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Einleitung

1 Einleitung

Das Metabolische Syndrom (MetS) mit seinen assoziierten Erkrankungen
Adipositas, arterielle Hypertonie, Insulin- und Leptinresistenz gewinnt aufgrund
seiner erheblichen kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat weltweit an Bedeu-
tung (Day 2007; Kahn et al. 2005). Die Pravalenz des Metabolischen Syndroms ist
mit einem Viertel der US-amerikanischen und einem Funftel der deutschen
Bevolkerung sehr hoch (Ford et al. 2002; Scholze et al. 2010). Dabei existieren
verschiedene Definitionen des Metabolischen Syndroms (Kim und Reaven 2004),
die auf einer unterschiedlichen Gewichtung der einzelnen Komponenten beruhen.
So wird beispielsweise mit der Bezeichnung ,Insulinresistenz-Syndrom® die Be-
deutung der Insulinresistenz betont, wahrend die Namensgeber des ,Syndrom X*
oder des ,ddlichen Quartetts” die Faktoren eher als gleichwertig betrachten
(Chisholm et al. 1997).

1.1 Insulinresistenz

Die Pathogenese des Metabolischen Syndroms ist bis heute nicht vollstandig
aufgeklart. Sicher ist, dass eine multifaktorielle Genese vorliegt (Teran-Garcia und
Bouchard 2007). Dabei spielt die viszerale Adipositas eine grundlegende Rolle
(Bouchard et al. 1988), welche mit einer Leptinresistenz, einer Dyslipidamie und
der Ausbildung eines Adipositas-bedingten Hypertonus assoziiert ist. Weiterhin ist
die viszerale Adipositas an der Entstehung einer Insulinresistenz und eines
Diabetes mellitus Typ Il beteiligt (Chisholm et al. 1997). Daher wird von einigen
Autoren auch die Insulinresistenz ins Zentrum der Pathogenese des Metaboli-
schen Syndroms gesetzt (Gogia und Agarwal 2006). Die Insulinresistenz ist durch
ein vermindertes Ansprechen der Zellen auf Insulin gekennzeichnet. In hypertro-
phen Adipozyten ist die physiologische Translokation der GLUT 4- Rezeptoren
gestort und damit die Glukoseaufnahme in die Zelle herabgesetzt (Weyer et al.
2000). Beim manifesten Diabetes mellitus Typ |l tritt addierend eine p-Zell-

Dysfunktion hinzu (Kahn 2003). Atiologisch wird der Diabetes mellitus Typ I
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ebenso wie das Metabolische Syndrom als Folge einer hyperkalorischen Nahrung
und einer zu geringen physischen Aktivitat gesehen. Die meisten der heute
gebrauchlichen Tiermodelle zur Charakterisierung des Metabolischen Syndroms
basieren auf genetischen Modifikationen und Mutationen (z.B. ob-ob, db-db,
Zucker-Ratte) (Coleman 1978; Zucker und Zucker 1963). Sowohl fir die Spontan
Hypertensive Ratte (SHR) als auch fur die Sprague-Dawley (SD) -Ratte konnten
Studien unserer Arbeitsgruppe die Eignung als patientennahes Modell des
Metabolischen Syndroms zeigen (Miesel et al. 2010). Die SD-Ratten zeichnen sich
durch die Ausbildung einer Hyperphagie und einer Diat induzierten Adipositas
(diet-induced obesity, DIO) aus (Keenan et al. 2005; Miesel et al. 2010). Zudem
sind sie normotensiv und die Entwicklung eines Adipositas induzierten Hypertonus
ist fur sie nicht gezeigt (Miesel et al. 2010). Die SHR hingegen sind primar
hyperton. Dem Hypertonus liegen polygenetische Ursachen zugrunde, die bis
heute nicht vollstandig aufgeklart sind. Der erhdhte Blutdruck Iasst sich aber sehr
gut mit Antihypertensiva senken, die zur Behandlung des essentiellen Hypertonus
beim Menschen Verwendung finden. Die SHR eignen sich daher hervorragend als
Modell fur den menschlichen Hypertonus (Pinto et al. 1998; Tofovic und Jackson
2003). Aullerdem zeichnen sich SHR durch eine leichte Insulinresistenz aus
(Pravenec et al. 2002; Shimamoto und Ura 2006; Swislocki und Tsuzuki 1993;
Vera et al. 2002). Sie bilden zwar eine Hyperphagie und eine Diat induzierte
Adipositas (DIO) aus, diese ist jedoch deutlich geringer ausgepragt als bei den
SD-Ratten (Oron-Herman et al. 2008). Bewahrt hat sich zur Induktion der DIO die
so genannte Cafeteria-Diat (CD), welche eine Mischung aus handelsublichen
Schokoladen- und Keksprodukten darstellt (Miesel et al. 2010). Unter der
Cafeteria-Diat nimmt die vorbestehende Insulinresistenz der SHR zu (Miesel et al.
2010). So wurde in der Studie von Miesel et al. nach drei Monaten unter CD eine
Zunahme des Korpergewichts sowie eine gestorte Glukosetoleranz beobachtet
(Miesel et al. 2010).

Zusammenfassend konnte bisher fur SHR unter Cafeteria-Diat die Entwicklung
von Ubergewicht, einer Hyperphagie und darunter das Entstehen einer gestorten
Glukosetoleranz gezeigt werden. Das Ziel der hier vorgestellten Studie (siehe
Protokoll 4) war nun die Untersuchung der metabolischen Funktionen Uber die
gesamte Lebenszeit der Tiere mit der Fragestellung:
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e Entwickeln die SHR unter Cafeteria-Diat, Uber ihre Lebenszeit gesehen,
einen Diabetes mellitus Typ 11?7

e |st die Lebenserwartung der SHR unter Cafeteria-Diat verkirzt?

1.2 Adipositas

Die Adipositas als zentrales Element des Metabolischen Syndroms stellt ein weit
verbreitetes gesundheitliches Problem dar: Nach Schatzungen der Weltgesund-
heitsorganisation (WHO) waren im Jahre 2005 1,6 Milliarden der uber 15-Jah-
ringen Ubergewichtig und wenigstens 400 Millionen Menschen waren adipés. Die
International Obesity Task Force definiert Ubergewicht als einen Body-Mass-Index
(BMI) von iiber 25 kg/m? und Adipositas als einen BMI von iber 30 kg/m?
(Bjorntorp 1997). Dabei ist die Fettverteilung von mindestens ebenso groRer
Bedeutung wie der BMI, wobei vor allem die viszerale Adipositas hervorzuheben
ist (Bjorntorp 1992; 1993). Um dieser Einteilung gerecht zu werden, wurde die
Empfehlung gegeben, die Waist-to-Hip-Ratio (WHR) zu bestimmen (Bjorntorp
1992; Lean et al. 1995), die ab einer WHR von >1 bei Mannern und >0,85 bei
Frauen als Grenze zum erhdhten kardiovaskularen Risiko definiert ist.

Die WHO rechnet bis zum Jahr 2015 fast mit einer Verdoppelung der Betroffenen.
Diese Entwicklung weist uns auf ein bedeutendes sozio6konomisches Problem
hin. Laut einer amerikanischen Studie (Finkelstein et al. 2009) betragen die
Ausgaben fur die Adipositas-assoziierten Krankheiten 147 Milliarden US-Dollar
(103 Milliarden Euro) pro Jahr. Neben den gesundheitlichen und volkswirtschaft-
lichen Folgen der Adipositas aggravieren die begrenzten therapeutischen Mdglich-
keiten die Situation (Bjorntorp 1997; Roth et al. 2004). Ursachlich fur eine Adiposi-
tas steht an erster Stelle das Ungleichgewicht zwischen Energieaufnahme und
-verbrauch. Entsprechend lasst sich die Genese der Adipositas in den Industriena-
tionen vornehmlich auf ein unbegrenztes Angebot an hochkalorischer Nahrung mit
gleichzeitiger Reduktion an korperlicher Aktivitat zuruckfuhren (Astrup 1999;
Despres und Lamarche 1993; Scheurink et al. 1999; Schrauwen und Westerterp
2000). Die Nahrungsaufnahme ist neben auleren Faktoren wie familiaren, kultu-
rellen und psychosozialen Einflissen durch endogene Signale gesteuert (Woods
et al. 2000), wie z.B. Leptin, Insulin, Glukose und Cortisol (Baskin et al. 2001;
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Jequier 2002). Eine genetische Komponente tragt zu der multifaktoriellen Genese
der Adipositas ebenfalls bei. In Mausen konnte eine Reihe von Gendefekten,
welche zu Adipositas fuhren, identifiziert werden. Dazu zahlen ein Defekt des
Leptin-Gens (ob-ob) (Zhang et al. 1994) oder des Leptin-Rezeptors (db-db)
(Tartaglia et al. 1995). Eine singulare genetische Grundlage fiur eine Adipositas
konnte jedoch bisher nicht identifiziert werden.

Die Pathogenese der Adipositas basiert zudem auf metabolischen und endokrinen
(Fehl-) Funktionen des Fettgewebes, wozu auch die Leptinresistenz zahlt (Enriori
et al. 2006; Roth et al. 2004). Leptin (von griechisch leptos = schlank) ist ein von
Adipozyten exprimiertes Fettgewebshormon (Maffei et al. 1995b) und das Produkt
des ob- (obese-) Gens (Campfield et al. 1995; Halaas et al. 1995; Zhang et al.
1994), das zur Reduktion der Nahrungsaufnahme fuhrt. Es wird proportional zur
Masse des Fettgewebes ins Plasma freigesetzt (Maffei et al. 1995b). Hierbei ist
die Verteilung der Fettmasse entscheidend. Es wird Uberwiegend aus dem sub-
cutanen und weniger aus dem viszeralen Fettgewebe freigesetzt (Mantzoros und
Moschos 1998). Zirkulierendes Leptin gelangt proportional zur Plasmakonzen-
tration Uber die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn, bevor es zum komplexen Netzwerk
der Nahrungsregulation gehdrige Rezeptoren stimuliert. Entgegen der zunachst
angenommenen niedrigen Konzentration im Blut adipdser Personen, ist es im
Gegenteil bei den Betroffenen stark erhoht (Considine et al. 1996). Die
Behandlung mit extern zugefuhrtem Leptin brachte bei einem Grofdteil der
adipdsen Patienten nicht die gewiunschte Gewichtsreduktion (Mantzoros 1999).
Dieser Befund lasst auf eine Leptinresistenz adipdser Individuen schlie3en.

Als Ursache der Leptinresistenz wird die herabgesetzte Permeabilitat der Blut-
Hirn-Schranke diskutiert (Banks et al. 1999; Banks und Farrell 2003). Zusatzlich
unterscheiden einige Autoren zwischen ,zentraler” und ,peripherer® Resistenz. So
wurde beschrieben, dass eine Wirksamkeit des Leptins unter Umgehung der Blut-
Hirn-Schranke bei direkter zentraler Applikation (i.c.v.) auch bei leptinresistenten
Ratten nachweisbar ist (Dryden et al. 1999). Im Gegensatz dazu zeigte sich kein
Effekt in Folge einer intraperitonealen, d.h. peripheren Applikation (ElI-Haschimi et
al. 2000).

Leptin hat eine Schllsselposition in der Regulation von Energieaufnahme und
—verbrauch inne (Schwartz und Gelling 2002; Schwartz et al. 2000). Physiologi-

-7-



Einleitung

scherweise halt das Leptin das Korpergewicht konstant, indem es die Nah-
rungsaufnahme drosselt (Flier 1998; Friedman und Halaas 1998; Spiegelman und
Flier 1996) und den Energieverbrauch in Form von Thermogenese uber die direkte
Stimulation der mitochondrialen Uncoupling Proteine 1 bis 3 (UCP) steigert (Boss
et al. 1997; Collins et al. 1996; Fleury et al. 1997; Gimeno et al. 1997; Gong et al.
1997). Andersherum stellen niedrige Leptinspiegel ein Signal fur ein Energiedefizit
bei leeren Fettdepots dar (Boden et al. 1996; Flier 1998; Frederich et al. 1995).
Die Tatsache, dass Leptin nicht nach einer Mahlzeit erhoht ist und auch nicht zum
Abbruch der Mahlzeit fihrt (Considine et al. 1996; Maffei et al. 1995b), bestatigt
seine Zugehorigkeit zum langwirksamen System der Nahrungsregulation. Dement-
sprechend fuhrt auch erst die chronische Leptinzufuhr bei adipdsen Mausen zu
einer Gewichtsabnahme (Halaas et al. 1997), die ausschliel3lich auf einen niedri-
geren Fettanteil zurlckzufuhren ist (Halaas et al. 1995). Hierbei ist vor allem das
viszerale Fettgewebe reduziert. Ein mdglicher Mechanismus fir die Reduktion des
viszeralen Fettgewebes durch das Leptin ist die Aktivierung des Sympathikus
(Barzilai et al. 1997; Mantzoros et al. 1996), wobei insbesondere der B3-Rezeptor
eine Rolle spielt (Haynes et al. 1997).

Neben den peripheren Auswirkungen auf den Energiehaushalt entfaltet das Leptin
seine zentrale Wirkung im Hypothalamus an Leptinrezeptoren (Ob-R) (Tartaglia et
al. 1995). Durch positional cloning wurde gezeigt, dass das zum Ob-R gehdérige
db-Gen in funf bis jetzt identifizierten Splice-Varianten vorliegt (Lee et al. 1996;
Tartaglia et al. 1995). Die wichtigste Variante stellt der Ob-Rb-Rezeptor dar. Au-
Rerdem ist im Bereich der Blut-Hirn-Schranke der Ob-Ra-Rezeptor identifiziert
worden (Banks et al. 1996). Mittels In-situ-Hybridisierung wurden Ob-Rb-Rezep-
toren im Nucleus arcuatus (ARC), im dorsomedialen Hypothalamus (DMH), im
Nucleus paraventricularis (PVN), im ventromedialen Hypothalamus (VMH) und im
lateralen Hypothalamus (LHA) identifiziert (EImquist et al. 1999; Fei et al. 1997,
Hetherington 1983; Mercer et al. 1996b). Die genannten hypothalamischen Kern-
gebiete sind in besonderem Malde an der Regulation der Nahrungsaufnahme und
des Korpergewichts beteiligt. Studien an Ratten und Mausen mit hypothala-
mischen Lasionen konnten den Hypothalamus als Hauptwirkort des Leptins besta-
tigen (Maffei et al. 1995a; Satoh et al. 1997). Vom lateralen und ventromedialen

Kerngebiet ziehen aullerdem modulierende Projektionen zu sympathischen und
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parasympathischen Praganglien (Friedman und Halaas 1998). Seine Wirkung auf
den Energiehaushalt Ubt das Leptin hauptsachlich Gber die Auf- und Abregulation
von hypothalamischen Nahrungspeptiden aus. Im Allgemeinen werden orexigene
und anorexigene Peptide unterschieden (Tab. 1.1).

