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2 Abkiirzungsverzeichnis

In der folgenden Liste sind die Abkurzungen von haufig wiederkehrenden
Begriffen alphabetisch dargestelit:

ACE............... Angiotensin-Konversions-Enzym (Angiotensin-Converting-Enzyme)
ACh ..o Azetylcholin

ACTH ........... Adrenokortikotropes Hormon (Adrenocorticotropic Hormone)
VAN | Adenosintriphosphat

BE ..., Blutentnahme

BHS............... Bluthirnschranke

BK oo Bradykinin

o] o JUU Basenpaare

CaM.............. Calmodulin

cDNA............. komplementare DNA (complementary DNA)
cGMP ........... zyklo-GMP (cycloGuanisinomonophosphat)
CRH .............. Kortikoliberin (Corticotropin-Releasing-Hormon)
DNA............... Desoxyribonukleinsaure (Desoyribonucleinacid)
[ I Dithiothreitol

EDTA............. Ethylenediaminetetraessigsaure

eNOS ... endotheliale NOS

GLUT............. Glukose-Transporter

HHN-Achse ... Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
HMWK........... hochmolekulares Kininogen (High-Molecular-Weight-Kininogen)
oA VA intrazerebroventrikular (intracerebroventrikular)
LV intravenos

12 R intramusklular

| Interleukin

IFN ................ Interferon

iINOS.............. induzierbare NOS

1 R intraperitoneal

] S Inositoltrisphosphat

Ve, intravenods

kDa......cocee.... Kilodalton

KD .oooinnnne Kallidin

KG...ooovovveee. Koérpergewicht

KKS....ccooeee Kallikrein-Kinin-System
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LMWK ........... niedermolekulares Kininogen (Low-Molecular-Weight-Kininogen)
L-NMMA ........ N®-monoethyl-L-arginin

mRNA............ Boten RNA (messenger RNA)

NEP............... Neutrale Endopeptidase

NF-kB............ Transkriptionsfakor (Nuclear Factor)-kB

NmM....oooeees Nanometer

NMDA............ N-Methyl-Dopamin-Aspartat

nNOS ............ neuronale NOS

NO......cccoee Stickstoffmonoxoid (Nitric Oxide)

NOS .............. Stickstoffmonoxid-Synthase (Nitric Oxide Synthase)

NPY ............... Neuropeptid Y

Obese-Ratte .. fettleibige Zucker-Ratte (Zucker-fatty-rat;, Typ 2b-Diabetes)
RNA............... Ribonukleinsaure (Ribonucleinacid)

RNAase......... Ribonuklease

RT e, Reveserve Transkriptase

SD-Ratte........ Sprague-Dawley-Ratte

SDS....ccoee Sodium-Dodecylsulphat

STZ-D Ratte .. Streptozotocin inuzierte Diabetes Ratte

TEMED.......... N,N,N,N-Tetramethylethylenendiamin

T-Kinin........... Gewebe-Kinin (Tissue-Kinin)

TNF .o Tumornekrosefaktor

WHO ............. Weltgesundheitsrganistion (World Health Organisation)
ZDF-Ratte...... Zucker-Ratte (Zucker diabetic fatty rat, Typ 2-Diabetes)
ZNS............... Zentrales Nervensystem

VI
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3 Einleitung

Der Diabetes mellitus ist eine Volkskrankheit geworden. Moderne Lebens- und
Ernadhrungsweisen bei gleichzeitiger Einschrankung der korperlichen Aktivitat
haben zu einem Anstieg von Stoffwechselstorungen geflihrt. So liegt in Deutsch-
land die Pravalenz fur Diabetes mellitus derzeit bei ca. 5%. Laut Voraussage der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird die Zahl der Erkrankten bis zum Jahr
2025 in den Industrienationen um ca. 45% steigen und kénne bereits im Jahr 2010
zu den haufigsten Todesursachen zahlen.

Diabetes mellitus ist ein Sammelbegriff fur eine atiologisch heterogene Gruppe
von Storungen des Intermediarstoffwechsels, insbesondere des Kohlenhydrat-
haushaltes. Es werden zwei Haupttypen unterschieden: der Typ 1 oder Insulin-
abhédngige Diabetes, dem meist ein Autoimmunerkrankung mit absolutem
Insulinmangel zugrunde liegt und der Typ 2 oder Insulin-unabhédngige Diabetes.
Letzterer ist durch eine pathologische B-Zell-Funktion auf den Stimulus Glukose
charakterisiert, die mit einer herabgesetzten Insulinwirkung an den Zielgeweben
und einer gesteigerten hepatischen Glukoseproduktion trotz bestehender
Hyperglykadmie einhergeht.

Uber metabolische oder Diabetes-bedingte Veranderungen wie Angiopathie und
Neuropathie werden auch andere Organe beeinflusst. Haufig tritt der Diabetes
mellitus gemeinsam mit Funktionsstérungen weiterer endokriner Organe auf, u.a.
der Hypophyse und Nebenniere. Auch das Zentrale Nervensystem (ZNS), das als
ubergeordnetes Zentrum den Energiehaushalt des Korpers reguliert, ist beein-
trachtigt. Verschiedene Untersuchungen postulieren eine veranderte Signaluber-
tragung im Gehirn diabetisch Erkrankter. Zu den beteiligten Botenstoffen gehoren
unter anderen Bradykinin (BK) und Zytokine. Durch unterschiedliche Stimuli wer-
den sie aus Geweben freigesetzt oder im Blut bzw. Gewebe aus Vorlaufersubstan-
zen neu gebildet. Intrazellular induzieren sie spezifische Antworten Uber zellulare
Zweit-Botenstoffe (second messenger) und eine veranderte Genexpression.
Stickstoffmonoxid (Nitric Oxide, NO) ist ein universeller second messenger, der
zusammen mit Kininen im Rahmen von Entzindungsprozessen vermehrt gebildet
wird und an der Modulation verschiedener Regulationssysteme und der
Immunreaktion mafRgeblich beteiligt ist. Fur beide Mediatoren wurden zahlreiche

Untersuchungen zur Pathogenese und Pathophysiologie des Diabetes und
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Erkrankungen des Energiestoffwechsels in peripheren Geweben durchgefihrt. Die
vorliegende Studie soll einen Beitrag zum Verstandnis der Expression von Kinin-
Rezeptoren und NO-Isosynthasen, sowie deren Einfluss auf das Zusammenspiel
neuronaler Botenstoffe und die Pathophysiologie der diabetischen Erkrankung an

einem Tiermodell leisten.

3.1 Das Kallikrein-Kinin-System (KKS)

Kinine sind Oligopeptide und gehdren zu den potentesten Gewebshormonen mit
einer weiten Spanne von biologischen Aktionen. Am besten ist ihre Wirkung in
peripheren Geweben untersucht, aber man weif3, dass ihnen eine nicht unbe-
deutende Rolle als Neuromodulator und Neurotransmitter zukommt. Vertreter der
Kinine sind BK, Kallidin (KD), T-Kinin (Tissue-Kinin) und ihre aktiven Metaboliten,
des-Arg’-BK und des-Arg'°-KD. Die Verfiigbarkeit dieser biologisch aktiven
Peptide wird im Wesentlichen durch die spezifische Freisetzung aus den
jeweiligen Vorstufen im Plasma, bzw. Gewebe und dem gezielten Abbau zu
inaktiven Endstufen kontrolliert. Kallikrein spaltet im Blutplasma aus dem inaktiven
Vorlaufer, dem hochmolekularen Kininogen (HMWK), BK ab. Im Gewebe entsteht
hingegen aus dem niedermolekularen Kininogen (LMWK) das KD. Beide Sub-
stanzen werden schnell durch Peptidasen inaktiviert, wodurch die Wirkung der
Kinine lokal begrenzt bleibt (siehe Abbildung 1).

Die BK-Wirkungen werden uber zwei G-Protein gekoppelte Rezeptortypen
vermittelt (McEachern et al., 1991; Ni et al., 1998; Jones et al., 1999). Der Bs-
Rezeptor kommt in den meisten Geweben von gesunden Lebewesen nicht vor
(Hall, 1992). Bakterielle Endotoxine und Zytokine, die infolge von Entzindungen,
Infektionen und anderen Noxen gebildet werden, steigern die Expression des B;-
Rezeptors (Marceau, 1995, 1997; Marceau et al., 1998). Ein synergistischer Effekt
konnte fiir den Bi-Rezeptor—Agonisten des-Arg’-BK gezeigt werden, der im
Rahmen von Krankheitsprozessen durch ein Uberwiegen der Kininase I-Funktion
vermehrt gebildet wird.

Der By-Rezeptor ist konstitutiv auf der Zelloberflache von unterschiedlichen
Geweben exprimiert. Er wird durch seine endogenen Agonisten BK und KD und
zusatzlich direkt durch Kallikrein und andere Proteasen aktiviert (Hecquet et al.,
2000). Beobachtungen an verschiedenen Tiermodellen lassen vermuten, dass der

B2-Rezeptor an der akuten Phase von Entziindungen beteiligt ist, wohingegen der
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Bi-Rezeptor bei chronischen Krankheitsverlaufen, wie Diabetes mellitus, an
Bedeutung gewinnt (Hall, 1992; Davis und Perkins, 1994; Zuccollo et al., 1996).

Hochmolekulares Kininogen Niedermolekulares Kininoger

HMWK LMWK
Blutplasma }  pj1sma- E;\iykerl;g[; Gewebe
Kallikrein /

Bradykinin (BK) (KD) Kallidin
o o
= £
X X
4 inaktive N
des-Arg’-BK e Abbauprodukte des-Arg -KD
BB B,~B
vv ( 2 ‘I) v Y ( 2 ‘1)

\ 4
Abbildung 1:

Synthese-, Funktions- und Abbauweg der Kinine
Abkirzungen: HMWK, Hochmolekulares Kininogen; LMWK, Niedermolekulares
Kininogen,; BK, Bradykinin; KD, Kallidin

Der Mechanismus der Signalubertragung von Kinin-Rezeptoren ist am besten fur
den B-Rezeptor charakterisiert. Ein B,-Rezeptor-aktiviertes G-Protein stimuliert
die Phospholipase C, durch die aus Membranlipiden Inositoltrisphosphat (IP3) und
Diacyglycerol entstehen. Die durch IP; vermehrte Calcium (Ca**)-Freisetzung aus
dem Endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol ist der erste Schritt fur die
Aktivierung der endothelialen und neuronalen Stickstoffmonoxid-Synthase (nitric-
oxide-synthase, NOS) mit Bildung des intrazellularen Botenstoffes NO. Diese
Abhangigkeit erklart die Verbindung zwischen dem KKS und NO-zyklo-
Guanisinomonophosphat (cGMP)-System, das weiter unten beschrieben ist.

Klinische Bedeutung besitzt BK ganz offensichtlich im Rahmen von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, der Inflammation und Schmerzentstehung (Privitera et al.,
1994; Lindsay et al., 1997; Couto et al., 1998; Qadri et al., 1999b). AulRerdem
besitzt das KKS zahlreiche metabolische Funktionen, deren Relevanz fur mogliche

therapeutische Ansatze bei Erkrankungen des Energiestoffwechsels noch nicht

3
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eindeutig ist. Zum einen gelangen Glukose und Insulin durch die BK-induzierte
Vasodilatation schneller an ihren Wirkungsort, zum anderen zeigten Damas et al.
(1999) eine reduzierte Insulinsensitivitat in KKS-defizienten Ratten. Die Bedeutung
der Kinine als Neurotransmitter und Neuromodulator im ZNS findet immer mehr
Interesse und ist Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion (de Sousa Buck et
al., 2002). Sowohl in vitro als auch in vivo Studien weisen darauf hin, dass BK die
Sekretion von Hypophysenhormonen moduliert. Intrazerebroventrikular (i.c.v.)-
applizietes BK fuhrt zu einer Steigerung des Adrenokortikotropen
Hormons (ACTH) und folglich zu einer Beeinflussung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden (HHN)-Achse (Guillaume-Gentil et al., 1990;
Madeddu et al., 1992; Malendowicz et al., 1996). Dies lasst vermuten, dass BK die
Funktion eines ,Releasing-Hormons“ oder Modulators im Hypophysenvorder-
lappen besitzt und hierdurch als maoglicher zentraler Mediator in der Stressachse

fungiert.

3.2 Das Stickstoffmonoxid-System

NO ist das kleinste endogen gebildete bioaktive Molekul und wurde im Jahre 1992
aufgrund seiner enormen biologischen und pathologischen Bedeutungen von der
Zeitschrift Science zum ,Molekul des Jahres® deklariert. NO wird infolge Rezeptor-
aktivierung durch BK, Azetylcholin (ACh) u.v.m. oder mechanischer Stimulation
(Schubspannung des stromenden Blutes) aus L-Arginin unter Katalyse der NOS
synthetisiert. Dabei wird ein Guanidin-Stickstoff des Arginins zu NO oxidiert und
freigesetzt, so dass als Spaltprodukt die Aminosaure Zitrullin entsteht
(Abbildung 2).

CaM

NO-Synthase

L-Arginin \

+ NADPH L-Zitrullin
+ O, + NADP

+ NO

Abbildung 2: Syntheseweg von NO
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Abkirzungen: NO, Stickstoffmonoxid, NADPH, Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
phosphat; CaM, Calmodulin

Es existieren drei Isoformen der NOS: die neuronale NOS (nNOS), endotheliale
NOS (eNOS) und induzierbare NOS (iNOS) (Forstermann et al., 1993). Die nNOS
und eNOS sind unter physiologischen Bedingungen konstitutiv vorhanden, ihre
Prafixe geben die Gewebe ihrer Erstbeschreibung wieder. Sie produzieren relativ
kleine Mengen an NO. lhre Aktivitdt ist abhdngig von der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration und der reversiblen Bindung des Kofaktors Calmodulin (CaM).
Demnach fungieren Ca®*-mobilisierende Agonisten, wie BK, ACh oder Glutamat,
als permissive Substanzen in Bezug auf die Bildung von NO. Die dritte Form, die
induzierbare NOS, produziert weit groRere Mengen an NO. Sie hat CaM als
prosthetische Gruppe gebunden und ist somit Ca?*-unabhingig. Zytokine,
Lipopolysaccharide aus Bakterienzellwanden, Viren und andere Noxen stimulieren
intrazellulare Signalwege und regulieren hierdurch die Transkription der iINOS
(Nathan und Xie, 1994).

NO wirkt nach seiner Bildung entweder autokrin auf dieselbe Zelle oder gelangt
durch Diffusion in den Intrazellularraum benachbarter Zellen. In relativ geringen
NO-Konzentrationen, steht die direkte Aktivierung der zytoplasmatischen
Guanylatzyklase im Vordergrund: cGMP entsteht und greift anschlieRend als
ubiquitarer SignallUbertragerstoff in den Zellhaushalt ein. Hohere Konzentrationen
von NO, wie sie durch iINOS entstehen, bewirken Uber Transkriptionsfaktoren und
die Modulation der zellularen Genexpression tiefgreifende und langfristige
Veranderungen (z.B. die Fahigkeit der Zelle, Stress und Krankheit entgegen-
zuwirken). Ort, Zeit, Menge, umgebendes Redox-Potential und Vorhandensein
von potentiellen Zielmolekilen nehmen Einfluss auf das weite Feld der NO-
Wirkung, die zellprotektiv, regulatorisch oder auch zytotoxisch ausfallen kann.
Nicht umsonst bezeichneten Stevens et al. (1997) NO als ,two edged sword”
(zweischneidiges Schwert).

Im ZNS wird NO nach Aktivierung des ionotropen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptors durch nNOS in der oben erwahnten Reaktion gebildet. Nach Diffusion
in umliegende Neuronen stimuliert NO die Guanylatzyklase, wodurch je nach
intrazellularer Ausstattung mit cGMP-Zielmolekulen die neuronale Erregbarkeit

verstarkt oder abgeschwacht wird. Als wichtiger Botenstoff im ZNS nimmt NO




Einleitung

Einfluss auf die Synaptogenese, Gedachtnisbildung, Schmerzverarbeitung und
Kontrolle des Blutdruckes (Garthwaite, 1991; Snyder und Bredt, 1992). Aktuelle
Untersuchungen postulieren, dass NO die Aktivitat der HHN-Achse moduliert und
die Nahrungsaufnahme und das Trinkverhalten bestimmen (Brann et al., 1997;
Riedel, 2000; Seo und Rivier, 2001). Die hochsten Spiegel der neuronalen NOS-
Isoform wurden im Hypothalamus lokalisiert, also in Gebieten der Nerven-
zellkorper von verschiedenen neuroendokrinen Regelkreisen (Prevot et al., 2000).
Die Nervenzellkorper besitzen Projektionen sowohl zum Hirnstamm und Rucken-
mark als auch in die Media Emminentia. Dies lasst Mechanismen vermuten, Uber
die NO in autonomer Regulation Einfluss auf die neuroendokrine Hypothalamo-
Hypophysen-Einheit und auf den Sympathikus ausuben konnte. Beide Systeme
sind an der Stressbewaltigung beteiligt und fuhren im Idealfall zu einer adaquaten
Antwort auf den belastenden Faktor (Shanks et al., 1998; McCann et al., 2000;
O'Connor et al., 2000; Mizock, 2001).

Der eNOS kommt eine wichtige Bedeutung bei der Regulation des basalen und
reaktiven vaskularen Widerstandes und des zerebralen Blutflusses zu. Hierbei
wird der zerebrale Blutfluss der regionalen Stoffwechselaktivitat angepasst. Durch
die Hemmung von Plattchen- und Leukozytenaggregation werden die Fluss-
eigenschaften zusatzlich verbessert (Michel, 1999; Prevot et al., 2000).

Die Expression von iINOS scheint eine wichtige Aufgabe bei der Abwehr von
bakteriellen, parasitaren und eventuell karzinogenen Krankheiten zu tbernehmen.
Moglicherweise spielt sie auch im Rahmen von Entwicklungs- und Wachstums-
prozessen und Zelldifferenzierung eine Rolle (Kim und Yoon, 1998; Heneka und
Feinstein, 2001). Fir die durch iNOS produzierten NO-Mengen konnten abhangig
von den umgebenden Faktoren sowohl protektive als neurotoxische Eigenschaften
aufgezeigt werden. So wird NO im Zusammenhang mit akuten und chronischen
oder autoimmunen Entzindungen des ZNS, Epilepsie, Demenz, permanentem

Stress und anderen Pathologien diskutiert (Olivenza et al., 2000).

3.3 Die Glukosetransporter (GLUT)-Isoformen

Dem ZNS kommt in Bezug auf den Energiestoffwechsel eine besondere Stellung
zu. Glukose stellt die wichtigste Energiequelle fur das Gehirn der Saugetiere dar,
und die kontinuierliche Zufuhr dieses Energietragers ist essentiell fur die Aufrecht-

erhaltung der zerebralen Funktionen (Brant et al., 1993). Die Aufnahme von
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Glukose in die Zelle wird von einer Familie strukturverwandter Membranproteine
gewahrleistet, die als Glukosetransporter (GLUTs) bezeichnet werden. Viele
Autoren beschreiben ein gewebespezifisches Muster der GLUT-Ausstattung. So
konnten die GLUT 1, 3 und 5 in den meisten Anteilen des ZNS nachgewiesen
werden. GLUT 1 ist der wichtigste Transporter entlang der Bluthirnschranke (BHS)
(Pardridge et al., 1993; Shepherd und Kahn, 1999). Er ubernimmt die erste Stufe
des Glukosetransports aus dem Blut in das Gehirn und bildet gleichzeitig den
limitierenden Faktor bei Substratmangel. Die Rolle von GLUT 3 besteht in der
Glukoseaufnahme in die Neuronen und Gliazellen. Noch ist wenig uber GLUT 5
bekannt, er wurde weitverteilt in Mikrogliazellen gefunden und ist an einem
Symport von Glukose mit Na*-lonen beteiligt. Alle hier genannten Transporter
funktionieren Insulin-unabhangig. In diese Gruppe gehort auch GLUT 2. Er
ermdglicht in der Leber einen bidirektionalen Glukosetransport: einerseits die
Glukoseaufnahme mit simultaner Hemmung der hepatischen Glukoneogenese,
andererseits die Glukoseabgabe bei stimulierter Glukoseproduktion. Nur GLUT 4
steht unter der Kontrolle von Insulin.

