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l. Einleitung

Diabetes mellitus Typ 2 ist eine Erkrankung mit drastisch steigender Pravalenz.
Besonders in den Wohlstandslandern wird Diabetes mellitus und das damit verge-
sellschafte metabolische Syndrom (Symptomenkomplex mit Adipositas, arterieller
Hypertonie, Dyslipoproteinamie und gestértem Kohlenhydratstoffwechsel) zu einer
Volkskrankheit. Global leiden 150 Millionen Menschen an Diabetes, bis zum Jahre
2025 wird sich die Zahl voraussichtlich verdoppeln (King et al., 1998). In Deutsch-
land wird die Pravalenz auf 5-8% geschatzt. Typ 2 Diabetes fuhrt zu einer erhoh-
ten Morbiditat und Mortalitat. (Balkau et al., 1997;Panzram and Zabel-Langhennig,
1981;Schneider et al., 1993). Typische Folgekrankheiten wie diabetische Retino-
pathie, diabetische Nephropathie und Polyneuropathie beruhen auf einer Mikro-
und Makroangiopathie.

Risikofaktoren fur Typ 2 Diabetes sind vor allem mangelnde korperliche Aktivitat,
hohes Alter, eine positive Familienanamnese und Stammfettsucht, die mit Insulin-
resistenz und reaktiver Hyperinsulinamie einhergeht und besonders als unabhan-
giger Risikofaktor zu betonen ist (Bonadonna and De Fronzo, 1991;Carey et al.,
1997;Kissebah et al., 1982;Morris et al., 1989;Standl, 1995). Die Therapie des Typ
2 Diabetes beginnt mit einer gewichtsreduzierenden Diat und koérperlicher Betati-
gung. Laut WHO (World Health Organisation) kommen aber 40% der Patienten
nicht ohne orale Antidiabetika aus (Sulfonylharnstoffe, Glinide, Insulinsensitizer,
Biguanide, Acarbose), weitere 40% der Patienten mit Typ 2 Diabetes sind insulin-

pflichtig.

Laut der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) beruht der Pathomechanismus
des Typ 2 Diabetes im Wesentlichen auf 1.) einer gestorten Insulinsekretion und
oder 2.) einer Insulinresistenz der Zielgewebe Skelettmuskel, Leber und Fettge-
webe. Bei einem zu niedrigem Insulinspiegel oder bei mangelndem Ansprechen
auf Insulin gelangt Glukose nicht ausreichend uber insulinabhangige Glukoset-
ransporter (GLUT4) in Muskel- und Fettzellen. Die Folge ist eine Erhdhung des
Blutzuckerspiegels. Nach der allgemeinen Lehrmeinung liegen die Stérungen im
Regelkreis R-Zelle des Pankreas, Muskelzelle und Fettgewebe.

Diese konventionelle Erklarung der Pathogenese lasst jedoch einige Fragen offen.

So kann das metabolische Syndrom in seiner Gesamtheit, mit dem der Typ 2 Dia-



betes sehr haufig einhergeht, durch diesen Ansatz nur unzureichend erklart wer-
den. Will man versuchen, die Genese des metabolischen Syndroms als eigene

Krankheit zu erklaren, muss ein anderer Ansatz gewahlt werden.

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass eine Dysregulation der Hypo-
thalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) eine zentrale Rolle in der
Pathogenese des metabolischen Syndroms spielt. Erhohte Werte von ACTH und
Glukokortikoiden, vermehrte Expression von CRH mRNA und eine verminderte
negative Feedback-Sensitivitdt weisen auf eine Uberaktivitdt der HPA-Achse im
Rahmen des metabolischen Syndroms hin (Chan et al., 2001;Chan et al., 2002).

Im Hypothalamus synthetisieren Neuronen im Nucleus paraventricularis (PVN)
CRH (Corticotropin Releasing Hormone) und Vasopressin. Dartber hinaus wird
hier das sympathische Nervensystem (SNS) aktiviert, welches im Nebennieren-
mark die Sekretion von Katecholaminen, v.a. Adrenalin stimuliert und zu einer
Hemmung der Glukoseaufnahme in die Zelle fuhrt. CRH gelangt Uber das portale
Gefallsystem in die Adenohypophyse, in der es die Sekretion von ACTH (Adreno-
corticotropin) bewirkt. ACTH wird von POMC-Zellen (Proopiomelanokortinzellen)
synthetisiert. Diese Zellen sezernieren Proopiomelanokortin (POMC). Aus diesem
Peptid wird ACTH enzymatisch abgespalten und gelangt in den Blutkreislauf
(Mountjoy and Wong, 1997). In der Zona fasciculata der Nebennierenrinde (NNR)
stimuliert es die Synthese und Sekretion von Glukokortikoiden (Cortisol beim
Menschen bzw. Corticosteron bei der Ratte) (De Kloet et al., 1998). Glukokortikoi-
de sind Stresshormone, die im Falle einer Kampf- oder Fluchtsituation und in
Hungerperioden Uberlebenswichtige Glukose bereitstellen. Zu diesem Zweck wer-
den andere Molekule in Glukose umgebaut. Glukokortikoide wirken eiweil3katabol
und antianabol. Besonders im Muskel werden Proteine zu Aminosauren abgebaut,
um daraus in der Leber Glukose zu synthetisieren. Die dafur nétigen Enzyme wer-
den durch Glukokortikoide induziert. Der Aminosaurentransport in die Muskelzelle
wird gehemmt und so Muskelproteine vermindert synthetisiert. Cortisol bzw. Corti-
costeron stimuliert die Spaltung von Triglyzeriden, so dass der Fettsaurespiegel im
Plasma steigt. Die Glukoseaufnahme in die Fettzelle wird reduziert und die Insu-

linsekretion inhibiert.



Die Aktivierung der Achse Hypothalamus-Hypophyse-Nebenniere flhrt zusam-
mengefasst zu einer Erhohung der Blutglukose (McMahon et al., 1988;Munck et
al., 1984).

Wird die HPA-Achse dauerhaft Uberaktiviert, fuhrt das zu Hypertriglyzeridamie,
arterieller Hypertonie, Hyperglykamie, zentraler Adipositas, zu einer Insulinsekreti-
onsstorung und Insulinresistenz und bietet deshalb eine plausible Erklarung fur die
Genese des metabolischen Syndroms mit allen seinen Komponenten.

Eine Uberaktivierung der HPA-Achse konnte sowohl im diabetischen Tiermodell
(Chan et al., 2001;Chan et al., 2002) als auch bei Patienten mit Diabetes mellitus
Typ 2 bestattigt werden (Cameron et al., 1984;Coiro et al., 1995;Roy et al.,
1990;Roy et al., 1991;Roy et al., 1993).

Auch eine Anreicherung von viszeralem Fett, also Adipositas, ist mit einer Dys-
funktion der HPA-Achse mit erhéhten Cortisolspiegeln und einem gestérten Feed-
back Mechanismus assoziiert. (Bjorntorp and Rosmond, 2000;Dallman et al.,
2006). Das in Adipozyten synthetisierte Peptidhormon Leptin spielt in der Regula-
tion der Fettspeicherung eine herausragende Rolle, indem es die Nahrungsauf-
nahme hemmt und eine Erhéhung des Energieumsatzes vermittelt. Auf die HPA-
Achse wirkt Leptin inhibierend. Die Ausschuttung von CRH aus isolierten Hypotha-
lami wird unter dem Einfluss von Leptin reduziert, die durch Stress oder Fasten
induzierte Exkretion von ACTH und Corticosteron abgeschwacht und sowohl die
Synthese als auch die Exkretion von Cortisol in Nebennierenrindenzellen blockiert
(Ahima et al., 1996;Bornstein et al., 1997;Heiman et al., 1997). Die Plasmakon-
zentration von Leptin und Corticosteron verhalt sich reziprok zueinander (Ahima et
al., 1996) und die Beziehung zwischen Fettgewebe und HPA-Achse ist bidirektio-
nal. In vielen Studien stellte sich heraus, dass der Leptinspiegel nach einer Stimu-
lation mit Glukokortikoiden steigt (Dagogo-Jack et al., 1997;Kolaczynski et al.,
1997;Larsson and Ahren, 1996;Masuzaki et al., 1997;Miell et al.,
1996;Papaspyrou-Rao et al., 1997). Erwartungsgemal ist der Leptingehalt in ad-
renalektomierten Ratten verringert und steigt nach Dexamethason-Gabe auf
Normwerte an (Spinedi and Gaillard, 1998).

Im Falle einer Leptinresistenz oder Leptindefizienz fehlt die inhibierende Wirkung

von Leptin auf die HPA-Achse. Die nach dem Erstbeschreiber benannte Zucker



Ratte (obese Zucker rat, OZR, siehe
Abb.1) ist ein Tiermodell fur Leptinresis-
tenz mit einer Punktmutation im ,fatty” Allel
(fa/fa), wodurch ein Aminosaurenaus-
tausch

in der extrazellularen Domane des Leptin-

: rezeptors stattfindet. OZR sind fur diese
Abb.1: OZR (rechts) vs. LZR (links) Mutation homozygot, Lean Zucker Ratten
(LZR) heterozygot und damit phanotypisch normal (Phillips et al., 1996). Aulder
einer Adipositas gehdren erhdhte Glukose- und Insulinspiegel im Sinne einer Glu-
kosetoleranzstorung zu typischen Eigenschaften von OZR (Liu et al., 2002). Daher
kann man ihren Zustand als ,pradiabetisch“ einstufen. Die HPA-Achse dieser Rat-
ten ist fehlreguliert. Zwar sind die Studienergebnisse dazu teilweise kontrovers,
allgemein wird aber von einer Hyperaktivierung der Stress-Achse mit konsekutiven
Hypercortisolismus bei OZR (Guillaume-Gentil et al., 1990;Havel et al.,,
1996;Livingstone et al., 2000;Mattsson et al., 2003;Pacak et al., 1995) und einer
erhdhten Stresssensitivitat mit einer Uberexpression von CRH nach Stresstests
ausgegangen (Guillaume-Gentil et al., 1990;Plotsky et al., 1992;Rivier and Vale,
1983;Walker et al., 1992). Zugrunde liegt wahrscheinlich eine veranderte negative-
Feedback-Sensitivitat und eine Nebennierenhypertrophie (Plotsky et al., 1992). In
LZR findet man all diese pathologischen Veranderungen nicht.

Der Gewichtsverlust nach Adrenalektomie lasst einen engen Zusammenhang zwi-
schen der HPA-Achse und Adipositas bei OZR vermuten (Bray et al., 1992). Nah-
rungsentzug verursacht bei OZR, nicht aber bei LZR, eine ausgepragte Stress-
antwort, und geht mit einer Aktivierung von CRH Neuronen im parvozellularem
Teil des Nucleus paraventricularis, PVN, einher (Timofeeva and Richard,
1997; Timofeeva and Richard, 2001).

Ein weiteres Hormon, das die HPA-Achse beeinflusst, ist das Stresshormon An-
giotensin Il (Ang Il). Vieles deutet darauf hin, dass Ang Il eine wichtige Rolle in der
Aktivierung der HPA-Achse und des SNS, folglich eine Sekretion von CRH, ACTH
und Glukokortikoiden spielt.
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Abb.2: Die Synthese von Angiotensin Il und die Stimulation der Angiotensin Rezeptoren AT1A,
AT1B und AT2 in Nagetieren.