Tabelle 1-1: Hypothalamische Nahrungspeptide

Orexigene Nahrungspeptide Anorexigene Nahrungspeptide

Cocaine Amphetamine Regulated Transcript

Neuropeptid Y (NPY) (CART)

. . [Melanozyten-stimulierendes Hormon
Agouti-Related Peptide (AgRP)

(a-MSH)]
Melanin Concentrating Hormone (MCH) Proopiomelanocortin (POMC)
PreProOrexin (PPO) Corticotropin Releasing Hormone (CRH)

[ ]: Im Rahmen der Dissertation nicht untersuchte Peptide.

Der potenteste orexigene Vertreter ist das Neuropeptid Y (NPY) (Friedman und
Halaas 1998). NPY-exprimierende Neurone befinden sich im lateralen Hypothala-
mus sowie im Nucleus arcuatus (Schwartz et al. 1996; Stephens et al. 1995). Die
Neurone koexprimieren Leptinrezeptoren (Mercer et al. 1996a) und der NPY-
Rezeptor reagiert auf niedrige Leptinspiegel mit einer vermehrten Transkription
(Marks et al. 1992). Das anorexigene Cocaine Amphetamine Regulated Transcript
(CART) wirkt antagonistisch zum NPY. Das Melanozyten-stimulierende Hormon
(a-MSH) und das Agouti-Related Peptide (AgRP) reagieren Uber den Melanocortin
4-Rezeptor auf erhdhte Leptinspiegel im Plasma (Friedman 1997). o-MSH wird
aus dem ebenfalls anorexigen wirksamen Proopiomelanocortin (POMC) abgespal-
ten (Hakansson et al. 1998). AgRP fungiert als Antagonist des Melanocortin-Re-
zeptors und wirkt damit orexigen. Das Proopiomelanocortin (POMC) wird mit dem
Ob-Rb-Rezeptor koexprimiert (Elias et al. 1999; Spiegelman und Flier 1996). Das
anorexigene Corticotropin Releasing Hormone (CRH) wird im Nucleus paraventri-
cularis freigesetzt (Schwartz et al. 2000). Im lateralen Hypothalamus befinden sich

Neurone, die das orexigene Hormon Melanin Concentrating Hormone (MCH) ex-
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primieren (Elias et al. 1999). MCH fuhrt zu Appetitsteigerung und Ge-
wichtszunahme (Qu et al. 1996). Das intakte Melanocortin-exprimierende System
ist zudem Voraussetzung fur die Entstehung eines Adipositas induzierten Hyper-
tonus (da Silva et al. 2008). Das Leptin entfaltet einen Teil seiner Wirkung uber
Orexine (Hypocretine) wie das PreProOrexin (PPO) (Louis et al. 2010), die zu ei-
ner gesteigerten Energieaufnahme fuhren (Broberger et al. 1998; de Lecea 2010;
Peyron et al. 1998).

1.3 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

An der Regulation von Korpergewicht und Nahrungsaufnahme ist neben den
hypothalamischen Nahrungspeptiden in entscheidendem Ausmal} das Renin-An-
giotensin-Aldosteron-System (RAAS) beteiligt (Muller et al. 2007; Raasch et al.
2006). Das RAAS bildet eine Hormonkaskade, deren Startpunkt die im juxta-
glomerularen Apparat produzierte Protease Renin bildet. Renin spaltet aus dem im
Fettgewebe bzw. in der Leber produzierten Angiotensinogen das inaktive Angio-
tensin | ab. Die Uberflihrung in das aktive Octapeptid Angiotensin Il wird durch das
Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) ausgeflhrt (Weber 2001; Zaman et al.
2002). Im Mittelpunkt steht das Angiotensin Il, welches sowohl einen Vaso-
konstriktor als auch einen Mediator fur die Flussigkeits- und Natrium-Ruckre-
sorption darstellt (Weber 2001; Zaman et al. 2002). Entsprechend ist das
Angiotensin Il in die Blutdruckregulation involviert. Dartber hinaus fuhrt das Angio-
tensin Il zu einer Hypertrophie des Fettgewebes (Saint-Marc et al. 2001) und da-
mit zu einer Gewichtszunahme sowie einer verschlechterten Glukoseutilisation
(Scheen 2004). Das Angiotensin |l entfaltet seine Wirkung hauptsachlich tber den
Angiotensin 1 (AT¢)-Rezeptor (Crandall et al. 1994). Die AT-Rezeptoren sind G-
Protein gekoppelt mit je sieben hydrophoben transmembranaren Domanen, eini-
gen N-Glykosilierungs- sowie einer potentiellen G-Bindungsstelle (Regitz-
Zagrosek et al. 1996). Im Gegensatz zum Menschen sind in Nagern zwei Unter-
formen des AT-Rezeptors identifiziert worden (ATa- und AT g-Rezeptor), die sich
pharmakologisch durch die ATq-Blocker nicht diskriminieren lassen (Elton et al.
1992; lwai und Inagami 1992; Kakar et al. 1992a; Kakar et al. 1992b; Sasamura et
al. 1992). AT-Rezeptoren sind in den verschiedensten Geweben und Organen
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nachgewiesen worden, u.a. im Gehirn und im Fettgewebe (Allen et al. 2000). Im
Gehirn wurden AT4-Rezeptoren im Organum vasculosum laminae terminalis
(OVLT), im subfornikalen Organ (SFO), im Nucleus paraventricularis (PNV), im
medianen Nucleus preopticus, im Cortex und im Hippocampus nachgewiesen
(Bunnemann et al. 1992; Jéhren et al. 1995). Uber den AT;-Rezeptor werden u.a.
die Vasokonstriktion und dariber der Blutdruck sowie die trophische Wirkung auf
das weille Fettgewebe vermittelt (Darimont et al. 1994; Regitz-Zagrosek et al.
1996; Saint-Marc et al. 2001; Zorad et al. 2006). Neben dem AT-Rezeptor
existiert der AT,-Rezeptor, fir den eine antagonistische Funktion zum AT;-
Rezeptor beschrieben worden ist (Regitz-Zagrosek et al. 1996; Unger und
Sandmann 2000). Der AT,-Rezeptor ist Uberwiegend im Gehirn im Nucleus
geniculatus, in der inferioren Olive und im Nebennierenmark exprimiert (Johren et
al. 1996). Entsprechend ist der AT,-Rezeptor an motorischen und sensorischen
Vorgangen beteiligt. Zudem wird die Triglyzeridsynthese Uber AT,-Rezeptoren sti-
muliert (Jones et al. 1997). Dies steht im Gegensatz zu der Annahme von Burson
und Crandall, die von einer Regulation uber den AT -Rezeptor ausgegangen sind
(Burson et al. 1994; Crandall et al. 1994). Neben dem AT4- und dem AT,-Rezeptor
ist der AT4-Rezeptor beschrieben worden. Der AT4-Rezeptor ist im Gehirn mit
cholinergen und sensorischen Neuronen assoziiert. Somit ist er an kognitiven
Prozessen beteiligt und reguliert den Blutfluss (Allen et al. 1998; de Gasparo et al.
2000; Handa 2000). Der AT4-Rezeptor wurde aullerdem im Fettgewebe nachge-
wiesen, was von Bedeutung flir den Metabolismus sein kdénnte (Weiland und
Verspohl 2008). Der Hauptligand des AT4-Rezeptors ist das Angiotensin IV (Ang
(3-8)) (Watanabe et al. 2005).

Zu den Auswirkungen einer medikamentosen Blockade der Angiotensin-Rezep-
toren zahlen die Senkung des Blutdrucks und des Plasmainsulins (Muller et al.
2010), woraus sich die therapeutische Implikation der AT4-Rezeptor-Blocker
ergibt. AT4-Blocker sind bereits gut etabliert in der Therapie des Bluthochdrucks,
der Herzinsuffizienz sowie der diabetischen Nephro- und Retinopathie (Culman et
al. 2002; Kamari et al. 2008; Kurihara et al. 2008; Seltzer et al. 2004). Dartuber
hinaus reduzieren sie die Inzidenz des Typ ll-Diabetes (Grassi et al. 2003;
Katovich und Pachori 2000; Pavlatou et al. 2008; Scheen 2004; Torlone et al.
1993). Unter chronischer Therapie mit AT4-Blockern ist die Insulinsensitivitat ver-
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bessert, da die Expression von GLUT 4-Rezeptoren in der Skelettmuskulatur er-
héht ist (Henriksen und Jacob 2003) und die Differenzierung und Rekrutierung der
Adipozyten gehemmt wird (Engeli et al. 2000). Zudem ist die Durchblutung der
Skelettmuskulatur durch den vasodilatierenden Effekt der AT -Blocker verbessert
(Scheen 2004). Eine weitere Theorie bezieht den Peroxisome Proliferator
Activated Receptor Gamma (PPARYy) in die Pathogenese des Diabetes mit ein. Die
PPARy-Aktivitat wird Uber AT4-Blocker, allen voran das Telmisartan, induziert und
tragt Uber einen Glitazon- (Thiazolidinedione-) ahnlichen Mechanismus zur ver-
besserten Insulinwirksamkeit bei (Schupp et al. 2005; Schupp et al. 2004).
Allerdings ist ein alleiniger Mechanismus Uber das PPARYy als unwahrscheinlich
anzusehen, da klinisch hieriber nicht alle positiven Effekte erklart werden kénnen
(Maller-Fielitz et al. 2012). Das RAAS und damit auch die ATs-Blocker greifen
darUber hinaus in den Regelkreis der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (HPA-Achse) ein. Nachweislich besteht bei Adipositas, Leptinresistenz und
Diabetes eine Hyperaktivitdt der HPA-Achse, woraus eine erhdhte Stresssensiti-
vitat resultiert (Boustany et al. 2004; Bruhl et al. 2007; Dallman et al. 2007; Miesel
et al. 2011; Muller et al. 2007; Pavlatou et al. 2008; Raasch et al. 2006; Roy et al.
1990; 1991; Uresin et al. 2004). Gleichzeitig werden bei adipésen Individuen
hdhere Konzentrationen an Glukokortikoiden im Plasma gemessen (Chrousos
2000; Cunningham et al. 1986; Guillaume-Gentil et al. 1990). Die Glukokortikoide
stehen als Effektormolekile am Ende der HPA-Achse. Im Nucleus
paraventricularis des Hypothalamus wird das Corticotropin Releasing Hormone
(CRH) freigesetzt, welches in der Adenohypophyse die Abspaltung des
Adrenocortikotropen Hormons (ACTH) aus dem Proopiomelanocortin (POMC)
stimuliert (Aguilera et al. 2004). Das ACTH fuhrt wiederum in der Zona fasciculata
der Nebennieren zu einer Ausschuttung der Glukokortikoide, Cortisol beim Men-
schen und Corticosteron beim Nagetier (Harmer und Bicknell 2005). Eine chroni-
sche Hyperaktivitat der HPA-Achse fuhrt, ahnlich der Glukokortikoid-Dauerthera-
pie, zu einer Stammfettsucht, Hyperglykamie, Hypertriglyzeriddmie und Hypertonie
(Chrousos 2000). AuRerdem ist die Aufnahme an hochkalorischer Nahrung unter
Stressbedingungen gesteigert (Miesel et al. 2011; Pecoraro et al. 2004). Die Uber-
einstimmungen mit den Symptomen des Metabolischen Syndroms legen einen
Zusammenhang in der Pathogenese nahe. In der Vergangenheit konnte von
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unserer Arbeitsgruppe wiederholt eine Reduktion der HPA-Achsen-Aktivitat durch
eine Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) nachgewiesen
werden (Miesel et al. 2011; Muller-Fielitz et al. 2012; Muller et al. 2007; Raasch et
al. 2006). Die beschriebenen positiven Effekte der ATq-Blockade fuhren sogar
nachweislich zu einer Verlangerung der Lebenszeit (LIFE, SCOPE und VALUE-
Studie) (Dahlof et al. 2002; Julius et al. 2004; Lithell et al. 2003). Dabei ist der
zugrunde liegende Mechanismus der metabolisch- und kardioprotektiven Wirkung
weiterhin Gegenstand der Forschung (Kintscher et al. 2008; Kintscher und Unger
2005). Es verdichten sich zunehmend die Hinweise, dass die AT -Blocker neben
ihren positiven Auswirkungen auf den Bluthochdruck und die Glukosetoleranz zu
einer Abnahme des Korpergewichts fuhren, was einen vielversprechenden neuen
Therapieansatz fur das Metabolische Syndrom darstellt (de Kloet et al. 2010;
Mdaller-Fielitz et al. 2011). Kirzlich gewonnene Erkenntnisse unserer Ar-
beitsgruppe belegen jedoch, dass es sich bei der Gewichtsabnahme nicht um eine
generelle Eigenschaft der AT4-Blocker handelt, da sie weder unter der normalen
noch unter der hochnormalen, sondern erst unter der héchsten Dosierung be-
obachtet werden konnte (Muller-Fielitz et al. 2011). Dabei wird kontrovers
diskutiert, ob der AT;-Blocker-induzierte Gewichtsverlust von einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme begleitet wird (Miesel et al. 2011; Muller-Fielitz et al. 2012;
Muller-Fielitz et al. 2011; Zorad et al. 2006) oder nicht (Benson et al. 2004; He et
al. 2010; Schupp et al. 2005; Sugimoto et al. 2006; Zanchi et al. 2007). Die
Berichte Uber eine fehlende Reduktion der Nahrungsaufnahme basieren allerdings
Uberwiegend auf der Messung einer kumulativen Nahrungsaufnahme Uber die
gesamte Behandlungszeit oder der letzten Nahrungsaufnahme vor Studienende.
Betrachtet man die Nahrungsaufnahme dagegen im Detail, war die Nahrungs-
aufnahme in der ersten Woche zunachst reduziert, um das Kontroliniveau bis zum
Ende der Studie zu erreichen oder gar zu Ubersteigen (Miesel et al. 2011; Muller-
Fielitz et al. 2012; Muller-Fielitz et al. 2011; Zorad et al. 2006). Die zeitliche
Abhangigkeit der AT-Blockade bezuglich der Nahrungsaufnahme wirft nun die
Frage nach dem zugrunde liegenden Mechanismus auf. Da die antiadipdsen
Effekte der AT¢-Blocker hauptsachlich nach einer hohen Dosis zu beobachten
sind, konnte ein relevanter Abfall des Blutdrucks ursachlich fur die Hypophagie

sein. Die Arbeitsgruppe Raasch konnte aber in Ubereinstimmung mit anderen
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Literaturangaben belegen, dass es sich um einen blutdruckunabhangigen Effekt
auf das Korpergewicht handelt (Muller-Fielitz et al. 2011; Zorad et al. 2006). In
diesem Zusammenhang wurde Uberdies gezeigt, dass die hypophage und
antiadipose Wirkung der ATq-Blocker auf einem intakten Leptinsignalweg beruht
und dass die orexigenen Peptide MCH und Orexin A supprimiert waren (Mduller-
Fielitz et al. 2011). In Ubereinstimmung hiermit, wurde fiir das Telmisartan eine
supprimierende Wirkung auf die Nahrungsaufnahme von Mausen via den
Melanocortin-Signalweg nachgewiesen (Noma 2011).