Zusammen gewahrleisten sie die genaue Kontrolle des Glukosetransportes und
damit die Aufrechterhaltung der Glukosehomdostase unter verschieden physio-
logischen und pathophysiologischen Bedingungen. Damit sind jedoch gleichzeitig
mogliche Defekte, die zur Ausbildung einer Hyperglykamie fuhren, denkbar. So gilt
die Dysfunktion des GLUT 4 als eine der Ursachen fir die Entstehung des Typ-2-
Diabetes im peripheren Gewebe (Palitzsch, 2000). Bei Patienten mit Typ 1-
Diabetes wurden zytotoxische T-Lymphozyten nachgewiesen, die sich gegen den
fur B-Zellen spezifischen GLUT 2 richten (Pozzilli, 1998). Zusatzlich zeigen einige
Studien an Typ 1-Diabetesmodellen reduzierte GLUT-Aktivitaten entlang der BHS
(Pardridge et al., 1990; Mooradian et al., 1993). Als Ausdruck fir die elementare
Stellung der zellularen Glukoseaufnahme im ZNS wurde in der vorliegenden
Studie die mRNA-Expression der Glukose-Transporter 1-5 an verschiedenen

Diabetesmodellen untersucht.

3.4 Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Eine wichtige Hirnregion fur die Erhaltung der Homoostase des Organismus ist der
Hypothalamus. Uber komplexe neuroendokrine Verbindungen, spinale Reflexe

und vegetative Regulationen integriert er vegetative, endokrine und somato-
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motorische Funktionen des Korpers und ist fur ihre adaquate Einstellung sowonhl
unter Stressanforderungen als auch Basalbedingungen verantwortlich. Emotionale
und mentale Belastungen, sowie Krankheiten bedrohen diese hypothalamische
Koordination und machen eine Anpassung an die Stressoren notig. Zentraler
Effektor bei der Reaktion auf veranderte Bedingungen allgemein sind
Kortikoliberin  (Corticotropin-Releasing-Hormon; CRH) und Vasopression (=
Adiuretin) mit konsekutiver Stimulation der HHN-Achse. Die Biosynthese von CRH
und Vasopressin im Hypothalamus unterliegt neben stimulierenden Stressoren
und negativen Feedbacksignalen einem biologischen tageszeitabhangigen
Rhythmus. Interessant ist, dass CRH und Vasopressin in identischen Zellen des
Hypothalamus synthetisiert werden kénnen. Ein Uberwiegen von CRH entspricht
der Regulation unter Basalbedingungen wie auch akutem Stress, wahrend
Vasopressin eine wichtige Bedeutung in der chronischen Stressantwort zuteil wird.
CRH und Vasopressin fordern im Hypophysenvorderlappen die Freisetzung von
adrenokortikotropem Hormon (ACTH), welches seinerseits in der Nebennieren-
rinde die Bildung und Sekretion von Kortikosteroiden bestimmt. Letztere bewirken
Uber die Modulation der Genexpression die Anpassung des Stoffwechsels,
Kreislaufes, Immunsystems usw. an die veranderten auf’eren oder inneren
Bedingungen. Ein autoregulatorischer Ruckkopplungsmechanismus (negatives
Feedback) verhindert Uber zirkulierende Glukokortikoide eine andauernde

Stimulation der HHN-Achse, bzw. ermdglicht eine feinabgestimmte Regelung.

3.5 Hypothese und Fragestellung

Unter langanhaltenden, chronischen Bedingungen kann Stress von einer
adaptiven Reaktion zu einer Belastung mit schadigender Wirkung auf viele
Korperfunktionen wie z.B. das Immunsystem werden (Strausbaugh et al., 1999).
Charakteristisch flr eine langandauernde Stressreaktion mit einer chronischen
HHN-Achsen-Uberaktivitat sind unangemessen hohe Glukokortikoidspiegel, wie
sie auch bei Patienten mit Diabetes nachgewiesen wurden (Dallman et al., 1993;
Dinan et al, 1994). Fur beide Diabetes-Typen sind Veranderungen von
Hypothalamus-Transmittern und der Genexpression von Neuropeptiden bewiesen

(Guillaume-Gentil et al., 1990). Der Beitrag des peripheren KKS und NO-Systems
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in Bezug auf den Glukosemetabolismus, die Entstehung und Entwicklung
diabetischer Symptome und assoziierter Krankheiten ist bereits vor Jahren
entdeckt worden. Es mehren sich jedoch Hinweise, dass BK und NO auch im ZNS
eine entscheidende Rolle als Neuromediator mit unterschiedlichen zerebralen
Funktionen wahrnehmen. Besonderes Augenmerk gehort hier der HHN-Achse, die
an der Regulation neuronaler, endokriner und metabolischer Funktionen des
Korpers beteiligt ist. Immunhistochemische Studien konnten ein weitverteiltes
Vorkommen der konstitutiven Anteile des KKS und NO-Systems nachweisen und
lassen einen groleren Einfluss auf die HHN-Achse vermuten als zuvor

angenommen (Chen et al., 2000).

Unsere Hypothese war, dass das KKS und NO-System in diabetischen
Versuchstieren Veranderungen aufweisen, die im Zusammenspiel mit dem
Kohlenstoffmetabolismus und der Energiehomoostase eine wichtige Rolle als
Ausloser und sekundare Erscheinung bestimmter Symptome spielen. Bislang
liegen lediglich begrenzt Daten zu Besonderheiten dieser Systeme im ZNS von
Versuchstieren vor, und die Ergebnisse sind teilweise widerspruchlich. Das Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, durch Anwendung der Polymerasekettenraktion
(Polymerase-Chain-Reaction, PCR) mit der Reversen Transkriptase (RT-PCR)-
und des Western Blot-Verfahrens grundlegende Daten zur Verteilung von Kinin-
Rezeptoren und NOS-Isoformen auf allen drei Ebenen der HHN-Achse in drei
unterschiedlichen Diabetesmodellen zu untersuchen und mogliche Auswirkungen
oder Ursachen eines gestorten Glukosehaushalt aufzudecken. Es wurden
Tiermodelle des Typ 1- und Typ 2-Diabetes sowie ein Tiermodell mit einer
Glukosetoleranzstérung im Rahmen eines Metabolischen Syndroms verwendet.
Zur Charakterisierung des jeweiligen Energie- und Hormonstatus der unterschied-
lichen Tiermodelle wurden die Konzentrationen von Glukose, Insulin, Leptin und
zusatzlich die Hormone der HHN-Achse (ACTH, Kortikosteron und Aldosteron) im

Plasma bestimmt.
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Zusammenfassend wurden folgende Fragen lberpriift:

Wie verhélt sich die Expression von Kinin-Rezeptoren und NOS-
Isoformen in den Organen der HHN-Achse in unterschiedlichen

Diabetesmodellen?

Hat Hyperglykédmie oder Hypoinsulindmie einen Einfluss auf die

Expression und Synthese von Kinin-Rezeptoren und NOS-

Isoformen?

BeeinfluBt Insulin-Ersatztherapie die Expression von Kinin-

Rezeptoren und NOS-Isoformen?

Welche Verdnderungen zeigt die Expression von GLUT 1-5 auf
Transkriptionsebene im Typ 1-, bzw. Typ 2-Diabetesmodell.
BeeinfluBt die Insulinersatztherapie Auswirkungen auf die

Expression?

10
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4 Material und Methoden
4.1 Material

Zur besseren Ubersicht werden die Bezugsquellen der Chemikalien und

Zusammensetzungen der Losungen separat im Anhang unter 9.1 aufgefthrt.

4.2 Methoden

421 Tiermodelle

Alle durchgefiihrten Experimente wurden in Ubereinstimmung mit der Deklaration
von Helsinki und den Richtlinien Uber die Haltung und den Einsatz von Labortieren
durchgefuhrt. Die Studie wurde durch das Ministerium fir Umwelt, Natur und
Forsten des Landes Schleswig-Holstein genehmigt und ist am Uniklinikum
Schleswig-Holstein unter der Tierversuchsprotokollnummer 9/y/01 registriert.

Allen Ratten wurde eine Eingewdhnungsphase von einer Woche zur
Akklimatisierung an die Bedingungen des Tierstalls ermdglicht. Die Tiere wurden
einzeln pro Kafig bei freiem Zugang zu Wasser und Futter (tAltromin R10,
Standardqualitat) gehalten. In dem klimatisierten Tierstall herrschte eine konstante

Temperatur von 24°C und ein kiunstlicher 12 Std.-Tag/Nacht-Rhythmus.

4.2.1.1 Typ 1-Diabetes Ratten

Als Typ 1-Diabetes-Aquivalent wurde der Ratten-Stamm Sprague-Dawley (SD,
Charles River, Sulzfeld, Deutschland, 280-300g Korpergewicht (KG)) mit
Streptozotocin (STZ; Sigma, Minchen, Deutschland) behandelt. STZ ist ein
Antibiotikum, welche von Streptomyces acromogenes gebildet wird, das selektiv
auf B-Inselzellen des Pankreas wirkt und einen chemisch-toxischen Diabetes
induziert (O'Donnell et al., 1988). Das STZ-Modell ist das meist angewandte
Modell, um kardiovaskulare und neuropathische Komplikationen des Typ 1-
Diabetes zu untersuchen. 10 SD-Ratten erhielten einmalig eine auf das
Korpergewicht bezogene Dosis STZ von 65 mg/kg KG. Geldst in 0,05 M Natrium-
Zitrat-Puffer (pH 4,5) wurde die Menge intraperitoneal (i.p.) injiziert. Innerhalb von
24 Std. entwickelten die Tiere einen hyperglykdmischen Zustand (siehe
Abbildung 4). Die Kontrollgruppe (n=10) erhielt zur gleichen Zeit eine ent-
sprechende Menge reinen 0,05 M Natrium-Zitrat-Puffers (Vehikel). Aufgrund der

11
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geringen Stabilitdt wurden die Loésungen unmittelbar vor Gebrauch in
abgedunkelten GefalRen angesetzt. Fur die Dauer des Versuches wurde im
24 Std.-Intervall die Trinkmenge der Ratten und jeden zweiten Tag das
Korpergewicht  protokolliert.  Erhdhte  Blutzuckerspiegel sowie erhdhte
Trinkmengen bei geringer oder fehlender KG-Zunahme wurden als Bestatigung
eines induzierten Typ 1-Diabetes bewertet. Am 17.Tag nach der Injektion wurden
die Tiere durch eine i.p. Gabe Pentobarbital-Natrium (60 mg/kg KG) betaubt und
anschlielend dekaptiert. Das Blut wurde zur Bestimmung der Plasmaspiegel von
Glukose, Insulin und Leptin asserviert und die Organe isoliert. In einer zweiten
unabhangigen Versuchsreihe wurden identische Experimente zur Gewinnung von
Gewebe fur Proteinanalysen im Western-Blot-Verfahren durchgefuhrt.

Eine Gruppe von STZ-D Ratten (n=10) wurde unter Insulin-Behandlung gehalten.
Ab dem zweiten Tag der oben beschriebenen STZ-Injektion wurde den Tieren
taglich zwischen 17.00 und 18.00 Uhr 20-22 IU Insulin intramuskular (i.m.)
substituiert (Humaninsulin-Basal-NPH 40, Lilly GmbH, GieRen, Deutschland).
(Serino et al., 1998). Zuvor wurde jeweils die aktuelle Glukose-konzentration im
Plasma bestimmt. Flr eine ungehinderte Blutentnahme wurde diesen Ratten 2-
3 Tage vor Versuchsbeginn ein Arteria-Femoralis-Katheter gelegt. Bei der
Implantation des Arteria-Femoralis-Katheters wurde gemal der Beschreibung von
Qadri (1999a) und Baurle (Baurle, Doktorarbeit 2002) erfahren. Der Katheter
wurde nach jeder Blutentnahme mit 0,5 ml NaCl gespult. Am 14. Tag nach der
Injektion wurden die Tiere wie oben beschrieben betaubt und dekaptiert. Noch am

selben Tag wurde Blut asserviert und die Gewebeentnahme durchgefuhrt.

4.2.1.2 Typ 2-Diabetes Ratten

a) ZDF-Ratten:

10 Wochen alte Zucker diabetic fatty (ZDF)-Ratten (ZDF/Gmi-fa/fa) von Genetic
Models Inc. (Indiana, IN, USA) dienten als Modell des Typ 2-Diabetes. Diese
Ratten werden 4 Wochen speziell energiereich ernahrt (Purina 5008, Purina Mills)
und entwickeln daraufhin spontan eine Form des Insulin-unabhangigen Diabetes
(NIDDM). Nach vier Wochen zeichnen sie sich durch Hyperglykamie (Plasma-
Glukosespiegel >500 mg/dl), Insulinresistenz, Hyperinsulinamie und Hyper-

lipidamie aus. Als entsprechende Kontrolltiere wurden ZDF-Kontrollratten
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(ZDF/Gmi-fa/+) verwendet. Diese bleiben unter der speziell energiereichen

Nahrung euglykamisch (Plasma-Glukose 150 mg/dl).

b) Obese-Ratten

12 bis 13 Wochen alte mannliche, genetisch fettleibige Zucker-Ratten (genetically
obese Zucker-rats; (fa/fa), Obese-Ratten) ahneln dem menschlichen uber-
gewichtigen Typ 2-Diabetes. Dem Stoffwechselleiden der Obese-Ratte liegt eine
Aminosaure-Mutation in der extrazellularen Domane des Leptin-Rezeptors mit
autosomal-rezessivem Erbgang zugrunde. Hauptsymptom ist die Fettleibigkeit mit
ubermafiger Nahrungsaufnahme. AulRerdem bestehen eine Glukoseintoleranz mit
Hyperinsulinamie und Insulinresistenz sowie eine Uberaktivitat der HHN-Achse.
Verglichen wurden die Tiere mit den entsprechenden schmalen Kontrolltieren
(lean-littermate, fa/+ oder +/+). Beide Versuchstiergruppen wurden aus Harlan

(London, Grol3britannien) bezogen.

4.2.2 Experimentelle Protokolle

Typ 1-Diabetes

SD (Kontrolle) STZ-D STZ-D + Insulin

Tag: -2 Bestimmung des KGs, Legen eines Arteria-Femoralis-Katheters

Tag: -1 Blutentnahme (BE, 100 pl) zur Blutzucker (BZ)-Bestimmung,
anschlieend Spulen mit 100 pl 0,9%iger NaCl-Losung

Tag: O i.p. Vehikel- i.p. STZ-Injektion i.p. STZ-Injektion
Injektion (Natrium- | (65 mg/kg KG) (65 mg/kg KG)
Citrat-Puffer)

Tag: 1-13 | tagliche Messung von BZ, Trinkmenge und KG

entsprechende Insulin-
Substitution (i.m.)

Tag: 14 Narkose mit Pentobarbital (60 mg/kg KG); BE zur Bestimmung von
Plasma-Glukose,-Insulin,-Leptin,~ACTH, -Kortikosteroid und -
Aldosteron; Dekapitierung: Entnahme von Gehirn, Hypophyse und

Nebenniere
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Typ 2-Diabetes

a) ZDF-Ratten:

ZDF-Kontrolle (ZDF/Gmi-fa/+) ZDF (ZDF/Gmi-fa/fa)

Tag: -1 Bestimmung des KGs

Tag: -1-28 | Futterung mit speziell energiereicher Nahrung

Tag: 29 Narkotisierung mit Pentobarbital (60 mg/kg KG); BE zur Bestimmung

von Plasma-Glukose, -Insulin und -Leptin; Dekapitierung: Enthahme

von Gehirn, Hypophyse und Nebenniere

b) Obese-Ratten:

Lean (Kontrolle, fa/+ oder +/+) Obese (fa/fa)

Tag: -1 Bestimmung des KGs

Tag: -2 -7 | Akklimatisierung an Bedingungen des Tierstalls

Tag: 8 Narkotisierung mit Pentobarbital (60 mg/kg KG); BE zur Bestimmung
von Plasma-Glukose, -Insulin und -Leptin; Dekapitierung: Enthahme

von Gehirn, Hypophyse und Nebenniere

4.2.3 Bestimmung von peripheren Plasmaspiegeln

Die Messung des Plasmaspiegel fur Glukose wurden mittels eines automatischen
»Glukometer Elite XL (Bayer, Leverkusen, Deutschland) durchgefihrt. Die Insulin-
und Leptin-Spiegel wurden aus dem asservierten Plasma nach konventionellen
Bedingungen im enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (enzyme-linked immu-
nosorbent assay, ELISA) ermittelt (Linco, Missouri USA und ICN Biochemicals
GmbH, Deutschland). Zusatzlich wurden die Plasmaspiegel fir ACTH,

Kortikosteroid und Aldosteron mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt.

4.2.4 Gewebeentnahme fur die mRNA- und Protein-Bestimmung

Die Praparation des Gehirns erfolgte nach einer von Palkovits und Brownstein

(1992) vorgestellten Anleitung. Der Schadelknochen wurde entfernt, das Gehirn
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entnommen und auf die Dorsalseite gelagert. In dieser Position wurden zwei
vertikale Koronarschnitte durchgefuhrt: einer durch den Korper des Chiasma
opticum, tangential zu den Tubercula olfactorii, und ein zweiter direkt hinter dem
Infundibulum. Die entstandene koronare Gehirnscheibe wurde mit der rostralen
Flache nach oben gelegt. Mit einem Schnitt entlang der perihypothalamischen
Sulci und einem Horizontalschnitt unmittelbar unterhalb der Commissura anterior
konnte der Hypothalamus als Block entnommen werden (Abbildung 3). Dieser
beinhaltet fast alle grolen hypothalamischen Kerngebiete: Nucleus (Ncl.) para-
ventricularis, supraopticus, suprachiasmaticus, periventricularis, anterior, arcuatus
und einen Teil des lateralen und posterioren Hypothalamus. Die Hypophyse wurde
als Ganzes vorsichtig aus der Sella turcica gelost. Zur Praparation der Neben-
nieren wurde der Bauchraum eroéffnet, die Nebenniere entnommen und von perire-
nalem Fettgewebe befreit. Alle Gewebe wurden unverziglich in —=30°C kaltem
Isopentan schockgefroren und anschlielRend bei —80°C bis zum Tage der Aufar-

beitung gelagert.

Zerebraler

~a

Kortex

/. Kleinhirn

Brijcke

!

