kortikotropen Zellen nachgewiesen (Blanco et al., 2001).
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In der vorliegenden Arbeit wurden hohe OX;i-Rezeptor mRNA-Mengen sowie
deutlich niedrigere OX,-Rezeptor mRNA-Mengen in Rattenhypophysen gemessen
(Kap. 3.3). Die eigenen Ergebnisse lassen vermuten, dass der OX,-Rezeptor auf
Grund seiner geringen Expression in der Hypophyse dort nur eine untergeordnete
Rolle spielt.

4.1.3 Nebennieren

In der Literatur sind widersprichliche Ergebnisse Uber die Prasenz und die
Verteilung der OX;- und OXo-Rezeptor mRNA-Expression in den Nebennieren
beschrieben. Als Methoden flr die Untersuchung der Orexin-Rezeptoren dienten
hierbei RT-PCR, Western-Blot, Inmunhistochemie und in situ Hybridisierung.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte der Nachweis und die Lokalisierung von Orexin-
Rezeptor mRNA in den Nebennieren mittels quantitativer ,real-time“ PCR und in
situ Hybridisierung. Mittels ,real-time“ PCR wurde die mRNA beider Orexin-
Rezeptor Subtypen in den Nebennieren der Ratten gefunden, wobei eine hohe
OXz2-Rezeptor mRNA-Expression und eine niedrige OXi-Rezeptor mRNA-
Expression gemessen wurde. Diese Daten stehen im Einklang mit friheren ,real-
time“ PCR-Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe (J6éhren et al., 2001 und 2004).
Durch in situ Hybridisierung konnte in dieser Arbeit zusatzlich eine Aussage Uber
die Lokalisierung der Orexin-Rezeptor mRNA-Expression in der Nebenniere
getroffen  werden. OX.-Rezeptor mRNA-Expression wurde in der Zona
glomerulosa und der Zona reticularis der Nebennierenrinde lokalisiert.
Entsprechend den mittels ,real-time“ PCR gemessenen sehr geringen OXj-
Rezeptor Mengen konnte durch in situ Hybridisierung in den gesamten
Nebennieren keine OXi-Rezeptor mMRNA-Expression nachgewiesen werden.
Diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse stehen im
Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, welche RT-PCR (Lopez et
al.,, 1999), in situ Hybridisierung und Immunhistochemie (Randeva et al., 2001)
sowie Western-Blot-Untersuchungen (Karteris et al., 2001) durchgefihrt haben.
Mehrere Arbeitsgruppen kamen jedoch zu gegensatzlichen Ergebnissen: Karteris
und Mitarbeiter konnten OXz-, nicht jedoch OXj-Rezeptor mRNA-Expression in
den Nebennieren nachweisen (Karteris et al., 2001). Andere Arbeiten beschrieben
die Expression von mRNA beider Rezeptorsubtypen sowohl in der
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Nebennierenrinde als auch im -mark (Nanmoku et al., 2002; Mazzocchi et al.,
2001; Malendowicz et al., 2001). Die Daten der oben genannten Arbeiten basieren
jedoch auf RT-PCR Untersuchungen, wobei jeweils eine hohe Anzahl von mehr
als 35 Amplifikationszyklen durchgefuhrt worden ist. Die quantitative Messung von
PCR-Produkten ist jedoch nur wahrend der exponentiellen Phase der Amplifikation
aussagekraftig, welche bei einer Zyklenanzahl von weniger als 25-30 Zyklen
erreicht wird. Bei zu hoher Zyklenzahl kénnten also falsch positive Ergebnisse
entstanden sein. Im Gegensatz zu den oben erwahnten Arbeiten, die nur eine
Endpunktanalyse des PCR-Produkis nach mehr als 35 Amplifikationszyklen
durchgefiihrt haben, wurde in der vorliegenden Arbeit mit der ,real-time“ PCR das

Reaktionsprodukt jeder Probe nach jedem Zyklus quantitativ bestimmt.