Die folgende Abbildung illustriert den potenziellen Einfluss von AT;-Blockern (z.B.
Telmisartan) auf Leptin bzw. Insulin und im weiteren auf die neuronale Regulation

von Nahrungspeptiden und infolge dessen der Nahrungsaufnahme:

Nahrungsaufnahme ¥

[ o)
)
?m e ﬂ
ARC

NPY/AgRP

Insulin Leptin

>
?Pankreas / '\ Fettgewebe

Abb. 1: Regelkreis der Nahrungsaufnahme, bestehend aus Hypothalamus und Periphe-
rie. Insulin und Leptin gelangen (iber die Blut-Hirn-Schranke und beeinflussen die
hypothalamischen Nahrungspeptide. Die orexigenen Peptide ORX, MCH, NPY und AgRP
werden durch Leptin und Insulin herunter, die anorexigenen Peptide POMC und CART
herauf reguliert. In den Kerngebieten PFA, LHA und ARC werden neben Leptin- auch
AT;-Rezeptoren exprimiert, sodass der AT;-Blocker Telmisartan in den genannten
Gebieten und im Fettgewebe einen Angriffspunkt findet. Diese Abbildung wurde
entnommen aus (Miiller-Fielitz et al. 2011).

Insbesondere die Beziehungen zwischen den AT{-Rezeptoren und Leptin sind bis-

her kaum untersucht. Basierend auf den Daten von Miesel et al. zeigte sich unter
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der Behandlung mit Telmisartan eine reduzierte Nahrungsaufnahme und ein
erniedrigtes Plasmaleptin im Vergleich zu den Kontrollen (Miesel et al. 2011;
Muller-Fielitz et al. 2012), was auf eine hohere Leptinsensitivitat hindeutet. Dieser
Effekt war nach zwei Wochen am starksten ausgepragt, was die folgende

Abbildung veranschaulicht:

70

I 20~
%) 10 =
2 S 15
o 9 =
-g 8 = 10
g A g
L 7- (U
g & 5 %
5 6 g M
2
L 5- 0-
I ) ) ) ) ) 1 ) ) ) ) ) 1
0 2 4 6 8 10 12 0 14 28 42 56
Zeit (Wochen) Zeit (Tage)
-o- KON - TEL -o—- KON -o— TEL

Abb. 2: Kérpergewichtsbezogene Energieaufnahme (A) und Plasmaleptin (B) (iber 12
Wochen. Nach 2 Wochen zeigt sich unter Telmisartan (TEL) eine reduzierte Nahrungs-
aufnahme und ein niedrigeres Plasmaleptin als bei den Kontrollen (KON), markiert durch
die Kreise. *: p<0,05 vs. Kontrolle. MW + SEM, n=14. Diese Abbildung wurde entnommen
aus (Miesel et al. 2011).

Uber die restlichen zehn Behandlungswochen waren die genannten Effekte weni-
ger ausgepragt, weshalb sich unsere Arbeitsgruppe auf einen Behandlungs-
zeitraum von zwei Wochen konzentrierte. Das Entstehen einer Leptinresistenz bei
DIO-Ratten lie® sich nach vierwochiger Cafeteria-Diat annehmen (Miesel et al.
2010). Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation der Beweis flr das
Vorliegen einer Leptinresistenz erbracht und die Auswirkungen des Telmisartans
auf die Leptinresistenz untersucht werden. Hierzu wurde das Augenmerk auf die
Wirksamkeit des Leptins nach subcutaner Applikation, gemessen an der Nah-
rungsaufnahme, gerichtet. Die Wirksamkeit der AT -Blockade auf die Leptinsensi-
tivitat wurde unter Verwendung einer Hochdosis verifiziert, da nur fur die hochste
Dosierung eine Gewichtsabnahme nachgewiesen werden konnte (Muller-Fielitz et
al. 2011). Um einen blutdruckabhangigen Effekt auf das Korpergewicht auszu-

schlielRen, verwendeten wir die normotensiven SD-Ratten anstatt der SHR wie in
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vorhergehenden Studien (Miesel et al. 2011; Muller-Fielitz 2011; Muller-Fielitz et
al. 2012).
Zusammenfassend ist bereits bekannt, dass SD-Ratten unter CD eine Diat indu-
zierte Adipositas entwickeln. Im Rahmen der Adipositas kommt es vermutlich zu
einer Leptinresistenz. Unter Behandlung mit RAAS-Inhibitoren (AT+-Blockern) sind
die Gewichtszunahme und der Anstieg der Plasmaleptinspiegel reduziert.
Daraus folgend war die Zielsetzung der vorliegenden Dissertationsschrift, den Ein-
fluss der ATs-Blockade auf die Leptinsensitivitat nach zweiwochiger Behandlung
zu untersuchen. Hierzu sollten folgende Fragen beantwortet werden:
e FuUhrt die Futterung mit Cafeteria-Diat bereits nach zwei Wochen zu einer
Leptinresistenz?
e Kann die Applikation des AT-Blockers Telmisartan die Leptinsensitivitat
beeinflussen?
e Werden Nahrungsaufnahme, Energieverbrauch und Koérpergewicht durch
das Telmisartan beeinflusst?
e Sind die genannten Aspekte unter AT -Blockade mit der Regulation (an-)

orexigener Peptide im Hypothalamus assoziiert?
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2 Material und Methoden

21 Versuchsprotokolle

2.1.1 Versuchstiere

Die Tierversuche wurden den Richtlinien der NIH folgend, mit Genehmigung des
Ministeriums fir Natur und Umwelt des Landes Schleswig-Holstein (Tab. 2-1)
durchgefuhrt.

Tabelle 2-1: Antragsnummern der Tierversuche und Datum der Genehmigung

Tierversuchsantrag Genehmigungsdatum
9/1m/04 10.05.2004
9/1x/09 11.09.2009

Die Ratten vom Stamm SHR/NCrl und vom Stamm SD Crl:CD wurden durch die
Firma Charles River, Sulzfeld geliefert. Alle Versuchstiere (SHR und SD) kamen
ca. zwei Wochen vor Studienbeginn im Labor an, um sich zu akklimatisieren. Die
Ratten wurden bei einer Raumtemperatur von 20°C und einer Luftfeuchtigkeit von
ca. 50% in eingestreuten Makrolon® Kafigen (Tecniplast Deutschland GmbH,
Hohenpeissenberg, Deutschland) gehalten. Je nach Studiendesign salien die Tie-
re alleine (Kafig-GroRe 3) oder zu dritt (Kafig-GroRe 4) in einem gesonderten, ruhi-
gen Raum. Der Raum unterlag einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus (Dunkelheit
zwischen 2 und 14 Uhr). Als Standarddiat erhielten alle Tiere das Haltungsfutter
der Firma Altromin®, Lage (,Haltungsdiat 1324“; Inhaltsstoffe der Pellets: 19%
Rohprotein, 4% Rohfett, 6% Rohfaser, 7% Rohasche und 53% NfE Stickstoff freie
Extraktstoffe; umsetzbare Energie 11,7 kJ/g). Je die Halfte der Tiere hatte die Aus-
wahl zwischen der Standarddiat und der hochkalorischen Cafeteria-Diat, welche

sich aus zehn verschiedenen keks- und schokoladenhaltigen SuRwaren zusam-
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mensetzt (60,1 + 3% Kohlenhydrate, 24,9 + 2,2% Fett, 65 + 0,7 % Protein, 2,1
0,4% Ballaststoffe, Energiegehalt: 20,3 + 0,5 kJ/g). Die Tiere erhielten taglich
wechselnd eine Sorte an Keksen oder Schokoladenriegeln. Die Kontrollgruppe er-
hielt jeweils nur die Standarddiat (Miesel et al. 2010).

Futter und Leitungswasser stand den Tieren ad libitum zur Verfigung.

2.1.2 Untersuchung der Leptinsensitivitat unter Telmisartan

Im genannten Studienteil sollte die Frage beantwortet werden, ob die Behandlung
mit dem AT;-Blocker Telmisartan die Leptinsensitivitat unter Cafeteria-Diat (CD)

verbessert.

Protokoll 1: Etablierung des Leptinresistenztests

Vor Beantwortung der eigentlichen Fragestellung musste ein Leptinresistenztest
(LRT) etabliert werden. Mit dessen Hilfe sollte die physiologische und pathologi-
sche Reaktion auf eine externe Leptinzufuhr gezeigt werden.

Hierzu wurden funf Wochen alte SD-Ratten (n = 10) uber eine Woche an die Ver-
suchsumgebung habituiert und mit Standard-Diat gefuttert. Im Crossover-Versuch
wurde Uber zwei Tage ein Leptinresistenztest durchgefuhrt (siehe 2.5.3). Dabei
wurde den Tieren Uber einen Zeitraum von 34 Stunden wiederholt Leptin (Lep)
und zur Kontrolle NaCl subcutan (s.c.) appliziert. Am ersten Tag wurde im Abstand
von je drei Stunden vier mal Leptin der Dosierung 100 pg/kg bzw. NaCl und ein-
malig am Abend 200 ug/kg Leptin verabreicht. Am zweiten Tag erfolgten zwei
Gaben a 100 pg/kg und eine dritte a 200 pg/kg Leptin bzw. NaCl (siehe Tag 1 und
2 in Abb. 5). Durch Schwanzpunktion wurde Blut zur Kontrolle der Plasma-
leptinkonzentration entnommen (siehe 2.4.2). Futteraufnahme und Korpergewicht

wurden parallel untersucht.

Protokoll 2: Untersuchung der Leptinsensitivitat unter Telmisartan

Zur Beantwortung der eingangs gestellten Frage, ob Telmisartan die Leptinsensi-
tivitat unter gleichzeitiger Futterung mit CD verbessert, wurden funf Wochen alte

SD-Ratten (n = 40) Uber 17 Tage mit Telmisartan (TEL) (Firma Boehringer, Ingel-
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heim, 8 mg/kg/d) bzw. Wasser (H,0) als Kontrolle behandelt. Alle Ratten konnten
zwischen der Cafeteria-Diat und der Standarddiat auswahlen. Nach einer zehn-
tagigen Eingewohnungsphase wurden die Ratten jeweils in vier Gruppen

randomisiert (n = 10):

TEL/Lep-behandelte SD (n = 10)

A 4

TEL-behandelte SD (n = 26) TEL/NaCl-behandelte SD (n = 10)

TEL-behandelte SD (n = 6): Blutdruck

H,O-behandelte SD (n = 20)

< H,O/Lep-behandelte SD (n = 10)

H,O/NaCl-behandelte SD (n = 10)

Abb. 3: Behandlungsregime zur Ermittlung der Leptinsensitivitat unter Telmisartan (TEL)
bzw. Kontrolle (H,O) bei gleichzeitiger Fiitterung mit Cafeteria-Di&t. Im abschlieBenden
Leptinresistenztest erhielten die Sprague-Dawley-Ratten (SD) entweder Leptin (Lep) oder
physiologische Kochsalzlésung (NaCl) subcutan injiziert.

Aufgrund des aufwendigen Leptinresistenztests am Ende der Studie wurden die
Tiere um eine Woche versetzt geliefert, sodass nur jeweils 20 Tiere in die vier
Gruppen randomisiert wurden (n = 5) und das Versuchsprotokoll analog um eine

Woche versetzt durchgefuhrt werden konnte (Abb. 4).
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Diat (chow + CD, nach Miesel et al., 2010)
Telmisartan (8 mg/kg) fur 17 Tage

SD-Ratten, 150 g

Tag 0-14: Kérpergewicht und Futteraufnahme
Tag 0, 5, 12: Plasmaleptin
Tag 15-17: Leptinresiste nzte st

Abb. 4: Zeitlicher Ablauf des Behandlungsregimes zur Ermittlung der Leptinsensitivitat
unter Telmisartan bzw. Kontrolle unter gleichzeitiger Fiitterung mit Cafeteria-Diédt (CD)
und Standarddiédt (chow) bis zur Durchfiihrung des Leptinresistenztests. Die Sprague-
Dawley-Ratten (SD) wurden téaglich gewogen und ihre Futteraufnahme bestimmt (Tag 1
bis 14). An den Tagen 0, 5 und 12 des Behandlungsprotokolls wurde eine Blutentnahme
zur Bestimmung der Plasmaleptinkonzentration durchgefiihrt. An den Tagen 15 bis 17
fand ein Leptinresistenztest statt (siehe Abb. 5).

Sechs weitere Ratten wurden parallel mit Telmisartan behandelt. Bei ihnen wurde
der Blutdruck vor und nach dreiwdchiger Behandlung gemessen. Die Ubrigen Ver-
suchstiere sollten nicht dem maoglichen Stress durch die Blutdruckmessung ausge-
setzt werden. Die Art der Schokoladenriegel wechselte taglich. Die Futter- und
Wasseraufnahme sowie das Korpergewicht wurden taglich dokumentiert. Telmi-
sartan bzw. Wasser wurde taglich oral Uber eine Schlundsonde verabreicht.
Telmisartan wurde entsprechend Absatz 2.2.3 geldst und auf die Konzentration
von 8 mg/ml gebracht. Den Ratten wurde ein ihrem Korpergewicht entsprech-
endes Volumen der Losung in pl verabreicht. Die Kontrollen erhielten ein analoges
Volumen an Wasser. Uber eine Schwanzpunktion wurde Blut zur Bestimmung des
Plasmaleptins vor Beginn sowie nach funf und 12 Tagen abgenommen. Von Tag
15 bis einschliel3lich 17 fand der Leptinresistenztest statt (Abb. 5, siehe 2.5.3). Am
Nachmittag des 17. Tages wurden die Ratten per Dekapitation getotet (siehe
2.4.3). Es wurden das Gehirn, Plasma und braunes Fettgewebe entnommen und

bis zur weiteren Untersuchung bei -80°C gelagert.

Protokoll 3: Analyse der hypothalamischen Nahrungspeptide

Zur Analyse der hypothalamischen Nahrungspeptide wurden weitere SD-Ratten (n
= 20) uber 19 Tage mit Telmisartan der Dosierung 8 mg/kg/d bzw. Wasser behan-
delt. Im abschliellenden LRT wurde allen Tieren dem Protokoll gemaf Leptin inji-
ziert. Die Hypothalami wurden entnommen und hinsichtlich der Nahrungspeptid-

expression untersucht (siehe 2.6.2 bis 2.6.6). Die Blutentnahmen sowie die
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Messung von Futteraufnahme und Koérpergewicht entfielen in diesem Versuchsan-

satz.

2.1.3 Untersuchung der Glukosetoleranz unter Langzeit-Futterung

mit Cafeteria-Diat

Protokoll 4:

Durch die im Protokoll 4 dargestellten Experimente sollte die Frage beantwortet
werden, ob eine Langzeit-Futterung mit der Cafeteria-Diat (CD) zur Induktion ei-
nes manifesten Diabetes beitragt und ob sich die Diat auf das Uberleben der Tiere
auswirkt. Hierzu wurden acht Wochen alte mannliche SHR (n = 18) bis zu ihrem
naturlichen Tod beobachtet.