Hypothalamus- Hirnstamm

Block Hypophyse

Abbildung 3:

Schematische Darstellung des Rattenhirns im sagittal-medianen Schnitt.
Abkiirzungen: Ca, Kommissura anterior, CC, Korpus kallosum; Co, Chiasma
opticum (nach Qadri et al. 2003)
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4.2.5 Gewebevorbereitung fir die Polymerasekettenreaktion mit der Reversen
Transkriptase (RT-PCR)

Die tiefgefrorenen Gewebe wurden mit Hilfe eines Homogenisators (Ultra-Turrax®,
IKA Analysetechnik GmbH, Staufen, Deutschland) fur die RNA-Isolierung vorbe-
reitet. Alle Gewebe wurden 45-60 Sek. lang in einem Guanidinisothiocyanat- und
14,5 M B-Mercaptoethanol-haltigen Lyse-Puffer (RLT-Puffer®; Qiagen-RNeasy®
Mini Kit) aufgeschlossen und homogenisiert. Die Gesamt-RNA der homo-
genisierten Gewebe wurde unter Verwendung des kommerziellen RNeasy® Mini
Kits (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) in Anlehnung an die Herstellerangaben
in dem dazugehdrigen Handbuch aufbereitet. Dabei wird die Gesamt-RNA in
Anwesenheit von chaotropen Substanzen in sogenannten Spin-Columns an Silika-
gel-Partikel gebunden, gereinigt, mit DNAase 1 behandelt und schlieBlich mit
RNAase-freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration des erhaltenen Eluats
wurde photometrisch (BIO-RAD, Smart Spec™ 3000, USA) bei einer Wellenlange
von 260 nm (Absorptionsmaximum der Nukleinsauren) und 280 nm (Absorptions-
maximum von Proteinen) gemessen. Gleichzeitig wurde die Reinheit der Extrakte
durch Bestimmung des A260/A280-Quotienten gepruft. Dabei entspricht die Ab-
sorption bei einer Wellenlange von 260 nm in reinem Wasser einer RNA-Konzen-
tration von 40 pg/ml. Die bestimmten A260/A280-Quotienten lagen im Gultigkeits-
bereich bei 1,9+0,1.

4.2.6 Durchfihrung der RT-PCR

Die extrahierte RNA wurde unter Verwendung einer RNA-abhangigen DNA-
Polymerase (Reverse Transkriptase) aus dem Avian Myeloblastosis Virus (AMV)
in komplementare DNA (complementary DNA, cDNA) Uberschrieben (Promega
Corp RT-Kit, Mannheim, Deutschland). Zum Ausschluss von mdglichen Kon-
taminationen durch genomische DNA wurden matrizenfreie Ansatze, bzw.
Kontrollen ohne Reverse Transkriptase mitgefuhrt. Mit Hilfe der von Mullis et al.
(1986) entwickelten PCR wurde die aus der RT-Reaktion resultierende cDNA
qualitativ auf das Vorhandensein von BK-Rezeptor- und NOS-DNA-Fragmenten
untersucht und selektiv vervielfaltigt. Als interner Standard diente B-Aktin.

Die zur Vervielfaltigung der DNA-Fragmente bendétigten Primer wurden mit Hilfe

der Primer3 Software von S. Rozen und H.J. Skaletsky ausgewahlt (http://www-
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genome.wi.mit.edu/genome-software/other/primer3.html). Hierbei wurde auf eine

einheitliche Lange von 20 bp mit einem ausgeglichenen Verhaltnis von Purin- zu
Pyrimidinbasen und ahnliche Hybridisierungstemperaturen geachtet. Alle Primer
wurden von Life Technologies GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Eine ta-
bellarische Ubersicht der Primersequenzen befindet sich im Anhang unter 9.1.11.

Die Reaktionsbedingungen einschliel3lich des Temperaturprofils, der Anzahl der
Zyklen und der MgCl,—Konzentrationen wurden fur jedes Primerpaar gesondert

experimentell optimiert (siehe Tabelle 6 und 7 im Anhang unter 9.1.8).

Die Amplifikationsreaktion im Temperatur-Gradient-Thermoblock (Biotron GmbH

Gattingen, Deutschland) gliederte sich in folgende Schritte:

Schritt 1: initiale Denaturierung der doppelstrangigen DNA (dsDNA) bei 95°C
far 1 Min.

Schritt 2: Primer-Bindung bei einer Primer-spezifischenTemperatur fir 1 Min.

Schritt 3: Synthese des DNA-Abschnittes mit Hilfe der thermostabilen DNA-
Polymerase und unter Anwesenheit aller vier Nukleotide bei 72°C flr

30 sec

In einer anschlieBenden Gelelektrophorese wurde das Gemisch aus 12,5 pl des
PCR-Endprodukts mit 2,5 pl Ladepuffer in einem 2,0%-igen Agarosegel auf-
getrennt. Die DNA-Banden wurden mit Ethidiumbromid gefarbt und durch UV-
Transillumination im Gel sichtbar gemacht und zur Dokumentation photographiert.
Als GroRenstandard diente eine 100-Basenpaar (bp)-DNA-Leiter der Firma Gibco.
Die Bandenstarke wurde unter Verwendung der Scanimage-Software quantitativ
ausgewertet und zur jeweiligen Bandenstarke der Referenz (B-Aktin) in Relation
gesetzt. Somit werden in der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse als ,Relative
Intensitaten® zu B-Aktin angegeben. Unter 9.1.10 sind die PCR-Gel-Bilder dieser
Arbeit einzeln abgebildet.

Anhand von Restriktionsanalysen wurde die Spezifitdt der PCR-Reaktion
Uberprift. Uber eine interne Schnittstelle der zuvor amplifizierten DNA-Sequenz

lieferten sie zwei DNA-Fragmente (Abbildung 6).
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4.2.7 Gewebevorbereitung fir die Proteinanalyse mittels Western Blot-Ver-

fahrens

4.2.7.1 Homogenisation der Gewebe

Fir das Western Blot-Verfahren wurde das zu untersuchende Gewebe im
Verhaltnis von 1:5 mit Extraktionspuffer in einem 2 ml Glashomogenisator flr
60 Sek. lysiert. AnschlieBend wurde das Homogenisat 10 Min. bei 4°C und
10000xg (Ultrazentrifuge) zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mit im Sodium-
Dodecylsulphat (SDS)-Probenpuffer (4-fach) und 0,1 mM (-Mercaptoethanol
gemischt und bei 98°C fur 10 Min. auf einem Heizblock denaturiert. Danach
wurden die Proben fur 30 Min. mit 14000xg bei 4°C zentrifugiert und die Lipid-
phase verworfen. Die so gewonnenen Proteinextrakte wurden portioniert und bei -
80°C gelagert.

4.2.7.2 Gesamtproteinbestimmung

Die quantitative Bestimmung des Gesamt-EiweilRgehaltes der Proteinextrakte
wurde nach dem Protokoll von Lowry et al. (1951) durchgefliihrt. Proteine bilden
mit einer alkalischen Cu2+-Reagenz eine Verbindung, welche in der Lage ist die
Folin-Reagenz zu reduzieren. Die durch Reduktion der Folin-Reagenz
resultierende Blaufarbung wurde bei einer Wellenlange von 750 nm mit dem UV-
Spektrometer bestimmt. Parallel dazu wurde eine Verdunnungsreihe aus einer
Rinderalbumin-Stammldsung (1 mg/ml) zur Ermittlung der Eichkurve hergestellt
(20 pg/ml bis 200 ug/ml) und deren Extinktionswerte in Doppelbestimmungen
gemessen. Anhand dieser Eichreihe liel sich der EiweilRgehalt der Extrakte unter

Anwendung des Lambert-Beer schen Gesetzes berechnen.

4.2.8 Western Blot-Analyse

4.2.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Das auf Towbin et. al. (1979) zurickgehende Verfahren erlaubt die Identifizierung
und Quantifizierung bestimmter Protein-Antigene in komplexen Gemischen. Zur
Auftrennung des zu untersuchenden Proteingemisches wurde zunachst eine

denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli und seinen
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Mitarbeitern (1970) durchgefiihrt. Das 2-Komponenten-Gel, bestehend aus einem
7,5%igen Sammelgel und einem 5%igen Trenngel, diente der optimalen
Auftrennung der Proteinsuspension. Die Pufferzusammensetzung zur Herstellung
von 7,5%igen SDS-Gelen befindet sich im Anhang auf Seite 76. Die
Elektrophorese wurde mit konstanter Spannung von 200V fir 30 Min.
durchgefuhrt. Unter diesen Bedingungen erfolgt die Auftrennung der SDS-Protein-
Komplexe naherungsweise nach ihrem Molekulargewicht. Durch den Einsatz
eines  Markers  (Protein-Molekular-Weight-Marker)  mit  standardisierten
Proteinbanden konnte die erfolgreiche Auftrennung der Proben im SDS-
Polyacrylamidgel visualisiert und gleichzeitig die molekulare Masse der Proteine

kalkuliert werden.

4.2.8.2 Protein-Transfer und Immunodetektion

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry-
Verfahren (Blotapparatur von Amersham Pharmacia, San Francisco, USA) auf
eine Nitrocellulose-Membran (5 x 8 cm) elektrotransferiert (3h, 50V, 50mA, 2,5W)
und somit immobilisiert.

Zur Reduktion von unspezifischen Antikorper (AK)-Bindungen wurden zunachst
potentiell irrelevante Bindungsstellen auf der Nitrocellulose-Membran mit fettfreier
Trockenmilch (5%) geblockt. Anschlie3end folgte die immunologische Detektion
der immobilisierten Proteinbanden. Fur jeden eingesetzte primaren AK (anti-Bo-
Rezeptor, -nNOS, -iINOS) wurde die optimale Konzentration bestimmt. Nach
viermaligem Waschen mit PBS und 0,1% Tween wurden die Membranen mit
einem Peroxidase-gekoppelten Sekundar-AK in optimaler Verdunnung inkubiert.
Im Einzelnen sind die Verdinnungen der eingesetzten Primar- und Sekundar-AK
der Tabelle 6 und 7 im Anhang auf Seite 75 zu entnehmen. Uberschissiger AK
wurde in vier 10-minutigen Waschschritten mit PBS-Tween-Puffer entfernt.

Der Nachweis der spezifischen AK-Bindung erfolgte mit Hilfe des "Enhanced
Chemiluminescence"-Kits von Amersham (ECL Western blotting detection
reagents). Zur Detektion des entstandenen Lumineszenzsignales wurde ein
Roéntgenfilm fur 1 bis 5 Min. belichtet und entwickelt. Die Dichte-Auswertung der
Blot-Banden erfolgte Uber das Programm Scion Image (Scion Imaging Software,

Scion Corporation, Maryland, USA) am Computer.
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Die Western Blot-Analysen wurden nur fur diejenigen Gewebe durchgefihrt, bei
denen ein signifikanter Unterschied der jeweiligen mRNA-Expression zwischen
STZ-D Ratten und Kontrollratten aufgefallen war. Daher sind in dieser Arbeit
Untersuchungen zur Protein-Expression des Bi-Rezeptors und der eNOS nicht

aufgefuhrt.

4.2.9 Statistische Auswertung

In allen Versuchen wurden aus den Einzelwerten die arithmetischen Mittelwerte
gebildet. Diese sind mit den entsprechenden mittleren Fehlern (SE; Standard-
fehler) sowie dem Stichprobenumfang in Graphiken und Tabellen angegeben. Die
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mittels Varianzanalyse und
nachfolgendem t-Test nach Student flr unverbundene Stichproben gepruft. Wenn
die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% verworfen werden
konnte, wurden diese als statistisch signifikant betrachtet.

Statistische Berechnungen und die graphische Darstellung der Daten erfolgten
unter Zuhilfenahme des Programms GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software,
San Diego, USA).
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5 Ergebnisse
5.1 TYP-1 Diabetes

5.1.1 Periphere Parameter der Typ 1-Diabetes Ratten

Alle Ratten starteten in dem Versuch mit einem ahnlichen Gewicht (265+15 g). Bei
den Typ 1-Diabetes Tieren konnte im Verlauf eine signifikant geringer ausfallende
Zunahme des Korpergewichtes beobachtet werden. Im Vergleich zur Kontroll-
gruppe mit einem Endgewicht von 34745 g wurde fur die STZ-D Ratten nach
17 Tagen ein durchschnittliches Korpergewicht von 297+7 g gemessen. Es lag
damit um 14,2% unter dem der Kontrollgruppe. Auch unter Insulin-Behandlung
wurde das mittlere Gewicht der Kontrollgruppe von den STZ-D Ratten nicht wieder
erreicht. Als weiterer Parameter wurde die tagliche Trinkmenge dokumentiert.
Innerhalb der ersten Woche der Beobachtungsphase stieg der tagliche
Flussigkeitsbedarf in den Typ 1-Diabetes Ratten von durchschnittlich 38+2 ml auf
172+11 ml. Zum Versuchsende war die tagliche Trinkmenge der Versuchsgruppe
gegenuber der Wasseraufnahme der Kontrollratten auf Uber 400% signifikant
erhoht (199+14 ml vs. 3912 ml Kontrolle, **xp<0,0001).

Fir jede Gruppe wurden im Plasma die Konzentrationen fur Glukose, Insulin und
Leptin bestimmt. Wie erwartet lag in der Kontroligruppe die Glukose-
Plasmakonzentration aller Versuchstiere im Normbereich. Die Typ 1-Diabetes-
Ratten hingegen entwickelten bereits 24 Std. nach der STZ-Injektion pathologisch
erhohte Glukose-Plasmaspiegel von tuber 350 mg/dl (Abbildung 4).

——STZ-D
—— Kontrolle

Plasma-Glukose
(mg/dl)

Abbildung 4:

Verlauf der Plasma-Glukose-Spiegel in STZ-D und Kontrollratten nach der
einmaligen STZ-, bzw. Vehikel-Injektion. Die Messwerte sind als Mittelwert + SE
vs. Kontrolle dargestellt (#<0,05 vs. Kontrolle).
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Zum Versuchsende war die Glukose-Konzentration im Plasma von STZ-D Ratten
konstant auf den 3-fachen Wert der Kontrollratten angehoben (462+14 mg/dl vs.
15745 mg/dl Kontrolle, *p<0,05). Unter der durchgefuhrten Insulin-Ersatztherapie
konnte diese Abweichung auf euglykamische Normalwerte korrigiert werden. Die
Insulin- und Leptin-Plasmaspiegel von STZ-D Ratten fielen signifikant geringer als
in den entsprechenden Kontrolltieren aus. Alle Daten der erhobenen Parameter

sind im Detail in der Tabelle 1 dargestellt.

Parameter Kontrolle STZ-D STZ-D+Insulin

n=10 n=10 n=9
Korpergewicht (g) 347 +5 297 + 7+ 294 + 4x
Trinkmenge (ml/d) 39+2 199 + 14 46 + 2t
Plasma-Glukose (mg/dl) 157 +5 462 + 14x%x 170 + 6%
Plasma-Insulin (ug/l) 25104 0,3 + 0,2s%*x 2,2+0,5%
Plasma-Leptin (ug/l) 42+0,5 0,5 + 0,0%*x 2,5+0,8%
Tabelle 1:

Kérpergewicht, tégliche Trinkmenge, Plasma-Spiegel fiir Glukose, Insulin und
Leptin in STZ-induzierten Diabetes Ratten und entsprechenden Kontrollratten.

Die Messwerte sind als Mittelwert + SE dargestellt (#p<0,05 und ###p<0,001 vs.
Kontrolle, $<0,001 vs. STZ-D).

Parallel dazu wurden am letzten Versuchstag in den drei Rattengruppen die
Hormonspiegel der HHN-Achse (ACTH, Kortikosteron und Aldosteron) ermittelt.
Bezuglich des Plasma-ACTH-Spiegels lieRen sich in den einzelnen Versuchs-
gruppen keine Veranderungen nachweisen. Die Hormone der Nebennierenrinde —
Kortikosteroid und Aldosteron — zeigten hingegen in den STZ-D Ratten gegenuber
den Kontrolltieren einen signifikanten Anstieg, der unter Insulinersatz auf

Normalwerte berichtigt werden konnte (Abbildung 5).
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Abbildung 5:

Plasmaspiegel der Hormone der HHN-Achse in STZ-D- und Kontrollratten.
Dargestellt sind die Konzentrationen fiir ACTH [A], Kortikosteroid [B] und
Aldosteron [C] im Plasma. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE angegeben
(#p<0,05; *#<0,01 vs. Kontrolle; n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe).

Abkirzungen: STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte; Kont, Kontrolle

5.1.2 Bestimmung der Genexpression der Kinin-Bs- und Bj-Rezeptoren auf

transkriptionaler Ebene in Geweben der HHN-Achse von STZ-D Ratten

Mittels des RT-PCR-Verfahren wurde in den Organen der HHN-Achse der mRNA-
Gehalt fur die Kinin-B4- und B,-Rezeptoren bestimmt. Parallel wurde bei jeder
Erstanalyse einmalig die Spezifitat der PCR-Reaktion anhand von

Restriktionsanalysen fur die verwendeten Primer Uberpruft (Abbildung 6).
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[A] | B,-Rezeptor [ [B] | nNOS
NN  Hypophyse Hypoth. Hypophyse Hypoth.
L | B | | | | | | | | B | | |
Avall Avall Ava ll BsmAl BsmAl
bp + - + - + - bp -+ -+
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[C] eNOS [D] | iNOS
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— — —
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300 — 300 =—
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Abbildung 6:

Ergebnis der Restriktionsverdaus mit Ava Il, BsmA |, Dpn Il und Sac | fiir die
amplifizierten PCR-Produkte des By-Rezeptors [A], der nNOS [B], eNOS [C] und
iNOS [D]. Dargestellt ist jeweils ein Spurenpaar; (+) reprasentiert das
Inkubationsgemisch mit und (-) das Gemisch ohne Enzymzusatz.

Abkirzungen: bp, Basenpaare; Hypoth., Hypothalamus; M, DNA-Standard; NN,
Nebenniere

Alle erhobenen Werte wurden auf die in den jeweiligen Geweben vorhandene -
Aktinmenge bezogen und ausgewertet. Die zugehorigen Rohdaten aller
Experimente sind in Form von PCR-Gel-Bildern der Ubersicht halber géanzlich im
Anhang auf Seite 80 abgebildet. Dies gilt auch fur die RT-PCR-Versuche zur
Expression der NO-Synthase an Typ 1-Diabetes Ratten (Seite 81) sowie die
entsprechenden Untersuchungen an Typ-2 Diabetes Tieren (Seite 82-83).

Weder im Hypothalamus noch in der Hypophyse liel3en sich Transkripte des Bs-
Rezeptors nachweisen. Nur in der Nebenniere konnte Bji-Rezeptor-mRNA
detektiert werden (Abbildung 7 A). Diesbezlglich zeigten sich zwischen den
erkrankten und gesunden Ratten keine Unterschiede (0,38+0,03 vs. 0,36+0.02
Kontrolle).
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Abbildung 7:

Bestimmung der Kinin-Rezeptor-mRNA-Menge in der HHN-Achse von STZ-D- und
Kontrollratten. Dargestellt ist die ,relative Intensitat“ der B~ [A] und B,-Rezeptor-
mRNA-Menge [B] im Verhéltnis zu p-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE
angegeben (#p<0,05 vs. Kontrolle; n=10 Ratten je Versuchsgruppe).
Abkirzungen: n.d., nicht detektierbar; STZ-D, Streptozotocin-induzierte
Diabetes Ratte; Kont, Kontrolle

Hingegen konnte auf allen drei Ebenen der HHN-Achse mRNA des B,-Rezeptors
nachgewiesen werden (Abbildung 7 B). Von den untersuchten Organen war die
hdchste Genexpression in der Nebenniere lokalisiert. Hier bewirkte die STZ-
Injektion in den Tieren eine signifikant schwacher ausgepragte Expression des Bo-
Rezeptorgens (0,85+0,07 vs. 1,07+£0,07 Kontrolle). In der Hypophyse wurde nur in
sehr geringem Malde B,-mRNA exprimiert und zwischen den Versuchstiergruppen
war kein Unterschied festzustellen (0,05+0,02 vs. 0,05t0,01 Kontrolle). Im
Hypothalamus dagegen fanden sich wieder merkliche Differenzen des Gehaltes
an der B,-Rezeptor-mRNA in den STZ-D Ratten gegenuber den Kontrolltieren. Die
gemessenen By-Transkripte der Typ 1-Diabetes-Tiere Ubertrafen den Wert der

Kontrollratten um ein 3-faches (0,615+0,153 vs. 0,174+0,05 Kontrolle, **p<0,01).
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Zur Analyse des Einflusses einer Insulin-Behandlung auf die Genexpression der
Kinin-Rezeptoren in STZ-D Ratten wurde die mRNA in allen Geweben bestimmt,
in denen vorher ein signifikanter Unterschied zwischen STZ-D Ratten und
Kontrollratten nachgewiesen worden war. Sowohl im Hypothalamus als auch in
der Nebenniere bewirkte die Insulin-Behandlung in den STZ-D Ratten keine
signifikante Veranderung des mRNA-Gehaltes und eine Korrektur auf Werte der
Kontrollratten blieb aus (Abbildung 8).