4.2 Expression der Orexin-Rezeptoren in adipdosen und diabetischen
Ratten

4.2.1 Hypothalamus

In der vorliegenden Arbeit wurden im Hypothalamus sowohl bei Streptozotocin
behandelten Ratten als auch bei ZDF- und Zucker-Ratten keine signifikanten
Unterschiede der OX- und OX,-Rezeptor mRNA-Expression im Vergleich zu den
Ratten der jeweiligen Kontrollgruppe gefunden. Dies lasst vermuten, dass bei
Adipositas und Diabetes mellitus die physiologische Wirkung von Orexinen im
Hypothalamus nicht verandert ist. Da eine durch Fasten ausgeléste Zunahme der
OX;i-Rezeptor mRNA-Expression im Hypothalamus durch Leptingabe wieder
aufgehoben werden konnte (Lopez et al., 2000), ware es denkbar, dass das
Orexin-System im Hypothalamus nur wahrend Phasen der Hypoalimentation
aktiviert ist.

In der Literatur gibt es widerspruchliche Ergebnisse, die die in dieser Arbeit
vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigen kénnen. Beck und Mitarbeiter fanden
eine erhdéhte OXi- und OXz-Rezeptor mRNA-Expression im Hypothalamus von
Zucker-Ratten im Vergleich zu den Ratten der Kontrollgruppe (Beck et al., 2001).
Eine andere Studie zeigte erniedrigte OXs-Rezeptor, jedoch unveranderte OX;-
Rezeptor mRNA-Expression im Hypothalamus von Zucker-Ratten (Yamamoto et
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al., 2002). Auch hier kann es durch verschiedene Methoden und verschiedene
Tiermodelle zu den unterschiedlichen Ergebnissen kommen.

In der Literatur beschriebene Effekte des Orexins nach i.c.v. Injektion:

Mehrere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass durch i. c. v. Injektion von Orexinen
die Aktivitdt der HPA-Achse stimuliert werden konnte, so dass es zu einem
Anstieg der Plasma Glukokortikoidkonzentrationen kam (Hagan et al., 1999; Kuru
et al., 2000; Ida et al., 2000; Jaszberenyi et al., 2000, Al Barazanniji et al., 2001;
Jaszberenyi et al., 2001; Jones et al., 2001; Russell et al., 2001; Samson et al.,
2002; Brunton et al., 2003). Dieser Effekt wurde hdchstwahrscheinlich Gber CRH
vermittelt, denn durch Orexin erhéhte Plasma Kortikosteron-Spiegel gingen mit
einer erhdhten ACTH-Konzentration einher (Kuru et al., 2000; Al Barazanniji et al.,
2001; Russell et al., 2001; Samson et al., 2002). Durch CRH-Antagonisten konnte
ein Anstieg der Plasma Glukokortikoidkonzentration nach zentraler Orexin-Gabe
verhindert werden (Jaszberenyi et al., 2000; Samson et al., 2002). AuBBerdem
depolarisierte Orexin Neurone im Nucleus paraventricularis (PVN), dem
Bildungsort des CRH (Samson et al., 2002; Shirasaka et al., 2001) und stimulierte
die Freisetzung von CRH aus Hypothalamus-Explantaten (Russell et al., 2000;
Russell et al., 2001).

4.2.2 Hypophyse

In der Hypophyse der ZDF-Ratten war die OX;-Rezeptor mRNA-Expression
gegentber der Kontrollgruppe signifikant um 223% erhdht.

In der Hypophyse der mit Streptozotocin behandelten Ratten und der adipdsen
Zucker-Ratten war die OXj-Rezeptor mRNA-Expression im Vergleich zu den
Ratten der Kontrollgruppe nicht statistisch signifikant veréandert.

Die insgesamt sehr niedrige OXa>-Rezeptor mRNA-Expression in den drei
Tiermodellen zeigte keine Veradnderung zu den Ratten der jeweiligen
Kontrollgruppe.