Die Ratten kamen ca. zehn Tage vor Studienbeginn im Labor an, um sich einzu-
gewohnen. Vor Versuchsbeginn wurden die SHR nach Blutdruck und Korper-
gewicht in zwei Gruppen randomisiert. Eine Halfte der Tiere (n = 9) hatte die
Cafeteria- und die Standarddiat zur Auswahl, die Kontrollgruppe erhielt nur
Standarddiat. Die Ratten wurden zu dritt in Kafigen der Grole 4 gehalten. Die Art
der Schokoladenriegel wechselte taglich, die Futter- und Wasseraufnahme sowie
die Korpergewichtsentwicklung wurden wochentlich dokumentiert. Im Abstand von
drei Monaten wurde der Blutdruck pletysmographisch gemessen (siehe 2.5.1).
Ebenso wurde vendses Blut Uber einen Schnitt im Schwanz entnommen (siehe
2.4.2) und zur Untersuchung der basalen Blutparameter Blutzucker, Leptin,
Insulin, C-Peptid, Corticosteron, Adiponectin und Glukagon herangezogen. Die
Insulinsensitivitat wurde mit regelmaRig durchgeflhrten Oralen Glukose Toleranz
Tests (OGTT) und Insulin Toleranz Tests (ITT) (siehe 2.5.4 und 2.5.5) Uberpruft.
Far die Funktionstests wurden die Tiere fur 18 Stunden nuchtern gesetzt. Fur die
Dauer des Versuchs wurden sie in Einzelkafige verbracht. Eine Messung der Kor-
perlichen Aktivitat erfolgte Uber je eine Woche nach funf-, acht- und zehnmonati-
ger Diat mittels dem InfraMot-System (siehe 2.5.2). Die Ratten wurden bis zu
ihrem natirlichen Tod beobachtet. AbschlieRend wurde eine Uberlebensstatistik
mit der Frage nach friherer Mortalitat der Tiere unter CD angefertigt.
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2.2 Herstellung von Losungen

2.2.1 Insulinlésung

Humanes Insulin (Insuman® Rapid) der Dosierung 40 I.E./ml wurde mit 0,9%igem
NaCl 1:80 verdunnt, sodass 0,5 |.E./ml als 0,5 |.E./kg KG intraperitoneal injiziert

werden konnten.

2.2.2 Leptinlosung

Leptin (R&D Systems, rekombinantes Rattenleptin, Reinheit >97%) wurde in 20
mM TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)-Puffer, pH 8 geldést und zu einer
Konzentration von 100 bzw. 200 pg/ml verdunnt.

Hierzu wurde zunachst der Tris-Puffer angesetzt. Die entsprechende Menge Tris
wurde abgewogen und in Aqua dest. geldst, mit 5 N NaOH auf den gewlnschten
pH-Wert gepuffert und auf das bendtigte Volumen mit Aqua dest. aufgeflllt. Die
fertige Losung wurde steril filtriert.

2.2.3 Telmisartan-Losung

Die Telmisartan-Losung (Firma Boehringer, Ingelheim) wurde in der Konzentration
8 mg/ml angesetzt. Die Angaben gelten fur 10 ml Stammldsung.

Das Telmisartan-Pulver wurde in der entsprechenden Menge ausgewogen und in
2 ml 0,1 N NaOH Ldésung vollstandig gelést. 6 ml Aqua dest. wurden hinzu
pipettiert und mit 0,1 N HCI in einen pH-Bereich zwischen 8,8 und 9,2 titriert.
Abschliefliend wurde mit Aqua dest. auf 10 ml aufgefullt.
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2.3 Applikation von Medikamenten bzw. Substanzen

2.3.1 Intraperitoneale Applikation

Uber eine intraperitoneale Injektion wurde (Kaniile 0,4 x 13 mm, BD Microlance®)

das Insulin in der Dosierung 0,5 I.E./kg appliziert.

2.3.2 Orale Applikation

Die orale Applikation von FlUussigkeiten erfolgte Uber eine Schlundsonde, die nach
Habituation der Tiere in den Osophagus eingefiihrt wurde. 50%ige Glukose und

Telmisartan in der Dosierung 8 mg/kg wurden oral verabreicht.

2.3.3 Subcutane Applikation

Das Leptin wurde in der Dosierung 100 und 200 ug/kg ins subcutane Fettgewebe
medial der Skapula in eine dafur aufgestellte Hautfalte injiziert (Kanule 0,4 x 13
mm, BD Microlance®).

24 Materialgewinnung

241 Gerinnungshemmer und Stabilisatoren

Aus Plasma in K-EDTA beschichteten Microvetten (Sarstedt) wurden die Parame-
ter Leptin, Insulin, C-Peptid, Glukagon, Adiponectin und Corticosteron bestimmt.
Das Schlachtblut wurde mit Na-EDTA Ldsung der Endkonzentration 12,1 mM zur

Untersuchung von Leptin im Plasma versetzt.
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Zur Angiotensin-lI-Stabilisierung im Schlachtblut wurden 40 ul des kompetitiven
Aminopeptidase-Inhibitors Bestatin (Endkonzentration der Bestatin-Lésung: 20
M), mit 100 yl EDTA (Endkonzentration des EDTA: 12,1 mM) vermischt und zum
Schlachtblut gegeben.

2.4.2 Blutabnahme aus dem Schwanz

Die Blutentnahme aus dem Schwanz ist eine etablierte Methode, dem Tier
schonend kleinere Mengen Blut zu entnehmen (Fluttert et al. 2000). Zudem ist der
Zeitbedarf gering, was eine zeitgerechte Blutgewinnung in den Funktionstests er-
maglicht.

Die Ratte wurde von einer zweiten Person mit einem Handtuch abgedeckt und
festgehalten. Mit einer handelsublichen Rasierklinge wurde ca. 1 cm proximal des
Schwanzendes ein quer verlaufender Schnitt gesetzt. Unter Ausstreichen des
Schwanzes wurde bis zu 300 pl Blut in eine bereit gehaltene Microvette (Sarstedt)
gesogen. Alle Proben wurden auf Eis gelegt und nach Versuchsende zentrifugiert
(4°C; 14.000 U/min; 5 min), das Plasma abpipettiert und bei -80°C bis zur weiteren
Verarbeitung eingefroren.

2.4.3 Totung und Organentnahme

Das Toten der Tiere erfolgte per Dekapitation durch die Guillotine. Das Blut wurde
aufgefangen, zur Gewinnung von 4 bzw. 2 ml Plasma mit EDTA bzw. mit Bestatin/
EDTA versetzt und bei -80°C eingefroren.

Zur Entnahme des Gehirns wurde zunachst das Nackenfell entfernt. Der Schadel
wurde mit Hilfe einer Schere den Suturen folgend erdffnet und das Gehirn unter
Abtrennung der Medulla oblongata und der Hirnnerven entnommen. Das Gehirn
wurde im Ganzen erst in 2-Methylbutan auf Trockeneis und nachfolgend bei -80°C

bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.
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Zur Gewinnung des braunen Fettgewebes wurde die Nackenhaut erdffnet. Das
Fettgewebe wurde, nachdem es in flissigem Stickstoff schockgefroren worden

war, bis zu den Analysen bei -80°C eingefroren.

2.5 Funktionstests

2.5.1 Pletysmographische Blutdruckmessung

Als eine schonende, nicht-invasive Methode zur Blutdruckmessung am wachen
Tier kam die Schwanz-Pletysmographie zur Anwendung (Raasch et al. 2002). Es
wurde ein 2-Kanal Blutdruck-Monitor 8002 (Blood-pressure Monitor 8002 Dual
Channel, TSE Bad Homburg) mit Piezoelement (GroRe 7-10) benutzt. An den
Verstarker war ein Zweiphasenschreiber zur Registrierung der Drucksignale
angeschlossen. Sowohl die Puls- als auch die Drucksignale wurden mit Hilfe eines
EKG-Schreibers aufgezeichnet und der Blutdruck graphisch ermittelt. Dazu wurde
aus dem Punkt, an dem kein Pulssignal mehr messbar war, ein Lot auf die
Grundlinie gefallt. Hierbei entsprach 1 cm einem Druck von 63,33 mmHg. Eine
externe Kalibrierung erfolgte unter Anwendung des Gauche Manometers (Bereich
0-300 mmHg). Die Herzfrequenz ergab sich aus der Auszahlung der Ausschlag-
rate Uber 5 s. Jede Messung wurde zur hheren Messgenauigkeit funfmal in Folge
wiederholt. Zur Beruhigung wurden die Ratten in einer Metallréhre immobilisiert,
wobei sie ein 80/20 Vol% Gemisch aus 2 I/min Lachgas (N2O) und 0,5 I/min
Sauerstoff (O2) ventilierten. Eine Blutdruckmanschette und das Piezoelement
wurden von kaudal auf den Schwanz geschoben. Eine Rotlichtlampe (100 W)
sowie eine beheizbare Platte forderten die Schwanzperfusion. Nachdem sich eine
gleichmafige Herzfrequenz eingestellt hatte, wurde die Manschette auf bis zu 320

mmHg aufgepumpt.
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2.5.2 Aktivitatsmessung

Die physische Aktivitat der SHR wurde mittels des InfraMot Systems (TSE, Bad
Homburg, Deutschland) uberwacht. Das System beruht auf der Registrierung der
Korperwarme per passiver Infrarot-Sensoren, die auf dem Kafig platziert wurden.
Der Kafig wurde durch den Sensor in 10 Segmente eingeteilt. Das Warmebild
veranderte sich bei Bewegung der Ratte von einem Segment in ein anderes. Jede
Uberschreitung der Infrarot-Linien wurde als ein Count gezahlt. Die Counts

wurden mit Hilfe des dazugehdrigen Computerprogramms InfraMot gespeichert.

2.5.3 Leptinresistenztest

Vor Etablierung des Leptinresistenztests flhrten wir eine Reihe von Versuchen
durch. Eine singulare Leptinapplikation zeigte, im Widerspruch zur Literatur, auch
nach Variation von Dosierung und Applikationsweise keine Auswirkungen auf die
Nahrungsaufnahme (Dryden et al. 1999; Lin et al. 2001; McAlister und Van Vugt
2004; Proulx et al. 2002; Wang et al. 1999; Wetzler et al. 2004). Dabei blieb der
erwartete Effekt unabhangig von der Applikationsweise (intraperitoneal (i.p.), intra-
venos (i.v.) und subcutan (s.c.)) aus (Ruffin et al. 2004). Nach repetitiver subcuta-
ner Gabe zeigte sich eine Reduktion der Nahrungsaufnahme und des Korperge-
wichts (Campfield et al. 1995; Halaas et al. 1997; Halaas et al. 1995; Stephens et
al. 1995). Den Spritzabstand von drei Stunden wahlten wir unter Berucksichtigung
der Pharmakokinetik nach subcutaner Injektion. Vor und nach Leptingabe (100
Mg/kg) wurde stindlich Uber sieben Stunden Blut entnommen.

Das Leptin (zur L6sung siehe 2.2.2) bzw. das 0,9%ige NaCl wurde subcutan (zur
Applikationsweise siehe 2.3.3) nach folgendem Versuchsprotokoll appliziert (siehe
Abb. 5):

-206 -



Material und Methoden

Dunkelphase Dunkelphase Dunkelphase

LR B X X 2 LR R X X 2 * o
A Leptin (100 pg/kg kg S.C.)
A A SECES Aol AAZ A Leptin (200 pg/kg kg S-C.)
vVvVvyvy v V  Blutentnahme
- ¢ Futterauswaage
B Totung/Organentnahme
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12 24 12 24 12 24

Uhrzeit

Abb. 5: Untersuchung der Leptinsensitivitdt im Leptinresistenztest nach 14-tdgiger Be-
handlung mit Telmisartan (Ablauf im Protokoll 2). Im Abstand von 3 Stunden wurde ab 8
Uhr morgens Leptin der Dosierung 100 ug/kg bzw. NaCl subcutan (s.c.) injiziert. Die
jeweils letzte Gabe am Tag erfolgte in der Dosierung 200 ug/kg. Parallel wurde die
Futteraufnahme gemessen und Blut zur Bestimmung der Plasmaleptinkonzentration
abgenommen. Das Kdérpergewicht wurde jeweils am Morgen gewogen. Nach der letzten
Leptinapplikation wurden die Tiere getétet.

1. Tag:

Am ersten Tag wurden ab 8 Uhr alle drei Stunden Leptin bzw. NaCl s.c. injiziert
sowie jeweils eine Microvette Blut zur Bestimmung des Plasmaleptins enthommen
(siehe 2.4.2 und 2.6.1). Die ersten vier Male wurde die Dosierung 100 ug/kg ge-
wahlt. Die letzte Dosis des Tages (um 20 Uhr und um 14 Uhr am zweiten und
dritten Tag) betrug 200 ug/kg Leptin.

Parallel wurde die Futteraufnahme an Standard-Diat und Cafeteria-Diat gemes-

sen.

2. Tag:

Um 8 Uhr am zweiten Tag fand die letzte Blutentnahme statt. Um 8 und um 11 Uhr
wurden 100 pg/kg s.c. appliziert, um 14 Uhr 200 ug/kg. Das Wiegen des Futters
wurde im Dreistundentakt bis 12 Stunden fortgefuhrt.

3.Tag:

Es fanden drei Leptingaben wie am zweiten Tag statt und das Futter wurde bis zur
To6tung um 15 Uhr gewogen (siehe 2.4.3).
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2.5.4 Oraler Glukose Toleranz Test (OGTT)

Der orale Glukose Toleranz Test wurde wie in unserer Arbeitsgruppe etabliert
durchgefuhrt (Miesel et al. 2011; Miesel et al. 2010; Muller-Fielitz 2011; Muller et
al. 2007; Raasch et al. 2006). 18 Stunden vor Glukoseapplikation wurden die Tiere
nidchtern gesetzt. Wasser stand ihnen wahrend der Nuchternphase ad libitum zur
Verfligung und wurde nur Uber die Dauer des Versuchs entzogen. Am Morgen des
Tests wurden die Tiere gewogen. Es fand eine basale Blutabnahme sowie eine
basale Blutzuckerbestimmung statt. Der Blutzucker wurde in venésem Vollblut ge-
messen (Glucometer® Elite, Bayer HealthCare; Teststreifen: Ascensia® Elite XL,
Bayer, Leverkusen, Deutschland). Zu Beginn des Versuchs wurde den Ratten
1 g/kg Korpergewicht Glukoseldsung (Delta Select) oral per Schlundsonde verab-
reicht. Nach 12, 24, 36, 48, 60, 90, 120, 180 und 240 Minuten wurde der Blut-
zucker kontrolliert und jeweils eine Microvette Blut zur Bestimmung der Insulin-

konzentration abgenommen.

2.5.5 Insulin Toleranz Test (ITT)

Vor Insulingabe wurden die Tiere fur 18 Stunden nuchtern gesetzt, wobei Wasser
ad libitum zur Verfugung stand. Fur die Dauer des Versuchs blieben die Ratten
einzeln in Plexiglaskafigen, nlichtern und ohne Wasser.