[A] | Hypothalamus [B] | Nebenniere

1.0- 1.0-
5 = 0% 0.8
0 += i i
22 0.6 0.6
€ & 04 0.4
0@ 5o, 0.2
0.0 0.0-

STz STZD STz STzZ-D

+Insulin +Insulin

Abbildung 8:

Einfluss der Insulin-Ersatztherapie in STZ-D Ratten auf die Menge der B>-mRNA
im Vergleich zu nicht-behandelten STZ-D Ratten. Dargestellt ist im Hypothalamus
[A] und der Nebenniere [B] die ,relative Intensitat” der B,-Rezeptor-mRNA-Menge
im Verhéltnis zu [-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE angegeben (n=8-
10 Ratten je Versuchsgruppe).

Abkirzungen: STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte; Kont, Kontrolle

5.1.3 Bestimmung der Proteinmenge der Kinin-Bs- und B»-Rezeptoren in
Geweben der HHN-Achse von STZ-D Ratten

Um den Einfluss der erhobenen Daten auf die jeweilige Proteinexpression zu
prufen, wurden fur Gewebe, bei denen ein deutlicher Unterschied der B,-
Rezeptor-mRNA zwischen STZ-D Ratten und Kontrollratten aufgefallen war,
Western Blot-Analysen angeschlossen. Als Positivkontrolle diente ein kommer-
zieller Hypophysenextrakt.

Gemal den PCR-Ergebnissen wurde die Proteinmenge fur den Bz-Rezeptor im
Hypothalamus und in der Nebenniere bestimmt. Im Hypothalamus fiel der

gemessene By-Proteingehalt in den STZ-D Ratten signifikant niedriger aus als in
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den entsprechenden Kontrollratten (relative Bandenintensitat: 118,3+19,92 vs.
236,67+20,83 Kontrolle, **p<0,01). Hingegen war die mRNA-Menge in den STZ-
D Ratten in umgekehrter Relation detektiert worden war. In der Nebenniere von
STZ-D Ratten zeigte sich ebenfalls ein deutlich geringer ausgepragter
Proteingehalt des B,-Rezeptors im Vergleich zu den Kontrolltieren (278,83+11,85
vs. 206,83+21,85 Kontrolle, *p<0,05). Die Abnahme des B,-Rezeptor-Proteins in
den STZ-D Ratten zeigte sich hier gleichsinnig mit dem Ergebnis auf mRNA-
Ebene (Abbildung 9).
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Abbildung 9:

Western Blot-Analyse zum Nachweis des B,-Rezeptor-Proteingehaltes im Hypo-
thalamus [A] und der Nebenniere [B] von STZ-D- und Kontrolltieren. Die Ergebnis-
se sind als Mittelwert + SE angegeben (n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe). Die
linke Seite zeigt die Original-Slots, die rechte Seite die graphische Darstellung.
Abkiirzungen: A.U., arbitrary unit; kDa, Kilodalton; +K, Positivkontrolle
(Hypophysenextrakt); STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte
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5.1.4 Bestimmung der Genexpression auf transkriptionaler Ebene der NOS-

Isoenzyme in Geweben der HHN-Achse von STZ-D Ratten

Analog dem Vorgehen zur Bestimmung der Genexpression der Kinin-Rezeptoren
wurde auch bei der Untersuchung der drei NOS-Isoformen (nNOS, eNOS und
INOS) das RT-PCR-Verfahren eingesetzt. Der mRNA-Gehalt der einzelnen
Isoformen fiel sehr unterschiedlich hoch aus und zudem zeigte sich ein ausge-
pragt gewebespezifisches Erscheinungsmuster. Auf allen Ebenen der HHN-Achse
fiel der Gehalt an nNOS-mRNA-Transkripten am hdéchsten aus, wahrend die
INOS-mRNA am geringsten exprimiert war.

Im Hypothalamus von STZ-D Ratten sowie nicht-diabetischen Kontrollratten
konnte der hdochste nNOS-mRNA-Gehalt Uberhaupt im Rahmen dieser Unter-
suchungen nachgewiesen werden. Die einmalige STZ-Injektion fuhrte hier zu
einem signifikanten Anstieg der nNOS-Transkripte (1,8+0,11 vs. 1,4+0,09
Kontrolle, *p<0.05). Auch in der Nebennieren der STZ-D Ratten ubertraf der
Gehalt an nNOS-mRNA den der Kontrolltiere (0,27+0,07 vs. 0,07+0,01 Kontrolle,
*p<0,05). In der Hypophyse hingegen lie3 sich zwischen den beiden
Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied bezuglich der nNOS-Expression
feststellen (0,27+0,03 vs. 0,36+0,05 Kontrolle) (Abbildung 10 A).

Die Messung zur eNOS-Genexpression lieferten innerhalb der HHN-Achse keine
signifikanten Veranderungen zwischen den STZ-D- und Kontrollratten. Der
Gesamtgehalt an eNOS-Transkripten war im Hypothalamus und der Nebenniere
ahnlich stark ausgepragt und fiel damit ungefahr dreifach hdher als in der
Hypophyse aus (Abbildung 10 B).

Eine gewisse Menge an iNOS-Transkripten konnte in allen Geweben der HHN-
Achse nachgewiesen werden. Im Hypothalamus und in der Hypophyse fiel der
relative mRNA-Gehalt im Vergleich zu Werten aus der Nebenniere gering aus.
Weder im Hypothalamus noch in der Hypophyse war fur die induzierbare Isoform
ein Unterschied zwischen den beiden Versuchstiergruppen fassbar. Nur in der
Nebenniere der STZ-D Ratten zeigte sich ein signifikant niedrigerer INOS-mRNA-
Gehalt als in den Kontrolltieren (0,22+0,04 vs. 0,47+0,06 Kontrolle, *p<0.05)
(Abbildung 10 C).
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Abbildung 10:

Bestimmung der mRNA-Menge der NOS-Isoformen in der HHN-Achse von STZ-
D- und Kontrollratten. Dargestellt ist die ,relative Intensitat® der nNOS- [A], eNOS-
[B] und iNOS- [C] mRNA-Menge im Verhéltnis zu [-Aktin. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + SE angegeben (#p<0,05 vs. Kontrolle; n=10 Ratten je Versuchs-

gruppe
Abkirzungen: STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte; Kont, Kontrolle

Auch fir die NOS-Isoformen wurde der Einfluss einer Insulin-Behandlung in
denjenigen Geweben bestimmt, wo zuvor im RT-PCR-Verfahren ein signifikanter
Unterschied an NOS-mRNA-Transkripten zwischen STZ-D- und Kontrollratten
gefunden worden war. Der gemessene mRNA-Gehalt war im Vergleich zu den
unbehandelten STZ-D Ratten in den Insulin-substituierten STZ-D Ratten
signifikant erniedrigt (0,94+0,03 vs. 1,14+0,05 STZ, #*p<0,05). Auch in der
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Nebenniere bewirkte die tagliche Insulin-Substitution bei den STZ-D Ratten eine
Korrektur der nNOS-mRNA-Genexpression entsprechend den Werten in
gesunden Kontrolltieren. So verringerte sich der nNOS-Gehalt unter der Insulin-
Behandlung von 0,27+0,05 auf 0,06+0,01 (*p<0,05) (Abbildung 11 A).

In Bezug auf die iINOS-Transkripte bewirkte die tagliche Insulin-Behandlung einen
signifikanten Anstieg der mRNA-Mengen und damit ebenso eine Korrektur in

Richtung der Werte der gesunden Kontrolltiere (0,19+0,03 vs. 0,11+0,01 STZ,
*p<0,05) (Abbildung 11 B).
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Abbildung 11:

Einfluss der Insulin-Ersatztherapie in STZ-D Ratten auf die Menge der NOS-
mRNA im Vergleich zu nicht-behandelten STZ-D Ratten. Dargestellt sind im
Hypothalamus und der Nebenniere die ,relative Intensitat® der nNOS- [A] und
iINOS-mRNA-Menge [B]. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE angegeben
(#p<0,05 vs. Kontrolle; n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe)

Abktirzungen: STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte
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5.1.5 Bestimmung der Proteinmenge der NOS-Isoformen in Geweben der HHN-
Achse von STZ-D Ratten

Auch fur die Isoformen der NOS wurden Western Blot-Analysen angeschlossen. In
Gewebeextrakten aus dem Hypothalamus und der Nebenniere wurde jeweils die
Proteinmenge fur nNOS und iINOS bestimmt, nachdem zuvor ein signifikanter
Unterschied bezuglich der mRNA-Expression aufgefallen war. Wahrend im Hypo-
thalamus von STZ-D Ratten ein deutlicher Anstieg der nNOS-mRNA-Transkripte
nachgewiesen worden war, bewirkte die STZ-Injektion auf Proteinebene einen
signifikanten Abfall (484,60+89,50 vs. 380,00+50,18 STZ-D) (Abbildung 12A). In
der Nebenniere hingegen zeigte sich ahnlich den Ergebnissen auf transkriptionaler
Ebene ein funffacher Anstieg des Proteingehaltes gegenliber der Kontrollratten
(69,00+23,18 vs. 351,67+81,92 STZ-D, *p<0,05) (Abbildung 12B).
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Abbildung 12:

Western Blot-Analyse zum Nachweis des nNOS-Proteingehaltes im Hypothalamus
[A] und der Nebenniere [B] von STZ-D Ratten und Kontrolltieren. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert + SE angegeben (n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe). Die linke
Seite zeigt die Original-Slots und die rechte Seite die graphische Darstellung.
Abkirzungen: A.U., arbitrary unit; kDa, Kilodalton; Kont, Kontrolle; +K, Positiv-
kontrolle (Hypophysenextrakt); STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte
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Ein hochsignifikanter Unterschied konnte auch zwischen den beiden Tiergruppen
in Bezug auf den iINOS-Proteingehalt in der Nebenniere nachgewiesen werden.
Hier war die Proteinexpression in den STZ-D Ratten deutlich gesteigert
(355,20£74,37 vs. 193,00+223,26 Kontrolle, **+p<0,001) (Abbildung 13), obwohl
die mRNA-Menge von iNOS in STZ-D Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren
verringert war (siehe auch Abbildung 10 auf S.29).
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Abbildung 13:

Western Blot-Untersuchungen zum Nachweis des Proteingehaltes der induzier-
baren NO-Synthase in der Nebenniere von STZ-D Ratten und Kontrolltieren. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + SE angegeben (n=8-10 Ratten je Versuchs-
gruppe). Die linke Seite zeigt die Original-Slots und die rechte Seite die
graphische Darstellung.

Abkirzungen: A.U., arbitrary unit; kDa, Kilodalton;, Kont, Kontrolle; +K, Positiv-
kontrolle (Hypophysenextrakt), STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte

32



Ergebnisse

5.2 Typ 2-Diabetes

5.2.1 Periphere Parameter der Typ 2-Diabetes Ratten

Entsprechend den Messungen in den STZ-D Ratten wurden auch in den ZDF- und
Obese-Ratten periphere Parameter erhoben, um die jeweilige Energie- und Stoff-
wechsellage zu charakterisieren. Alle Daten wurden am Tag der Gewebeent-
nahme bestimmt. Das Koérpergewicht der ZDF-Ratten war dem der entsprechen-
den Kontrollratten ahnlich. Signifikante Unterschiede zwischen den Tiergruppen
wurden anhand der Plasma-Spiegel flr Glukose, Insulin und Leptin ersichtlich.
Alle drei Parameter waren in den ZDF-Ratten UbermaRig erhoht und passen zu
den erwarteten Befunden eines an Typ-2 Diabetes-Erkrankten.

Bei den fettleibigen Ratten lag das Korpergewicht deutlich Gber dem der
entsprechenden Kontrollratten (502+16 g vs. 338+10 g Kontrolle, **p<0,01). Die
Plasmaspiegel flr Glukose zeigten in beiden Tiergruppen euglykamische Werte,
dagegen waren die absoluten Werte der Plasma-Spiegel fur Insulin und Leptin in
den fettleibigen Ratten signifikant erhdht. Alle Werte fur die peripheren Parameter

sind im Detail in Tabelle 2 auf der nachfolgenden Seite dargestellt.

Parameter ZDF- ZDF lean Obese
Kontrolle Typ 2-Diabetes (Kontrolle) (fettleibig)
(Gmi-fa/+) (Gmi-fa/fa) (fa/?) (fa/fa)

n=10 n=10 n=10 n=10

Kdrpergewicht 366 +5 371 +13 338 +10 502 + 16%*x*

(9)

Plasmaglukose 155+ 3 495 + 34 143 +£2 157+ 5

(mg/dl)

Plasmainsulin 24+0,1 5,4 +1,2%x 22+0,2 14,7 £ 1,2%%x

(ng/l)

Plasmaleptin 46+0,3 18,3 + 3,0%x* 4,06 +0,7 87,5 + 3,5%x

(ngfl)

Tabelle 2:

Kérpergewicht, Plasma-Spiegel fiir Glukose, Insulin und Leptin in ZDF-Ratten,
Obese-Ratten und entsprechenden Kontrollratten, die Messwerte sind als
Mittelwert + SE dargestellt (##p<0,01 und ##xp<0,001 vs. entsprechende
Kontrolle).
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5.2.2 Bestimmung der Genexpression von Bi- und By-Rezeptoren auf

transkriptionaler Ebene in Geweben der HHN-Achse

a) ZDF-Ratten

Analog zum Vorgehen in den Typ 1-Diabetes Ratten wurde in diesem Tell
verfahren. Wahrend in der Hypophyse Gehalt an Bi-Rezeptor-mRNA unter der
Nachweisgrenze lag, liel3 sich sowohl im Hypothalamus als auch in der Neben-
niere eine geringe Menge an mRNA flir Bji-Rezeptoren detektieren
(Abbildung 14 A). In beiden Geweben zeigten die ZDF- gegenlber den Kontroll-
tieren keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die jeweilige B4-Rezeptor-
Transkriptmenge (Hypothalamus: 0,52+0,11 vs. 0,28+0,08 Kontrolle und Neben-
niere: 0,14+0,01 vs. 0,16+0,01 Kontrolle).

B2-Rezeptor-Transkripte konnten in allen Geweben der HHN-Achse nachgewiesen
werden. Im direkten Vergleich fiel der gemessene mRNA-Gehalt im Hypothalamus
am hochsten aus. Hier lag die B,-Rezeptorgenexpression in den ZDF-Ratten noch
deutlich Uber der der entsprechenden Kontrollratten (1,17+0,04 vs. 1,04+0,04
Kontrolle). In der Hypophyse war die mRNA-Menge in den ZDF-Ratten ebenfalls
gesteigert, fiel aber insgesamt geringer aus (0,42+0,01 vs. 0,28+0,01 Kontrolle).
Nur in der Nebenniere liel3 sich kein Unterschied zwischen den beiden Versuchs-

tiergruppen dokumentieren (Abbildung 14 B).
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Abbildung 14:

Bestimmung der Kinin-Rezeptor-mRNA-Menge in der HHN-Achse von ZDF- und
Kontrollratten. Dargestellt ist die ,relative Intensitit” der Bs- [A] und B,-Rezeptor-
mRNA-Menge [B] im Verhéltnis zu S-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE
angegeben (#p<0,05; *##p<0,001 vs. Kontrolle; n=10 Ratten je Versuchsgruppe).
Abkirzungen: Kont, Kontrolle; n.d., nicht detektierbar; ZDF, Zucker diabetic fatty-
rat

b) Obese-Ratten

In den fettleibigen Ratten konnte wie in den ZDF-Ratten nur im Hypothalamus und
in der Nebenniere Uberhaupt eine niedrige Bi-Rezeptor mRNA-Menge gefunden
werden. In der Hypophyse liel3en sich durch das von uns angewandte Verfahren
keine B4-Transkripte nachweisen (Abbildung 15 A). Ebenso blieb ein signifikanter
Unterschied zwischen den fettleibigen Ratten und den entsprechenden Kontroll-
ratten aus (Hypothalamus: 0,03+0,01 vs. 0,04+0,01 Kontrolle und Nebenniere:
0,26+0,02 vs. 0,35+0,05 Kontrolle). Auf allen Ebenen der HHN-Achse liel3 sich
hingegen B,-Rezeptor-mRNA detektieren. Die Expression des B;-Rezeptors war
in der Nebenniere am hochsten (1,08+0,04 vs. 1,22+0,07 Kontrolle), etwas

geringer im Hypothalamus (0,61+0,02 vs. 0,58+0,01 Kontrolle) und am niedrigsten
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in der Hypophyse (0,1+0,03 vs. 0,03+0,02 Kontrolle, *p<0,05). In der Hypophyse
konnte auBerdem ein merklicher Anstieg der B,-Transkripte in den fettleibigen
Ratten gefunden werden, wahrend sich im Hypothalamus und der Nebenniere

zwischen den Versuchstiergruppen keine Unterschiede zeigten (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15:

Bestimmung der BK-Rezeptor-mRNA-Menge in der HHN-Achse von Obese- und
Kontrollratten. Dargestellt ist die ,relative Intensitat” der Bs- [A] und B,-Rezeptor-
mRNA-Menge [B] im Verhéltnis zu p-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE
angegeben (#p<0,05 vs. Kontrolle; n=10 Ratten je Versuchsgruppe).

Abkirzungen: Kont, Kontrolle; n.d., nicht detektierbar; Obese, fettleibige Typ 2-
Diabetes-Ratte
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5.2.3 Bestimmung der Genexpression der NOS-Isoformen auf transkriptionaler
Ebene in Geweben der HHN-Achse

a) ZDF-Ratten:

Ahnlich den Ergebnissen in den STZ-D Ratten und den Kontrollratten war der
NNOS-mRNA-Gehalt im Vergleich zu beiden anderen Isoformen am hochsten
ausgepragt, am niedrigsten fiel die INOS-Transkriptmenge aus. Von allen Organen
der HHN-Achse wiederum war die hochste nNOS-mRNA-Menge im Hypothalamus
lokalisiert. Hier zeigte sich auflierdem ein deutlicher Unterschied zwischen den
gesunden und den an Diabetes erkrankten Ratten (Abbildung 16 A). Die Menge
an nNOS-Transkripten lag in den ZDF-Ratten signifikant unter den Werten der
Kontrolltiere (1,3+0,05 vs. 1,56+0,09 Kontrolle, *p<0,05). Ansonsten war fur nNOS
auf transkriptionaler Ebene weder in der Hypophyse noch der Nebenniere ein
Unterschied zwischen den Versuchstiergruppen ersichtlich (Hypophyse: 1,29+0,03
vs. 1,3+0,03 Kontrolle und Nebenniere: 0,5+0,05 vs. 0,49+0,04 Kontrolle).