Ang Il wird aus Angiotensin | synthetisiert. Dieser Vorgang kann durch ACE-
Hemmer blockiert werden (siehe Abbildung 2). Als wirksames Peptid des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) reguliert Ang Il vor allem den Flussig-
keitshaushalt und den Blutdruck. Es stimuliert die Freisetzung von Aldosteron aus
der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde und von Katecholaminen aus dem
Nebennierenmark und dem sympathischen Nervensystem (Aguilera, 1993;Keller-
Wood et al., 1986). Uber eine Salz- und Wasserretention, direkte vasokonstriktori-
sche Effekte und andere vasokonstringierende Substanzen wie Katecholamine,
Vasopressin und Endothelin wirkt es hypertensiv und fordert die Artherosklerose
(De Gasparo et al., 2000). Ang Il stimuliert die Gewebeproliferation und Inflamma-

tion, verursacht oxidativen Stress und wirkt thrombogen (Lim et al., 2004).

Fur die Wirkung von Ang Il sind zwei Subtypen von Rezeptoren verantwortlich.
Man unterscheidet den Typ1 Rezeptor, AT, vom Typ 2 Rezeptor, AT,. Die Rolle
des AT¢ Rezeptors ist gut untersucht. Er ist verantwortlich fur die meisten der be-
kannten Wirkungen von Ang Il beim Menschen (Timmermans et al., 1993), und die
Blockade dieses Rezeptors wird therapeutisch in der antihypertensiven Therapie
genutzt (De Gasparo et al., 2000). Fur den AT+ Rezeptor sind bei Nagetieren zwei
Isoformen, AT4a und ATg, identifiziert worden. Sie werden von zwei verschiede-
nen Genen kodiert und unterschiedlich reguliert, sind jedoch pharmakologisch
nicht zu differenzieren (Elton et al., 1992;lnagami et al., 1994;lwai et al.,
1992;Sandberg et al., 1992). Der AT, Rezeptor wird nur in wenigen Organen, z.B.
im Nebennierenmark und im Gehirn und besonders in fetalem Gewebe exprimiert
(De Gasparo et al., 2000;Johren et al., 1995;Johren et al., 1996). Er scheint
Wachstum, Apoptose und Vasodilatation zu regulieren. Im fetalen Gewebe wird
uber AT, die Proliferation gehemmt und die Differenzierung eingeleitet (Johren et
al., 2004).



In der gesamten HPA-Achse lassen sich Ang Il Rezeptoren nachweisen. Den AT a
Rezeptor findet man bei Ratten vor allem im Hypothalamus und in der Nebennie-
re, der AT1g Rezeptor wird vorrangig in der Hypophyse und in der Nebenniere ex-
primiert. AT, Rezeptoren werden in der Nebenniere exprimiert (De Gasparo et al.,
2000;Heemskerk and Saavedra, 1995;Johren et al., 1995;Johren et al.,
1996;Johren et al., 2003;Kissebah et al., 1982;Saavedra, 1999;Tsutsumi et al.,
1991). Auch in anderen fur eine Stressantwort wesentlichen Gehirnregionen wie
die Eminentia mediana und das Subfornikalorgan (SFO), die zu den zirkumventri-
kularen Organen gehdren, lassen sich Ang Il Rezeptoren nachweisen (De Gaspa-
ro et al., 2000). AT exprimierende Neurone im SFO projizieren in den PVN und
den Nucleus supraopticus des Hypothalamus, um die Vasopressin- und CRH-
Ausschuttung zu stimulieren (Oldfield et al., 1994).

In Stresssituationen wird die Expression von AT; Rezeptoren im CRH-
produzierenden PVN des Hypothalamus und im SFO stimuliert (Aguilera et al.,
1995a;Castren and Saavedra, 1988;Jezova et al., 1998;Leong et al.,
2002;Saavedra, 1992;Saavedra, 1999). Ang Il erhoht hier bei Stress die Synthese
von CRH (Aguilera et al., 1995b;Sumitomo et al., 1991) und von Vasopressin
(Saavedra, 1992). Glukokortikoide regulieren die Dichte der Ang Il Rezeptoren im
PVN (Aguilera et al., 1995a;Castren and Saavedra, 1988;Castren and Saavedra,
1989).

Leong et al. berichten von einer Zunahme der AT, Rezeptoren nach akutem
Stress auch in der Hypophyse (Leong et al., 2002). Hier wird bei Stress die Aus-
schuttung von ACTH teils direkt durch Ang I, teils Uber CRH, erhoht (Antoni,
1993;Ganong and Murakami, 1987;Saavedra, 1992).

Die zirkulierende Ang Il Konzentration wird durch Stress Uber eine Stimulation des
SNS und konsekutiver Reninsekretion erhéht (Yang et al., 1993a;Yang et al.,
1993b).

Eine Inhibition des RAAS durch peripher verabreichtes Candesartan konnte Uber
eine Blockade der peripheren und zentralen Ang |l Rezeptoren eine Stimulation
der HPA-Achse und des SNS wahrend Isolationsstress weitestgehend verhindern
(Armando et al., 2001;Nishimura et al., 2000). Daruber hinaus konnte gezeigt wer-
den, dass bei arterieller Hypertonie eine chronische Behandlung mit Candesartan

oder Ramipril die CRH induzierte Stimulation der ACTH- und Corticosteronsekreti-



on blutdruckunabhangig vermindert und die CRH mRNA Level im Hypothalamus
senkt (Raasch et al., 2006a). Diese Ergebnisse unterstreichen die aul3erordentlich
wichtige Rolle von Ang Il als Aktivator der Stressachse und die daraus resultieren-
den Wirkungen einer Inhibition des RAAS mit ACE-Hemmern oder ARBs.

In der Therapie des metabolischen Syndroms werden ACE-Hemmer (Angiotensin-
Converting-Enzyme-Hemmer, z.B. Captopril, Lisinopril, Ramipril) und Angiotensin-
Rezeptor-Antagonisten (Sartane, z.B. Losartan, Candesartan) als Inhibitoren des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) erfolgreich zur Senkung des pa-
thologisch erhohten Blutdruckes eingesetzt. Grolde klinische Studien (CAPP, RE-
NAAL, ABCD, UKPDS, FACTET) zeigen, dass ACE-Hemmer mikro- und makro-
vaskulare Komplikationen infolge eines Diabetes reduzieren (Pahor et al., 2000).
AuBerdem offenbarten Studien wie HOPE; CAPPP; SOLVD, ALLHAT, dass unter
der Therapie mit ACE-Hemmern die Inzidenz von Typ 2 Diabetes bis zu 25% ge-
genuber anderen blutdrucksenkenden Medikamenten oder Placebos sinkt
(2002;Vermes et al., 2003;Yusuf et al., 2001). Weitere Studien dazu laufen (NA-
VIGATOR, TRANSCEND, ONTARGET) (Gerstein et al., 2004;Teo et al.,
2004;Tsuijii, 2005). Ebenso verringern Ang Il Rezeptor Antagonisten (ARB) das
Neuauftreten von Diabetes (LIFE,VALUE, CHARM) (Julius et al., 2004;Lindholm et
al., 2002;Pfeffer et al., 2003;Yusuf et al., 2005).

Der Grund fur diesen Effekt ist ein viel diskutiertes Thema. Die Ursache wird unter
anderem in einer durchblutungsférdernden Wirkung, in einer Bradykinin vermittel-
ten Steigerung der Glukoseaufnahme in den Skelettmuskel oder eine Steigerung
der Insulinsensitivitat, die z.T. Uber eine Aktivierung von PPARy (Peroxisome Pro-
liferator-Activated Receptor y) erreicht wird, vermutet (Schupp et al., 2004). Bisher
konnte jedoch keine der diskutierten Hypothesen als Ursache der antidiabetoge-
nen Wirkung von ACE-Hemmern und ARBs verifiziert werden. Wir gehen davon
aus, dass die angefuhrten Hypothesen nicht ausreichend erklaren, wieso diese
Antihypertensiva die Entstehung von Diabetes verhindern kénnen. In dieser Studie
wollen wir deshalb den Einfluss des RAAS auf den Glukosehaushalt weiter unter-

suchen.
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Metabolisches Syndrom

Abb.3: Vereinfachte grafische Darstellung der Hypothese. Uber eine Uberaktivierung der HPA-
Achse, getriggert durch Angiotensin Il (Ang Il), Leptinresistenz und Stress, kommt es zu Hypergly-

kamie und Auspragung eines metabolischen Syndroms.

Wir stellen fest (siehe Abb.3):

1. Eine gesteigerte HPA-Achsen Aktivitat resultiert in erhdhten Plasmaglukose-
werten.

2. Beim metabolischen Syndrom und beim Typ 2 Diabetes lasst sich eine erhdhte
Aktivitat der HPA-Achse nachweisen (Chan et al., 2001;Chan et al., 2002).

3. Ratten mit Leptinresistenz weisen ebenfalls eine erhdhte Aktivitat der HPA-
Achse auf.

4. An der Aktivierung der HPA-Achse ist Ang Il wesentlich beteiligt, indem es als
Stresshormon die CRH- und ACTH- Sekretion steigert. Im Hypothalamus, in
der Hypophyse und in der Nebenniere finden sich Ang |l Rezeptoren (Heems-
kerk and Saavedra, 1995;Johren et al., 1995;Johren et al., 1996;Johren et al.,
2003;Saavedra, 1999;Tsutsumi et al., 1991), deren Expression durch Stress
stimuliert wird (Aguilera et al., 1995a;Castren and Saavedra, 1988;Jezova et
al., 1998;Saavedra, 1992;Saavedra, 1999).



Darauf basierend schlagen wir vor, dass Ang Il Uber eine Aktivierung der HPA-
Achse in den Glukosehaushalt eingreift und so ein chronisches Uberangebot von
Ang Il zu erhdhten Zuckerwerten im Blut fuhren kann. ACE-Hemmer und ARBs
konnten demnach Uber eine verminderte Aktivierung der Stressachse durch Ang Il
antidiabetogen wirken. Besonders bei Ratten mit einem Leptinrezeptordefekt, bei
denen die HPA-Achse fehlreguliert ist, musste der Glukosehaushalt durch Ang Il
zu beeinflussen sein. Wir vermuten eine synergistische Wirkung von Ang Il und

Leptinresistenz.

In dieser Studie stellen wir deshalb folgende Frage:

Kann eine chronische Erhdhung des Ang II-Spiegels in leptinresistenten Ratten

Uber eine Aktivierung der HPA-Achse den Glukosehaushalt stimulieren?

Die Aktivitat der HPA-Achse soll unter Ruhebedingungen und unter Belastung mit

CRH untersucht werden.

Um die Wirkung von Ang Il auf den Stress- und Glukosehaushalt naher zu be-
trachten, haben wir OZR und LZR Ang Il bzw. NaCl als Kontrolle tber osmotische
Minipumpen dauerhaft appliziert. Die Auswirkungen einer zweiwochigen Ang |l
Exposition wurden Uber die Erstellung eines hamodynamischen Profils und die
basalen Werte der Stresshormone dargestellt.

Der Einfluss von Ang Il auf die Reaktivitat der HPA-Achse im Stress wurde in ei-
nem CRH-Test untersucht. Die Expression von CRH und POMC ebenso wie die
Verteilung der Ang Il Rezeptoren in der HPA-Achse wurden anschlieRend mit
gPCR ermittelt.