Nach einer basalen Blutabnahme (Fluttert et al. 2000) sowie einer basalen
Blutzuckerbestimmung wurde den Ratten 0,5 |.E./kg Korpergewicht humanes
Insulin (Insuman® Rapid) intraperitoneal (i.p.) injiziert (zur Applikationsweise siehe
2.3.1). Im Abstand von 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60, 90, 120, 180 und 240
Minuten wurde der Blutzucker gemessen. Nach 15 und 60 Minuten wurde Blut zur

Insulinbestimmung enthommen.
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2.6 Biochemische Analysen

2.6.1 Radioimmunoassay (RIA)

Das Funktionsprinzip des Radioimmunoassays (RIA) beruht auf einer immunolo-
gischen Methode, die es erlaubt, kleinste Substanzmengen im Plasma zu quantifi-
zieren. Hierzu wird eine fest vorgegebene Konzentration eines spezifischen Anti-
korpers zu dem zu bestimmenden Plasma gegeben. Im nachsten Schritt wird die
Losung mit einem radioaktiv markierten Antigen (Tracer) inkubiert. Es wird Tracer
im Uberschuss hinzugegeben. Die beiden in der Lésung vorhandenen Antigene
(gesuchte Substanz und markiertes Antigen) konkurrieren um die Bindungsstellen
am Antikorper. Dementsprechend sinkt bei steigender Plasmakonzentration des
gesuchten Molekuls proportional die Zahl der gebundenen Tracer. Ein spezifischer
Antikorper, der sich an die Antigen-Antikdrper-Komplexe bindet, wird hinzugeflugt.
Die Anzahl der radioaktiven Antigen-Antikérper-Komplexe lasst sich messtech-
nisch erfassen und entsprechend die Menge der gesuchten Substanz errechnen.
Zur Durchfuhrung der RIAs wurden handelsubliche RIA-Kits verwendet. Es wurde
mit halbierter Konzentration gearbeitet, wobei die angewendeten Verdlinnungen
zuvor auf ihre Validitat Gberprift wurden. Entsprechend der beiliegenden Ge-
brauchsanweisung wurden die Proben mit Assay Buffer verdunnt. Es wurde der
entsprechende Antikorper hinzupipettiert und nach einer festgelegten Inkuba-
tionszeit das dazugehdrige '25-markierte Antigen. Nach erneuter Inkubation wurde
ein Prazipitations-Agens erganzt, inkubiert und zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mittels Membranpumpe (Eppendorff, 4151) abgesaugt und das Pellet zur Mes-
sung der Radioaktivitat in den Gammacounter (1282 Compugamma CS von LKB,
Wallac) gebracht. Anhand der gemessenen Strahlung konnte die enthaltene Kon-
zentration des gesuchten Antigens ermittelt werden.

Mittels RIA wurden die Peptidhormone Leptin, Adiponectin, Glucagon, Angiotensin
II, Insulin und seine Vorstufe, das C-Peptid, quantitativ nachgewiesen (Firma

Linco, St. Charles, Missouri, USA, Euro-Diagnostica, MP Biomedicals).
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2.6.2 Praparation der Hypothalami

Das Heraustrennen der Hypothalami erfolgte nach der Methode von Palkovits und
Brownstein und unter Verwendung einer stereotaktischen Datenbank fur Ratten-
gehirne (Paxinos G, Watson C: The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. San
Diego, AcademicPress, 1998.)

Der erste Schnitt wurde 1 cm rostral durch das Chiasma opticum gesetzt. Im zwei-
ten Schnitt wurden die Corpora mamillaria abgeschnitten. Das dabei entstandene
etwa 5 mm dicke Scheibchen wurde auf die Dorsalseite gelegt und die ventral lie-
genden Anteile, einschliel3lich der Commissura anterior, entfernt. AbschlieRend
wurden die umliegenden Bereiche der Amygdala abgetrennt. Die praparierten

Hypothalami wurden bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

2.6.3 Extraktion der mRNA

Ein Lysispuffer (Nucleid Acid Purification Lysis Solution, Applied Biosystems UK)
wurde 1:2 mit PBS (= phosphate-buffered saline) -Puffer, pH 7,4 verdinnt und
zum Hypothalamus gegeben. Pro Hypothalamus wurde 1 ml Lésung angesetzt.
Das Homogenisieren erfolgte mit Hilfe eines Dispergiergerates (Ultra Tourax 78,
IKA-Werke). Nach jeder Probe wurde das Gerat mit DEPC (Diethylpytocarbonat)-
Wasser gespult. 500 pyl des Homogenisats wurden umgeftllt und mit 5 ul Protein-
ase k (Apilt Biosystem) verdaut. AnschlieRend wurde die Losung zentrifugiert
(14.000 U/min, 1 min). 450 pl des Uberstandes wurden zur mRNA-Extraktion ver-
wendet. Die Reste wurden jeweils bei -80°C eingefroren.

Die RNA-Extraktion wurde an der ABI PRISM 6100 Nucleid Acid PrepStation
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) nach dem beiliegenden Protokoll
durchgefuhrt. Die bendtigten Wells der Versuchsplatte wurden mit 50 pl Wasch-
lI6sung 1 (RNA Purification Wash Solution-1) benetzt. Vom Lysat wurden 450 pl in
die Wells pipettiert. Mittels Vakuum wurde das Lysat durch den Membranfilter
gesogen und mit Waschlosung 1 gewaschen. Anschliellend wurde das Lysat drei
Mal mit Waschlosung 2 gewaschen (RNA Purification Wash Solution-2). Eluiert
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wurde die RNA durch Zugabe von Elutionspuffer (Nucleic Acid Purification Elution

Solution). Das Eluat wurde bei -80°C eingefroren.

2.6.4 mRNA-Quantifizierung

Mit einem handelsiiblichen Quant-iT™-RiboGreen®-RNA-Assay-Kit (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) wurde die mRNA quantifiziert. Die Messung wurde nach
dem mitgelieferten Protokoll durchgefihrt.

Ein hochspezifischer fluoreszierender Farbstoff (RiboGreen®) lagert sich an die
Nukleinsauren der RNA. Die RNA-Konzentration lasst sich mit Hilfe einer Eich-
kurve aus funf Punkten (1 ng/ml bis 50 ng/ml) ermitteln. Die Messwerte sollten auf
einer Standardkurve liegen. Die Proben wurden entsprechend verdinnt. Nach Bin-
dung an Nukleinsduren weist RiboGreen® ein Absorptionsmaximum von 500 nm
und ein Emissionsmaximum von 525 nm auf. Die RNA wurde mit einem ,Fluo-
metric-imaging-plate-reader” (FLUOstarOPTIMA) bei einer Anregungs-Wellenlan-
ge von 480 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm gemessen. Die
Messwerte wurden mittels Subtraktion des Blankwertes und die Konzentration der
MRNA mit dem Verdlnnungsfaktor korrigiert (Bustin 2002).

2.6.5 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurde ein kommerziell erhaltliches Kit (Cloned AMV First-
Strand Kit, Invitrogen) verwendet. Die Durchfihrung entspricht dem beiliegenden
Versuchsprotokoll. Die mRNA wurde durch die AMV (Avian Myeloblastosis Virus)-
Reverse-Transkriptase) in cDNA umgeschrieben. Den Startpunkt der Reversen
Transkriptase (RT) bildete ein Oligo(dT) Primer (20 bp). Dem Protokoll entspre-
chend wurden 9 pl der extrahierten mRNA mit jeweils 2 yl ANTP (2,5 mM dNTP
mix) und 1 pl Oligo(dT) Primer (10 mM) in einem Cycler (Biometra® TGradient,
Whatman) fir 5 Minuten auf 65°C erhitzt. Hierbei fand die Anlagerung des Primers
an die RNA statt. Nach dem Abkuhlen auf 2°C wurden 8 ul des Reverse Tran-
skriptase-Pools (RT-Pool; Zusammensetzung: 4 ul 5 x DNA-Synthesepuffer, 5 mM
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DTT (Dithiothreitol), 40 units/ul RNaseOUT, 15 units/ul Cloned AMV RT und
DEPC Wasser) dazugegeben, kurz zentrifugiert (10 sec., 1000 g) und fur 60
Minuten auf 50°C aufgeheizt. In dieser Phase initiierte die RT die Transkription der
RNA in die cDNA, sodass ein Hybrid aus RNA und cDNA entstand. Durch
weiteres Erhitzen auf 85°C fur 5 Minuten 16ste sich unter Einwirkung der RNase
die cDNA von der RNA ab. Dabei wurde die DNA-Polymerase inaktiviert. 20 pl der
cDNA wurden 1:2 mit nucleasefreiem Wasser verdinnt und bis zum Beginn der
PCR bei -20°C eingefroren.

2.6.6 Quantitative Real-Time-PCR

Funktionsprinzip
Mit der Methode der ,Real-time-PCR" ist eine direkte Quantifizierung der cDNA
und damit indirekt der mRNA moglich. Das Verfahren beruht auf der 1984 von

Kary Mullis etablierten Polymerase-Kettenreaktion zur Vervielfaltigung ausgewahl-

ter DNA-Sequenzen (Deepak et al. 2007; Kubista et al. 2006). Voraussetzung flr
die Durchfuhrung einer PCR ist die Kenntnis Uber die der Zielsequenz benach-
barten Sequenzen. Im ersten Schritt wird die DNA im Reaktionsgemisch auf 95°C
erhitzt. Hierunter werden die Doppel- in zwei Einzelstrange gespalten. Im zweiten
Schritt kiihlen die entstandenen Templates auf 54°C ab, sodass ein sense und ein
antisense Primer je vom 3’-Ende Hybride mit den DNA-Strangen bilden konnen.
Bei einer optimalen Temperatur von 72°C verlangert die hitzestabile Tag-Polymer-
ase beide Primer komplementar in Richtung der Zielsequenz. Hierzu mussen die
vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) im Versuchsansatz enthalten sein.
Bei der PCR werden zahlreiche Amplifikationszyklen durchlaufen, wodurch sich
die DNA exponentiell vervielfaltigt.

Mit dem Verfahren der ,Real-Time-PCR", das Higuchi et al. 1993 einfuhrte, ist eine
Quantifizierung der dsDNA nach jedem Amplifikationszyklus mdglich. Dies wird
durch die Verwendung von fluoreszierendem Farbstoff (SYBR® GREEN |), wel-
cher sich an die neu entstehende doppelstrangige DNA anlagert, verwirklicht
(Higuchi et al. 1993). Die Fluoreszenz wird mittels einer CCD-Kamera unter UV-

Licht auf einem Foto erfasst. Die gemessene Emission dient der Quantifizierung
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uber die Schwellenwert-Methode. Dabei wird gemessen, nach wie vielen Zyklen
eine bestimmte Fluoreszenz uberschritten wird (CT-Wert). Die Ausgangskonzen-
tration an cDNA kann aus einer mitgefuhrten Standardreihe errechnet werden. Der
Standard ist ein Produkt der verwendeten Primer mit bekannter Kopienzahl. Die
dsDNA nimmt exponentiell zu, sodass die gemessenen CT-Werte gegen den Lo-
garithmus der cDNA-Konzentration aufgetragen werden mussen. Aus der entste-
henden Geraden kann die Ausgangskonzentration der eingebrachten cDNA ermit-
telt werden.

Durchflhrung

Zur Durchfuhrung der PCR wurde das Kit Platinum® SYBR® Green gPCR Super
Mix-UDG mit ROX" (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) verwendet (Muller et al.
2007).

Dem beiliegenden Protokoll gehdren folgende Materialien an:
1. Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG mit ROX: 12,5
e Platinum® Taq DNA-Polymerase
e UDG (= Uracil DNA Glykosylase; entfernt Uracil-Residuen aus DNA) und
dUTP (sorgt daflir, dass jede amplifizierte DNA Uracil enthalt)
e SYBR®Green I: fluoreszierender Farbstoff
e ROX: Farbstoff bestehend aus Glycin-Konjugat von 5-carboxy-X-rhodamin
und Succinimidylester
2. Magnesiumchlorid 3,5 mM
3. DEPC-Wasser: 9,5 ul
3. Sense und Antisense Primer, jeweils 0,5 pl in der Konzentration 10 pmol/pl
(Tab. 2-2).

Die Mischung wurde bis zur Verwendung auf Eis gekuhlt und vor Licht geschutzt.
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Tabelle 2-2: Nukleotidsequenzen der Primer fiir die ,,Real-time“-PCR

Peptid Sense-Primer Antisense-Primer

AgRP 5-GCA GAC CGA GCA GAA GAT GT-3& 5’-CTT GAA GAA GCG GCA GTA GC-¥
CART 5-ACT GTC CCC GAG GAACTT CT-3’ 5-ATT TTG AAG CAG CAG GGA AA-3’
MCH 5-CAT TTT ACT TTC GGC CTC CA-3’ 5-TGGAGC CTG TGT TCT TTG TG-3’
NPY 5-TAA CAA ACG AAT GGG GCT GT-3 5-TGT CTC AGG GCT GGA TCT CT-&
POMC 5-GAA GGT GTA CCC CAATGT CG -3° 5°-CTT CTC GGA GGT CAT GAA GC -3°
PPO 5-GCC GTC TCT ACG AAC TGT TG-3’ 5-CGA GGA GAG GGG AAA GTT AG-3

Nukleotidsequenzen der Primer fiir AGRP, CART, MCH, NPY, POMC und PPO (Miesel et al. 2010; Miiller-Fielitz et al.
2011). Die Sequenzen der Primer ermittelte das Programm ,Primerexpress* mit einem anschlieBenden ,Blast® (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland). Es erfolgte eine Anpassung der Primer auf das PCR-Kit und eine Uberpriifung mittels Gelelektro-
phorese.

Nach dem Pipettieren der oben genannten Bestandteile wurde die PCR-Platte ver-
schlossen und vorsichtig geschwenkt. Die Proben wurden in das vorgeheizte Ana-
lysengerat gestellt. In die vorgefertigten Wells einer 96-Wells-Platte wurden je
23 pl ,Supermix® und 2 ul Probe bzw. Standard pipettiert. Zur Ausfuhrung wurde
das ABlI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) genutzt. Das weitere Vorgehen richtete sich nach dem
dem Kit beiliegenden Protokoll. Insgesamt wurden 40 Zyklen durchlaufen. Die

Fluoreszenzmessung erfolgte bei einer Wellenlange von 520 nm.

2.6.7 Western Blot

Funktionsprinzip

Der Western Blot ist eine im Jahre 1979 von Stark entwickelte und von Tobwin et
al. modifizierte Methode zum quantitativen und qualitativen Nachweis von Prote-
inen (Towbin et al. 1992).

Im ersten Schritt mussen die Proteine zunachst einmal nach ihrer Gro3e und La-
dung aufgetrennt werden. Wir haben hierzu die SDS-Gelelektrophorese gewahlt.
Das Proteingemisch wird auf ein Gel (Bis-Tris-Gel) aufgetragen. Das Gel befindet
sich in ionischer Pufferldsung und wirkt wie ein Netz, das die Moleklle in ihrer
Wanderung je nach GrofRRe behindert. An das Gel wird ein elektrisches Feld ange-
legt, wodurch die Proteinmolektle abhangig von der Grolde und Ladung wandern.
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Durch die Wanderung und das unterschiedliche Halten im Gel entstehen
Proteinbanden.