Die Abbildung 16 B zeigt den Hypothalamus auch fur die eNOS als Ort mit dem
hdochsten mRNA-Gehalt. Hier waren die eNOS-Transkripte in den ZDF-Ratten
gegenuber den Kontrollratten signifikant erhéht (1,66+0,1 vs. 1,41+0,09 Kontrolle,
*p<0,05). In der Hypophyse lie®3 sich ebenfalls eine deutlich gesteigerte
Genexpression in den ZDF-Ratten dokumentieren (0,55+0,02 vs. 0,37+0,02
Kontrolle, *p<0,01). In der Nebenniere dagegen fiel die Menge an eNOS-
Transkripten in beiden Versuchstiergruppen ahnlich aus (0,69+0,04 vs. 0,67+0,03
Kontrolle).

Parallel zum Expressionsmuster der bereits genannten NO-Isoformen war der
INOS-mRNA-Gehalt im Hypothalamus am hdchsten ausgepragt. Es zeigte sich
jedoch kein merklicher Unterschiede zwischen den ZDF- und entsprechenden
Kontrollratten (0,32+0,05 vs. 0,39+0,04 Kontrolle). Auch in der Nebenniere war die
Genexpression in den beiden Versuchsgruppen gleich (0,16+0,02 vs. 0,15+0,01
Kontrolle), nur flr die Hypophyse konnte eine signifikante Reduktion der iNOS-
Transkripte gemessen werden (0,07+0,02 vs. 0.13+0.02 Kontrolle, *p<0,05)
(Abbildung 16 C).
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Abbildung 16:

Bestimmung der NOS-mRNA-Mengen in der HHN-Achse von ZDF- und Kontroll-
ratten. Dargestellt ist die ,relative Intensitat* der nNOS- [A], eNOS- [B] und iNOS-
[C] mRNA-Menge im Verhéltnis zu p-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
SE angegeben (#p<0,05; #*#p<0,001 vs. Kontrolle; n=10 Ratten je Gruppe).
Abkirzungen: ZDF, Zucker diabetic fatty-rat; Kont, Kontrolle
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b) Obese-Ratten:
In den fettleibigen Ratten wurde auf allen Ebenen der HHN-Achse nNOS-mRNA

naherungsweise zu gleichen Anteilen gebildet. Weder im Hypothalamus
(0,65+0,02 vs. 0,65+0,05 Kontrolle) noch fur die Hypophyse (0,66+0,05 vs.
0,65+0,04 Kontrolle) wie auch fur die Nebenniere (0,56+0,13 vs. 0,76+0,07
Kontrolle) konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchstiergruppen
aufgedeckt werden (Abbildung 17 A).

Die Menge an eNOS-Transkripten war im Hypothalamus und der Nebenniere am
hochsten (Abbildung 17 B). Bezuglich des mRNA-Gehaltes zwischen den
fettleibigen und entsprechenden Kontrollratten bestand in keinem der Gewebe
eine Ungleichheit (Hypothalamus: 1,19+0,06 vs. 1,13+0,07 Kontrolle und
Nebenniere: 1,0+0,03 vs. 1,10+0,06 Kontrolle). In der Hypophyse dagegen zeigten
die fettleibigen Ratten gegenuber den Kontrollratten eine signifikant erhohte
eNOS-Genexpression (0,87+0,14 vs. 0,58+0,06 Kontrolle, *p<0,05).

Innerhalb der HHN-Achse wurde in der Nebenniere der hochste INOS-mRNA-
Gehalt gemessen, am geringsten fiel er im Hypothalamus aus (Abbildung 17C).
Eine offensichtliche Abweichung zwischen den Versuchstieren liel3 sich nur fur die
Hypophyse zeigen. Hier lagen die Werte der fettleibigen Ratten sehr deutlich tber
denen der Kontrollratten (0,25+0,06 vs. 0,1+0.05 Kontrollratten, ***p<0,001).
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Abbildung 17:

Bestimmung der NOS-mRNA-Mengen in der HHN-Achse von Obese und Kontroll-
ratten. Dargestellt ist die ,relative Intensitat® der nNOS- [A], eNOS- [B] und iNOS-
[C] mRNA-Menge im Verhéltnis zu B-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert +
SE angegeben (#p<0,05; #*#p<0,001 vs. Kontrolle; n=10 Ratten je Gruppe).
Abkirzungen: Obese, fettleibige Typ 2-Diabetes-Ratte; Kont, Kontrolle
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5.3 Bestimmung der Genexpression der GLUT-Isoformen auf transkriptionaler

Ebene im Hypothalamus

a) STZ-D Ratten

In der Abbildung 18 ist der mRNA-Gehalt fir die GLUT-lIsoformen 1-5 im
Hypothalamus dargestellt. Die hochsten Mengen an Transporter-mRNA wurden
fur die GLUT 1, GLUT 2 und GLUT 3 gemessen. Der Gehalt an GLUT 1-mRNA
war in den STZ-D Ratten hoch signifikant gegenuber den Kontrollratten gesteigert
(2,13+0,14 vs. 1.37+£0,11 Kontrolle, ***p<0,001). Ein ahnlich starker Anstieg der
MRNA-Transkripte liel} sich in den STZ-D Ratten in Bezug auf GLUT 3 finden
(2,49+0,12 vs. 1,53#£0,07 Kontrolle, =*xp<0,001). Signifikant war auch der
Unterschied fur GLUT 2 zwischen den Versuchstiergruppen (1,21+£0,11 wvs.
0,74+0,12 Kontrolle, *p<0,05). Fur GLUT 4 und 5 fielen keine Abweichungen

zwischen den erkrankten und gesunden Ratten auf.

GLUT 1 GLUT 2 GLUT 3
37 39 37 *kk
E *%k%
w2 o] i i
_..5 <F 2 2 . 2
5 | = =
E 5 1- 1- T [ 1-
|
Q0
0 0 0
GLUT 4 GLUT 5 Kont STZ-D
3 3
<
T =
8= _ -
£ 3 11 1
Q0
0 0
Kont STZ-D Kont STZ-D

Abbildung 18:

Bestimmung der GLUT-mRNA-Mengen im Hypothalamus von STZ-D und
Kontrolltieren. Dargestellt ist die ,relative Intensitat“ der GLUT 1 bis 5 im Verhéltnis
zu p-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE angegeben (#0<0,05;
#x#0<0,001 vs. Kontrolle, n=10 Ratten je Versuchsgruppe).

Abkirzungen STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte; Kont, Kontrolle;
GLUT, Glukose-Transporter
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Zur Analyse des Einflusses einer Insulin-Behandlung wurde die mRNA von GLUT-
Isoformen im Hypothalamus bestimmt, wo signifikante Unterschiede zwischen
STZ-D Ratten und den Kontrollratten aufgefallen waren. Wahrend die Insulin-
Behandlung auf den Gehalt an GLUT 2-mRNA keinerlei Effekt zeigte, konnte die
Genexpression fur GLUT 1 und GLUT 3 unter Therapie korrigiert werden. Sowohl
fur GLUT 1 (0,67+0,05 vs. 0,95+0,07 STZ, **p<0,01) als auch fur GLUT 3
(0,92+0,08 vs. 1,08+0,06 STZ, *p<0,05) sanken die Werte auf die Hohe der
Kontrollratten (Abbildung 19).
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Abbildung 19:

Einfluss der Insulin-Ersatztherapie im Hypothalamus von STZ-D Ratten auf die
GLUT-mRNA-Mengen im Vergleich zu nicht-behandelten STZ-D Ratten. Darge-
stellt ist die ,relative Intensitat* der GLUT 1, GLUT 2 und GLUT 3- mRNA-Menge
im Verhéltnis zu p-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE angegeben
(#p<0,05; *#p<0,01 vs. Kontrolle, n=8-10 Ratten je Gruppe).

Abkiirzungen: STZ-D, Streptozotocin-induzierte Diabetes Ratte; GLUT, Glukose-
Transporter
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5.3.1 Bestimmung der Genexpression der GLUT-Isoformen auf transkriptionaler

Ebene im Hypothalamus von ZDF-Ratten

Fir alle GLUT-Isoformen konnte im Hypothalamus von ZDF-Ratten und
entsprechenden Kontrollratten mRNA detektiert werden. Der jeweilige Gehalt an
MRNA-Transkripten war fur die verschiedenen GLUT-Isoformen &hnlich
ausgepragt. Es liel3 sich zwischen den Versuchstiergruppen fur keine der

untersuchten GLUT-Isoformen ein signifikanter Unterschied finden (Abbildung 20).
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Abbildung 20:

Bestimmung der mRNA-Menge der GLUT-Isoformen im Hypothalamus von ZDF-
und Kontrollratten. Dargestellt ist die ,relative Intensitat® der GLUT 1 bis 5 im
Verhéltnis zu p-Aktin. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + SE angegeben
(n=10 Ratten je Versuchsgruppe).

Abkirzungen: ZDF, Zucker diabetic fatty rat; Kont, Kontrolle; GLUT, Glukose-
Transporter
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Die Ergebnisse auf einen Blick:

Das Kérpergewicht ist in den STZ-D Ratten reduziert. Die eingeleitete
Insulin-Ersatztherapie bewirkt eine Korrektur der Plasma-Glukose-

Spiegel, das Kérpergewicht bleibt jedoch erniedrigt.

Der Gehalt an B+-Rezeptor-mRNA in der HHN-Achse ist in allen drei

Tier-Modellen in der Versuchs- und Kontrollgruppe &hnlich hoch.

Die Genexpression des By-Rezeptors ist im STZ-Modell und in den

ZDF-Ratten erhéht und zeigt eine Insulin-unabhéngige Regulation.

In den STZ-D Ratten ist die Expression von nNOS-mRNA im
Hypothalamus und der Nebenniere Insulin-abhéngig reguliert. In
beiden Geweben bewirkt die eingeleitete Insulin-Ersatztherapie eine

Korrektur in Richtung der Werte gesunder Kontrolltiere.

Fir die ZDF- und Obese-Ratten féllt in Bezug auf das NO-System eine

gesteigerte Expression der eNOS-mRNA auf. In den Tieren des Typ 1-

Diabetes sind dagegen keine signifikanten Unterschiede messbar.

In den STZ-D Ratten ist die Expression von iINOS-mRNA in der
Nebenniere Insulin-abhéngig reguliert. Die eingeleitete Insulin-
Ersatztherapie bewirkt eine Korrektur in Richtung der Werte gesunder

Kontrolltiere.

Auf transkriptionaler Ebene ist die Genexpression flir GLUT 1-3 im
Hypothalamus der STZ-D Ratten merklich gesteigert, in den ZDF-
Ratten féllt die mRNA-Menge in der Versuchs- und Kontrollgruppe
&hnlich aus.
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6 Diskussion
6.1 Der Typ 1-Diabetes

6.1.1 Das Korpergewicht ist in den STZ-D Ratten reduziert

Wie erwartet zeigten die STZ-D Ratten nach der STZ-Applikation charakteristische
Symptome des Diabetes mellitus. Es imponierten ein gesteigertes Durstempfinden
mit vermehrter FlUssigkeitsaufnahme, Ausscheidung eines vergrélierten Harn-
volumens sowie Leistungsschwache. Die Glukose-Plasmaspiegel waren diabe-
testypisch erhoht, und die minimal nachweisbare Insulin-Konzentration im Plasma
lasst sich als Bestatigung der erfolgreichen STZ-Injektion mit selektiver Zerstérung
der B-Inselzellen des Pankreas deuten. Trotz verstarkter Nahrungsaufnahme ge-
wannen die STZ-D Ratten im Vergleich zu den Kontrollratten weniger an Koérper-
gewicht. Die in der zweiten STZ-D Gruppe eingeleitete Insulin-Ersatztherapie ver-
mochte zwar den Glukose-Plasmaspiegel zu korrigieren, trotzdem blieben die
Tiere untergewichtig. Es ist fraglich, welcher Mechanismus fur das Ausbleiben
einer normalen Gewichtszunahme verantwortlich ist, zumal der Ausldser, der
Insulinmangel, artifiziell behoben wurde. Andere Gruppen hatten nach Insulin-
ersatz in einem ahnlichen Versuchsmodell eine teilweise, bzw. vollstandige
Korrektur des Korpergewichts beobachten kénnen (Serino et al., 1998; Havel et
al., 2000; Hidaka et al., 2001; Barber et al., 2003). Die Insulinart, Appli-
kationsweise und —dosis und die Dauer der Therapie scheinen eine bedeutende
Rolle zu spielen, andererseits darf nicht Ubersehen werden, dass neben Glukose
und Insulin weitere Parameter wie korpereigene Peptide, Monoamine und
Hormone in einem komplexen Netzwerk die Nahrungsaufnahme und den damit
verbundenen Energiestatus bestimmen. Oberstes Integrationsorgan fur alle
humoralen und neuronalen Signalwege zur Regulierung des Korpergewichts ist
der Hypothalamus (Yarkov et al., 2001). Zu den appetitsteigernden Substanzen
gehoren u.a. das Neuropeptid Y (NPY) und die Katecholamine. Allgemein
hemmend auf das Essverhalten wirkt Leptin. Es meldet als peripheres Hormon
des Fettgewebes den Zustand der Energiereserven des Korpers an das ZNS und
nutzt dabei NPY als sekundares Signalmolekul. STZ-D Ratten zeigen ein
Uberwiegen derjenigen Faktoren, die eine Nahrungsaufnahme férdern (Sipols et
al., 1995; Havel et al., 2000). Die Gruppe um Hidaka (2001) bemerkte ebenfalls,

dass Insulin nicht alleinig den Energiehaushalt der STZ-D Ratte kontrolliert. So
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ube Insulin den Autoren zufolge nur indirekt Einfluss auf die Regulation der
Neuropeptide im Hypothalamus aus, denn die mRNA-Mengen von NPY verhielt
sich in entsprechenden Versuchen Insulin-unabhangig und ermdglichte auch nach
exogener Leptingabe nur eine teilweise Korrektur des Korpergewichts.
Nichtsdestotrotz identifizierten mehrere Arbeitsgruppen Leptin als Hauptmodulator
der mit dem STZ-Modell assoziierten Hyperphagie. In einer jingeren Studie
vermochte die alleinige i.c.v. Leptin-Applikation die Glukose-Plasmaspiegel
ausgeglichen zu halten (Hidaka et al.,, 2002; Sindelar et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit konnte in den STZ-D Ratten ein erniedrigter Leptin-Spiegel
nachgewiesen werden, der unter Insulin-Ersatztherapie auf Werte der gesunden
Kontrollratten anstieg. Dies legt nahe, dass Leptin an der Regulation des

Essverhaltens malfigeblich beteiligt ist.

6.1.2 Die Nebennierenrindenhomone sind im STZ-D Rattenmodell erhoht

Die zusatzlich bestimmten Hormone der HHN-Achse unterstutzen die vielseitig
propagierte Uberfunktion des Regulationssystems unter Bedingungen eines
Insulin-abhangigen Diabetes (Scribner et al., 1993; Chan et al., 2001). Die Neben-
nierenrinden-Hormone Kortikosteron und Aldosteron waren beide in den STZ-
D Ratten signifikant erhdoht und sanken unter Insulin-Ersatztherapie auf Normal-
werte ab. Dies deutet darauf hin, dass die veranderte Aktivitat der HHN-Achse
zumindest teilweise der chronischen Hyperglykamie und Hypoinsulinamie
zuzuschreiben ist. Wahrend in anderen Studien auch erhohte ACTH-Spiegel in
STZ-D Ratten gemessen worden sind (Chan et al, 2001) konnte in der
vorliegenden Arbeit kein Unterschied zwischen STZ-D- und Kontrollratten

festgestellt werden.

6.1.3 Die gewebespezifische Funktion der Kinin-Rezeptoren im STZ-
D Rattenmodell

Das KKS leistet neben hamodynamischen, inflammatorischen und antinozizep-
tiven Funktionen einen wichtigen Beitrag zum Glukosemetabolismus. Zahlreiche
Interaktionen mit peripheren Stoffwechselwegen sind bekannt. Zusatzlich mehren
sich Hinweise, Kinine kdnnen als Releasingfaktor oder Modulator des vorderen

Hypophyselappens fungieren und moglicherweise ein zentraler Botenstoff der
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HHN-Achse sein (Couture, 2000). Im Rahmen vieler Krankheiten ist die
Beteiligung von BK —als Hauptmediator der Kinine mit seiner Wirkung uber den
B2-Rezeptor— und die reaktive Induktion des Bi-Rezeptors beschrieben worden
(Marceau et al., 1983; Kaplan et al., 1998; Marceau et al., 1998; Tschope et al.,
2000; Cloutier et al., 2002; Qadri et al., 2002). Verschiedene Autorengruppen
postulieren auch die Intervention des Bi-Rezeptors in der Pathogenese des STZ-
induzierten Diabetes. Zuccollo et al. (1996 und 1999) konnten zeigen, dass die
Gabe eines Bi-Rezeptor-Antagonisten die Hyperglykdmie und Nierenfunktion im
Mausetiermodell auf Normalwerte berichtigte. Ein By-Antagonist oder ACE-Hem-

mer korrigierte in entsprechenden Versuchen nur die diabetische Proteinurie.

Bislang sind erst wenige Daten verflugbar, die Vorkommen und Funktionen des B1-
Rezeptors im ZNS beschreiben. Cloutier und Couture (2000) zeigten im
Rickenmark von STZ-D Ratten die Induktion und de novo Expression von Bi-
Rezeptoren mit Auswirkungen auf das autonome Nervensystem und die
Blutdruckregulation. Gemal® den Ergebnissen an peripheren Geweben zur
Genexpression auf mRNA-Ebene aber auch auf Proteinebene erwarteten wir in
unseren Experimenten malfdgeblich fur die induzierbare Komponente des KKS (B1-
Rezeptor) hohere mMRNA-Mengen fur die STZ-D Ratten (Pheng et al., 1997; Mage
et al., 2002). Uberraschenderweise wurde diese Annahme fir den B4-Rezeptor auf
keiner Ebene der HHN-Achse bestatigt. Der B4-Rezeptor liel3 sich lediglich in der
Nebenniere detektieren, dort fehlten jedoch signifikante Abweichungen zwischen
erkrankten und gesunden Tieren. Letzteres lasst vermuten, dass der Bi-Rezeptor
trotz der chronischen Erkrankung und einem verandertem Zytokinmuster kaum an
der Regulation der HHN-Achsenaktivitat bei Diabetes mellitus beteiligt sind (Qadri
et al., 2004).

Die in der Literatur beschriebene Prasenz eines KKS in der hypothalamo-
hypophysaren Einheit lasst einen generellen Einfluss von Kinine auf die Re-
gulation der neuroendokrinen Regelkreise dennoch mdglich erscheinen. Madeddu
et al. (1992) stellten nach einer i.c.v. Injektion von BK in Ratten einen Anstieg des
hypophysar gebildeten ACTH fest und unterstutzten damit diese Hypothese.
Miskowiak et al. (1999) demonstrierten in Kaninchen nach einer exogenen BK-
Gabe eine reduzierte Aktivitat der Nebennierenrinde, die jedoch ohne Einfluss auf

die hypophysare ACTH-Freisetzung blieb. Dies mag bedeuten, das auch
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endogenes BK zumindest unter basalen Bedingungen keine eindeutige Rolle in
der HHN-Achsenregulation spielt. Effekte durch BK unter Stress und entzind-

lichen Erkrankungen kdnnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Im Hypothalamus von STZ-D Ratten konnten wir einen erhdhten Gehalt von B,-
Rezeptor-mRNA nachweisen. Dieser Anstieg mag ein aktiviertes zentrales KKS
reflektieren und letztendlich unter pathophysiologischen Bedingungen des Dia-
betes vielleicht sogar die abnorme Aktivitat der HHN-Achse bedingen (Qadri et al.,
2004). Es ist gesichert, dass BK Uber B,-Rezeptoren im Zellkulturmodell die
Biosynthese und Sekretion von Katecholaminen aus chromaffinen und PC12
Zellen der Nebenniere stimuliert (Dendorfer und Dominiak, 1995; Dendorfer et al.,
1996). Fur den By-Rezeptor sind bereits mRNA- und Proteinmengen in der
Medulla der Nebenniere dokumentiert (Qadri et al., 2003b). Diese Arbeit erganzt
entsprechende Daten fir die B4-Rezeptor-Genexpression. Erst kirzlich wurde
uber einen Katecholaminabfall in STZ-D Ratten — zwei Wochen nach der Injektion
— berichtet (Chan et al., 2001; Morrison et al., 2001). Wilke und Hillard (1994)
hatten aul3erdem an perfundierten Nebennieren von STZ-D Ratten eine Reduktion
der ACh-abhangigen Katecholamin-Freisetzung zeigen kénnen. Ob die in dieser
Studie signifikant niedriger ausfallende B,-mRNA-Menge in STZ-D Ratten an der
veranderten Biosynthese und Sekretion beteiligt ist, bleibt Spekulation. Es
existieren bislang zu wenige Studien, um die pathophysiologische Rolle des

zentralen B,-Rezeptorsbei Diabetes-Erkrankungen beurteilen zu kdnnen.