Il. Methoden

1. Material

1.1. Chemikalien

Material
Anasthetika

Isotone Natrium Chlorid-Losung 0,9%
CRH

RNA-Isolation Kit

RT-PCR-Kit

Real time PCR Kit

Primer
Glucose (HK) Assay Reagent

Insulin

Aldosteron, ACTH, Corticosteron

Weitere Laborchemikalien

Firma/Model

Brevimytal Natrium® (Wirkstoff: Metho-
hexital), Pentobarbital

Braun

Ferring

Nucleo Spin®, Macherey-Nagel, Duren
Promega Reverse Transcription System
Sybr Green | Reaction System, Euro-
gentec SA

Invitrogen

SIGMA

Rat Insulin RIA Kit, Linco Research
ImmuChem™Double Antibody, MP
Biomedicals

SIGMA, MERCK

1.2. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Blutzuckermessgerat
Blutzucker-Sticks

Spritzen, steril

Kandulen, steril

Cups

Tubes
Nahtmaterial

Pumpen

Glucometer Elite XL, Bayer
Ascensia® Elite Sensor

BD Plastipak™, 1 ml

B.Braun Injekt-F, 1 ml

BD Microlane™ 3, Nr.1, Nr.16, Nr.20
Sarstedt, Eppendorf, Gilson,

0,5ml; 1,5 ml; 2 ml

Falcon, 50 ml

5.0 Polypropylen

alzet® osmotic pump model 2ML4 2.5
Ml per hour, 28 days
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Katheter

Pipettenspitzen
Operationsbesteck

Operationstisch

Pipetten-Spitzen

Filterpapier

Druckaufnehmer Statham P23Db

Zentrifugen

Pipetten

Multipipette

Waagen

Absaugpumpe

Multitube Vortexer
Gamma-Counter

Real time PCR-Maschine

Kryostat

(1) Portex Fine Bore Polyethylene Tub-
ing REF 800/100/100; ID: 0,28 mm, AD:
0,61 mm

(2) Portex Fine Bore Polyethylene Tub-
ing REF 800/100/200, ID: 0,58 mm, AD:
0,96 mm

55 cm von Katheter (1) (proximaler
Teil) zusammengeschweil3t mit 25 cm
von Katheter (2) (distaler Teil), heparini-
siert. Markierung bei 3,5 cm ab dem
distalen Ende

Greiner bio one

FST, Heidelberg

Werkstatt Physiologie Munchen, be-
heizbar

Greiner bio-one filtertip DNAse-free,
RNAse free

Whatman® 1CHR

Hellige

Minifuge RF, Heraeus SEPATECH
Eppendorf Centrifuge 5415D

Jouan C412

Eppendorf Reference

Finnpipette®, Labsystems

Eppendorf

Sartorius BP210D

Sartorius MC1, Laboratory LC220S
Tierwaage QS 16: Sartorius

Eppendorf 4151

SMI Model 2601

1282 Compugamma CS, LKG Wallac
ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System

Leica CM 3050 Kryostat
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Homogenisator

Photometer

Thermocycler
Potter

Vortexer

PH-Meter

Inkubator

1.3. Software

Laboreigene Software zur Erfassung
und Auswertung der hamodynamischen
Parameter

Statistik und Grafiken

Auswertung der gPCR

ULTRA-TURRAX T8 IKA®-Werke,
Werner Hassa-GmBH Lubeck

BIO RAD Smart Spec™ 3000
Pharmacia LKB Novaspec I

Biometra® T Gradient

B.Braun

IKAMAG® RCT

IKA-COMBIMAG RCT

WTW pH531

Biometra

Prof. Dr. med. Dendorfer

Prism® 4.0
ABI PRISM 7000 SDS Software
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2. Tiere

Fir die Versuche wurden 22 mannliche adipése Zucker-Ratten (OZR) sowie 21
schlanke Zucker Ratten (LZR) der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland)
gewahlt (siehe Abb.1). Die Tiere waren bei der Ankunft 60-65 Tage alt und wogen
im Mittel 385 g bzw.292 g. Sie wurden in Standardkafigen der Grolze 3 (n = 3-5)
bei Raumtemperatur (20°C) in einem festen Tag (15.%°-3.9°)-Nacht (3.%°-15.%9)-
Rhythmus gehalten. Die Ratten erhielten ad libidum Wasser und Altronin Stan-
dard-Nahrung. Nach 12-13 Tagen der Eingewdhnung wurde mit den Versuchen
begonnen. Durch einen regelmaligen Umgang mit den Ratten bis zum CRH-Test
wurde ihnen die Moglichkeit gegeben, sich an die Untersucher zu gewodhnen. Die
durchgefuhrten Versuche wurden am 15.01.2004 vom Ministerium far Natur und

Umwelt des Landes Schleswig-Holstein genehmigt (Tier-Protokoll-Nr.:9/1m/04).

3. Methoden

3.1. Fullen der Minipumpen

Osmotische Minipumpen der Firma Alzet® wurden mit Ang Il oder mit steriler iso-
tonischer Kochsalzlésung geflllt und 4-6 Stunden in Becherglasern mit steriler
isotonischer NaCl-Losung gequollen. Unmittelbar danach wurden die Pumpen
eingesetzt. Ang Il sollte in einer Dosis von 5 ng/min in den Korper der Ratte ge-
langen. Da die Pumpe 2,54 pl/h fordert, ergab sich daraus (unter Berlcksichtigung
eines Korrekturfaktors von 1,204) eine Menge von 298,345 ug Ang Il in sterilem
Aqua dest. pro Pumpe. Die Pumpen fassten ein Volumen von 2,098 ml, so dass
ca.2,1 ml Ang Il Losung bzw. Kochsalzlosung eingeflllt wurden. Um die Fullmen-

ge zu kontrollieren, wurde jede Pumpe vor und nach dem Fullen gewogen.
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3.2. Zeitplan

Tab.1: Versuchsablauf

Tag 1  Ankunft der Tiere

Tag6 Gewicht

Tag 13 Pumpenimplantation und Blutglukose-Messung, Gewicht
Tag 20 Blutglukose-Messung, Gewicht

Tag 27 Katheterisierung, Gewicht

Tag 28 Blutdruck- und Blutglukose-Messung

Tag 30 CRH-Test, Gewicht

Tag 31 Organentnahme

3.3. Gewichts- und Langenmessung und Berechnung des Body-Mal3-

Index

Die Ratten wurden einmal pro Woche und vor dem CRH-Test gewogen. Die Kor-
perlange von der Nasenspitze bis zur Schwanzwurzel wurde im betaubten Zu-
stand unmittelbar vor der Katheterimplantation gemessen und der Body-Mal}-

Index (BMI) nach folgender Formel berechnet:

BMI = Gewicht (kq)

Lange? (m?)

3.4. Pumpenimplantation

Die osmotischen Minipumpen wurden 12-13 Tage nach der Ankunft der Tiere im-
plantiert, wobei in jeder Sitzung Ratten aus allen 4 Gruppen (OZR mit Ang II-
Pumpe, OZR mit NaCIl-Pumpe, LZR mit Ang |I-Pumpe, LZR mit NaCI-Pumpe) ope-

riert wurden. Vor dem Einsetzen wurden die Pumpen erneut gewogen.

Die Tiere wurden mit 0,8-1,1 pl/g Korpergewicht Brevimytal Natrium® intraperito-
neal (Wirkstoff: Methohexital, 500 mg + 500 ml Aqua dest. steril) narkotisiert. Im
betaubten Zustand wurden sie rasiert und der Blutzucker gemessen (Methode
siehe unten). Nach Hautinzision und subkutaner Untertunnelung wurde die Pumpe
jeweils in Hohe der unteren Brustwirbelsaule paravertebral implantiert, der an-

schlieBende Wundverschluss erfolgte mit einem Baumwollfaden.
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3.5. Blutzuckermessung

Eine Woche nach der Pumpenimplantation wurde in Kurznarkose mit Ather der
Blutzucker der Ratten erneut gemessen. Mit einer Kantle wurde eine Schwanzve-
ne punktiert und der entstehende Bluttropfen wurde zur Blutzuckermessung mit

dem Blutzuckermessgerat Glucometer Elite XL genutzt.

3.6. Katheterisierung

14 Tage nach dem Einsetzen der Pumpen wurden die Tiere katheterisiert. Der
Katheter wurde in die rechte Arteria femoralis gelegt. Als Narkotikum wurde wegen
der langeren Halbwertzeit Pentobarbital verwendet. Es wurden ca. 1,1 pl/g Kor-
pergewicht intraperitoneal injiziert.

Nach Rasur und Fixierung mit Klebeband wurde der Schnitt zur Katheterisierung
in der rechten Leistenbeuge gesetzt und der Gefaldstrang mit Vena femoralis, Ar-
teria femoralis und Nervus femoralis stumpf freiprapariert. Die Arterie wurde iso-
liert und mit einem Baumwollfaden eine Ligatur vorgelegt. Die Arterie wurde inzi-
diert und der proximale Teil (der dinne Teil) des Katheters eingefuhrt. Hierbei war
der Katheter an eine Heparin-Spritze angeschlossen und mit Heparin gefullt. Die
Lage und Durchlassigkeit des Katheters wurde durch Aspiration gepruft. Nach Si-
cherstellung der korrekten Lage wurde der Katheter mit einem Baumwollfaden
fixiert. Mit einem nachsten Schritt wurde die sichere Fixierung des Katheters an
der Ratte vorbereitet. Als Austrittsstelle des Katheters diente eine Inzision am Na-
cken der Ratte, weil hier die Gefahr gering ist, dass die Ratte den Katheter mit
ihren Pfoten erreicht. Mit Hilfe einer stumpfen Nadel wurde nun der Katheter durch
einen links dorsalen subkutanen Tunnel durch die Inzision am Nacken hindurch
aus dem Korper der Ratte gefuhrt. Auf Héhe der Markierung wurde der Katheter
mit einem Baumwollfaden an der Haut der Ratte fixiert und so gleichzeitig der
Hautschnitt geschlossen. Der Katheter wurde mit 100 ul steriler isotonischer
Kochsalzlésung gespult, auf eine geeignete Lange gekirzt und mit einem Nagel
verschlossen. Die Leistenregion wurde mit einer Subkutannaht und einer Hautnaht
mit einem 5.0 Polypropylen-Faden geschlossen. Anschlieend wurden die Wun-

den mit lod-Lésung desinfiziert.
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3.7. Katheterspilung

Um einer vorzeitigem Verstopfung der Katheter vorzubeugen, wurden die Katheter
mindestens zweimal taglich (in der Regel morgens und abends) mit Heparin (5 ml

auf 100 ml NaCl) gespuilt.

3.8. Blutdruck- und Blutzucker-Messung

Am Tag nach der Katheterisierung wurde ein hamodynamisches Profil erstellt.
Hierzu wurden die Tiere uber einen Zeitraum von ca. 8 Minuten unter Ruhebedin-
gungen uber den Katheter an einen Druckaufnehmer angeschlossen. Daruber
wurden der Blutdruck und die Herzfrequenz registriert. AnschlieRend wurde arte-
rielles Blut aus dem Katheter zur Blutzucker-Messung und 1 ml zur Eigenbluttrans-
fusion am Tag des CRH-Testes gewonnen. Dem Blut wurde 50 pl GSH-EDTA zu-
gesetzt und bei 5000 Upm und 4°C 5 Minuten zentrifugiert. Das Plasma wurde fur
die Analyse der basalen ACTH-, Corticosteron-, Insulin- und Aldosteron-Werte
tiefgefroren und die Zellen mit 500 ul steriler isotonischer Kochsalzlésung verdinnt
und bei 4°C aufbewahrt.

3.9. CRH-Test
Im CRH-Test wurde den Versuchstieren Uber einen Katheter 100 pg/kg CRH inji-

ziert und Uber 4 Stunden im Abstand von 15 Minuten Blut enthommen, um den
Verlauf der Blutglukose und der unten genannten Hormone im Sinne einer Reakti-

on auf endokrinen Stress zu verfolgen.