Eine signifikante Erhéhung der OX;-Rezeptoren der Hypophyse wurde also nur im
Tiermodell fur Diabetes mellitus Typ Il gemessen. Bei den mit Streptozotocin
behandelten Ratten, bei denen durch Zerstérung der pankreatischen Beta-Zellen
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ein Diabetes mellitus Typ | hervorgerufen wurde, war die OX;-Rezeptor mRNA-
Expression nicht signifikant verédndert. Das Orexin-System zeigt also Unterschiede
bei Diabetes mellitus Typ | und Typ II.

Es wurden bereits mehrere Effekte von Orexin auf Plasma-Spiegel der
neuroendokrinen Hypophysenhormone ACTH, Prolaktin, Lutropin (LH) und
Somatotropin (GH) beschrieben, wobei ein direkter, hemmender Orexin—Effekt auf
die Hypophyse nur fiir die ACTH Freisetzung gezeigt werden konnte (Hagan et al.,
1999; Kuru et al., 2000; Russell et al.,, 2000). Denkbar ware, dass die OXj-
Rezeptor mRNA-Expression in der Hypophyse kompensatorisch erhdht ist, um der
Aktivierung der HPA-Achse entgegen zu wirken: Durch eine verstarkte hemmende
Wirkung der Orexine auf die ACTH-Freisetzung kdme es folglich zu einer
Verringerung der Glukokortikoidfreisetzung und der Glukoneogenese, was
wiederum den Anstieg der Plasma Glukose-Spiegel bei Diabetes mellitus Typ |l

verringern wirde.

4.2.3 Nebennieren

In den Nebennieren aller drei Tiergruppen wurden sehr hohe OX,-Rezeptor
mRNA-Spiegel gemessen. Im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe war die
OX2-Rezeptor mMRNA-Expression bei allen Tiermodellen signifikant erniedrigt. Dies
ging mit stark erniedrigten Plasma Leptinspiegeln der mit Streptozotocin
behandelten Ratten und der Leptinresistenz der ZDF-Ratten und der Zucker-
Ratten einher. Méglicherweise liegt hier eine Beeinflussung des Orexin-Systems
durch Leptin vor. Diese Fragestellung ist gerade Gegenstand weiterflihrender
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe.

Im Gegensatz dazu war die OX;-Rezeptor mRNA-Expression in den Nebennieren
der drei Tiermodelle insgesamt niedrig, so dass eher eine untergeordnete Rolle
dieses Rezeptorsubtyps in den Nebennieren vermutet werden kann.

In der Literatur wurde beschrieben, dass Orexine auf die Glukokortikoidsynthese
der Nebennieren einen direkten, stimulierenden Effekt besitzen (Malendowicz et
al., 1999; Nanmouk et al. 2002). Diese vermehrte Synthese von Glukokortikoiden
fand ohne einen Anstieg von hypothalamischem CRH bzw. hypophysarem ACTH
statt; Orexin scheint die Nebennieren tber das Blut zu erreichen und direkt die
Hormonsynthese zu stimulieren (Malendowicz et al., 2001). Auf Grund der hohen
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Expression von OX>-Rezeptor mRNA in den Nebennieren und der in dieser Arbeit
mittels in situ Hybridisierung durchgefiihrten Lokalisierung der OX>-Rezeptor
mRNA in der Nebennierenrinde, nicht jedoch im Nebenierenmark, kann vermutet
werden, dass dieser Effekt hauptsachlich Uber den OX,-Rezeptor vermittelt wird.

4.3 Expression des Prapro-Orexins in adipésen und diabetischen
Tiermodellen

STZ-Ratten

Prapro-Orexin mRNA wird in groBen Mengen im lateralen Hypothalamus
exprimiert (Sakurai et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals im
Hypothalamus der mit Streptozotocin behandelten Ratten eine statistisch
signifikante Verringerung der Prapro-Orexin mRNA-Expression um 38%
gegentber den Tieren der Kontrollgruppe gefunden. In der Literatur wurden bisher
bei Ratten mit Streptozotocin induziertem Diabetes mellitus keine verminderten
hypothalamische Prapro-Orexin mRNA-Spiegel beschrieben (Cai et al., 1999;
Swart et al., 2001).