Erwahnenswert ist das Vorhandensein von zerebralen Transportern, die Insulin
eine Penetration der Bluthirnschranke ermdglichen, weshalb eine periphere
Insulin-Applikation durchaus Effekte im ZNS erzielt. Chan et al. (2002) konnten in
ihren Experimenten veranschaulichen, dass die Insulin-Substitution in STZ-
D Ratten die HHN-Achsenaktivitdt gegenuber Stressoren auf ein Niveau der
Kontrolltiere korrigierte. Auf die B,-Rezeptor-Genexpression des Hypothalamus
und der Nebenniere nahm die Insulin-Ersatztherapie jedoch keinen messbaren
Einfluss. Das mag andeuten, dass keiner der Hauptparameter des Typ 1-Diabe-
tes, die Hyperglykamie oder der Insulinmangel, an der Hochregulation des Bo-
Rezeptors beteiligt sind und andere Faktoren als Ursache flr die veranderte

Expression sowie die Uberaktivitdt der HHN-Achse vermutet werden miissen.
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Periphere Organe wie das Fettgewebe sowie die Skelett- und Herzmuskulatur,
zahlen zu jenen Geweben deren Glukoseaufnahme Insulin-abhangig reguliert ist.
Duka et al. (2001) stellten in Versuchen mit B,-Rezeptor-Knockout-Mausen fest,
dass eine Insulininfusion bei den Wildtyp-Mausen genau in diesen Geweben einen
deutlichen Anstieg des B»>-Rezeptors und der Insulinsensitivitat bewirkt. Glukose
stellt zwar den wichtigsten Energielieferanten fur das Gehirn dar, ihre Zufuhr wird
jedoch Insulin-unabhangig den Energiebedurfnissen angepasst. Dieser Umstand
konnte erklaren, warum ein reaktiver Anstieg der B;-Rezeptor-Genexpression
nach der Insulin-Substitution im ZNS ausbleibt. Andererseits ist die Aussage Uber
einen Effekt der Insulin-Ersatztherapie in STZ-D Ratten schwierig. Denn obwohl
die STZ-D Ratte das gemeinhin meist genutzte Tiermodell fur den Typ 1-Diabetes
darstellt, ist ihr Uberleben im Gegensatz zum echten Typ 1-Diabetes-Patienten
nicht streng Insulin-abhangig. Somit sind Erwartungen aufgrund von praktischen
Erfahrungen aus dem Tiermodell nicht direkt auf Diabetes-Patienten Ubertragbar
(Lindsay et al., 1997).

Zur eingehenderen Untersuchung der Expression von Kinin-Rezeptoren im ZNS
wurde die Western Blot-Analyse fur diejenigen Gewebe angeschlossen, wo vorher
durch das RT-PCR-Verfahren signifikante Differenzen zwischen STZ-D- und
Kontrollratten aufgefallen waren. Im Hypothalamus konnten wir entgegen den
mRNA-Daten eine signifikant niedrigere Proteinmenge von Bjy-Rezeptoren
aufdecken. Diese Diskrepanz lasst die Existenz einer posttranskriptionalen
Regulation der Bz-Rezeptor-Expression vermuten. Der geringere Gehalt an Bp-
Rezeptoren im Hypothalamus und der Nebenniere machen eine erniedrigte Dichte
von BK-Rezeptoren auf der Zelloberflache und folglich einen weniger
bedeutsamen Einfluss des B;-Rezeptor-abhangigen Signalweges wahrscheinlich.
Die in den Nebennieren aufgefallene geringere Proteinmenge war hier konform zu
den Veranderungen der mRNA-Mengen des Bj-Rezeptors. Einige Autoren
postulieren, der By-Rezeptor sei in der frihen Phase von Entziindungen
vorherrschend, und durch autoregulatorische Mechanismen und Desensitivierung
werde er in der spaten Phase durch den Bi-Rezeptor abgelést (Campos und
Calixto, 1995; Phagoo et al., 1999). Dass das B1- und B,-Rezeptorverhaltnis eine

kritische Rolle bezuglich des Fortdauerns einer Erkrankung einnimmt, wird da-
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durch gestutzt, dass die Gabe eines selektiven Bi-Rezeptorantagonisten verschie-
dene Entzundungszeichen (wie einen Leukozytenanstieg) unterdruckte (Ahluwalia
und Perretti, 1996; Vianna und Calixto, 1998). Allerdings wird diese kompen-
satorische, bzw. reziproke Regulation der beiden B,-Rezeptoren in der Literatur
nicht einheitlich beschrieben (Marceau et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit konnte nur die Inhibition der B,-Rezeptor-Expression
auf transkriptionaler Ebene bestatigt werden. Der bestehende Widerspruch
zwischen bereits publizierten Daten mag teilweise durch den Zeitpunkt der
Gewebeentnahme begriindet sein. Literaturangaben zufolge wird der B-Rezeptor
erst zwischen dem 14. und 21.Tag voll exprimiert und die spate Phase der
Entzindung konsekutiv eingeleitet (Blais et al., 2000). Damit ware unser zeitliches
Vorgehen grenzwertig. Auch die Applikationsweise und —dosis von STZ, die
anschliellende Einstellung des Diabetes, bzw. unterschiedliche Auspragung der
Hyperglykamie und das Alter der Tiere mogen den Ausgang der Experimente
bestimmen. Alternativ zum postulierten Kinin-Rezeptorverhaltnis wurde im
Rahmen von entzundlichen Erkrankungen die Hemmung der Kininase Il
beschrieben. Dies entspricht einer vermehrten Produktion von des-Arg-BK, dem
Hauptagonisten des B4-Rezeptors (Couture et al., 2001). Folglich kann auch ohne
gesteigerte B1-Rezeptorexpression eine Uberdurchschnittliche Aktivierung des Bs-
Rezeptors angenommen werden, bzw. die gleiche Menge an B;-Rezeptor-mRNA
in der Nebenniere von STZ-D und Kontrollratten bedeutet nicht unmittelbar ein
gleiches Mal® an Aktivierung. Diese Umstadnde machen die Bewertung der RT-

PCR-Daten komplex und bedurfen weiterer Abklarung.

6.1.4 Die neuronale NOS-Isoform in der HHN-Achse wird Insulin-abhangig

reguliert

NO spielt eine herausragende Rolle in der Regulation vieler Organsysteme und
seine Aufgabe als Neurotransmitter und Botenstoff in der neuroendokrinen Achse
wird zunehmend deutlich (McCann et al., 2000). Rivier (1998) benennt sowohl ver-
starkende als auch hemmende Wirkungen von NO auf die HHN-Achse und sieht
das Vorliegen eines immunen oder nicht immunogenen Stressors als
Weichenstellung fur die jeweilige Wirkung. Riedel (2000) erklart die zwei Maoglich-
keiten in Abhangigkeit vom umgebenden Redoxpotential. Diabetes-bedingte

Veranderungen in Bezug auf die Funktion und Menge bestimmter Neuropeptide
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und die mogliche Beteiligung des NO-Systems hierbei sind vielfach beschrieben
worden. Ahnlich den Ergebnissen von Prevot und seinen Mitarbeitern war in der
vorliegenden Studie unter allen Geweben der HHN-Achse die hochste Menge an
NNOS-mRNA im Hypothalamus lokalisiert. Die STZ-D Ratten zeigten zudem einen
signifikant hdheren mMRNA-Gehalt als die Kontrolltiere. Dieser Befund unterstitzt
die Hypothese, dass NO unter basalen Bedingungen sowie unter Stress eine
wichtige Bedeutung zuteil wird (Prevot et al., 2000). Zahlreiche Studien belegen
die Relevanz des NO-Systems beim Trink- und Essverhalten und versuchen
Diabetes-assoziierte Stérungen und Symptome, wie Hyperphagie, Polydipsie und
Gewichtsverlust zu erklaren. So konnte die Gabe eines NOS-Inhibitors die NPY-
vermittelte Nahrungsaufnahme in Mausen verringern (Chen et al., 2000).
Umgekehrt hatten die Gruppen um Morley (1999) und Hidaka (2001) in ihren
Untersuchungen einen hemmenden Einfluss von Leptin und einen férdernden
Effekt durch NPY und CRH auf die nNOS-Genexpression feststellen kdnnen. Der
NPY-Spiegel wurde in dieser Arbeit nicht bertcksichtigt, jedoch war der Leptin-
Plasmaspiegel zwei Wochen nach der STZ-Applikation signifikant reduziert. Morris
und Pavia (2004) wiesen erst kirzlich eine vermehrte NPY-Freisetzung aus dem
Hypothalamus von STZ-D Ratten nach. In den STZ-D Ratten kénnte daher der
minimale Leptinspiegel gemeinsam mit dem erhdhten NPY- und CRH-Spiegel fur
die gesteigerte NNOS-Genexpression verantwortlich sein.

Wahrend die Insulin-Ersatztherapie auf die Genexpression der Kinin-Rezeptoren
im Hypothalamus keinerlei Auswirkung zeigte, impliziert die Korrektur der NOS-
MRNA-Genexpression auf die Hohe von Kontrollratten nach Insulinsubstitution,
dass Insulin ein wichtiger Regulator der NOS-Genexpression in der HHN-Achse
von Ratten ist. Dieser Befund geht im Einklang mit den Ergebnissen der Gruppe
um Chan (2001 und 2002). Hier konnte die Insulin-Behandlung in den STZ-
D Ratten unter Berichtigung der Plasma-Kortikosteroid- und ACTH-Spiegel die

HHN-Achsenaktivitat auf ein Normalmaf senken.

NO ist auBerdem in die Synthese und Freisetzung von Vasopressin involviert.
Vasopressin spielt eine wichtige Rolle als Neurotransmitter und Hormon in der
Regulation des Nahrungsverhaltens, der Glukose-Plasmakonzentration und bei
chronischem Stress (Shanks et al., 1998; Yarkov et al., 2001). Vokes et al. (1987)

konnten zeigen, dass der Plasmaspiegel von Vasopressin in Patienten mit
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unkontrolliertem Insulin-abhangigen Diabetes erhoht ist. Osmotische Stimuli, wie
Dehydratation oder das Trinken von hypertoner Flussigkeit fuhren zu einem
gemeinsamen Anstieg der nNOS-Genexpression und der Vasopressin-Synthese
in Kerngebieten des Hypothalamus, sowie zur anschlieBenden Freisetzung aus
dem Hypophysenhinterlappen in das GefalRsystem (Ueta et al., 1995; O'Shea und
Gundlach, 1996). Ahnliche Veranderungen beobachteten Serino et al. (1998) an
STZ-D Ratten und bewerteten dies als Reaktion auf die diabetische Stoff-
wechsellage mit gestortem FlUssigkeitshaushalt. In den Versuchstieren vermochte
die Insulin-Ersatztherapie die nNOS-Genexpression auf das Niveau der
Kontrollratten korrigieren. Gleiches trifft flir die mRNA-Mengen in der vorliegenden
Studie zu, was die Insulin-Abhangigkeit der nNOS-Expression im Hypothalamus

von Ratten nahelegt.

Einige Autoren vermuten, ein feinabgestimmtes System zwischen IL-1 und NO
habe malgeblichem Einfluss auf die HHN-Achsenaktivitat (Satta et al., 1998;
Riedel, 2000). Riedel beschreibt, die Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch
jegliche Art von Stress —psychologisch, infektids (eingeschlossen IL-1) oder
traumatisch—, bewirke in den Neuronen des Hypothalamus Uber die nNOS eine
gleichzeitige Freisetzung von CRH, Vasopressin und NO. So konne NO in einer
Art Feedback-Regulation auf den NMDA-Rezeptor und dessen Modulation die
Uberaktivierung der HHN-Achse mit konsequenter Herabregulierung von CRH und
NO bewirken. Dieser beschriebene Signalweg kann aus bereits publizierten Daten
zumindest in Bezug auf Vasopressin bestatigt werden (Yasin et al., 1993;
Grossman et al., 1997). Die Auswirkung auf CRH bleibt weiter unklar. Auch in vivo
Studien unterstitzen den inhibitorischen Effekt von NO auf die HHN-
Achsenaktivitat, nachdem die i.v. Gabe von IL-1 Uber eine Hemmung der nNOS in
einer erhohten ACTH-Freisetzung resultierte (Satta et al., 1998; McCann et al.,
2000). Die vorliegenden Daten zeigen eine vermehrte nNOS-Genexpression
neben einer im Western Blot-Verfahren nachgewiesenen verminderten nNOS-
Proteinmenge. Dieser Umstand bietet einen Erklarungsversuch fiur die HHN-
Achsen-Uberaktivitat bei Typ 1-Diabetes-Patienten: Es ware denkbar, dass die in
den STZ-D Ratten begrenzt ausfallende NO-Produktion nicht ausreicht, den
NMDA-Rezeptor - folglich die nNOS - und letztendlich auch die HHN-

Achsenaktivitat vor einer Uberstimulation zu bewahren.
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Verschiedene Autorengruppen verweisen auf ein adrenales NO-System mit
Einfluss auf die Steroidbiosynthese. Cymeryng et al. (1998) konnten fur
verschiedene NO-Donatoren einen signifikanten Abfall der basalen und ACTH-
induzierten Kortikosteroid-Produktion in der Zona fasziculata von Ratten
nachweisen. In unseren Experimenten zeigte sich die nNOS-mRNA-Menge in der
Nebenniere von STZ-D Ratten signifikant erhoht. In gleicher Weise verhielt sich
die Proteinexpression der nNOS. Es ist schwierig, anhand dieser Daten eine
definitive Aussage uber die final produzierte NO-Menge und Auswirkung zu
machen, zumal alle NOS-Isoformen betrachtet werden missten. Sowohl die
adrenale nNOS als auch die INOS reagierten auf die eingeleitete Insulin-
Ersatztherapie mit einer Korrektur der veranderten Genexpression in STZ-
D Ratten. Betrachtet man parallel dazu die Hormonspiegel von Kortikosteron und
Aldosteron im Plasma bekraftigen unsere Daten den stimulierenden Einfluss eines
unkontrollierten Diabetes auf die Nebenniere. Gewichtet man die Erkrankung
Diabetes mellitus als einen dauernden Stressor, so sind unsere Ergebnisse mit
denen von Kishimoto et al. vereinbar (Kishimoto et al., 1996). In einer Studie an
gestressten Ratten konnten die Autoren auf allen Ebenen der HHN-Achse einen
signifikant vermehrten mRNA-Gehalt der neuronalen NOS-Isoform nachweisen.
Lediglich in der Hypophyse weichen die hier erhobenen Daten von diesem

Expressionsmuster ab.

Kardiovaskulare Komplikationen sind immer noch der Hauptgrund fur eine erhohte
Morbiditat und Mortalitdt unter Diabetes-Patienten. Hypothesen fur ihre Ent-
stehung sind zahlreich vorhanden. Ob nur veranderte eNOS-Aktivitaten mit einer
unzureichenden Wirkung von NO auf die kleinen Gefalde oder anormale oxidative
Stoffwechselvorgange mit einem uberschnellen Abbau von NO durch glykolysierte
Endprodukte eine Rolle spielen, bleibt zu klaren (Pieper und Dondlinger, 1997;
Kobayashi et al., 2000; Brodsky et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit verhielt
sich die eNOS-Genexpression in der HHN-Achse ganzlich unabhangig von beiden
Hauptparametern des Insulin-abhangigen Diabetes. Weder der Insulinmangel
noch die Hyperglykamie bewirkten signifikante Abweichung zwischen gesunden
und erkrankten Tieren. Ein ahnliches Ergebnis erzielte die Autorengruppe Mancusi

et al. (1996) in ihren in vitro Studien. Dort verfehlte die Langzeitexposition von
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humanen Endothelzellen gegeniber verschiedenen Glukose-Konzentrationen die

Anderung auf mMRNA- sowie auf Proteinebene der eNOS-Isoform.

Es ist bekannt, dass die iINOS-Isoform an der Atiologie und Pathogenese vieler
Krankheitssymptome und —folgen des Typ 1-Diabetes beteiligt ist. Bereits die
autoimmunbedingte Inselzellzerstérung beginnt mit der Generierung zahlreicher
Zytokine durch Makrophagen und bewirkt Uber nukleare Transkriptionsfaktoren die
Stimulation der iINOS-Genexpression in B-Zellen mit anschlieRendem Inselzell-
untergang (Eizirik et al., 1996; Flodstrom et al., 1996). In allen Organen der HHN-
Achse gelang der Nachweis von geringen Mengen an iNOS-mRNA. Dieser Befund
mag zumindest in den Kontrollratten den nicht-stimulierten Zustand widerspiegeln.
Die STZ-D Ratten zeigten in der Nebenniere einen signifikant niedrigeren iINOS-
MRNA-Gehalt. Grund hierfur kdnnte der Hyperkortisolismus sein, wie er bei Typ 1-
Diabetes vorliegt. Er stellt einen starken Inhibitor der iINOS-Isoform dar und eine
Ruckkopplung auf die Genexpression ist denkbar (Szabo et al., 1994). Tseng et al.
(1997) fanden in den Makrophagen diabetischer Tiere ebenfalls erniedrigte iINOS-
MRNA-Mengen. Stevens et al. (1997) konnten in Makrophagen einen immun-
modulatorischen Effekt durch Insulin auf die INOS nachweisen. Im Einklang dazu
stehen die vorliegenden Ergebnisse: Nach kontinuierlicher Insulin-Ersatztherapie
konnte die INOS-Genexpression auch in der Nebenniere von Versuchstieren auf
eine Hohe von gesunden Ratten wiederhergestellt werden. Ein sinkender Plasma-
Kortikosteroid-Spiegel parallel zu einem Insulin-vermittelten Glukoseabfall scheint
die Menge an iNOS-Transkripten zu steigern. Alternativ dazu wird ein
Hyperglykamie-inuzierter Abfall der INOS-Genexpression in der Literatur
beschrieben und als Folge einer Proteinkinase C-Aktivierung bewertet (Muniyappa
et al., 1998). Man weil}, dass die NO-Produktion durch iNOS wichtig fur den
ungestorten Wundheilungsprozess ist. So ist eine Beteiligung der verminderten
INOS-Genexpression bei der schlechten Wundheilung diabetischer Patienten
vorstellbar (Yamasaki et al., 1998). Andere Autorengruppen konnten unter
Diabetes einen Anstieg der iINOS-Genexpression nachweisen. Olivenza et al.
(2000) nannten den Zustand von chronischem Stress als Grund fur die
Hochregulation der iNOS-Expression im Kortex von Ratten. Die Bedingungen
einer chronischen Erkrankung und des andauernden Stresses treffen fur unser

Tiermodell zu. Eine Steigerung fur iNOS lie sich jedoch nur auf Proteinebene
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vermerken. Szabo et al. (1994) vermuteten einen potentiellen Mechanismus
innerhalb der HHN-Achse, Uber den Insulin die NO-Produktion zu senken vermag,
denn — wie oben erwahnt — wirkt Kortikosteroid als Inhibitor von iNOS. Von der
Annahme, iNOS sei im Rahmen von Entzindungen stimuliert, nehmen auch
andere Studien Abstand. Yu et al (1999 und 2000). zeigten in ihren Studien an
STZ-D Ratten sowohl im zerebralen Kortex als auch in der dorsalen Medulla eine
verminderte iNOS-Aktivitat und geringere Proteinmengen. Im Versuch, die
verschiedenen und teilweise widerspruchlichen Ergebnisse zu erklaren, ist wichtig
zu bedenken, dass die Bedeutung des NO-Systems ganz beachtlich in den
unterschiedlichen Geweben variiert. Zusatzlich bestimmt stets die aktuelle
Redoxumgebung am Wirkort die finale Funktion von NO. Es existiert folglich keine
uniforme Antwort auf Stress oder Krankheit mit einheitlicher Hoch- und
Herabregulation auf mRNA- und Proteinebene. Vielmehr besitzt jede Art von
Stress seine bestimmte, eigene und individuelle ,neurochemische Identitat*
(Jessop, 1999). Hierbei kann eine fehlgesteuerte HHN-Achsenaktivitat seine
Ursachen im Uberwiegen von stimulierenden Faktoren oder dem Verlust an

tonisch inhibierenden Faktoren haben.