Vorbereitung:

Der CRH-Test fand zwei Tage nach der Katheterisierung statt. Morgens wurden
alle Katheter mit 350 pl Heparin (5 ml auf 100 ml NaCl) gesplilt und alle Ratten
gewogen, um die CRH-Dosis von 100 pg/kg optimal einstellen zu konnen. Die Ka-
theter der Ratten wurden flur eine einfachere Handhabung und zur Stressminimie-
rung fur die Ratte mit einem zusatzlichen Katheter um ca. 6 cm verlangert. Jede
Ratte wurde in einen eigenen Kafig (25 cm x 22 cm x 20 cm) mit Streu gesetzt.
Der CRH-Test begann immer um 11.%° Uhr, um Tageszeit-abhéngige Fluktuatio-

nen im Hormonhaushalt zu vermeiden. Um 11.% Uhr ist bei dem gewahlten Tag-
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Nacht-Rhythmus die zur der Zeit abnehmende Corticosteronsekretion bereits sehr
niedrig.

Eine erste Blutentnahme von 50-100 pl arteriellem Blut aus dem Katheter erfolgte
vor Injektion des CRH in denselbigen. Ab diesem Zeitpunkt wurde jeder Ratte 4
Stunden lang im 15-Minuten-Rhythmus 100 pl Blut aus dem Katheter genommen
(insgesamt 17 Blutproben) und der Blutzuckergehalt bestimmt. Dies erfolgte in den
ersten drei Stunden im abgedunkelten Raum, in der letzten bei Licht. Nach 120
Minuten wurde jeder Ratte die am Vortag abgenommenen und in 500 yl NaCl re-
suspendierten Erythrozyten reinfundiert. Auf diese Weise konnten Stressreaktio-
nen aufgrund eines Blutverlustes vermieden werden. Die Katheter wurden nach
jeder Blutentnahme mit 200 yl NaCl gespult, nach jeder dritten Blutentnahme wur-
de statt mit NaCl mit 350 pl Heparin gespult. Das Blut wurde in 1,5 ml Cups mit
vorgelegtem EDTA (10 ul) auf Eis gelagert und rasch bei 14000 Upm und 4°C 10
Minuten lang zentrifugiert. Das Plasma wurde so vom Zellbestand getrennt und

bei -80°C tiefgefroren.

3.10. Organentnahme

Am darauf folgenden Tag wurde den Ratten nochmals Blut aus dem Katheter ent-
nommen.
Im Einzelnen war dies

- 100 pl EDTA-BIut zur Corticosteron-Bestimmung,

- 0,5 ml Blut fur eine ACE-Gehalt Bestimmung,

- 2 ml auf 40 pl Bestatin (1 mM in H20) und 100 yl EDTA zur Bestimmung

von Angiotensin Il im Plasma und

- 4 ml auf 200 ul EDTA.
Die Blutproben wurden bei 14000 Upm und 4°C zentrifugiert, der Plasma-Anteil
abpipettiert und bei -80°C tiefgefroren.

Unmittelbar nach der Blutentnahme wurden die Tiere dekapitiert. Es wurden fol-
gende Organe entnommen:

- Gehirn (Hypophyse einzeln)

- Herz (linker und rechter Ventrikel getrennt)

- Leber

- eine Niere
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- beide Nebennieren

- ein Stuck Skelettmuskel.
AuRerdem wurde die Pumpe entfernt. Beide Ventrikel, die Leber, die Niere und die
Pumpe wurden gewogen. Das Gehirn und die Hypophyse wurden in Isobutan
schockgefroren und bis zur endgultigen Lagerung bei -20° auf Trockeneis zwi-
schengelagert. Alle anderen Organe wurden in flussigem Stickstoff schockgefro-
ren. Samtliche Organe wurden dauerhaft bei -80°C aufbewahrt.

3.11. Real time quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR)

Die Unterschiede in der Expression von ATa-, AT4g- und AT,- Rezeptoren, von
CRH im Hypothalamus und POMC in der Hypophyse wurden mit Hilfe der gPCR
untersucht. Notige Schritte waren deshalb die Isolierung von RNA aus den Gewe-
ben und die darauf folgende Synthese von cDNA mittels reverser Transkriptions-
PCR.

RNA-Isolierung

Die Hypothalami wurden bei -10°C nach Palkovits und Brownstein (Palkovits and
Brownstein, 1988) isoliert. Auf Hohe des Chiasma Opticum (bei 900 uym) wurde ein
koronarer Schnitt gesetzt, bei 4800 um hinter den Corpora mamilaria ein zweiter.
Die entstandene Scheibe wurde auf ihre posteriore Seite gelegt. Es wurden medial
der Amygdala und unterhalb der Commissura anterior weitere Schnitte gesetzt

und so der Hypothalamus isoliert.

Zur RNA-Isolierung wurde das Nucleo Spin® Kit von Macherey-Nagel verwendet.
Alle Organe wurden in 350 pyl RA1 Puffer und 3,5 pl R-Mercaptoethanol homoge-
nisiert. Das Nebennieren- und Hypophysen- Homogenat wurde mit Hilfe der im Kit
vorhandenen NucleoSpin Filter units in ein 2ml Auffang-Gefal} filtriert und bei
13.200 Upm 1 Minute zentrifugiert. Der Filter wurde verworfen. Dem Homogenat
der Hypothalami wurde 350 ul Chloroform zugesetzt, es wurde bei 13.200 Upm 1
Minute zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und in ein neues Cup Uberfihrt. Es
wurde weiter nach Anleitung des Kits verfahren. 5 ul der gewonnenen RNA wur-
den 1:20 mit nuklease-freiem Wasser verdunnt (5 yl RNA + 95 pl Wasser) und die

Konzentration am Photometer bei einer Wellenlange von 260 nm, 280 nm und 320
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nm gemessen. Im Anschluss erfolgte die Messung die Konzentration der Probe
unter Berucksichtigung des Verdunnungsfaktors. Die RNA wurde bei -80°C tiefge-

froren.

Reverse Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Fur die cDNA-Synthese wurde das Reverse Transcription System Kit von Prome-
ga benutzt. FUr jeden Ansatz wurde 1 ug RNA verwendet. Die gefrorene RNA
wurde auf Eis aufgetaut und geschittelt. Die RNA wurde mit nukleasefreiem Was-
ser auf 9,75 ul aufgefullt. Der Heizdeckel des Thermo Cyclers wurde auf 110°C
vorgeheizt. Die Probe wurde dann 15 Minuten bei 70°C inkubiert. Danach wurde
die Probe auf Eis gesetzt und 10,25 pl des Reverse Transkriptase Reaktions-
Gemisch hinzugeflgt. Das Reaktions-Gemisch bestand im Einzelnen aus 4 ul 25
mM MgCI, 2 yl Reverse Transkriptase Puffer (10x), 2 yl 10 mM dNTP-Mix, 0,5 ul
Rekombinanter RNasin® Ribonuklease Inhibitor (40 units/pl), 0,75 pl Reverse
Transkriptase (20 units/pl) und 1 pl Oligo(dT)15 Primer (0,5 upg/ul) pro Ansatz. Die
Proben wurden bei 15 Minuten 42°C, 5 Minuten bei 99°C und weitere 5 Minuten
bei 2°C inkubiert. Die cDNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

Durchfuhrung der gPCR

Fir die Real Time PCR wurde das Sybr Green | Reaction System von Eurogentec

SA mit Sybr Green als fluoreszierendes Agens verwendet. 2 yl cDNA wurde mit 23
Ml Reaktionsmix (2,5 ul Puffer, 1 pl 5 mM dNTP mix, 1,63 pl 50 mM MgCI2, 0,13 ul
Hot GoldStar Enzyme, 10pmol/ul Vorwartsprimer, 10 pmol/pl Rickwartsprimer,
0,75 ul Sybr Green (1/2000) und 15,50 pl nukleasefreies Wasser pro 2 ul cDNA)
versetzt.

Folgendes Protokoll wurde verwendet:

Temperatur Dauer Zyklen
50°C 2 min 1
Denaturierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 15 sec 40

Annealing und Extension | 1 min
60°C
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Primersequenzen (5 — 3’)

Vorwartsprimer Ruckwartsprimer

r 3-Actin | TGTTGCCCTAGACTTCGAGCA ATGCCACAGGATTCCATACCC
r ATqa ACAAAGGTTCCTTGCCCTTT TCAAACTCCCAGTGGACCTC
rATqs TTCAACCTCCAGCAATCCTT CCCAAATCCATACAGCCACT

r AT, TGTCCTCATTGCCAACATTT TCAAGACTTGGTCACGGGTA

r CRH AAAGGGGAAAGGCAAAGAAA GTTTAGGGGCGCTCTCTTCT

r POMC GAAGGTGTACCCCAATGTCG CTTCTCGGAGGTCATGAAGC

Auswertung

Fir die cDNA jeder einzelnen Probe wurde zunachst in einer Doppelbestimmung
R-Actin gemessen (Primer-Sequenz siehe Tab. 3). Mit Hilfe einer Standardkurve
konnte die mRNA- Kopienanzahl ermittelt werden. Die Standardkurve wurde bei
jeder Messung durch Doppelbestimmungen einer Standardreihe mit bekannter
Templatemenge neu ermittelt, ebenso wurden jeweils 2 Proben mit Wasser zur
Erkennung von Kontaminationen mitgefihrt. Nach der Doppelbestimmung von
AT1a, ATg, AT, CRH und POMC aus den entsprechenden Proben wurde die mitt-

lere Kopienanzahl relativ zur 3-Actin-Kopienanzahl berechnet.

3.12. photomertrische Glukosebestimmung

Die Rattenlebern und -nieren wurden nach der Entnahme in flissigem Stickstoff
zermorsert. Zur Glukosemessung wurde das gefrorene Pulver jeweils 1:5 in 50
mM Phosphatpuffer, pH7,4, (Na;HPO,4) verdinnt und 30 Sekunden Glas auf Glas
bei 500 Upm mit 6 StdRen gepottert und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis ge-
stellt. Die Proben wurden bei 4°C und 14000 Upm 5 Minuten zentrifugiert.

Zur Messung des Glukosegehalts in der Leber wurde der klare Uberstand mit Hilfe
eines Blutzuckermessgerats (s.0.) gemessen.

Zur Messung der Glukose in der Niere wurden 25 ul des Uberstands mit 1000 pl
SIGMA® Glucose (HK) Assay Reagent versetzt (enthalt 1,5 mM NAD, 1,0 mM
ATP, 1,0 U/ml Hexokinase und 1 U/ml Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase), 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und bei 340 nm photometrisch gemessen.
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Prinzip der Methode:

Hexokinase
Glukose + ATP » Glukose-6-Phosphat + ADP

Glukose-6-Phosphat
Dehydrogenase
Glukose-6-Phosphat + NAD » 6-Phopsphoglukonat + NADH

Glukose wird in einer vom Enzym Hexokinase katalysierten Reaktion phosphory-
liert. Das entstandene Glukose-6-Phosphat wird in Gegenwart von NAD zu 6-
Phopsphoglukonat oxidiert, dabei entsteht eine aquimolare Menge von NADH,

was die Absorption bei 340 nm proportional zur Glukosekonzentration steigert.