ZDF- und Zucker-Ratten

In der vorliegenden Arbeit konnten im Hypothalamus der ZDF-Ratten und der
Zucker-Ratten im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe keine Unterschiede
der Prapro-Orexin mRNA-Expression festgestellt werden. In der Literatur wird die
Expression von Prépro-Orexin in Zucker-Ratten kontrovers diskutiert. Wé&hrend
einige Arbeiten im Einklang mit den eigenen Ergebnissen stehen (Cai et al., 2000;
Taheri et al., 2001), werden von anderen Arbeitsgruppen reduzierte Prapro-Orexin
mRNA-Spiegel beschrieben (Cai et al., 2000; Beck et al., 2001; Yamamoto et al.,
2002).

Diese Diskrepanzen zu den eigenen Ergebnissen kénnen bedingt sein durch das
Alter der Ratten zum Zeitpunkt der Dekapitation, durch die Diat, durch den Grad

der Adipositas bzw. des Diabetes und durch die Methode der Hirnpraparation.

Mausmodelle
Auch bei Mausmodellen fir Diabetes mellitus Typ Il und Adipositas gibt es

Diskrepanzen in der Literatur in bezug auf die Veranderung hypothalamischer
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Prapro-Orexin mRNA-Expression. Bei ob/ob-Mausen wurde beschrieben, dass die
Prapro-Orexin mRNA-Expression im Hypothalamus gegeniber den Kontrollen
erniedrigt waren (Stricker-Krongrad et al., 2002; Yamamoto et al., 1999); andere
Arbeiten zeigten keine Unterschiede der Prapro-Orexin mRNA-Expression
zwischen ob/ob-Mausen und den Mausen der Kontrollgruppe (Hakansson et al.,
1999; Tritos et al., 2001). Bei db/db-Mausen wurde eine erniedrigte Prapro-Orexin

mRNA-Expression im Hypothalamus gemessen (Yamamoto et al., 2000).

Schlussfolgerungen

In einigen Arbeiten wurde beschrieben, dass Nahrungskarenz die Prapro-Orexin
mRNA-Expression im Hypothalamus erhéht, die durch Leptingabe wieder
aufgehoben werden konnte (Sakurai et al., 1998; Cai et al., 1999; Lopez et al.,
2000). AuBerdem wurde gezeigt, dass die hypothalamische Prapro-Orexin mRNA-
Expression sowohl durch kurzweilige (finf Stunden) als auch durch chronische
(sechs Tage) Insulin-induzierte Hypoglykamie erhéht werden konnte; gleichzeitige
Gabe von Glukose hob diesen Effekt auf (Cai et al., 1999; Griffond et al, 1999).
Die hypothalamische Prépro-Orexin mRNA-Expression scheint also nicht durch
Gewichtsanderungen, Insulin oder Leptin verédndert zu werden, wohl aber durch
niedrige Plasma-Glukose bzw. Hypoglykdmie und Nahrungskarenz. Dies wirde
die unveranderte Prapro-Orexin mRNA-Expression im Hypothalamus der in dieser
Arbeit untersuchten ZDF- und Zucker-Ratten im Vergleich zu den Ratten der
Kontrollgruppe erklaren kénnen.

Neben einer Beeinflussung der Préapro-Orexin mRNA-Expression durch niedrige
Plasma-Glukose wére eine Beeinflussung auch durch Afferenzen aus den
Eingeweiden denkbar. Denn die Orexin-Neurone im lateralen Hypothalamus
wurden durch Insulin-induzierte Hypoglykamie von drei bzw. fiinf Stunden aktiviert,
allerdings nur in Kombination mit Nahrungsrestriktion, jedoch nicht bei Nahrung ad
libitum (Moriguchi et al., 1999; Cai et al., 2001).