Im Anschluss werden die Proteine ,geblottet®, d.h. mittels eines gerichteten elektri-
schen Feldes tbertragen. Die Ubertragung erfolgt von dem Gel auf eine Membran
(Polyvinylidenfluorid, PVDF). Das Gel und die Membran stehen dabei senkrecht
und parallel zueinander in einem Bad mit Transferpuffer. Die Proteinbanden wan-
dern im elektrischen Feld und bleiben unverandert auf der Membran haften. Sicht-
bar gemacht werden konnen die Banden mit einer Chemilumineszenzreaktion.
Unspezifische Bindungsstellen werden zunachst geblockt (z.B. mit Skim-Milk) und
ausgewaschen. Ein spezifischer Antikorper erkennt das gesuchte Protein und la-
gert sich an die entsprechenden Bindungsstellen. Zwischendurch werden uber-
schussige Antikorper ausgewaschen. Im Anschluss wird ein zweiter Antikorper
hinzugegeben, welcher den ersten Antikdrper bindet. Der zweite Antikdrper ist mit
einem Enzym versehen (Horse Radish Polymerase, HRP). Die HRP katalysiert die
Oxidation des Luminols oder seiner Derivate, wobei eine detektierbare Lumines-
zenz entsteht. Das Gemisch wird mit einem Detektionsreagens (Femto) versetzt.
Die Proteinbanden werden Uber das Belichten mit einer CCD-Kamera detek-
tierbar. Die gemessenen Intensitaten kdnnen mit einer entsprechenden Software

berechnet und ausgewertet werden.

Durchflihrung

Zur Bestimmung des Gehalts an UCP-1 im braunen Fettgewebe der SD-Ratten
fuhrten wir einen Western Blot durch.

Im ersten Schritt wurde das braune Fettgewebe in Zell-Lysis-Puffer (CLB) mit dem
Dispergiergerat (Ultra Tourax 78, IKA-Werke) homogenisiert. Das Homogenisat
wurde zentrifugiert (5 min; 14.000 U/min bei 4°C) und der Uberstand bis zur weite-
ren Verarbeitung bei -80°C eingefroren. Die quantitative Proteinbestimmung er-
folgte nach Lowry (Lowry et al. 1951). Alle Proben wurden mit CLB-Puffer auf
dieselbe Konzentration an Protein verdunnt. Zur Denaturierung der Proteine wurde
LDS (Lithiumdodecylsulfat; Invitrogen, Karlsruhe) in der Konzentration 1:4
hinzugegegen. AnschlieRend wurde die Losung 1:10 mit Sample Reduce Buffer
versetzt. Daraus ergab sich eine Konzentration von 2 ug/ul Protein pro Probe. Das
Gemisch wurde fur 10 min auf 70°C erhitzt.
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Fir die SDS-Gelelektrophorese kam 4- bis 12-%iges Bis-Tris-Gel (Invitrogen) zum
Einsatz. Der eingesetzte Puffer war MES-Puffer (2-(N-morpholino)ethanesulfonic
acid; Invitrogen, Karlsruhe). In die Taschen des Gels wurden je 10 pl der Protein-
|I6sung uberfuhrt. Die Auftrennung der Proteine in der Elektrophorese erfolgte Uber
zwei Stunden bei 140 V, 110 mA und 25 W. Das Blotten der Proteinbanden auf die
PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid; Milipore, Schwalbach) erfolgte mit dem
XCell Il Blot Modul (Invitrogen, Karlsruhe). Der Vorgang wurde bei 30 V, 170 mA,
10 W Uber 90 min bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Der Transferpuffer
(Invitrogen, Karlsruhe) wurde zuvor 1:20 mit Aqua dest. verdinnt. Nach Abschluss
des Transfers fand eine Blockung der unspezifischen Bindungsstellen am Protein
statt. Dazu wurde der Blot mit Blockpuffer fur zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Blockpuffer ist ein zu 5% mit Skim-Milk (Skim Milk Powder; Fluka,
Steinheim, Deutschland) versetzter Waschpuffer (PBS-Tween-Puffer). Nach Ende
der Inkubationszeit wurde der Anti-UCP-1-Antikérper (Santa Cruz C-17) 1:250 mit
Blockpuffer verdiinnt und zum Versuchsansatz hinzugefiigt. Uber Nacht erfolgte
die Inkubation bei 4°C. Am nachsten Tag wurde vier Mal fur 10 min bei Raumtem-
peratur mit Waschpuffer gewaschen. Anschliel3end wurde der antikdrperbindende
Rabbit-Anti-Goat-Antikdrper (Dako, Hamburg) 1:5000 mit Blockpuffer verdinnt
und hinzugefuigt. Der Antikorper war mit der Horse Radish Polymerase (HRP) ,ge-
labelled®. Wahrend der 90-mindtigen Inkubationszeit banden die zweiten Antikor-
per an die ersten. Es erfolgte das viermalige Waschen mit Waschlosung far 10
min bei Raumtemperatur. Zum Sichtbarmachen der Antikdrper-Antikorper-Bindung
wurde das Gemisch mit einem Detektionsreagens (Super Signal West Femto
Maximum Sensitivity Substrat, Thermo scientific, Karlsruhe) versetzt und 1:5 mit
Aqua dest. verdunnt. Die Belichtung des Reaktionsgemisches erfolgte fur ca. 40
sec. Mit Hilfe einer CCD-Kamera (Bio Rad, KoéIn) konnte in der Dunkelkammer die
Chemilumineszenz detektiert werden. Die Intensitaten wurden mit der Software
Quantity One (Bio Rad, Koln) ausgewertet. Bei jeder Bestimmung wurde je eine
Referenzprobe mitgefuhrt.
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2.7 Berechnungen und statistische Methoden

Die Daten werden im Folgenden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) darge-
stellt. Die statistischen Berechnungen wurden alle mit dem Programm Graph Pad
Prism, Version 5.0 durchgefuhrt. Fur alle Untersuchungen galt das 95%-Konfi-
denzintervall. Ein Unterschied wurde als signifikant bezeichnet, wenn das
Signifikanzniveau <0,05 betrug. Das heift, dass die Nullhypothese mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% verworfen werden konnte.

Ausreil3er fielen aus den statistischen Analysen, wenn sie aulRerhalb der vierten
Standardabweichung lagen. Die Testung auf Ausreil3er erfolgte mit dem ,Grubb’s
Outliner Test® (www.graphpad.com). Zur Ermittlung der Mittelwerte, z.B. zur
Darstellung der Ergebnisse im Balkendiagramm, wurde die Analyse ,Row
means/totals“ durchgeflhrt. Zur Abbildung des zeitlichen Verlaufs einer Plasma-
konzentration wurde die Flache unter der Kurve (AUC) angegeben. So konnte z.B.
die Antwort auf die Leptininjektionen in Bezug auf Anderungen der Plasmaleptin-
konzentration wahrend des Beobachtungszeitraums fur jedes einzelne Tier quanti-
fiziert werden. Zur Berechnung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen
Gruppen mit zwei oder mehr Variablen wurde der ,Two-Way-Anova“-Test mit dem
Bonferroni-Test als post-hoc-Test herangezogen. War nur eine Variable zu
vergleichen, fand der ,One-Way-Anova“ oder der ,t-Test® Anwendung. Lagen
unterschiedliche Varianzen vor, wurde stattdessen der ,Wilcoxon-Test* zur
Testung auf Signifikanz verwendet. Durch Berechnung der linearen Regression
lie3 sich die Steigung einer Geraden ermitteln. Ein Korrelationsverhaltnis wurde

mit dem zweiseitigen ,Pearson-Test" ermittelt.
Aus den Nuchtern-Werten des Blutzuckers sowie des Insulins Iasst sich der
HOMA-Index (Homeostasis Model Assessment) als Ausdruck der Insulinresistenz

berechnen:

HOMA-Index = Insulin (niichtern, uU/ml) x Blutzucker (niichtern, mg/dl) / 405

-37 -



Material und Methoden

Die Bewertung des HOMA-Index' erfolgt folgendermalRen: HOMA-Index < 1: keine
Insulinresistenz, >2: Hinweis auf Insulinresistenz, >2,5: Insulinresistenz wahr-

scheinlich, 2 5: Diabetes mellitus Typ II.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung des Leptinresistenztests

Als Grundlage fur die Untersuchung der Leptinsensitivitat unter Telmisartan eta-
blierten wir einen Leptinresistenztest (LRT). Der LRT sollte die Wirksamkeit einer
Leptinapplikation auf Nahrungsaufnahme und Koérpergewicht bei normalgewichti-

gen SD-Ratten zeigen.

3.1.1 Leptinkinetik nach einmaliger subcutaner Applikation

Die Kinetik nach subcutaner (s.c.) Applikation von 100 pg/kg Leptin wurde Uber ei-
nen Zeitraum von sieben Stunden untersucht (Abb. 6).
Dabei war das Maximum im Plasma nach einer Stunde erreicht. Nach sieben

Stunden war das Leptin noch signifikant iber den Ausgangswert erhoht.
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Abb. 6: Pharmakokinetische Untersuchung der Plasmaleptinkonzentration tiber 7 h nach
subcutaner Applikation von 100 ug/kg Leptin; MW £ SEM, n= 10.
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3.1.2 Leptinresistenztest (LRT)

Wir etablierten den LRT nach dem im Methodenteil beschriebenen Protokoll (siehe
2.5.3) mit insgesamt 10 SD-Ratten. Das Leptin im Plasma war nach wiederholter
subcutaner Gabe deutlich im Vergleich zu den Kontrollen erhdoht (Abb. 7 A). Die
kumulative Futteraufnahme Uber 48 Stunden war reduziert (Abb. 7 B). Das Korper-
gewicht war vor Beginn des LRTs in beiden Gruppen identisch (Abb. 7 C). Unter
Leptin nahmen die Ratten Uber 48 h nur halb so viel zu wie die Kontrollen
(Abb. 7 D).
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Abb. 7: Etablierung des Leptinresistenztests (LRT). Leptin wurde ab 8 Uhr morgens im
Abstand von drei Stunden subcutan in der Dosierung 100 ug/kg appliziert. Nach 12 Stun-
den wurde einmalig Leptin der Dosierung 200 ug/kg injiziert. Als Kontrolle (KON) wurde
NaCl verabreicht. Darstellung der Plasmaleptinkonzentration (ber 24 h (A), der kumu-
lativen Energieaufnahme (ber 48 h (B), des Kérpergewichts vor LRT (C) und der Ge-
wichtsdnderung nach subcutaner Leptin- (-m-; gefiillter Balken) bzw. NaCl- (-o-; offener
Balken) Gabe nach Protokoll 1 (D); MW + SEM, n=10; *p<0,05 vs. KON (NaCl).
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3.2 Einfluss von Telmisartan auf die Leptinsensitivitat

Im Protokoll 2 beschaftigten wir uns mit dem Einfluss des AT4-Blockers Telmisar-
tan (TEL) auf die Leptinsensitivitat von SD-Ratten unter Cafeteria-Diat. Im Leptin-
resistenztest (LRT) wurden die Futteraufnahme, das Korpergewicht und das Plas-
maleptin bestimmt. Daruber hinaus war es Ziel, den Einfluss des Telmisartans auf

die Regulation hypothalamischer Nahrungspeptide zu untersuchen.

3.2.1 Einfluss der Telmisartan-Behandlung auf das Korpergewicht

und die Energieaufnahme

Zu Beginn der Therapie wurden die Tiere randomisiert, sodass das Korpergewicht
in der Telmisartan- und der Kontrollgruppe (KON = Wasser) identisch war. Bis ein-
schliel3lich zum vierten Tag der Behandlung nahmen alle Tiere gleichermal3en zu.
Danach zeigte sich eine verminderte Gewichtszunahme unter Telmisartan, wobei

ab Tag neun ein signifikanter Unterschied bestand (Abb. 8).
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Abb. 8: Kérpergewichtsentwicklung (ber 14 Tage unter Behandlung mit Telmisartan
(TEL, -e-) bzw. Wasser (KON, -o-); MW £ SEM, n=20; *: p<0,05 vs. KON (Wasser).
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Unter der vor Studienbeginn verabreichten Standarddiat unterschied sich die tag-
liche Energieaufnahme beider Gruppen nicht voneinander. Wahrend der 14-tagi-
gen Futterung nahmen die Tiere unter Telmisartan bis zu 20% weniger Energie zu
sich als die Kontrolle. Dabei fral3en sie 11% mehr Standarddiat und 20% weniger
Cafeteria-Diat (Abb. 9).
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Abb. 9: Darstellung der gesamten Energieaufnahme (ganzer Balken) und der Zusammen-
setzung des Futters aus Cafeteria-Diédt (CD) (offener Balken) und Standarddidt (Chow)
(grauer Balken) iiber 14 Tage unter Behandlung mit Telmisartan (TEL) bzw. Wasser
(KON); MW + SEM, n=20; *: p<0,05 vs. KON (Aufnahme an CD), *: p<0,05 vs. KON
(Aufnahme an Chow-Diét).

Die auf das Korpergewicht bezogene Energieaufnahme war vor Beginn der Thera-
pie gleich. Unter Telmisartan war die korpergewichtsadaptierte Energieaufnahme
um 18% geringer als bei den Kontrollen (KON = Wasser) (Abb. 10 A).

Nach 14-tagiger Behandlung war eine Linksverschiebung der Geraden, die sich
aus der auf den Kdrpergewichtsanstieg bezogenen kumulativen Energieaufnahme
ergibt, erkennbar. Es bestand eine positive Korrelation mit einem Pearson-Korrela-
tionskoeffizienten von r=0,7694 (Telmisartan) und 0,7422 (Kontrolle) zwischen der

kumulativen Energieaufnahme und der Zunahme des Kdorpergewichts (Abb. 10 B).
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Abb. 10: Kérpergewichtsbezogene Energieaufnahme (A) und Korrelation zwischen kumu-
lativer Energieaufnahme und Anderung des Kérpergewichts (B) iiber 14 Tage unter
Behandlung mit Telmisartan (TEL, -e-) bzw. Wasser (KON, -o-). MW + SEM, n=20;
*: p<0,05 gesamt vs. KON.

3.2.2 Einfluss der Telmisartan-Behandlung auf das Plasmaleptin

Die basalen Leptinspiegel aller SD-Ratten stiegen im Laufe der Behandlung im
Vergleich zu vorher an. Nach 14 Tagen war die Leptinkonzentration unter Telmi-
sartan um 37% niedriger (Abb. 11 A).

Das Plasmaleptin der Kontrolltiere korrelierte positiv mit dem Korpergewicht mit ei-
nem Pearson-Korrelationskoeffizienten von r = 0,847. Bei den Telmisartan-behan-

delten Tieren zeigte sich keine signifikante Korrelation (Abb. 11 B).
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Abb. 11: Basales Plasmaleptin vor und wéhrend der Behandlung (A), Korrelation
zwischen Plasmaleptinkonzentration und Kérpergewicht (B) nach 14-tdgiger Behandlung
mit Telmisartan (TEL, -e-) bzw. Wasser (KON, -o-); MW + SEM, n=20, *: p<0,05 vs. KON.
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3.2.3 Einfluss der Telmisartan-Behandlung auf den Energieverbrauch

Die Behandlung mit Telmisartan bewirkte keinen Unterschied in der Expression
von Uncoupling Protein 1 im braunen Fettgewebe. Die Applikation von Leptin im
Rahmen des LRT zeigte ebenfalls keine Auswirkungen auf das UCP-1 (Abb. 12).
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Abb. 12: Expression des Uncoupling Proteins (UCP-1) im braunen Fettgewebe nach 17-
tdgiger Behandlung mit Telmisartan (TEL, geschlossener Balken) bzw. Wasser (KON,
offener Balken) nach Leptin- bzw. NaCl-Gabe. MW + SEM, n=10.