6.2 Der Typ 2-Diabetes

Dieselben Parameter wurden fur ZDF- und Obese-Ratten, zwei Tiermodelle des
Typ 2-Diabetes untersucht. Fur den Insulin-unabhangigen Diabetes ist ebenfalls
eine gesteigerte HHN-Achsenaktivitat beschrieben worden. Es ist jedoch unklar,
ob diese Fehlregulation mittelbar durch die Erkrankung verursacht ist, oder gar
Ausloser bestimmter Diabetes-Charakteristika sein kann. Dies hiel3e, dass die
Atiologie des Insulin-unabhangigen Diabetes letztendlich in gestdrten zentral-
nervosen Regulationsvorgangen zu suchen ist. Diese Hypothese wird durch ein
Modell untermauert, in dem nach Lasionen im ventromedialen Anteil des Hypo-
thalamus von Versuchstieren hormonelle und metabolische Fehlsteuerungen
auftraten, die dem Typ 2-Diabetes vergleichbar waren. Kennzeichen des Typ 2-
Diabetes ist immer die Hyperinsulinamie bei fehlender Hypoglykamie. Letztere ist
sicherlich der peripheren Insulinresistenz zuzuschreiben, andererseits konnte die
nachgewiesene HHN-Achsen-Uberaktivitdt notwendig sein, das Eintreten hypo-

glykdmischer Zustande zu verhindern. Es werden auch andere Grinde fur die
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ubermaflige HHN-Achsenaktivitat diskutiert. Sone und Osamur (2001) entdeckten
in ihren Versuchen an fettleibigen Mausen einen hemmenden Effekt von Leptin
auf die ACTH-Sekretion. Dieser entfallt aufgrund des Rezeptordefektes in den
Obese-Ratten und soll Ursache fur die enorm hohen ACTH-Spiegel sein.

Die in dieser Studie bestimmten Parameter im Plasma wie auch das Korper-
gewicht entsprechen bereits publizierten Angaben in der Literatur (Kim et al,
2000). Die ZDF-Ratten zeigten ein ahnliches Gewicht wie ihre Kontrollratten. Der
Hormonstatus war jedoch durch deutlich erhdhte Werte fur Insulin, Glukose und
Leptin gekennzeichnet. Die positive Korrelation von Insulinresistenz und Leptin-
konzentration in den ZDF-Ratten entsteht sekundar. Chronisch abnormal hohe
Insulin-Konzentrationen bewirken eine gesteigerte Expression der ob-Gen-mRNA
mit daraus resultierender Hyperleptinamie (Carantoni et al., 1998). Die Obese-
Ratten lagen aufgrund des genetisch beeintrachtigten Energiehaushaltes mit
ihrem Gewicht enorm Uber dem entsprechender Kontrollratten. Auf hormoneller
Basis prasentieren sie eine Glukoseintoleranz mit Hyperinsulinamie und -

leptinamie.

6.2.1 Die hypophysare B,-Rezeptor-Expression ist im Typ 2-Diabetes-Tiermodell
signifikant gesteigert

In peripheren Geweben wurde vielfach ein positiver Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein des B,-Rezeptors und der Insulin-abhangigen Glukoseauf-
nahme anhand von in vitro und in vivo Studien belegt (Miyata et al., 1998; Duka et
al., 2001; Shiuchi et al., 2002). Das KKS fungiert somit als Gegenspieler der
bekannten Insulinresistenz. Einige Gruppen beobachteten tatsachlich verminderte
BK-Plasmaspiegel an Diabetespatienten (Mayfield et al., 1985; Jaffa et al., 1987).
Den ZDF- und Obese-Ratten fehlen im Vergleich zu den STZ-D Ratten Stimuli
einer chronischen Entzindung. So bestatigte sich unsere Erwartung, ahnliche und
nur geringe mMRNA-Mengen des Bi-Rezeptors in Versuchs- und Kontrollratten
vorzufinden. Eine Induktion der Bi-Rezeptors-Expression durch Zytokine, einen
gestorten Glukosehaushalt oder veranderten Hormonstatus blieb aus. Weder in
den ZDF- noch Obese-Ratten lieRen sich in der Hypophyse Bj-Rezeptor-

Transkripte detektieren. Eine essentielle Funktion scheint daher unwahrscheinlich.
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Hypophysares ACTH ist in Obese-Ratten erhéht und soll zum Teil die bestehende
Insulinresistenz verursachen (Kim et al., 2000). In den Obese-Ratten fiel wie in
den ZDF-Ratten eine signifikant gesteigerte Genexpression des B;-Rezeptors in
der Hypophyse auf. Uber eine Verbindung zur modifizierten HHN-Achsenaktivitat
lasst sich spekulieren. Vereinbar mit friher publizierten Arbeiten dokumentierten
wir im Hypothalamus der ZDF-Ratten eine erhohte B,-Rezeptors-Expression
gegenuber den entsprechenden Kontrollratten (Madeddu et al., 1992). In diesem
Punkt differierte das Expressionsmuster fur den B,-Rezeptor innerhalb der HHN-
Achse zwischen den ZDF- und Obese-Ratten. Anders als die ZDF-Tiere zeigten
die Obese-Ratten hier eine ahnliche Genexpression wie entsprechende Kontroll-
ratten. Gewisse Unterschiede im hormonellen Status und Energiestoffwechsel, wie
die extreme Hyperglykdmie der ZDF-Ratten gegenuber einer Glukoseintoleranz
der Obese-Ratten, kdnnten die Ursache hierflr sein. Im Gegensatz zum Typ 1-
Diabetes haben unsere Versuche auf der Ebene der Nebenniere keine veranderte
B2-Genexpression erbracht. Folglich mussen weitere in der Regulation des KKS

betrachtet werden.

6.2.2 Anderungen der eNOS in ZDF- und Obese-Ratten

Duplain et al. (2001) verfolgten an eNOS ,-/- Knockout-Mausen® die Entwicklung
von Insulinresistenz, Bluthochdruck und Hyperlipidamie, die typischen Facetten
des Typ 2-Diabetes. Daraufhin diskutierten Hayden und Tyagi (2003) unterschied-
liche Defekte innerhalb der eNOS-abhangigen NO-Produktion und postulierten
Genpolymorphismen, die gemeinsam mit bestimmten Umweltfaktoren zu defekten
Signalwegen im Endothel mit Atherosklerose und schliel3lich zur Manifestation des
Typ 2-Diabetes flhren. Die Gruppe um Shankar (1998) entwarf ein neues Modell
in Bezug auf die Beteiligung von ZNS-Mechanismen an der peripheren
Insulinresistenz und beeintrachtigten Insulin-Sekretion im Typ 2-Diabetes. Nach
Applikation eines allgemein anerkannten NOS-Inhibitors in den Hirnventrikel von
SD-Ratten entwickelten die Tiere die typischen Typ 2-Diabetes-Charakteristika.
Ob Fehlsteuerungen im NO-System und Stress-induzierte Dysfunktionen der
HHN-Achse einander beeinflussen oder bedingen, muss noch untersucht werden
(Riedel, 2000; Rosmond, 2003). Ein Zusammenwirken zwischen HHN-Achsen-
Uberaktivitadt mit konsekutivem Hyperkortisolismus und viszeraler Adipositas bei

der Manifestation des Typ 2-Diabetes konnte bereits hergestellt werden.
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In den Versuchen zum Typ 2-Diabetes standen Uberraschenderweise auf
hypothalamo-hypophysarer Ebene merkliche Veranderungen fur die eNOS-Iso-
form im Vordergrund, wahrend in den STZ-D Ratten auf keiner Ebene der HHN-
Achse Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrolltieren zu beobachten waren.
In beiden Typ 2-Diabetesmodellen war die eNOS-Genexpression gegentber den
entsprechenden Kontrollratten signifikant gesteigert. Studien zur eNOS-abhangi-
gen NO-Produktion in experimentellen Modellen des Insulin-unabhangigen
Diabetes sind in relativ geringer Anzahl vorhanden und werden kontrovers
diskutiert. lhre Ergebnisse reichen von einer erhohten eNOS-Aktivitat trotz beein-
trachtigter GefalRdilatation Uber eine geringere Verfugbarkeit von Arginin, dem
primaren Substrat fur weitere NO-Formation, bis hin zu einer reduzierten NO-
Bioaktivitat und vermehrten Destruktion durch freie Sauerstoffradikale (Pieper und
Peltier, 1995; De Vriese et al., 2000). Diese Varianz flhrten Pieper et al. (1998)
auf gewebsspezifische Effekte zurlick, die durch die jeweiligen Glukose-Plasma-
konzentration und Expositionsdauer. Die NOS-Aktivitat wird durch vaskularen
Scherstress und als Antwort auf eine Vielfalt von Rezeptorliganden, z.B. BK,
stimuliert. So scheint die Frage berechtigt, ob der von uns gemessene Anstieg in
der Menge der B,-Rezeptor-mRNA innerhalb der hypothalamo-hypophysaren Ein-
heit auf einen ebenfalls erhohten BK-Plasmaspiegel hinweist und somit die
Ligandenstimulation einen wichtigen Faktor fur die eNOS-Expression darstellt.

Lediglich die ZDF-Ratten zeigten im Hypothalamus Abweichungen in der NOS-
Genexpression. Die nNOS-mRNA-Menge fiel in den Versuchstieren merklich
niedriger aus. Denkbar ist, dass durch eine final geringere NO-Produktion Hemm-
Mechanismen auf Neuropeptide, die die Nahrungsaufnahme férdern, entfallen und
so eine Hyperphagie mit seinen Folgen resultiert. Eine i.c.v. Gabe von NPY konnte
die Ausbildung aller Symptome der Obese-Ratten bewirken (Zarjevski et al.,
1993). Dieser Fund verdeutlicht abermals die Bedeutung zentralnervoser
Signalwege und lasst vermuten, dass die Atiologie der adipésen Insulinresistenz
hier gesucht werden muss. In fettleibigen Mausen und Ratten gelang mehrfach
der Nachweis einer beeintrachtigten Glukoseutilisation im Gehirn (McCall, 1992;
Vannucci et al., 1997). Dieser Umstand konnte der Grund fur adaptive Veran-
derungen sein, die mit erhdhten NPY- und CRH-Spiegeln im Hypothalamus
einhergehen, um die Energieversorgung zu steigern (Sipols et al., 1995; Havel et

al., 2000). AuRerdem kommt es infolge der eingeschrankten Glukoseutilisation zur
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vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, die eine lokale Entziindung
hervorrufen konnten (Zarjevski et al., 1993; Jeanrenaud, 1994). Die Induktion der
INOS-Isoform in der Hypophyse der Obese-Ratten kdnnte ein Ausdruck dieser
inadaquaten Energieversorgung mit vermehrter Zytokinproduktion sein. Umge-
kehrt gibt es Studien, die zeigen, dass eine erhéhte NO-Produktion Funktionen
von NPY moduliert und eine unangemessene Nahrungsaufnahme verantwortet.
Auch die Gabe eines NOS-Inhibitors vermochte in den Obese-Ratten die NPY-
vermittelte Hyperphagie zu mindern (Squadrito et al., 1993; Lambert et al., 1994;
Chen et al., 2000). In den ZDF-Ratten war die induzierbare Komponente der NOS-
Isoformen mengenmaRig erniedrigt. Ahnlich den Veradnderungen in den STZ-
D Ratten konnte dies Folge der Suppression durch den enorm hohen
Kortikosteroid-Plasmaspiegel sein.

Der Beitrag von Fehisteuerungen des zentralen NO-Systems in der Entwicklung
des Typ 2-Diabetes ist offensichtlich, jedoch durchflechten sich zahlreiche
Regulationssysteme und erschweren so eindeutige Aussagen uber Ursache oder
sekundare Veranderungen. In den beiden hier verwandten Tiermodellen (ZDF-
und Obese-Ratten) scheint ein Zusammenspiel aus Umwelt- und genetischen
Faktoren an der Entstehung des Typ 2-Diabetes beteiligt zu sein. Die Interaktions-
maoglichkeiten zwischen Glukosemetabolismus und Ubergeordneten Regulations-
mechanismen ist am ehesten im ZNS gegeben. Hier befindet sich das integrative
Zentrum, das auf Umwelteinflisse und andere Veranderungen reagiert. Daher
sollte die Suche nach zentralen Modulatoren, bzw. Auslésern von Folge-

symptomen fortgesetzt werden.

6.3 Der Glukose-Transporter

Die Isoform GLUT 1 ist in der Zellmembran nahezu aller Kérperzellen vorhanden
und ist fur die basale Nahrstoffversorgung aller Gewebe verantwortlich. Im ZNS
wird der Glukose-Transport uUber die BHS ausschlieBlich durch GLUT 1
kontrolliert. Diese Sonderstellung wird als Ursache einiger Spatkomplikationen des
Diabetes diskutiert (Pardridge et al., 1993; Kumagai, 1999). In der vorliegenden
Arbeit konnte im Hypothalamus von STZ-D Ratten ein erhdhter GLUT 1-mRNA-
Gehalt nachgewiesen werden. Ahnlich wie in den Studien der Arbeitsgruppe um

Lutz (1993) bewirkte die eingeleitete Insulinersatztherapie eine Korrektur der
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MRNA-Expression auf Normalwerte. Dies weist auf eine stoffwechselabhangige
Regulation hin, die moglicherweise Uber den Leptin-Spiegel gesteuert wird. In den
ZDF-Ratten konnten trotz erhohter Plasma-Glukose- und Insulin-Spiegel keine
signifikanten Veranderungen gezeigt werden

Der GLUT 2 scheint eine wichtige Komponente des Glukose-Rezeptions-Systems
zu sein. Seine geringe Affinitat zu Glukose ermoglicht fur die jeweilige Zelle eine
proportionale Glukose-Aufnahme bis hin zu den hdchsten physiologischen Blut-
Glukose-Konzentrationen. In B-Zellen des Pankreas wird hierdurch die Detektion
der aktuellen Glukosekonzentration und die jeweils adaquate Sekretion von Insulin
gewabhrleistet. Im Hypothalamus wird Uber den gleichen Prozess die Modulation
des Essverhaltens sowie des neuroendokrinen und des autonomen Systems
angenommen (Thorens, 2001; Roncero et al., 2004). Gerade beim Typ 2-Diabetes
soll diese Fahigkeit des Glukose-Sensors beeintrachtigt sein. GLUT 2 ist auch an
der hepatischen Glukoseproduktion beteiligt. In der vorliegenden Arbeit war die
Menge an GLUT 2-mRNA im Hypothalamus der STZ-D Ratten signifikant erhoht,
was eine Reaktion auf die Hyperglykédmie oder Hypoinsulinamie vermuten lasst.
Die Insulin-Ersatztherapie bewirkte jedoch keine Anderung der GLUT 2-
Expression. Es muss angenommen werden, dass an der Auspragung des
diabetischen Phanotyps neben dem reinen Insulinmangel beim Typ 1-Diabetes
weitere, insulinunabhangige Pathomechanismen vorkommen. So gibt es Hinweise
auf eine pathologische immunmodulatorische Regulation, welche nicht allein durch
die symptomatische Insulinersatztherapie korrigiert werden kann (Pozzilli, 1998).
Die Daten der ZDF-Ratten konnten diese Aussage bestatigen: Weder der erhdhte
Glukose- noch Insulinspiegel sind an der veranderten Genexpression fur GLUT 2
malfgeblich beteiligt. Hier konnte zwischen den ZDF- und Kontrollratten kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Der neben GLUT 1 im Gehirn mengenmalig vorherrschende Glukosetransporter
ist GLUT 3. Er bindet Glukose mit hoher Aktivitat und sichert eine maximale
Glukose-Transportrate Uber den gesamten Bereich moglicher Blut-Glukose-
Konzentrationen. Reagan et al. (1999) konnten im Hippokampus von STZ-
D Ratten einen signifikanten Anstieg der GLUT 3-Transkripte nachweisen. In
gleicher Weise verhielt sich die Genexpression im Hypothalamus. Fur die
Transporter 1 und 3 konnten wir in den STZ-D Ratten einen Anstieg der

Genexpression beobachten. Die vorliegenden Ergebnisse stimmen mit friher
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publizierten Daten Uberein und reflektieren entweder eine gesteigerte Trans-
kriptionsrate oder eine Stabilisierung der GLUT-mRNA. Lutz und Pardridge (1993)
entdeckten ebenfalls erhohte mRNA-Mengen des GLUT 1s in der BHS von STZ-
D Ratten. Parallel dazu konnte die in der entsprechenden Studie eingeleitete
Insulin-Ersatztherapie ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit die Genexpression
auf das Niveau der Kontrollratten senken. Die Hochregulation von GLUT 3 im
Hypophysenhinterlappen von Ratten wurde bereits in zwei in vivo Experimenten
unter Bedingungen der stimulierten HHN-Achsenaktivitat durch STZ induzierten
Diabetes und Wasserentzug gefunden (Maher et al., 1993; Maher und Simpson,
1994). Hier resultierte unter Insulin-Substitution ebenfalls ein Rlckgang der
Genexpression auf Werte von Kontrollratten. Andere Diabetes-Studien liefern zum
Vorkommen zentraler GLUTs teilweise widersprichliche Daten, was auf eine
streng gewebespezifische Regelung innerhalb des ZNS hindeutet. Wahrscheinlich
ermdglicht gerade diese unterschiedliche Expression verschiedener GLUT-
Molekule in den unterschiedlichen Geweben und die Verteilung spezifischer

Transporter auf bestimmten Zellen die prazise Kontrolle des Glukose-Transportes.