4.4 Orexin A-Gehalt im Plasma adipdser und diabetischer Ratten
In dieser Arbeit wurde Orexin A im Plasma der drei Tiermodelle und deren

jeweiligen Kontrollen gefunden. Die Orexin A-Spiegel der ZDF- und der Zucker-
Ratten zeigten einen um 15% erniedrigten Orexin A-Spiegel im Plasma im
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Vergleich zu den jeweiligen Ratten der Kontrollgruppe. Andere Arbeiten
bestatigten sowohl bei Zucker-Ratten als auch bei adipésen Menschen erniedrigte
Plasma Orexin A-Spiegel (Beck et al., 2001; Adam et al., 2002). Die Bedeutung
dieser leicht erniedrigten Werte bleibt unklar. Plasma Orexin A- und Plasma
Leptinspiegel zeigten in dieser Arbeit eine negative Korrelation. Auch bei
Menschen wurde eine negative Korrelation der Plasma Orexin A- mit den Plasma
Leptinspiegeln festgestellt, Hunger erhdhte die Plasma Orexin A-Spiegel und
reduzierte die Plasma Leptinspiegel (Komaki et al., 2001). AuBerdem zeigte die
vorliegende Arbeit, dass die Plasma Orexin A-Spiegel bei mit Streptozotocin
behandelten Ratten im Vergleich zu den unbehandelten Ratten nicht verandert
waren.

Die Herkunft des Orexin A im Plasma ist nicht vollstandig geklart. Orexin-haltige
Neurone projizieren in groBer Zahl in die Eminentia mediana, einige der Fasern
projizieren in die Neurohypophyse, nicht jedoch in die Adenohypophyse, und
kébnnten auch so durch die ortliche Nahe zum hypothalamo-hypophysaren
Pfortaderkreislauf zu den Plasma Orexin-Spiegeln beitragen (Date et al., 2000;
Nambu et al., 1999). Die Peptide Orexin A und B wurden in der Eminentia
mediana von Ratten mittels RIA und Immunhistochemie gefunden (Date et al.,
2000; Mondal et al., 1999; Nambu et al., 1999).

Die Freisetzung von Orexin A, das in den alpha- und beta-Zellen der Inselzellen
des Pankreas gebildet wurde, wurde durch sinkende Glukosespiegel im Plasma
stimuliert (Ouedraogo et al., 2003). Die Regulation der Orexin A-Freisetzung aus
dem Pankreas war &hnlich der Glukagon-Freisetzung, denn sowohl Orexin A- als
auch Glukagon-Freisetzung wurden durch hohe Plasma Glukosespiegel gehemmt,
durch niedrige Plasma Glukosespiegel stimuliert und stiegen wéahrend des
Fastens an (Ouedraogo et al., 2003). AuBerdem wurde gezeigt, dass Orexin A die
Sekretion von Pankreashormonen und die Plasma Glukosespiegel modulieren
kann (Ouedraogo et al., 2003). Das aus den Inselzellen des Pankreas freigesetzte
Orexin A scheint somit ein Signal zu sein, um die Glukosespiegel im Plasma unter
Beeinflussung der Glukagon- und Insulinsekretion wieder anzuheben (Ouedraogo
et al., 2003). Da Orexin-Rezeptor mRNA auch im Pankreas gefunden wurde, ist es
moglich, dass die Orexin A enthaltenden Zellen im Pankreas Teil des
.glukosesensiblen* Netzwerkes sind, zu dem der laterale Hypothalamus und der
Darm zahlen, und welche durch sinkende Plasma Glukosespiegel aktiviert werden
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(Quedraogo et al.,, 2003; Kirchgessner et al., 2003). So kénnten die in der
vorliegenden Arbeit gemessenen erniedrigten Plasma Orexin-Spiegel auf Grund
der Hyperglykdmie der ZDF- und der der Zucker-Ratten bestehen. Da Orexine
sowohl die Sekretion von Glukokortikoiden aus den Nebennieren stimulieren als
auch bei niedrigen Plasma Glukosespiegeln an der Bereitstellung von
Energiereserven beteiligt sind, um den Plasma Glukosespiegel in den
Normbereich anzuheben, kbénnten Orexine eine Verbindung zwischen

adrenokortikaler Funktion und Energiehomdostase darstellen.