3.13. Glykogenbestimmung in der Leber

Die Methodik erfolgte nach Chan und Passoneau (Chan and Exton,
1976;Passonneau and Lauderdale, 1974). Die Lebern wurden in flissigem Stick-
stoff zermorsert. 200 mg des Pulvers wurden nach Zusatz von 1000 pl Homoge-
nistationspuffer (0,03 N HCL) bei 600 Upm mit 8 Sté3en 30 Sekunden gepottert
und auf Eis gestellt. Die Proben wurden 5 Minuten auf einem Heizblock (93°C)
gekocht und anschlielend 10 Minuten bei Raumtemperatur abgekuhit. 100 pl je-
des Ansatzes wurde auf ein 2,5 x 2,5 cm grol3es Filterpapier aufgetragen. Dieses
wurde sofort einmal 15 Minuten und anschlieend dreimal 40 Minuten in 66%
Ethanol gewaschen. Das Filterpapier wurde nach einem Tauchbad in Aceton 1
Minute trocken geféhnt. Das Papier wurde in 4 Teile geteilt und in einem Szintilla-
tionsgefal® mit 400 yl 200 mM Na-Acetat-Puffer (Natrium-Acetat-Trihydrat ad aqua
dest., mit Eisessig auf pH 4,8 eingestellt) und 1,6 ml Amyloglucosidase (0,2mg) 90
Minuten in einem 37°C warmen Schuttel-Warme-Bad inkubiert. Nach einer Abkuh-
lungsphase wurde 1 ml des Ansatzes kurz zentrifugiert. 200 pl des klaren Uber-
stands wurden mit 1000 pl Reagenz Glukose(HK) Assay Reagenz versetzt und

zur Glukosebestimmung am Photometer (siehe Abschnitt 3.12.) verwendet.
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3.14. Radioimmunassays zur Bestimmung von Ang Il, Corticosteron,
ACTH, Aldosteron und Insulin

Nach der Blutentnahme wurden EDTA-Blut fur die Messung von Corticosteron,
ACTH, Aldosteron und Insulin bei 4°C und14000 Upm 10 Minuten zentrifugiert und
das Plasma bei -80°C aufbewahrt.

Die Plasmakonzentrationen von Insulin wurde mit einem '?°I Radioimmunassay-Kit
von Linco Research gemessen. Das Plasma der adip6sen Zucker Ratten wurde
1:21 mit dem im Kit vorhandenen Assay-Puffer verdinnt, das Plasma der Lean
Zucker Ratten wurde nicht verdinnt. Es wurde nach der Anleitung aus dem Kit
verfahren.

Die Plasmakonzentrationen von Corticosteron, ACTH und Aldosteron wurden mit
12| Radioimmunassay-Kits (MP Biomedicals) gemessen. Fiir die Messung von
Aldosteron wurde 100 pl Serum zweimal mit 2 ml Ethylazetat/Hexan (3:2) extra-
hiert, die organische Phase im Vakuum abgedampft und der getrocknete Riick-
stand in 1ml RIA Puffer rekonstituiert. Davon wurde 250 pl fir den Assay benutzt.
FiUr die Bestimmung von Corticosteron wurde 100ul Serum wurde 1:200 mit RIA-
Puffer verdinnt, davon wurde 100 ul fir den Assay verwendet. Fir ACTH wurde
100 pl unverdinntes Serum verwendet.

Fir die Bestimmung von Ang Il im Plasma wurden 2 ml des gewonnenen Bluts mit
40 ul Bestatin (1 mM in H20) und 100 ul EDTA versetzt, bei 4°C und 14000 Upm
10 Minuten zentrifugiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C tiefgefroren.
Pro Ansatz wurde 1 ml Plasma mit 4 ml 98% Ethanol extrahiert, dieser abge-
dampft und mit 1 ml Assay-Puffer rekonstituiert. 400 pl wurden fur die Detektion im
Gamma-Counter verwendet.

AnschlieRend wurde nach der Anleitung der Kits verfahren.

4. Statistik

In den Abbildungen wurden die Mittelwerte mit ihren Standardfehlern verwendet.
Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe von Prism® nach ANOVA (zweiseitig)
und Bonferroni durchgefuhrt. Als signifikant gelten Ergebnisse, wenn die Irrtums-
wahrscheinlichkeit p<0,05 betragt. Werte aullerhalb von 4 Standard-
abweichungen wurden mit dem AusreilRertest nach Grubb

(www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm) ermittelt und von den Berechnun-
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gen ausgeschlossen. Die Berechnung der AUC (Area under the curve) zur Quanti-
fizierung des Effekts Uber die Zeit wahrend des CRH-Tests wurde flur jedes Indivi-

duum anhand der Delta-Werte und ebenfalls mit Prism® durchgefuhrt.
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5. Abklrzungen

Ang Angiotensin Il

ACTH Adrenocorticotropin

ARB Angiotensin-Rezeptor-Antagonist

AT1a Angiotensin |l Rezeptor Typ 1A

AT1s Angiotensin Il Rezeptor Typ 1B

AT, Angiotensin Il Rezeptor Typ 2

AUC Area under the curve

BMI Body Mass Index

CRH Corticotropin Releasing Hormone

HPA hypothalamic-pituitary-adrenal
= Hypothalamus - Hypophyse — Nebennierenrinde

LH Lateraler Hypothalamus

LHPA Limbic-hypothalamic-pituitary-adrenal = Limbisches System
- Hypothalamus - Hypophyse - Nebennierenrinde

LZR Lean Zucker Rat

OZR Obese Zucker Rat

POMC Proopiomelanokortin

PVN Nucleus paraventricularis

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

SFO Subfornikalorgan

SNS sympathisches Nervensystem

VMH Ventromedialer Hypothalamus
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lll. Ergebnisse

1. Basale Werte

Nach zwei Wochen Behandlung mit Ang Il bzw. Kochsalzlésung wurden keine Un-
terschiede in Gewicht oder BMI innerhalb der Phanotypen beobachtet (Abb.4a-b).
OZR waren bei gleicher GroRRe, d.h. bei gleichem Wachstum, mit durchschnittlich
505 g allerdings 1,5mal schwerer als LZR (345 g), was sich im BMI widerspiegelte
(9,8 vs. 6,74) (Abb.4a-c).

a b C
p<0.05 p>0.05 p>0.05
600~ — 254 —— 12549 ——
500+ 20- 10.04 =
S 400 s &
= 5 15 £ 75
S 300- o 2
2 c 10 = 504
(] | Heof 2
G 200 « =
100 5 2.5+
0 0 0.0
OZR LZR OZR LZR OZR LZR

Abb.4a-c: Korpergewicht (4a), Korperlange (4b) und BMI (4c) nach 2-woéchiger Behandlung mit
Angiotensin Il oder Kochsalzlésung. Leere Saulen: NaCl, gefiillte Saulen: Ang Il; MW + SEM; n =
9-10;

Erwartungsgemal® waren die Ang Il Spiegel im Blut der mit Ang Il behandelten
Ratten signifikant héher (Abb. 5). Bei den OZR ergaben sich ca. doppelt so hohe
Werte fir Ang Il vs. NaCl (10,3 pmol/l vs. 5,4 pmol/l). LZR mit Ang Il hatten
1,2fach erhdéhte Werte gegentber der Kontrolle (15,1 pmol/l vs.12,1 pmol/l).
Interessanterweise hatten unbehandelte LZR 2,3fach hohere Ang Il Spiegel als
unbehandelte OZR. Die Aldosteron Konzentration im Plasma der LZR war 1,3fach
hdher als die der OZR. Ang Il hatte bei keinem der beiden Phanotypen einen sich-
tbaren Effekt auf die Aldosteronkonzentration.

Die chronische Gabe von Ang Il hatte ebenso keinen sichtbaren Effekt auf Blut-
druck und Herzfrequenz der Ratten (Abb. 6a und 6b). Ebenso wenig wurde das
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Gewicht des linken Ventrikels gegentber der Kochsalzkontrolle beeinflusst (Abb.
6¢). In Abb. 6 ist das ungunstigere kardiale Profil der OZR gegenuber der LZR
deutlich erkennbar: Sie zeigten signifikant hohere systolische Dricke und ein ho-
heres Herzgewicht. LZR hatten mit durchschnittlich 417/min eine héhere Herzfre-

quenz als OZR mit durchschnittlich 380/min.
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Abb.5: (a) Angiotensin Il und (b) Aldosteron nach einer zweiwdchigen Behandlung; leere Saulen:
NaCl, gefillte Saulen: Ang II; MW + SEM n = 9-10
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Abb.6a-c: Der Einfluss von Ang Il auf das kardiovaskulare System nach 2-wdchiger Behandlung.
Leere Saulen: NaCl, gefiillte Saulen: Ang Il; MW + SEM; n = 9-10;
2a: Der systolische und der diastolische Blutdruck (BP). 2b: Die Herzfrequenz. 2¢: Das linksventri-

kulare Gewicht.
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2. Die basale Aktivitat der Stressachse

Zur Beurteilung der basalen Aktivitat der Stressachse (HPA-Achse) wurde ACTH
und Corticosteron, das dem Cortisol des Menschen entspricht, im Plasma gemes-
sen. Die mittels RIA gemessenen Werte zeigten hohere ACTH-
Plasmakonzentrationen bei LZR als bei OZR (Abb.7a). Innerhalb der LZR gab es
keinen signifikanten Unterschied. Die tendenziell niedrigere ACTH-Konzentration
im Plasma der mit Ang Il behandelten OZR vs. Kochsalzkontrolle ist statistisch
nicht signifikant. Die Plasmakonzentration von Corticosteron zeigte keine Veran-
derung bei mit Ang Il behandelten vs. nicht behandelte Ratten, LZR hatten analog
zu den leicht hdheren ACTH-Werten hdhere Corticosteron-Konzentrationen als
OZR (Abb.7b).

Die HPA-Achse von LZR scheint auf einem hodheren Niveau aktiv zu sein als die
von OZR.
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Abb.7a-b: Die basale Aktivitat der Stress-Achse nach zweiwdchiger Behandlung mit Ang Il (gefull-
te Saulen) bzw. NaCl (leere Saulen); MW + SEM; n = 9-10

a: basales Plasma-ACTH b: basales Plasma-Corticosteron

Der mittlere Glukosespiegel der OZR war vor Beginn der Ang ll-Applikation signifi-
kant hoher als der der LZR (134 mg/dl vs. 113 mg/dl). Zwischen den Kontrollgrup-
pen und den Versuchsgruppen bestand jeweils kein Unterschied (Abb.8a). Nach
zwei Wochen hatten mit Ang Il behandelte OZR signifikant hohere Glukosewerte
als die Kontrollgruppe. Hierbei ist allerdings zu bemerken, dass es nicht zu einem

signifikanten Unterschied in den Glukosewerten im Vergleich zu der Ausgangssi-
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tuation kam. Die Insulinkonzentration im Plasma zeigte weder bei den behandel-
ten OZR noch bei den behandelten LZR Unterschiede zu den Kontrollratten. Aller-
dings wiesen OZR insgesamt hohere Insulinwerte als LZR auf (Abb.9).

Weder in der Leber noch in der Niere liel3en sich nach zweiwdchiger Behandlung
Unterschiede im Glukosegehalt nachweisen. Das gilt sowohl flr behandelte vs.
nicht behandelte Tiere als auch fur OZR vs. LZR. OZR speicherten signifikant
mehr Glykogen als LZR. Mit Ang Il behandelte Tiere speicherten nicht signifikant
mehr Glykogen als die Kontrollgruppe (Tab. 2).