3.2.4 Einfluss der Telmisartan-Behandlung auf die Hamodynamik

Der Blutdruck und die Herzfrequenz von funf SD-Ratten waren vor Beginn der
Therapie mit Telmisartan und der Futterung mit Cafeteria-Diat normwertig (Abb.
13 A und B). Nach 18-tagiger Behandlung mit Telmisartan zeigten sich Blutdruck

und Herzfrequenz unverandert.
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Abb. 13: Blutdruck (A) und Herzfrequenz (B) von 5 normotensiven Sprague-Dawley-
Ratten (SD) vor und nach Behandlung mit Telmisartan bzw. Wasser; MW + SEM, n=5.

Das Angiotensin Il im Plasma war nach 17 Tagen unter Telmisartan-Behandlung
um das 8-fache erhodht (Abb. 14).
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Abb. 14: Angiotensin Il im Plasma nach 17-tdgiger Behandlung mit Telmisartan (TEL,
geschlossener Balken) bzw. Wasser (KON, offener Balken); MW + SEM, n=26, *: p<0,05
vs. KON.

Mit Beginn der Behandlung tranken alle Tiere gleich viel. Wahrenddessen tranken
die Ratten unter Telmisartan bis zu 20% mehr als die Kontrollen (Abb. 15).
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Abb. 15: Wasseraufnahme (liber 14 Tage unter Behandlung mit Telmisartan (TEL, -e-)
bzw. Wasser (KON, -o-); MW £ SEM, n=20; *: p<0,05 vs. KON.

3.2.5 Hypothalamische Nahrungspeptide unter Telmisartan

Nach Durchfihrung des Leptinresistenztests waren die mRNA Levels der orexi-
genen Peptide MCH und PPO unter Telmisartan reduziert. Auf die Expression der
orexigenen Peptide NPY und AgRP sowie der anorexigenen Peptide CART, CRH
und POMC hatte die Behandlung keinen Einfluss (Abb. 16).
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Abb. 16: mRNA Levels der hypothalamischen Nahrungspeptide AgRP, CART, CRH,
MCH, NPY, POMC und PPO nach Durchfiihrung des Leptinresistenztests nach 17-tagiger
Behandlung mit Telmisartan (TEL) in Bezug auf die mRNA-Levels der Kontrolltiere
(Wasser (KON)). Alle Tiere erhielten Leptin. MW £ SEM, n=10, *: p<0,05 vs. KON.
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3.2.6 Leptinresistenztest (LRT) unter Telmisartan

Der LRT wurde nach dem unter 2.5.3 vorgestellten Protokoll 2 durchgefuhrt. Nach
Leptinapplikation war das Plasmaleptin im Vergleich zur NaCl-Kontrolle maximal
etwa um das 4-fache erhoht. Unter Telmisartan-Behandlung war das Plasmaleptin
nach exogener Leptinzufuhr niedriger (Abb. 17). Dies ist auf die kérpergewichts-

adaptierte Dosierung von exogen appliziertem Leptin zurlickzuflhren.
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Abb. 17: Plasmaleptinkonzentration nach exogener Zufuhr von Leptin (LEP) bzw. NaCl
(A) und AUC des Plasmaleptins (B) (ber 24 h im Leptinresistenztest nach 17-tdgiger Be-
handlung mit Telmisartan (TEL (-m-, geschlossener Balken)), bzw. Wasser (KON (-o-,
offener Balken)), MW + SEM, n=10; *: p<0,05 vs. KON.

Eine exogene Leptinzufuhr hatte bei den mit Wasser vorbehandelten Kontrolltieren
keine Auswirkungen auf die Futteraufnahme. Sie fralRen ebenso viel wie die Tiere,
denen nur NaCl appliziert wurde. Nach Vorbehandlung mit Telmisartan bewirkte
die Leptinzufuhr eine Reduktion der Futteraufnahme. Ein ahnlicher, jedoch nicht
signifikanter Effekt war bei den Telmisartan-behandelten Tieren, die NaCl im LRT
erhielten, zu beobachten (Abb. 18).
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Abb. 18: Gesamte Energieaufnahme (liber 55 h wéhrend des Leptinresistenztests mit
subcutaner Applikation von Leptin bzw. NaCl als Kontrolle nach 17-tdgiger Behandlung
mit Telmisartan (geschlossener Balken) bzw. Wasser (KON; offener Balken). MW + SEM,
n=10; *: p<0,05 vs. KON, T: p<0,05 vs. NaCl.

Daruber hinaus hatte die Therapie mit Telmisartan eine gesteigerte Aufnahme an
Standard- und eine verringerte Aufnahme an Cafeteria-Diat zur Folge. Dieser Ef-
fekt wurde durch die Leptingabe noch verstarkt. Nach der Kontrollbehandlung mit
Wasser hingegen waren Zusammensetzung und Gesamtmenge des Futters mit
und ohne Leptingabe identisch (Abb. 19 A und B).
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Abb. 19: Energieaufnahme an Cafeteria-Didt (CD) (A) und an Standarddidt (Chow) (B)
tiber 55 h wéhrend des Leptinresistenztests mit subcutaner Applikation von Leptin bzw.
NaCl als Kontrolle nach 17-tdgiger Behandlung mit Telmisartan (geschlossener Balken)
bzw. Wasser (KON; offener Balken). MW + SEM, n=10; *: p<0,05 vs. KON, ': p<0,05 vs.
NacCl.
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Die AUC des Plasmaleptins der mit Wasser vorbehandelten Tiere (KON) korre-
lierte positiv mit der Energieaufnahme, unabhangig davon, ob die Ratten Leptin (o,
r=0,8697, p<0,05) oder NaCl (o, r=0,7541, p<0,05) erhielten. Nach Behandlung
mit Telmisartan war die Korrelation tendenziell negativ sowohl nach Leptingabe (e,
r=0,4415, p>0,05) als auch nach NaCl-Injektionen (m, r=0,4915, p>0,05) (Abb. 20).
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Abb. 20: Darstellung der Korrelation zwischen der AUC des Plasmaleptins und der
gesamten Energieaufnahme (iber 24 h wéahrend des Leptinresistenztests mit subcutaner
Applikation von Leptin (Kreis) bzw. NaCl (Quadrat) als Kontrolle nach 17-tdgiger Be-
handlung mit Telmisartan (geschlossenes Symbol) bzw. Wasser (KON, offenes Symbol)
unter Angabe des Pearson-Korrelationskoeffizienten r. Es zeigte sich unter KON-Vorbe-
handlung sowohl nach Leptin- (o, r=0,8697, p<0,05) als auch nach NaCl-Applikation (o,
r=0,7541, p<0,05) eine positive Korrelation. Unter Telmisartan war die Korrelation sowoh!
nach Leptin- (e, r=0,4415, p>0,05) als auch nach NaCl-Applikation (m, r=0,4915, p>0,05)
nicht signifikant negativ. MW + SEM, n=10.

Die mit Telmisartan behandelten Tiere nahmen Uber 48 Stunden nach Leptingabe

bis zu 70% weniger an Gewicht zu als die Kontrollen (Wasser) (Abb. 21).
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Abb. 21: Anderung des Kérpergewichts iiber 55 h wahrend des Leptinresistenztests mit
subcutaner Applikation von Leptin bzw. NaCl als Kontrolle nach 17-tdgiger Behandlung
mit Telmisartan (geschlossener Balken) bzw. Wasser (KON; offener Balken). MW + SEM,
n=10; *: p<0,05 vs. KON.

3.3 Untersuchung der Glukosetoleranz unter Langzeit-

Futterung mit Cafeteria-Diat

Im Protokoll 4 sollten die Langzeitauswirkungen einer Cafeteria-Diat auf die Glu-
kosetoleranz und die Lebenserwartung von SHR im Vergleich zu mit einer Stan-
darddiat ernahrten SHR untersucht werden. Die Ratten wurden Uber ihre gesamte
Lebenszeit bis maximal zum Tag 630 beobachtet. Da der Groldteil der Tiere zu
diesem Zeitpunkt bereits verstorben war, war keine zuverlassige Auswertung aller

Parameter Uber den gesamten Zeitraum moglich.

3.3.1 Einfluss der Cafeteria-Diat auf das Korpergewicht

Die SHR wurden vor Behandlungsbeginn randomisiert, sodass sich das mittlere
Koérpergewicht nicht unterschied. Ab dem 21. Tag der Diat wogen die Tiere unter
Cafeteria-Diat (CD) signifikant mehr als die Kontrollen (Abb. 22). Bis zum Ende
der Studie war das Korpergewicht der Cafeteria-Tiere konstant um 19% hoher als
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das der Kontrollen. Die in Abb. 22 mit einem Pfeil markierten Einbriche des Kor-
pergewichts sind damit zu erklaren, dass die Tiere zu den Funktionstests (OGTT

und ITT) nuchtern gesetzt wurden.

600+
500+

l ] p<0,05
400

300+

Kdrpergewicht (g)

200+

100-

0 50 100 150 200 250 300
Zeit (Tage)

Abb. 22: Kérpergewichtsentwicklung von SHR bis zu Tag 287 unter Cafeteria- (-e-) bzw.
Chow-Diét (-o-). Mit einem Pfeil sind die Zeitpunkte der Funktionstests (OGTT und ITT)
markiert, die zu einem Einbruch des Kdérpergewichts geftihrt haben. MW + SEM, n=7-9.
p<0,05 vs. Chow.

3.3.2 Futter- und Wasseraufnahme unter Cafeteria-Diat

Ab Diatbeginn nahmen die Ratten unter der Cafeteria-Diat pro Woche etwa 35%
mehr Energie zu sich als unter Chow-Diat (Abb. 23 A). Verglichen mit der Stan-
darddiat frallen die SHR mehr als viermal so viel von der hochkalorischen Diat
(Abb. 23 B). Das Fressverhalten blieb Uber die gesamte Dauer der Studie kon-

stant.
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Abb. 23: Wbchentliche Energieaufnahme bis zu Tag 287 unter Cafeteria- (-e-) bzw.
Chow-Diét (-o-) (A) und Aufgliederung der gesamten Energieaufnahme der Cafeteria-
Gruppe an CD (geschlossener Balken) bzw. Chow-Futter (offener Balken) bis zu Tag 287
(B); MW + SEM, n=7-9. p<0,05 vs. Chow.

Auf das Korpergewicht bezogen nahmen die Tiere unter Cafeteria-Diat insbeson-
dere zu Beginn der Studie mehr Energie zu sich als die Kontrollen. Im Verlauf gli-
chen sich beide Gruppen an (Abb. 24).
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Abb. 24: Kérpergewichtsbezogene Energieaufnahme bis zu Tag 287, Cafeteria- (-e-)
bzw. Chow-Diét (-o-); MW £ SEM, n=7-9; *: p<0,05 vs. Chow.

Von Beginn der Diat an tranken die hochkalorisch gefutterten Tiere ca. 35% weni-
ger Wasser als die Kontrollen (Abb. 25). Die Wasseraufnahme blieb im Verlauf der

Studie weitestgehend konstant.
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Abb. 25: Wasseraufnahme bis zu Tag 287 unter Cafeteria- (-e-) bzw. Chow-Diét (-o-);
MW + SEM, n=7-9; p<0,05 vs. Chow.

3.3.3 Einfluss der Cafeteria-Diat auf die korperliche Aktivitat

Die korperliche Aktivitat (dargestellt als Counts/10min) ist hier beispielhaft anhand
der Messung nach 131 Tagen (5 Monaten) unter der Cafeteria- bzw. Chow-Diat
gezeigt. Dargestellt ist die Anzahl der Counts/10 min (Abb. 26 A), sowie die kumu-
lative Anzahl der Counts uber eine Woche (Abb. 26 B). Der Tag-Nacht-Rhythmus
bestand aus einer 12-stundigen Dunkelphase ab 2 Uhr und einer 12-stindigen
Hellphase ab 14 Uhr.

Die Ergebnisse der ubrigen Aktivitatsmessungen sind Abb. 27 zu entnehmen.

A B

159

104

Aktivitét (Counts/10min)
(Counts x 10%

Kumulative Aktivitat/ 1 Woche

13 13 13 13 13 13 13 13 Chow Cafeteria
Uhrzeit

Abb. 26: Darstellung der kérperlichen Aktivitéat als Counts/10 min (A) und als kumulative
Anzahl der Counts x 10°%/ Woche (B) ab Tag 131 nach 5 Monaten unter Cafeteria (durch-
gezogene Linie; geschlossener Balken) oder Chow-Diét (gestrichelte Linie; offener Bal-
ken); MW + SEM, n=5-9, *: p<0,05 vs. Chow. Grau unterlegte Felder: Dunkelphasen (2
bis 14 Uhr).
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Die korperliche Aktivitat (jeweils angegeben als kumulative Anzahl der Counts
Uber eine Woche) war unter der Cafeteria-Diat Uber die gesamte Zeit der Studie
im Vergleich zur Kontrolle um ca. 30% gesteigert (Abb. 27). Die Messungen
begannen jeweils an den Tagen 131, 202 und 302.

144

Aktivitat (Counts x 10° Woche)

130 160 190 220 250 280 310
Tage

Abb. 27: Kumulation der Gesamtaktivitat (dargestellt als kumulative counts/ Woche x 10°)
tber je 1 Woche nach 131, 202 und 302 Tagen unter Cafeteria- (-e-) bzw. Chow-Dié&t (-o-)
MW = SEM, n=6-9; *: p<0,05 vs. Chow.

3.3.4 Einfluss der Cafeteria-Diat auf die Hamodynamik

Zu Beginn der Studie unterschieden sich Blutdruck und Herzfrequenz der CD-ge-
futterten Tiere nicht von der Kontrolle (Abb. 28 A und B). Im Verlauf der Studie
stiegen Blutdruck und Herzfrequenz bei beiden Gruppen an. Intermittierend war
bei den Tieren unter CD ein signifikant hoherer Blutdruck und Puls als bei der
Kontrolle feststellbar: z.B. Tag 140 (Abb. 28 A und B).
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Abb. 28: Blutdruck (A) und Herzfrequenz (B) bis zu Tag 285 unter Cafeteria- (-e-) bzw.
Chow-Diét (-o-); MW £ SEM, n=7-9; *: p<0,05 vs. Chow.