Diskussion 57

4.5 Zusammenfassung

Orexin A und B sind im lateralen Hypothalamus, im Pankreas und im Darm
gebildete Peptide, die die Nahrungsaufnahme, die Energiehomdbostase, das
Schlaf-Wach-Verhalten und endokrine Funktionen regulieren. Orexin A und -B
entstehen durch proteolytische Spaltung des gemeinsamen Vorlauferpeptids
Prapro-Orexin, dessen mRNA in groBen Mengen im lateralen Hypothalamus
exprimiert wird. Orexine aktivieren zwei G-Protein gekoppelte Rezeptoren, den
OXj- und den OXz-Rezeptor. Da beide Orexin-Rezeptor mRNAs unterschiedlich in
der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse exprimiert werden, vermutet
man verschiedene Funktionen der Orexine in der Hypophyse und den
Nebennieren.

Um die Bedeutung der Orexine bei Diabetes mellitus Typ | und Il und bei
Adipositas zu untersuchen, wurde die mRNA-Expression der Prapro-Orexin- und
die der Orexin-Rezeptoren in der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
durch quantitative ,real-time” PCR untersucht. Als Tiermodelle wurden mit
Streptozotocin behandelte Ratten gewahlt, die einen Diabetes mellitus Typ |
entwickelten, diabetische Zucker-Ratten, die einen Diabetes mellitus Typ I
entwickelten, und adipdse Zucker-Ratten als Tiermodell flr Adipositas. Zur
Charakterisierung der Tiermodelle wurden Glukose-, Insulin-, Leptin-,
Kortikosteron- und Orexin A-Spiegel im Plasma durch Radio-Immuno-Assay
ermittelt. Die Lokalisierung der Orexin-Rezeptoren in den Nebennieren erfolgte
durch in situ Hybridisierung.

Die hypothalamischen Pr&pro-Orexin, OX1- und OX,-Rezeptor mRNA-Expression
der drei Tiermodelle zeigten keine statistisch signifikanten Verénderungen im
Vergleich mit den Ratten der Kontrollgruppen. Die OX;-Rezeptor mRNA-
Expression in der Hypophyse bei diabetischen Zucker-Ratten war im Vergleich mit
den Ratten der Kontrollgruppe gesteigert. In den Nebennieren der drei
Tiermodelle konnte eine Verringerung der OX,-Rezeptor mRNA im Vergleich mit
den Ratten der jeweiligen Kontrollgruppe gezeigt werden. Die OX.-Rezeptor
mRNA wurde in den Nebennieren in der Zona glomerulosa und in der Zona
reticularis lokalisiert.

Die erhdhte OXi-Rezeptor mRNA-Expression in der Hypophyse bei diabetischen
Zucker-Ratten und die unveranderte OX;-Rezeptor mRNA-Expression bei den mit
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Streptozotocin behandelten Ratten kénnte darauf hindeuten, dass sich das
Orexin-System zwischen Diabetes mellitus Typ | und Typ Il unterscheidet.
AuBerdem wére es denkbar, dass die Erhéhung der OXi-Rezeptor mRNA-
Expression in der Hypophyse ein kompensatorischer Mechanismus sein kdnnte,
um der Aktivierung der HPA-Achse entgegen zu wirken: Durch eine verstarkte
hemmende Wirkung der Orexine auf die ACTH-Freisetzung kédme es folglich zu
einer Verringerung der Glukokortikoidfreisetzung und der Glukoneogenese, was
wiederum den Anstieg des Plasma Glukosespiegels bei Diabetes mellitus Typ Il
verringern wirde.

Die Verringerung der Expression der OX>-Rezeptor-mRNA in den Nebennieren
kénnte auf Grund der Leptin-Resistenz bei diabetischen und adipdsen Zucker-
Ratten und den auBerst niedrigen Plasma Leptinspiegeln bei Ratten, die mit
Streptozotocin behandelt wurden, bestehen. Eine Regulation der OX»-Rezeptor
MRNA-Expression durch Leptin wére denkbar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass das Orexin-System und
insbesondere die hypophysdren OX;i-Rezeptoren sowie die adrenalen OXjz-
Rezeptoren bei der Regulation der Glukosehomdostase beteiligt sind.
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