Insgesamt wurde bei den adipésen Zucker Ratten eine diabetogene Stoffwechsel-
lage mit leicht erhdhten Glukosewerten und einer leichten Hyperinsulinamie beo-
bachtet.
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Abb.8a-b: Basale Plasmaglukose vor (8a) und nach (8b) zweiwochiger Behandlung mit Ang Il bzw.
Kochsalzlésung. Leere Saulen: NaCl, gefilllte Saulen: Ang II; MW + SEM; n = 9-10

Tab. 2: Glukose und Glykogen (mg/g) nach zweiwdchiger Behandlung.
N=9-10, MW + SEM

OZR LZR
Ang Il NaCl Ang Il NaCl
Glukose in der Leber 8,7+0,5 8,7+0,5 9,1£0,5 9,410,3
Glukose in der Niere 56,7+1,6 53,9+1,5 55,3+1,7 54,3+1,6
Glykogen in der Leber 33,3%1,5 28,9122 19,0+1,4 16,7+1,9
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Abb.9: Insulin nach zweiwdchiger Behandlung. Leere Saulen: NaCl, gefiillite Saulen: Ang II; MW %
SEM; n=9-10

3. Die Reaktivitat der HPA-Achse

Mit dem CRH-Test wurde die Reaktivitat der HPA-Achse nach chronischer Ang |l
Applikation untersucht. Der zeitliche Verlauf von ACTH im CRH-Test zeigte nahe-
zu parallele Kurven der 4 Versuchsgruppen (Abb.10). 45-90 Minuten nach Appli-
kation von CRH kam es nach einem steilen Anstieg zu einem Peak, der bei den
LZR hoher gelegen ist als bei den OZR. Danach fielen die Werte schnell ab, nach
135-180 Minuten lagen sie wieder am Ausgangspunkt. Nach 195-240 Minuten
waren die Werte nochmals gesunken.

Infolge der Aktivierung der Stressachse durch CRH und dem Anstieg von ACTH
im Plasma stieg die Corticosteronkonzentration steil an, um dann relativ konstant
zu bleiben. Die héchsten Werte wurden bei den OZR mit Ang IlI-Pumpe gemessen.
Auch nach 240 Minuten befanden sich die Werte auf ahnlich hohem Niveau, wobei
die Werte der LZR schneller zu sinken schienen (Abb. 11a). Die Freisetzung von
Corticosteron der Ang |l behandelten OZR war signifikant hoher als die der adip6-
sen Kontrollen. Bei den LZR lie3en sich keine signifikanten Unterschiede feststel-
len (Abb. 11b).
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Abb. 10: ACTH im CRH-Test. ®,0 : OZR, m,0: LZR; 0,0: NaCl, e,m: Ang Il; MW + SEM; n = 9-10;
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Abb. 11a -b: Corticosteron im CRH-Test: zeitlicher Verlauf (a) und AUC (b)
®.0 : OZR, m,0: LZR; 00,0: NaCl, e, m: Ang Il; leere Saulen: Ang Il, Geflllte Saulen: Ang Il
MW £ SEM; n = 9-10;

Die Glukosekonzentration im Plasma stieg unmittelbar nach Applikation von CRH
steil an, erreichte nach 75-90 Minuten ihr Maximum und fiel dann ebenso schnell
wieder ab. Die Ausgangswerte waren nach ca. 180 Minuten erreicht. Zwischen 90

und 150 Minuten nach CRH-Applikation waren die Glukosewerte der OZR mit Ang
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[I-Pumpe vs. NaCl-Pumpe signifikant héher. Zwischen 60 und 150 Minuten nach
CRH-Gabe waren die Glukosewerte der LZR mit Ang II-Behandlung signifikant
niedriger als die der Kontrolle (Abb. 12). Die Kurven beider mit Kochsalz behan-
delten Gruppen liegen stets sehr nah beieinander. Maximal erreichten OZR mit
Ang Il Werte von 389 mg/dl, mit NaCl behandelte OZR 354 mg/dl, LZR mit Ang Il
290 mg/dl und mit NaCl behandelte LZR 360 mg/dl. Der Zeitpunkt der maximalen
Glukoseausschuttung stimmte bei allen Gruppen Uberein.

Die grote Steigerung der Glukosekonzentration von 278 mg/dl konnte bei den mit
Ang Il behandelten OZR gemessen werden. Sie war signifikant hdher als bei den
kontrollbehandelten OZR (225 mg/dl). Im Gegensatz dazu wurde bei LZR in der
Kontrollgruppe grof3ere Spannweiten der Glukosekonzentration gemessen als bei
den Ratten mit Ang Il (262 mg/dl vs. 201 mg/dl, Abb.13b). Die dazu gehdrige
Auswertung Uber die AUC zeigte analoge Ergebnisse: Die AUC-Werte der adipo-
sen Ang ll-Zucker-Ratten waren gegenlber der Kontrolle statistisch signifikant

erhoht, bei den LZR verhielt es sich genau umgekehrt (Abb.13c).

Die basalen Insulinwerte waren in allen Gruppen ahnlich (OZR: 0,33 ng/ml, LZR:
0,14 ng/ml). Wahrend Insulin im CRH-Test in LZR nur marginal anstieg, kam es
bei OZR zu einem sehr deutlichem Anstieg (Abb.14a, b). Zwischen Kontrollgruppe

und behandelter Gruppe stellte sich jeweils kein Unterschied heraus.
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Abb.12: Zeitlicher Verlauf der Plasmaglukosekonzentration im CRH-Test (a) und Zeitpunkt der
maximalen Konzentration (b)

e, 0: OZR, m,0: LZR; 0,0: NaCl, e ,m: Ang II; leere Saulen: NaCl, gefiillte Saulen: Ang Il
MW+SEM, n=9-10; * p<0.05 OZR Ang Il vs. OZR NaCl; + p<0.05 LZR Ang Il vs. LZR NaCl
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Abb.13a-b Plasmaglukose im CRH-Test. a: die maximal erreichte Konzentrationssteigerung (Ma-
ximale Konzentration minus Ausgangskonzentration). b: AUC (Area under the curve)
leere Saulen: NaCl, gefillte Saulen: Ang Il; MW £ SEM; n = 9-10
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4. Einfluss auf die Expression von Angiotensin Rezeptoren, CRH
und POMC in Organen der HPA-Achse

Die mittels qPCR ermittelte Expression von CRH im Hypothalamus und von
POMC in der Hypophyse ist in Abb.15a und b dargestellt. Das Expressionslevel
der CRH mRNA im Hypothalamus war bei den vier Gruppen in etwa gleich. Bei
LZR fanden sich signifikant hohere Level an POMC mRNA als bei OZR.

Ebenfalls mit gqPCR wurde die Expression von Ang lI-Rezeptoren in der HPA-
Achse untersucht. Hierbei wurde zwischen OZR und LZR kein Unterschied fest-
gestellt. Unter Ang II-Therapie waren die ATa-Rezeptor-mRNA-Level im Hypotha-
lamus der OZR signifikant hoher. LZR zeigten zwischen den beiden Gruppen kei-
ne Unterschiede in der Expression von AT (Abb.16a). In der Hypophyse waren
die AT1a -Level bei allen Gruppen ahnlich (Abb.16c).

In der Nebenniere war die Expression von ATqa -Rezeptoren bei OZR signifikant
hoéher als bei LZR (Abb.16e).
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Abb. 15a-b: Einfluss einer zweiwdchigen Ang Il Exposition auf die Expression von CRH im Hypo-
thalamus (a) und von POMC in der Hypophyse (b)
leere Saulen: NaCl, gefiillte Saulen: Ang Il; MW + SEM; n = 9-10
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Abb. 16 a-f: Angiotensin II-Rezeptoren in der HPA-Achse nach zweiwdchiger ang |l Exposition
leere Saulen: NaCl, gefillte Saulen: Ang Il; MW £ SEM; n = 9-10
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V. Diskussion

In dieser Studie wurde erstmals die Auswirkung von Ang Il auf die Reaktivitat der
HPA-Achse und den Glukosehaushalt von leptinresistenten Zucker Ratten unter-
sucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass Ratten mit Leptinresistenz, die unter
chronischer Ang Il Exposition stehen, auf endokrinen Stress mit einer gesteigerten

Ausschuttung von Corticosteron und Glukose reagieren.

FUr unsere Studie benutzten wir leptinresistente Zucker Ratten, weil sie ein geeig-
netes Tiermodell fir das metabolische Syndrom darstellen und ihre HPA-Achse
fehlreguliert ist. Zu ihren Eigenschaften zahlen Adipositas, der wichtigste Risiko-
faktor fur die Entstehung eines Typ 2 Diabetes, eine gestorte Glukosetoleranz (Liu
et al., 2002) und eine Hyperinsulinamie. Ebenso werden OZR in der Literatur als
Tiere mit einer basalen Uberaktivierung der HPA-Achse beschrieben (Bray et al.,
1992;Dallman et al., 2006). Uber eine Blutdruckerhéhung bei OZR vs. LZR finden
sich in der Literatur keine einheitlichen Angaben (Alonso-Galicia et al., 1996;Kurtz
et al., 1989;0'Donnell et al., 1985;Zemel et al., 1990). Die in dieser Studie ver-
wendeten OZR waren adipds, hatten eine milde Blutdruckerhéhung und ebenso
leicht erhohte Glukosespiegel (Abb.4, 6,8). Eine fur OZR charakteristische Hype-
rinsulindmie konnte bei den hier getesteten Ratten nicht gefunden werden. Die
Insulinkonzentration der OZR im Alter von 13,5 Wochen war im Mittel mit 0,37
ng/ml vs. 0,14 ng/ml bei LZR nur unwesentlich hoher (Abb.9). Dagegen zeigten
Liu et al., dass OZR im Alter von 15 Wochen Insulinkonzentrationen von uber 2,5
ng/ml aufweisen und LZR Konzentrationen von unter 0,5 ng/ml (Liu et al., 2002).

Auch die beschriebene basale Uberaktivierung der HPA-Achse von OZR konnte
hier nicht bestatigt werden. Im Gegenteil, die Bestimmung der Stresshormone
zeigte, dass die HPA-Achse der LZR auf einem hoheren Niveau aktiv war als die
der OZR. ACTH und auch Corticosteron waren im Plasma der LZR signifikant ho-
her (Abb.7). Bei gleicher CRH-Expression im Hypothalamus fiel eine signifikant
héhere Expression von POMC in der Hypophyse der LZR auf (Abb.15), was die
Analyse der basalen Plasmakonzentration von ACTH bestatigt. In bisherigen Stu-
dien wurde einheitlich ein erhdhter basaler Corticosteronspiegel bei OZR vs. LZR
gemessen (Guillaume-Gentil et al., 1990;Havel et al., 1996;Livingstone et al.,
2000;Pacak et al., 1995;Plotsky et al., 1992). Die Eigenschaften der in dieser Stu-
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die getesteten Ratten waren also grundlegend verschieden zu denen, die in der
Literatur beschrieben werden. Dies ist wahrscheinlich darauf zurickzufuhren, dass
es weltweit drei verschiedene Zucker Ratten Stamme gibt, die nach der Separati-
on in ihren Merkmalen nicht mehr Ubereinstimmen. Die Variabilitdt innerhalb der
verschiedenen Stamme wurde bereits von Diaz-Silva et al. festgestellt (Diaz-Silva
et al., 2004).

Da gerade die oben genannten Eigenschaften wesentlich fur die Formulierung
unserer Hypothese waren, kann unsere Fragestellung mit den hier verwendeten
Versuchstieren leider nur unzulanglich beantwortet werden.

Der in der Literatur beschriebene Hypercortisolismus bei leptinresistenten Zucker
Ratten fand sich in unserem Versuch moglicherweise auch deshalb nicht bestatigt,
weil die Ratten in einem anderen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten wurden als in
vielen Studien. Bei OZR ist die zirkadiane Rhythmik der Corticosteronsekretion
aufgehoben, wahrend sie bei LZR intakt ist (Fletcher et al., 1986;Martin et al.,
1978;Walker et al., 1992). Daraus ergeben sich tageszeitabhangig Differenzen im
GroRenunterschied der Sekretion von Corticosteron bei den beiden Phanotypen.
Bezuglich der anderen Hormone im HPA-System gibt es keine einheitliche Aussa-
gen. CRH und ACTH zeigten auch in anderen Studien ahnliche oder sogar niedri-
gere Konzentrationen bei OZR (Pacak et al., 1995;Plotsky et al., 1992).