Die Isoform GLUT 4 ist der einzige Insulin-abhangig agierende Glukose-
transporter. Er ist typisch fur das Muskel- und Fettgewebe. Der Transporter wurde
auch in ZNS-Strukturen, wie Hypothalamus, Kleinhirn, Ventrikelsystem und
endothelialen Zellen der BHS nachgewiesen (Brant et al., 1993; Vannucci et al.,
1998). Der Hypothalamus nimmt im ZNS nicht nur aufgrund seiner zahlreichen
Funktionen und Integration in viele Regelkreise eine Sonderstellung wahr. Er ist
gegenuber zirkulierenden Insulin- und Glukose-Spiegeln direkt empfindlich
(Livingstone et al., 1995). Livingstone vermutet hierin die Fahigkeit des
Hypothalamus begrindet, direkt auf erhdhte Glukosespiegel und veranderte
Stoffwechsellagen zu reagieren. Aulerdem bietet dieser Umstand einen
Mechanismus, Uber den Insulin Einfluss auf endokrine und neuronale Vorgange
besitzt und die gesamte Glukosehomoostase des Korpers regulieren kann. Unsere
Experimente konnten jedoch in den hypoinsulinaren Ratten keine Gehaltanderung
der GLUT 4-mRNA detektieren und verfehlten damit den Nachweis einer
regelbaren Glukoseaufnahme in die Zellen des Hypothalamus.

Der GLUT 5 zahlt zu den konstitutiv exprimierten Glukosetransportern in der

Zellmembran. Weder fir den Typ 1- noch fur den Typ 2-Daibetes konnten
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signifikante Veranderungen zwischen den Versuchs- und Kontrolltieren
nachgewiesen werden, was eine stoffwechselunabhangige Regulation vermuten
lasst.

Die Glukosetransporter werden im Zusammenhang mit akuten und chronischen
Stoérungen der Glukosehomoostase diskutiert. Insgesamt zeichnet sich noch kein
klares Bild ab und zur Klarung ihrer Relevanz in Hinblick auf den zerebralen
Energiestoffwechsel bedarf es weiterer Untersuchungen.

Schlussfolgerung:

Die vorliegende Arbeit zeigt sowohl fiir das KKS als auch das NO-System
eine Gewebe-spezifisch ausgepragte Regulation der Genexpression. Die
vorliegenden Daten aus RT-PCR- und Western Blot-Analysen lassen lediglich
deskriptive Aussagen lber das Zusammenspiel zwischen dem KKS und NO-
System und eine moégliche funktionelle Relevanz derselben auf die HHN-
Achse in diabetischen Ratten zu. Unter den Kinin-Rezeptoren zeigte nur die
Genexpression flir den By-Rezeptor signifikante Verdnderungen zwischen
den Versuchs- und Kontrolltieren. Der Anstieg der B>-Rezeptor-mRNA im
Hypothalamus und der Hypophyse der Typ 1-Diabetes-Ratten mag ein
Hinweis fiir die erhéhte Anfélligkeit gegenliber inneren und &ul3eren
Stressoren sein. In Bezug auf das NO-System fallen besonders fiir die
endotheliale Isoform bedeutende Unterschiede im Rahmen des Typ 2-
Diabetes auf. Die eNOS ist méglicherweise an der Manifestation des Insulin-
unabhéngigen Diabetes beteiligt. Der deutliche Anstieg der nNOS-mRNA im
Hypothalamus der Typ 1-Diabetes Ratten kénnte die Krankheits-assoziierte
Hyperphagie bedingen. Der signifikant erniedrigte iINOS-mRNA-Gehalt In der
Nebenniere  von  STZ-D Ratten ist moglicherweise  durch  den
Hyperkortisolismus bedingt, der einen starken Inhibitor der iINOS-Isoform
darstellt. In sich anschlieBenden pathophysiologischen Untersuchungen
bleibt der Beitrag des zentralen und peripheren KKS und NO-Systems zu

kléren.
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7 Zusammenfassung

Der Diabetes mellitus ist neben Glukoseregulationsstérungen auch durch
Hyperphagie, Polydipsie und Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden (HHN)-Achse gekennzeichnet. Durch welche Mechanismen
diese Effekte erzielt werden, ist unklar. In peripheren Organen ist ein Beitrag des
Kallikrein-Kinin-Systems (KKS) und Stickstoff (NO)-Systems in der Entstehung
einiger Symptome oder Spatfolgen des Diabetes gesichert.

Die vorliegende Arbeit untersuchte anhand von vier verschiedenen Ratten-
modellen das Zusammenspiel zwischen dem KKS und NO-System und der HHN-
Achsenaktivitat unter diabetischer Stoffwechsellage. Mittels der RT-PCR- und
Western Blot-Analyse wurden die mRNA- und Proteinmengen der Kinin-
Rezeptoren, NOS-Isoformen und erganzend die Genexpression der Glukose-
Transporter bestimmt. Dabei wurden die Ergebnisse der unterschiedlichen
Diabetesmodelle verglichen. Zusatzlich protokollierten wir Hormonveranderungen
im Plasma der Versuchstiere.

Obwohl alle ausgewahlten Ratten die Symptome eines chronischen Krankheits-
verlaufs aufwiesen, zeigte der induzierbare B4-Rezeptor weder in den Typ 1- noch
Typ 2-Diabetes Ratten signifikante Veranderungen und scheint daher eine unter-
geordnete Rolle innerhalb der HHN-Achse zu spielen. Der B,-Rezeptor hingegen
ist in seiner Regulation den Diabetestypen unterworfen. Die gesteigerte Genex-
pression im Hypothalamus mag die erhdhte Empfindsamkeit gegentber jeglicher
Art von pathophysiologischen Stressoren widerspiegeln. An der vermehrten Bo-
Genexpression von STZ-D Ratten sind vermutlich andere Faktoren als die Hypo-
insulindmie oder Hyperglykamie beteiligt, da die eingeleitete Insulin-Ersatztherapie
im Hypothalamus sowie der Nebenniere keine Korrektur auf Normalwerte
bewirkte.

Die NOS-Isoformen zeigten ein jeweils Diabetestyp-spezifisches Muster. Die ge-
steigerte NnNOS-Genexpression in den STZ-D Ratten erwies sich als Insulin-
abhangig. Gleichzeitig verringerte Proteinmengen erschweren jedoch eine eindeu-
tige Interpretation. Ahnliches gilt fir die iINOS: Auch hier verhielten sich mRNA-
Gehalt und Proteinmenge entgegensetzt. In Bezug auf den Proteingehalt konnten
keinerlei Differenzen zwischen erkrankten und gesunden Tieren aufdeckt werden,
wie es vielseitig bei chronischen Krankheiten berichtet wurde. Interessanterweise
konnten in den Typ 2-Diabetesmodellen signifikante Veranderungen fur die eNOS
nachgewiesen werden. Einige Autoren vermuten hierin sogar einen moglichen
Ausloser oder zumindest wichtigen Beitrag zum Insulin-unabhangigen Diabetes.
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Insgesamt reflektieren die vorliegenden Daten ein streng gewebespezifisches
Vorkommen der Kinin-Rezeptoren und NOS-Isoformen. Die Beteiligung des KKS
an Veranderungen der HHN-Achsenaktivitat unter diabetischen Bedingungen ist
aufgrund der hier vorgestellten Daten eher unwahrscheinlich. Vielmehr unter-
mauern die Diabetes-abhangigen Regulationsstorungen innerhalb des zentralen
NO-Systems die wichtige Rolle von NO an Pathogenese und Verlauf diabetischer
Erkrankungen.
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9 Anhang
9.1 Materialverzeichnis

9.1.1 Alphabetische Auflistung der verwendeten Puffer

Blockpuffer 5% (w/v):
5 g Milchpulver ad 100 ml Waschpuffer

Elektrophorese-Puffer:
25 mM Tris-HCI

0,5 M Glyzin

SDS (0,1%), ad 31 A.d.

Homogenisatiospuffer (Western Blot):

50 mM Tris-HCL, pH 7,4

0,1 mM EDTA

150 mM NaCl

Triton-X (1%)

0,1 uM Aprotinin

B-Mercaptoethanol (0,1%)

0,1 mM PMSF (pentamethylisulfonyl fluoride) , ad 100 ml Aqua dest.

Ladepuffer:
Xylen-Cyanol (2,5%)
Glyzerin in DEPC-Wasser (30%)

RT-Puffer:

10 mM Tris-HCI, pH 9,0
50 mM KCI

0,1% Triton X-100

Sammelgelpuffer:
0,5 M Tris-HCI; pH 6,8 mit HCI einstellen ad 50 ml A.d.

SDS-PAGE-Puffer:

100 mM Tris-HCI, pH 6,8

SDS (4%)

Glyzerin (20%)

200 mM DTT (Dithiohreitol)
Bromphenolblau (0,2%), ad 10 ml A.d.

Trenngelpuffer 1,5 M pH 8,8:
36,3 g Tris-HCI, ad 150 ml A.d.; pH 8,8 mit HCI einstellen ad 200 ml A.d.
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Towbin-Blot-Puffer:
50 mM Tris-HCI

0,2 M Glyzin

SDS (0,037%)

ad 0,81 A.d., pH 8,2-8,4
MeOH (20%)

Waschpuffer PBS-Tween (0,1%)

NagHPO4 23 g
NaH2P04 5,92 g
NaCl 11,68 g

ad 21 Ad., pH7,5+2ml Tween-20

9.1.2 Antikorper

Primér-Antikorper:

Tabelle 3: Auflistung und Angaben zu den verwendeten 1.AK beim Western Blot-
Verfahren mit der jeweiligen Verdinnung, dem Molekular-Gewicht des final ausgefallten
Ag-AK-AK-Komplexes und dem Hersteller

Ziel-Antigen 1.-AK Verdinnung | Hersteller
kDa
B, 42 Kaninchen-Anti-B, 1:5000 Werner-Miiller Esterl
Maus-Anti-B, 1:5000 BD Transduction Laboratories,
nNOS | 155 |Kaninchen-Anti-nNOS| 1:3000 | -eXington
iNOS 130 | Kaninchen-Anti-iNOS 1:300

Abkirzungen: AK, Antikérper; kDa, KiloDalton

Sekundar-Antikérper:
Tabelle 4: Auflistung und Angaben zu den verwendeten 2.AK beim Western Blot-
Verfahren mit der jeweiligen Verdinnung und dem Hersteller

1.-AK 2.-AK Verdinnung | Hersteller
Anti-B, Anti-Kaninchen 1:5000 Dako
Anti-Maus 1:5000 Dako
Anti-nNOS Anti-Kaninchen 1:3000 Dako
Anti-INOS Anti-Kaninchen 1:300 Dako

Abkiirzungen: AK, Antikbrper; kDa, KiloDalton

9.1.3 Chemikalien und Losungen

Enhanced-Chemiluminescence (ECL)-System, Amersham Life Science,
Braunschweig, Deutschland
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Humaninsulin-Basal-NPH 40,
Streptozotocin (STZ)
DyNAzyme™ Il DNA Polymerase
Entwickler

Fixierer

9.14 Gele

Lilly GmbH, Giel3en, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Biometra, Finnzymes OY, FIN, Espoo
Sigma, Minchen, Deutschland

Sigma, Minchen, Deutschland

Agarosegel (2%) zum Nachweis der PCR-Produkte

TAE-Puffer (1-fach)
Agarose
Ethidiumbromid

7,5%iges SDS-Gel:

Tabelle 5: Angaben zur Herstellung eines 7,5%igen SDS-Geles

150 ml

39
3 ul

Sammelgel (ml)

Trenngel (ml)

Aqua dest. 3.05 4, 85
Tris-Puffer, 1,5 M, pH 8,8 - 2,5
Tri-Puffer, 0,5 M, pH 6,8 1,25 ---
SDS 50 100
Acrylamid 0,67 2,5
APS 25 50
TEMED 10 5

Abkiirzungen: APS, Ammoniumpersulfat;

Tetramethylethylendiamin

9.1.5 Kommerzielle Nachweisverfahren (Sets)

ELISA Kit

RNeasy® Mini Kits
Promega-Corp-RT-Kits
Rnase free Dnase Set (50)

9.1.6 Marker

DNA-Marker fiir PCR:
Bromphenolblau (0,1%)
Xylen-Cyanol (0,1%)

SDS (0,1%)

25 mM EDTA in Glyzerin, pH 8,0

Linco, Missouri USA

SDS, Sodium-Dodecyisulfat;

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Mannheim, Deutschland

Qiagen

TEMED,
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DNA-Léngenstandard X1V, 100-Basenpaarleiter Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland

Protein-Standard fiir Western Blot:
Precision Protein Standards

BIO-RAD, Californien, USA;

Regenbogenmarker, Kaleidoscope, Prot.Standards BIO-RAD, Californien, USA

9.1.7 Optimierung der PCR fir die Kinin-Rezeptoren, die NOS-und GLUT-

Isoformen

PCR-Angaben (a):

Tabelle 6: Auflistung der experimentell optimierten MgCl,-Konzentration,

des

Temperaturprofils und der Zyklenanzahl flr die Primerpaare des B4- und B,-Rezeptors

sowie B-Aktin

Gewebe Bedingungen B1-Rezeptor B2-Rezeptor B-Aktin

Hypothalamus | MgCl, (mM) 1,0 1,0 1,0
Temperatur (°C) 56 62 56
Zyklenanzahl 32 28 28

Hypophyse MgCl, (mM) 1,0 1,0 1,0
Temperatur (°C) 56 62 56
Zyklenanzahl 31 31 28

Nebenniere MgCl, (mM) 1,0 1,0 1,0
Temperatur (°C) 56 62 56
Zyklenanzahl 31 30 28

PCR-Angaben (b):

Tabelle 7: Auflistung der experimentell optimierten MgCl,-Konzentration,

des

Temperaturprofils und der Zyklenanzahl fir die Primerpaare von nNOS, eNOS und iNOS

Gewebe Bedingungen nNOS eNOS iINOS
Hypothalamus | MgCl, (mM) 1,5 1,5 1,0
Temperatur (°C) 62 58 56
Zyklenanzahl 32 25 30
Hypophyse MgCl, (mM) 1,5 1,5 1,0
Temperatur (°C) 62 58 56
Zyklenanzahl 29 27 31
Nebenniere MgCl, (mM) 1,5 1,5 1,0
Temperatur (°C) 62 58 56
Zyklenanzahl 27 25 27
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PCR-Angaben (c):

Tabelle 8: Auflistung der experimentell optimierten MgCI2-Konzentration, des

Temperaturprofils und der Zyklenanzahl fir die Primerpaare von GLUT 1 — GLUT 5

Gewebe Bedingungen GLUT 1 | GLUT 2 | GLUT 3 | GLUT 4 | GLUT 5

Hypothalamus | MgCl, (mM) 1,0 1,5 1,0 1,0 1,0
Temperatur(°C) 57 60 57 56 56
Zyklenanzahl 24 34 27 29 29

9.1.8 PCR-Ansatz

0,5 yM sense und antisense-Primer

0,2 mM dNTP (desoxynucleosidtriphosphat)-Mix

1,0 - 1,5 mM MgCl,
RT-Puffer
1,2 U DNA-Polymerase (Taq?)

3 yl unverdinnte cDNA fir die Bestimmung des BK-Rezeptoren- und NOS-Isoenzym-
Gehaltes oder 1:100 verdiinnte cDNA flir die Bestimmung des p-Aktin-Gehaltes, das
Gemisch wurde mit Nuklease-freiem Wasser bis zu einem Endvolumen von jeweils 30 pl

aufgefullt

9.1.9 Primer

Sense- und Antisense-Primer:

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Primerpaare mit Angabe der Sense- und
Antisense-Nukleotidfolge, der resultierenden PCR-Produktldange und der zugehdrigen

Gen-Datenbank-Zugangs-Nr.

Zielgen | Primer Pro- | Datenbank-
dukt | Zugangs-Nr.
Sense (5°-3) Antisense (5°-3") (bp)
B-Aktin | GTGGGTATGGGTCAGAAGGA |AGCGCGTAACCCTCATAGAT |380 |NM031144°
B, GCATCCCCACATTCCTTCTA | AAGAAGTGGTAAGGGCACCA |301 |AJ132230°
B, CTTGGGTGAGCTCAGTGTCA | TAGGGGCAGACATTTGAAGG |299 |M59967°
nNOS | TAGACTCACCCCGTCCTTTG |CCAGGTGCACGATGTCATAC |296 |U67309°
eNOS | TGGCAGCCCTAAGACCTATG |CGCTCCTGCAAAGAAAAACT |306 |AJO11116°
iNOS CAGAGGACCCAGAGACAAGC | TGCTGGAACATTTCTGATGC [300 |D14051"
GLUT 1 | TGCAGTTCGGCTATAACACC |ACACCTCCCCCACATACATG |292 |M20653.1°
GLUT 2 | CCTGCTGGGTCAGAACATTT |CCTCATGCGAAACTGCTACA |301 |L28126.1"
GLUT 3 | TCTCTGGGATCAATGCTGTG |CAGGGCCAATCTCAAAGAAG |302 |U17978.1'
GLUT 4 | GCAGGAGGTGAAACCCAGTA | GGGTAAGAGGAAGGCAGGAC |296 |D28561.1
GLUT 5 | GAAAAGCAACGACGTCCAAT | GTCGAGAGGATTGCAGGAAG |299 |D13871.1
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Abklirzungen: bp, Basenpaare; *Nudel et al. 1983; bJones et al. 1999; “McEachern et al.
1991; dMagee et al. 1996; °Seidel et al.' 1998; 'Nunokawa et al. 1993; IKayano et al. 1988;
"Aun et al. 1995; 'Krishnan et al. 1995; 'Kasahara et al. 1997; ¥Inukai et al. 1993

9.1.10 Restriktionsenzyme

Tabelle 10: Auflistung der verwandten Restriktionsenzyme mit Angabe des Zielgenes und

der jeweils produzierten Spaltfragmente

Restriktionsenzym | Ziel Spaltfragmente (bp) | Hersteller

BsmA | nNOS 195 101 BioLabs, New England
Dpn Il eNOS 208 98 BioLabs, New England
Sac | iINOS 180 120 BioLabs, New England
Ava ll B+ 219 82 BioLabs, New England
Ava ll B, 204 95 BioLabs, New England

Abkiirzungen: bp, Basenpaare

9.1.11 Software

PCR-Auswertung Uber NIH Image fur Windows (Scion Co), welches auf dem NIH
Programm basiert (http://rsb.info.nih.gov./nih-image

Primer:

http://www-genome.wi.mit.edu/genome-software/other/primer3.html

Restriktionsanalyse:

http://webminer.ucsf.edu/cgi-bin/mkjavascript
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9.1.12 PCR-Gel-Bilder
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Abbildung 22:

PCR-Gel-Bilder fiir den B;- und B,-Rezeptor in der HHN-Achse von STZ-D und Kontroll-
Ratten [A] und das Ergebnis des Bo-Rezeptors im Hypothalamus und der Nebenniere von
STZ-D Ratten nach durchgefiihrter Insulin-Substitution [B], dargestellt im Vergleich zu (-
Aktin; n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe
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Abbildung 23:

PCR-Gel-Bilder fiir nNOS, eNOS und iNOS in der HHN-Achse von STZ-D und Kontroll-
Ratten [A] und das Ergebnis flir nNOS und iNOS im Hypothalamus und der Nebenniere
von STZ-D Ratten nach durchgefiihrter Insulin-Substitution [B], dargestellt im Vergleich zu
B-Aktin; n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe
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Abbildung 24:

PCR-Gel-Bilder fiir den B;- und Bx-Rezeptor [A] und NOS-Isoformen [B] in der HHN-
Achse von ZDF- und entsprechenden Kontroll-Ratten, dargestellt im Vergleich zu B-Aktin
n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe
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[A] Kontroll-Ratten Obese-Ratten
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Abbildung 25:

PCR-Gel-Bilder fiir den B;- und Bx-Rezeptor [A] und NOS-Isoformen [B] in der HHN-
Achse von Obese- und entsprechenden Kontroll-Ratten, dargestellt im Vergleich zu (-
Aktin, n=8-10 Ratten je Versuchsgruppe
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