Wurde die Stressachse durch CRH stimuliert, war zwar die Freisetzung von ACTH
und Corticosteron bei OZR nicht signifikant gegentber den schlanken Ratten ver-
andert, was mit den Ergebnissen von Plotsky et al Gbereinstimmt, von OZR wurde
aber mehr Glukose freigesetzt als von LZR (Abb.13). In anderen Studien wurde
die Reaktion auf Stress von OZR teils als hoher (Guillaume-Gentil et al.,
1990;Mattsson et al., 2003;Pacak et al., 1995), teils als gleich oder niedriger
(Plotsky et al., 1992) bewertet.

Die Insulinwerte im zeitlichen Verlauf des CRH-Tests demonstrieren die Insulinre-
sistenz der OZR. Die Insulinwerte stiegen stark an, ohne nach 4 Stunden ihr Ma-
ximum erreicht zu haben. Dagegen war die Insulinausschittung der LZR eher
diskret (Abb.14).

Betrachtet man die Verteilung der Angiotensin Rezeptoren in der HPA-Achse bei
OZR vs. LZR, fallt der bei LZR hdher exprimierte AT1g Rezeptor in Hypothalamus,
Hypophyse und Nebenniere auf (Abb.16).
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Eine zweiwdchige Behandlung mit niedrig dosiertem Ang Il (5 ng/min) flhrte zu
zweifach erhohten Ang Il Spiegeln bei OZR und zu 1,2fach erhohten Ang Il Spie-
geln bei LZR (Abb.5). Wachstum und Gewicht der Ratten wurden dadurch nicht
beeinflusst (Abb.4). Die von uns gewahlte Dosis hatte auch auf Aldosteron und
Blutdruck beider Phanotypen keinen Einfluss (Abb.5 und 6). Besonders letzteres
zeigt, dass die Ang Il Konzentration sehr niedrig gewahlt war, da Ang Il physiolo-
gischerweise zu einem Aldosteronanstieg und zu einer Blutdruckerhdhung fuhrt.
Weder das Herzgewicht noch die Herzfrequenz veranderten sich unter der Ang II-
Exposition, ebenfalls ein Zeichen der niedrigen Ang Il Konzentration. Samtliche
Effekte, die sich in unserem Versuch herausstellten, sind demnach als blutdruck-
unabhangig zu bewerten.

Die basale Aktivitat der HPA-Achse von adipdsen und schlanken Zucker Ratten
wurde durch die chronische Verabreichung von Ang Il vs. NaCl nicht beeinflusst.
Dies qilt fir die basale Konzentration von ACTH und Corticosteron im Plasma
(Abb.7). Dementsprechend waren die basalen Plasmaglukosewerte unverandert
(Abb.8). Dies steht im Gegensatz zu Studienergebnissen, die zeigen, dass Gluko-
se im Plasma nach einer Ang ll-Infusion steigt (Coimbra et al., 1999;Machado et
al., 1998;Mihessen-Neto et al., 1996;Rao, 1994). Daraus lasst sich die Vermutung
ableiten, dass Ang Il in einer ausgeglichenen Stoffwechsellage die Glukosekon-
zentration akut, also bei Bolusgaben, steigert, nicht aber bei kontinuierlicher, nied-
rig dosierter Applikation. Auf die Insulinsekretion, den Glukosegehalt von Niere
und Leber und die Glykogenspeicherung in der Leber hatte Ang Il ebenfalls keinen
Einfluss (Tab.2). Chronisch und peripher appliziertes Ang Il in der vorliegenden
Konzentration ist demnach - in den hier verwendeten Versuchstieren - nicht in der
Lage, malgeblich in die basale Regulation der HPA-Achse und des Glukosehaus-

halts einzugreifen.

Anders, wenn die HPA-Achse durch CRH-Applikation stimuliert wurde. Im CRH-
Test wurde die Wirkung von Ang Il auf die aktivierte Stressachse deutlich. Mit Ang
Il behandelte OZR reagierten dort mit einer erhdhten Stressantwort. Ohne eine
signifikante Steigerung der ACTH Sekretion gegenuber der Kontrollgruppe kam es
zu einer erhohten Sekretion von Corticosteron (Abb.10, 11). Gleichzeitig waren die
Glukosewerte waren wahrend des CRH-Tests 60 Minuten lang signifikant gege-
niber den anderen Gruppen erhoht (Abb.12). Die AUC, die in Abb.13b die Mobili-
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sierung von Glukose Uber die Zeit anzeigt, war signifikant erhéht gegentber den
nicht behandelten OZR. Hier wird also gezeigt, dass Leptinresistenz unter Einfluss
von Ang Il zu einer ACTH-unabhangigen Sensitivierung der HPA-Achse fuhrt, was
letztlich in einer erhdhten Glukosekonzentration im Plasma resultiert. Der isolierte
Anstieg von Corticosteron und Glukose spricht flr eine Wirkung auf Ebene der
Nebenniere. Dazu passend weisen OZR signifikant hohere ATia Rezeptor mRNA
Level in der Nebenniere auf als schlanke Zucker Ratten (Abb.16). Der AT1a Re-

zeptor vermittelt die Corticosteronantwort.

Die unterschiedlichen Auswirkungen von Ang |l auf den basalen und auf den
durch endokrinen Stress stimulierten Hormonhaushalt stimmen mit den Resultaten
aus anderen Studien unserer Arbeitsgruppe uberein: Eine chronische Behandlung
von SHR-Ratten (spontan hypertensive Ratten) mit Candesartan oder Ramipril
veranderte zwar nicht die basale Konzentration von ACTH und Corticosteron,
nach endokrinem Stress fanden sich allerdings erniedrigte Werte von ACTH und

Corticosteron gegenuber der Kontrolle (Raasch et al., 2006b).

Interessanterweise werden bei LZR unter Belastung mit CRH andere Tendenzen
sichtbar: Zwar gibt es keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Sekretion
von ACTH und Corticosteron zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe, die Gluko-
sespiegel sind aber tendenziell niedriger bei LZR mit Ang Il. Das gilt sowohl fur die
Spitzenwerte als auch flr die insgesamt freigesetzte Glukosemenge. Die Gluko-
sekonzentration im Plasma der Kontroll-Gruppe war wahrend eines Zeitraums von
90 Minuten signifikant hdher als die der mit Ang Il behandelten LZR (Abb. 12). An-
scheinend kénnen Ang Il behandelte LZR die Glukoseausschittung wegen der
fehlenden Insulinresistenz besser regulieren als OZR. Die Kurven der beiden mit

Kochsalz behandelte Gruppen lagen die ganze Zeit sehr nah beieinander.

Nach der CRH-Applikation wurden die mRNA-Level von CRH im Hypothalamus
und von POMC in der Hypophyse der verschiedenen Gruppen verglichen
(Abb.15). Es fanden sich in allen Gruppen ahnliche Werte. Es ist demnach frag-
lich, inwieweit die Dosis von 5 ng/min peripher appliziertes Ang Il Auswirkungen
auf den zentralen Teil der HPA-Achse hat. Studien haben gezeigt, dass icv. appli-
ziertes Ang Il die CRH-Expression im Hypothalamus stimuliert (Aguilera et al.,
1995a;Sumitomo et al., 1991).
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Die Analyse der Ang Il Rezeptoren zeigte signifikant hohere ATia Rezeptor-
mMRNA-Level im Hypothalamus von mit Ang Il behandelten OZR als in der Kont-
roligruppe, moglicherweise als Indiz flr die Sensibilisierung der Stressachse durch
Ang Il bei pradiabetischer Stoffwechsellage (Abb.16).

Die Frage, ob Ang Il Uber eine Aktivierung der HPA-Achse bei leptinresistenten
Ratten in den Glukosehaushalt eingreift, kann mit den hier erzielten Ergebnissen
nur teilweise beantwortet werden. Der basale Hormonstatus wurde mit der ver-
wendeten Ang lI-Dosis bei keinem der beiden Phanotypen verandert. Ein manifes-
ter Diabetes mellitus wurde nicht induziert.

Die Ergebnisse des CRH-Tests weisen allerdings 1.) auf eine Beteiligung von Ang
Il in der Regulation der Stress-Achse und damit verbunden in der Regulation des
Glukosehaushaltes und 2.) auf die synergistische Wirkung von Leptinresistenz und
Ang Il hin. Unter normalen Umstanden scheinen OZR trotz Insulinresistenz in der
Lage zu sein, angemessen auf eine Stressexposition zu reagieren, wohingegen
sie unter dem Einfluss von Ang Il die Mobilisation von Glukose weitaus weniger
gut kontrollieren kdnnen und es zu einer héheren Sekretion von ACTH, Corticoste-
ron und Glukose kommt. Mdglicherweise kann Ang Il, indem es Uber eine Regula-
tion der peripheren Stressachse in den Glukosehaushalt eingreift, den Weg zur
Entstehung eines Typ 2 Diabetes bahnen. Fur diese diabetogene Auswirkung von
Ang Il auf den Stress- und Glukosehaushalt ist anscheinend die Leptinresistenz
der OZR Ratte von essentieller Bedeutung, da LZR nicht vermehrt Glukose frei-
setzten, wenn sie mit Ang Il behandelt wurden. Ang Il sensibilisiert demnach die
Stress-Achse von OZR und macht sie so reagibler. Bemerkenswert ist, dass die-
ser Effekt hier bereits in einer Dosis deutlich wird, die den basalen Hormonhaus-
halt z.B. im Sinne einer physiologischen Blutdruckerhéhung oder einer Aldosteron-

ausschuttung nicht beeinflusst.

Es stellt sich die Frage, ob die Zeit, in der die Ratten dieser chronischen Ang II-
Erhohung ausgesetzt waren, ausreicht, um einen Diabetes mellitus zu induzieren.
Beim Menschen ist der Typ 2 Diabetes eine Krankheit, die sich Uber einen langen
Zeitraum entwickelt. Daher scheint es plausibel, anzunehmen, dass die Versuchs-
zeit fur die Pathogenese einer manifesten Stérung im Glukosehaushalt zu kurz

war. Deshalb sollte in weiteren Studien die Reaktion auf eine langere Expositions-
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dauer oder eine hohere Dosis Ang Il untersucht werden sowie ein valides Tiermo-
dell verwendet werden. Es muss zudem gepruft werden, ob zentral verabreichtes
Ang Il in der Lage ist, schon in die Homdostase des basalen Glukosespiegels ein-
zugreifen. Denn Ang Il wird nicht nur im Blutkreislauf hergestellt sondern auch lo-
kal in vielen Organen z.B. im Gehirn, in der Niere, in den Blutgefalen und im Her-
zen (Ganten et al., 1989;Phillips, 1987). Dem lokalen RAAS im Gehirn kommt eine
besondere Rolle zu, weil im Blut zirkuliendes Ang Il nicht liquorgangig ist (Harding
et al., 1988;Volicer and Loew, 1971). Viele der Wirkungen von Ang Il auf das Ge-
hirn werden Uber Ang Il Rezeptoren auf Neuronen der zirkumventrikularen Organe
(SFO, Eminentia mediana, Nucleus arcuatus, organum vasculosum laminae ter-
minalis (OVLT), area postrema) vermittelt, da hier die Blut-Hirn-Schranke fehlt.
AT exprimierende Neurone im SFO projizieren in den PVN und den Nucleus sup-
raopticus des Hypothalamus, um die Vasopressin- und ACTH-Ausschuittung zu
stimulieren (Oldfield et al., 1994), in den Nucleus opticus medianus, um das
Durstgefuhl anzuregen (Cunningham and Johnson, 1991). Innerhalb der Blut-Hirn-
Schranke wirkt lokal im Gehirn synthetisiertes Ang Il an den zentralen Rezeptoren.
Daher ist es durchaus mdglich, dass eine zentral applizierte Ang Il Dosis die HPA-

Achse auf héherer Ebene und damit nachhaltig zu beeinflussen vermag.

Uber welchen Mechanismus ACE-Hemmer und AT;-Rezeptor-Antagonisten die
Inzidenz von Diabetes verringern, bleibt noch unklar. Mit unserer Studie konnten
wir zeigen, dass Ang Il in die Glukosehomdostase involviert ist, indem es die
Stress-Achse aktiviert. Vor allem leptinresistente Ratten, also Ratten mit dem
wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung eines Typ 2 Diabetes - Adipositas -
konnten die Glukoseausschittung im CRH-Test nicht angemessen kontrollieren,
wenn sie unter vermehrtem Einfluss von Ang Il standen. Wenn die Bildung von
Ang Il oder die Wirkung von Ang Il mittels Rezeptorblockade gehemmt ist, wird die
Aktivierung der HPA-Achse bei einem Stresssignal wahrscheinlich nicht in einem
solchen Male zur Glukoseausschuttung fuhren, wie wir es bei OZR mit Ang lI-
Pumpe im CRH-Test gesehen haben. Da in Patienten mit Typ 2 Diabetes die
HPA-Achse hochreguliert ist (Chan et al., 2001;Chan et al., 2002), konnte dieser
Effekt groRe Auswirkungen haben.

Zurzeit werden folgende Hypothesen Uber die antidiabetogene Wirkung von ACE-
Hemmern und ARB diskutiert:
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Ein durch ACE-Hemmer erhéhter Kaliumspiegel oder eine bessere Durchblu-
tung der Inselzellen im endokrinen Pankreas als ursachlicher Mechanismus
(Carlsson et al., 1998), dabei kdnnte besonders das lokale RAAS im Pankreas
eine Rolle spielen. (Tahmasebi et al., 1999). So zeigte Tikellis et al., dass ZDF-
Ratten (Zucker diabetic fatty-Ratten) eine erhdhte intrainsulare Expression von
Komponenten des RAAS aufweisen. Dies war assoziiert mit fibrotischen Ver-
anderungen, Apoptosevorgangen und oxidativem Stress - pathologische Ver-
anderungen, die durch Behandlung mit ARBs oder ACE-Hemmern verringert
wurden. Gleichzeitig verbesserte sich die erste-Phase-Insulinsekretion. (Tikellis
et al., 2004). Allerdings ist die endokrine Funktion des Pankreas, also die Insu-
linsekretion, beim Typ 2 Diabetes anfangs nicht gestort, im Gegenteil, eine
Glukosetoleranzstorung und ein Typ 2 Diabetes ist zumindest zu Beginn mit
einer Hyperinsulinamie vergesellschaftet, sodass eine verbesserte Insulinsek-
retion keinen Effekt auf die Pathogenese eines Diabetes mellitus Typ 2 haben
durfte.

Eine Bradykinin vermittelte NO Synthese fuhrt zu einer erhdhten insulinabhan-
gigen Glukoseaufnahme im Skelettmuskel und beeinflusst so den Glukoses-
toffwechsel gunstig. (Arbin et al., 2001;Chow et al., 1995;Fogari et al.,
1998;Henriksen et al.,, 1999;Henriksen and Jacob, 1995;Shiuchi et al.,
2002;Vuorinen-Markkola and Yki-Jarvinen, 1995;Wang et al., 2003). Hiermit ist
aber nur die antidiabetische Wirkung von ACE-Hemmern gemeint, da nur sie
die Konzentration von Bradykinin Uber eine Hemmung des Abbaus steigern.
Fur ARBs konnte dementsprechend auf dieser Ebene kein insulinsensitivieren-
der Effekt gezeigt werden (Chow et al., 1995;Fogari et al., 1998;Wang et al.,
2003). Die Verbesserung der Insulinsensitivitdt kdnnte auch auf eine Sympa-
tholyse zurlickgefuhrt werden (Grassi et al., 2003;Moan et al., 1995)
ACE-Hemmer konnten auch in Leber und Fettzellen die Insulinresistenz min-
dern, was in einer verminderten hepatischen Gluconeogenese resultieren wur-
de (Torlone et al., 1991). Im Fettgewebe werden alle Komponenten des RAAS
synthetisiert und bei Adipositas ist das RAAS hochreguliert. Von reifen Adipo-
zyten produziertes Ang Il hemmt das Ausreifen von Fettzellvorlaufern, was zu
einer geringeren Anzahl von insulinsensitiven Fettzellen fuhrt (Janke et al.,
2002). Die Hemmung des RAAS konnte Uber eine stimulierte Ausdifferenzie-

rung der Adipozyten zu einer besseren Insulinsensitivitat flhren (Janke et al.,
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2002;Sharma et al., 2002). Signifikante Effekte konnten in der in vitro Studie
von Janke et al. allerdings nur mit dem ARB Irbesartan, nicht aber mit dem
ACE-Hemmer Captopril erreicht werden. Der insulinsensitivierende Effekt der
Adipozytendifferenzierung wird z.T. Uber eine Aktivierung des PPARy (Peroxiso-
me Proliferator-Activated Receptor-y) durch ARBS erreicht (Schupp et al.,
2004). Die Aktivierung des PPARYy wurde allerdings hauptsachlich fur Telmisar-
tan in niedrigen Dosierungen beschrieben, die intrinsische Aktivitat von Irbesar-
tan liegt in mittleren Dosisbereichen, wohingegen der ARB Losartan nur in sehr
hohen, nicht therapeutischen Dosen intrinsisch wirkt und Candesartan keine
Affinitat zu PPARYy hat. Gerade aber Candesartan und Losartan wurden in der
CHARM- und LIFE-Studie ein antidiabetischer Effekt bescheinigt (Lindholm et
al., 2002;Yusuf et al., 2005). Die insulinsensitivierende Wirkung von Telmisar-
tan konnte in in vivo-Versuchen in Nagetieren nicht bestatigt werden (Erbe et
al., 2006). Gegen die Hypothese spricht auRerdem, dass der ACE-Hemmer
Captopril die Adipozytendifferenzierung nicht aktivieren konnte (Janke et al.,
2002).

Der Diabetes mellitus Typ 2 ist als ein Symptom der Krankheit ,metabolisches
Syndrom® aufzufassen und seine Pathogenese deshalb der Pathogenese dieser
Krankheit unterzuordnen. ACE-Hemmer verbessern die Glukosesituation im Rah-
men der Therapie des metabolischen Syndroms. Die verminderte Neuenstehung
eines Diabetes um 25% muss unserer Meinung nach mehr als nur lokale und auf
ein Organ/Gewebe beschrankte Ursachen haben, zumal eine Bestatigung der Kli-
nischen Relevanz der bisher herausgearbeiteten positiven Effekte von ACE-
Hemmern/ARBs noch ausbleibt und die meisten Effekte entweder fur ACE-
Hemmer oder flr ARBs gelten, aber nicht fir beide Stoffklassen. Manche Effekte
werden sogar nur von einzelnen ausgewahlten Wirkstoffen vermittelt. Wir postulie-
ren, dass der antidiabetogene Effekt der ACE-Hemmern/ARBs globaler stattfindet,
auf ein System, dass auf samtliche Ursprungsorte, die zur Genese des metaboli-
schen Syndroms gehoren, Einfluss hat. Die HPA-Achse beeinflusst samtliche As-
pekte des metabolischen Syndroms. Eine Uberaktivierung der HPA-Achse und
des SNS fuhrt zu Hypertriglyzeridamie, arterieller Hypertonie, Hyperglykamie,
zentraler Adipositas, zu Insulinsekretionsstérungen und Insulinresistenz. Das

RAAS, das von ACE/ARB gehemmt wird, tragt - jedenfalls in Stresssituationen -
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zu einer Aktivierung der Stressachse bei, so dass nach Hemmung des RAAS
durch Candesartan eine Aktivierung der HPA-Achse bei Stress nicht messbar ist.
Indem ACE/ARBs die Aktivierung der Stressachse durch Ang Il hemmen, konnten
sie die pathologischen Veranderungen, die eine chronisch stimulierte HPA-Achse
mit sich zieht, und somit das metabolische Syndrom und als Teil davon den Diabe-
tes mellitus Typ 2 erfolgreich verhindern.

Mit dieser Studie ist also ein wertvoller Anfang gesetzt worden, dem weitere Un-
tersuchungen folgen mussen, um die Frage nach der diabetogenen Wirkung von

Ang Il zu beantworten.
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V. Zusammenfassung

In neuen Studien hat sich ein Rickgang der Neuentstehung von Diabetes mellitus
Typ 2 unter der Therapie mit ACE-Hemmern und Angiotensin-Rezeptor-
Antagonisten (ARBs) herausgestellt, wobei die Ursache fir diesen antidiabeti-
schen Effekt noch unklar bleibt. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS), das durch ACE-Hemmer und ARBs inhibiert wird, wirkt unter anderem
stimulierend auf die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-
Achse). Diese wird bei Stress aktiviert und fuhrt zu einer Cortisol- und Glukose-
Erhéhung im Plasma. Sowohl Diabetes mellitus als auch eine Leptinresistenz sind
mit einer erhohten HPA-Achsen-Aktivitat assoziiert.

Um den Einfluss von Angiotensin Il (Ang Il) auf die HPA-Achse und den Glukose-
haushalt unter pradisponierenden Bedingungen zu untersuchen, haben wir leptin-
resistenten Zucker Ratten (OZR, homozygot fur den Leptinrezeptordefekt) und
schlanken Zucker Ratten (LZR, heterozygot fur den Leptinrezeptordefekt), als
stoffwechselnormale Kontrolle, Ang Il vs. NaCl dauerhaft Uber periphere osmoti-
sche Minipumpen appliziert. Wir haben den Effekt von Ang Il auf die HPA-Achse
sowohl auf den basalen Hormonstatus als auch unter Stimulation im CRH-Test
analysiert. Es wurden die Glukosespiegel bestimmt und die Konzentrationen von
Ang Il, Aldosteron, ACTH, Corticosteron und Insulin mittels Radio Immune Assay
quantifiziert. AnschlieRend haben wir die Expression von CRH, POMC und der
Ang Il Rezeptoren in der HPA-Achse mittels qPCR untersucht. OZR zeigten unter
Ang Il vs. NaCl eine erhohte Aktivitat der HPA-Achse. Dies manifestierte sich in
einer erhdhten ACTH- und Corticosteron-Ausschuttung und erhohten Glukosewer-
ten. Weiterhin konnten wir Veranderungen bei OZR vs. LZR im Sinne eines meta-
bolischen Syndroms mit héheren Blutdruck- und konsekutiv Glukosewerten und
einer Hyperinsulinamie wahrend des CRH-Tests feststellen. Im basalen Hormon-
und Glukosehaushalt wurden in der hier verwendeten applizierten Dosis von Ang
Il keine Veranderungen festgestellt. Es wird also deutlich, dass es bei Ratten mit
einem Risikoprofil fir das metabolische Syndrom unter Ang Il zu Stoffwechselent-
gleisungen kommen kann, wenn ein luxierendes Ereignis, hier die Belastung mit
CRH, hinzukommt. Ang Il greift Uber eine Aktivierung der HPA-Achse in den Glu-
kosehaushalt ein, und es ist vorstellbar, dass ACE-Hemmer/ARBS uber die Hem-

mung des RAAS auf diese Weise den Glukosehaushalt guinstig beeinflussen.
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