3.3.5 Einfluss der Cafeteria-Diat auf basale Stoffwechselparameter

Zu Beginn der Cafeteria-Diat waren die Basalwerte Blutzucker, Insulin und Leptin
in beiden Gruppen identisch (Abb. 29 A, C, E). Ab Tag 112 war die ungefastete
Blutglukose der hochkalorisch gefutterten Ratten erhoht. Der Glukagonspiegel an
Tag 188 war im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt (Abb. 29 B). Das Plasmainsulin
der CD-gefutterten Tiere war Uber den Gesamtverlauf gegentber der Kontrolle
nicht gesteigert (Abb. 29 C). Intermittierend zeigte sich jedoch ein Unterschied (an
Tag 112). Das C-Peptid an Tag 188 wies keine Gruppendifferenz auf (Abb. 29 D).
Ab Tag 112 war das Plasmaleptin unter CD hdher (Abb. 29 E). Die basale Adipo-
nectin-Konzentration wies bei gro3er Standardabweichung keinen signifikanten Ef-
fekt der CD auf (Abb. 29 F).
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Abb. 29 A-F: Darstellung der basalen Stoffwechselparameter Glukose, Leptin, Insulin und
Adiponectin im Verlauf der Cafeteria- (-e-, geschlossener Balken) bzw. Chow-Diét (-o-, of-
fener Balken); Glukagon und C-Peptid wurden einmalig an Tag 188 bestimmt; MW %

SEM, n=6-9; *: p<0,05 vs. Chow.

3.3.6 Oraler Glukose Toleranz Test (OGTT)

Hier sind exemplarisch fur den Tag 151 (nach 5 Monaten) die Kurvenverlaufe fur

Insulin und Glukose im OGTT dargestellt.
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Nach oraler Glukosezufuhr im OGTT stiegen Blutzucker und Insulin unter Cafe-
teria-Diat starker an (Abb. 30 A und C). Dies zeigt sich auch anhand der AUC des
Blutzuckers und des Insulins (Abb. 30 B und D).

Der Blutzucker war 48 min nach der oralen Glukosegabe maximal erhoht. Hierbei
zeigte sich kein Unterschied zur Kontrollgruppe (Abb. 30 A). Das Plasmainsulin er-
reichte bei beiden Gruppen sein Maximum nach 24 min, wobei sich ebenfalls kein
Unterschied zeigte (Abb. 30 C). Unter CD stieg das Insulin nach der Glukose-
belastung jedoch nach 48 min erneut an. Der zweite Insulinpeak lag hierbei signifi-
kant Gber dem Kontrollniveau (Abb. 30 C).
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Abb. 30: OGTT nach 151 Tagen (5 Monaten) Cafeteria- (-e-) bzw. Chow-Diét (-o-):
Blutzucker (A) und Insulin (C) im Plasma nach oraler Glukosegabe, dargestellt als AUC
unter Cafeteria- (geschlossener Balken) bzw. Chow-Diét (offener Balken) (B und D); MW
+ SEM, n=9; *: p<0,05 vs. Chow, |: Cmax Glukose bzw. Insulin.

Die weiteren OGTTs fanden nach 82, 181, 223 und 292 Tagen statt. Die Ergeb-

nisse sind als AUC des Insulins und der Glukose tabellarisch dargestellt:
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Tabelle 3-1: Tabellarischer Uberblick tiber die durchgefiihrten OGTTs

AUC Blutzucker (mg/dl) / min AUC Insulin (ng/ml) / min
Tag Chow CD Chow CD
82 18159 + 263,5 | 20935,3 + 444,6* [192,9+ 6,8 398,2 +42,2*
151 17635,5 + 460,8 | 21566,9 + 508,1* [ 167,2+ 8,3 447,3 £ 454~
181 17129,2 £ 732,1 | 20376,7 + 246* 186,1 + 23,4 310,7 £ 39,4*
223 18152,7 £ 347,8 | 21480,9 £ 298,5* |177,8 £9,2 322,4 £29,1*
292 17305,5 £ 262,9| 21351 +621* 162,8 £ 9,5 342,5 + 29,2*

Darstellung der Ergebnisse der OGTTs nach 82, 151, 181, 223 und 292 Tagen als AUC des Blutzuckers und des Insulins
unter Cafeteria-Didt (CD) bzw. Standard-Diét (Chow). MW + SEM, n=9; *: p<0,05 vs. Chow.

Der HOMA-Index (zur Berechnung siehe 2.7) betrug unter Cafeteria-Diat Uber den
gesamten Verlauf der Studie einen Wert >2 (maximal 4,2 £ 0,7 an Tag 151), unter
Standarddiat < 2 (maximal 1,1 £ 0,1 an Tag 82) (Abb. 31).

2- p<0,05
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Abb. 31: HOMA-Index (berechnet aus Niichtern-Blutzucker und Insulin vor OGTT) im
Verlauf unter Cafeteria- (-e-) bzw. Chow-Diét (-o-); MW + SEM, n=7-9; *: p<0,05 vs.
Chow.

3.3.7 Insulin Toleranz Test (ITT)

Hier sind exemplarisch fur den Tag 153 (nach 5 Monaten) die Kurvenverlaufe fur

Insulin und Glukose im ITT dargestellt.
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Nach intraperitonealer Insulingabe fiel der Blutzucker in beiden Gruppen ab, wobei
sich kein Unterschied hinsichtlich der Diat zeigte. Der minimale Blutzuckerspiegel
war nach 90 min erreicht (Cmin Glukose) (Abb. 32 A). Unter CD stieg der Blut-
zucker jedoch schneller wieder an als unter Standarddiat, was sich anhand der
AUC zeigt (Abb. 32 B). Dies ist als Zeichen einer Insulinresistenz zu werten. Die
Insulinkonzentration unterschied sich vor und nach Applikation nicht signifikant
(Abb. 32 C).
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Abb. 32: ITT nach 153 Tagen (56 Monaten) unter Cafeteria- (-e-, geschlossener Balken)
bzw. Chow-Diét (-o-, offener Balken): Blutzucker (A) und Insulin (C) im Plasma nach
intraperitonealer Insulingabe; Blutzucker, dargestellt als AUC (B); MW + SEM, n=9;
*: p<0,05 vs. Chow; |: Cmin Glukose.

Die weiteren ITTs fanden nach 84, 153, 229 und 294 Tagen statt. Die Ergebnisse
sind als AUC des Insulins und der Glukose tabellarisch dargestellt:
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Tabelle 3-2: Tabellarischer Uberblick tiber die durchgefiihrten ITTs

AUC Blutzucker (mg/dl) / min AUC Insulin (ng/ml) / min
Tag Chow CD Chow CD
84 7684,4 £ 345,9 9853,9 + 326,7* 29,7 £ 5,96 36,5+4,5
153 74423 £414,4 |10373,8 + 456,4* |42,03 8,7 56,8+ 7,5
229 7431,7 £706,8 9466,7 + 234,8* [151,9 + 30,1 170,1+£ 25
294 6075,5 + 326,97 8524 + 470* 174,2 + 37,4 239,96 + 43,1

Darstellung der Ergebnisse der ITTs nach 84, 153, 229 und 294 Tagen als AUC des Blutzuckers und des Insulins unter

Cafeteria-Diét (CD) bzw. Standard-Diét (Chow). MW + SEM, n=9; *: p<0,05 vs. Chow.

3.3.8 Einfluss der Cafeteria-Diit auf das Uberleben

Unter Cafeteria-Diat zeigte sich eine Rechtsverschiebung der Kaplan-Meier Kurve.

Die Ratten verstarben unter Cafeteria-Diat friher als die Kontrolltiere (Abb. 33): Ei-

ne Signifikanz ergab sich aufgrund der geringen n-Zahl nicht. An Tag 528, nach-
dem alle Tiere unter CD verstorben waren, lebten noch 12,5% der Kontrollen.
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Abb. 33: Darstellung des Uberlebens als Kaplan-Meier-Kurve in % unter Cafeteria- (—)
bzw. Chow-Diét (- - -) (iber den Gesamtzeitraum der Studie; MW + SEM, n=9.
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4 Diskussion

Ein Ziel unserer Studien war die Charakterisierung der Leptinsensitivitat unter Tel-
misartan im Rahmen einer Diat induzierten Adipositas.

Wir kdénnen hier erstmalig zeigen, dass Telmisartan die Leptinsensitivitat erhalt,
wahrend die unbehandelten SD-Ratten unter Cafeteria-Diat eine Adipositas und
eine Leptinresistenz entwickeln. Als Ausdruck der intakten Leptinwirksamkeit wa-
ren Korpergewicht und Nahrungsaufnahme im Vergleich zur Kontrolle reduziert.
Hierbei handelt es sich um einen zentralen Einfluss des Telmisartans, was sich an
der verminderten Expression der orexigenen Peptide MCH und PPO zeigt. Die
Auswirkungen auf den Energiehaushalt der SD-Ratten waren dabei nachweislich
blutdruckunabhangig.

Das zweite Ziel war die Untersuchung einer Insulinresistenz unter Cafeteria-Diat.
Wir konnten zeigen, dass sich die Insulinresistenz im Laufe des Rattenlebens
nicht wesentlich verandert, insbesondere entsteht kein Diabetes mellitus Typ Il
Nebenbefundlich war die Tendenz zu einer klrzeren Lebenserwartung bei Adi-
positas erkennbar.

Beide Hauptbefunde werden im Folgenden getrennt diskutiert.

4.1 Einfluss der AT -Blockade mit Telmisartan auf die

Leptinsensitivitat

Das von Adipozyten exprimierte Leptin reduziert die Nahrungsaufnahme und stei-
gert den Energieverbrauch, indem es im Zentralen Nervensystem (ZNS) in den
Energiehaushalt eingreift. Fallt dieser Einfluss partiell oder total aus, wird von
einer Leptinresistenz gesprochen.

Die fur die Etablierung des Leptinresistenztests (LRT) verwendeten SD-Ratten wa-
ren schlank und unbehandelt, sodass bei diesen Tieren von einer nativen Leptin-
sensitivitat ausgegangen werden kann. Bei den SD-Ratten zeigte sich als physio-

logische Reaktion auf die exogene Leptinzufuhr eine verminderte kumulative Nah-
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rungsaufnahme im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 7 B) sowie konsekutiv eine gerin-
gere Gewichtszunahme (Abb. 7 D). Diese Ergebnisse dienten als Grundlage fur
die Definition einer bestehenden Leptinsensitivitat und ebenso fur die Definition ei-
ner Leptinresistenz. Eine Leptinresistenz liegt dann vor, wenn es trotz erhdhter
Leptinspiegel im Plasma zu einer Hyperphagie und Gewichtszunahme kommt. Bei
leptinresistenten Individuen flhrt eine periphere Zufuhr von Leptin nicht zu einer
Reduktion der Nahrungsaufnahme. Eine Leptinresistenz liel3 sich bei den SD-Rat-
ten bereits nach zweiwochiger Futterung mit Cafeteria-Diat nachweisen. Die
Schlussfolgerung, dass eine periphere Leptinresistenz besteht, basiert auf dem
Vorliegen einer Hyperleptinamie, welche positiv mit dem Koérpergewicht und damit
mit der Fettmasse korreliert ist (Abb. 11 B). Aus einer erhohten Fettmasse wird
also eine grolRere Menge an Leptin freigesetzt. Neben der vermehrten Leptin-
sekretion im Rahmen einer Adipositas erklart das Vorliegen einer peripheren Lep-
tinresistenz die erhdhten Plasmaspiegel (Abb. 11 A). Die Behandlung mit Telmi-
sartan wirkte der Entstehung einer Leptinresistenz entgegen. Dies zeigte sich an
geringerer Nahrungsaufnahme und reduziertem Korpergewicht trotz niedrigeren
Plasmaleptins. Unterstutzt wird diese Theorie durch die Tatsache, dass eine ahn-
liche Korrelation zwischen Plasmaleptin und Kérpergewicht wie bei den Kontrollen
vorlag (Abb. 11 B).

Als Hauptursache fur die periphere Leptinresistenz wird in der Literatur ein vermin-
derter Transport des Leptins Uber die Blut-Hirn-Schranke angenommen (Banks et
al. 1999; Banks und Farrell 2003). Als Ursachen werden die Sattigbarkeit selek-
tiver Leptintransporter, wobei es sich vermutlich um Splice-Varianten des Leptin-
(Ob-Rb)- Rezeptors handelt (Banks et al. 1996), als auch eine verminderte Trans-
portrate bei Hyperleptinamie zugrunde gelegt. Das bedeutet vermutlich, dass lep-
tinresistente Individuen einen Defekt des Leptintransporters aufweisen. Dieser De-
fekt scheint am ehesten durch eine Gewichtszunahme erworben zu sein, da
Banks et al. zeigen konnten, dass er durch eine Gewichtsabnahme reversibel ist
(Banks und Farrell 2003). Verantwortlich fur die verminderte Transportrate uUber
die Blut-Hirn-Schranke im Rahmen einer Adipositas ist unter anderem eine Hyper-
triglyzeridamie, die auch unsere Arbeitsgruppe bei den Versuchstieren beobach-
ten konnte (Banks et al. 2004; Miesel et al. 2010).
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Von der beschriebenen peripheren Leptinresistenz ist die zentrale Leptinresistenz
abzugrenzen, die auf Stérungen im Signalweg des Leptins zurtickzufuhren ist. Da-
bei werden als mogliche Grunde eine verminderte Anzahl bzw. ein Defekt der Lep-
tinrezeptoren im Hypothalamus oder auch eine defekte Signaltransduktion, bei-
spielsweise Uber den JAK-2/STAT-3/SOCS-3- (Janus Kinase 2/ Signal Transducer
and Activator of Transcription-3/ Suppressor of Cytokine Signalling-3) oder den PI-
3K/PDE 3B/ cAMP-Signalweg angenommen (Phosphatidylinositol 3-Kinase/ Phos-
phodiesterase 3B/ cyclisches Adenosin-Monophosphat) (Sahu 2003; Sahu und
Metlakunta 2005; Scarpace et al. 2001).

Ein weiterer moglicher Mechanismus der zentralen Leptinresistenz ware die so ge-
nannte ,zellulare® Leptinresistenz (Munzberg 2009). Hierbei wird vor allem die se-
lektiv herabgesetzte Sensitivitat in einzelnen hypothalamischen Subpopulationen
von Leptinrezeptor (Ob-R)- tragenden Neuronen hervorgehoben. Ebenso wird ei-
ne schlechtere neuronale Vernetzung innerhalb des Leptinsignalweges beschrie-
ben. So kann z.B. eine Stérung innerhalb der leptinsensitiven Regelkreise eintre-
ten, die vom Hypothalamus zu Neuronengruppen im kaudalen Hirnstamm proji-
zieren, welche fur die Integration des Sattigungsgefuhls zustandig sind (Baskin et
al. 2001).

Eine neuronale Vernetzung scheint zwischen peripherer und zentraler Wirkweise
des Leptins zu bestehen, denn einige Ob-Rb- positive Neurone projizieren zur
Eminentia mediana, wo sie vermutlich Kontakt zur Blut-Hirn-Schranke aufnehmen
(Hakansson et al. 1998). Die Eminentia mediana gehort zu den zirkumventrikula-
ren Organen, die fenestrierte Kapillaren zum Austausch Uber die Blut-Hirn-Schran-
ke besitzen. Auch Levin sieht einen Zusammenhang zwischen der peripheren und
der zentralen Leptinresistenz. Levin beschreibt einen defekten Signalweg zu Be-
ginn einer Diat induzierten Adipositas (DIO). Die Downregulation der Leptin-Re-
zeptoren geht dabei einer verminderten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke
voraus (Levin et al. 2004).

Aufgrund der Hyperleptinamie ist aber am ehesten von einer peripheren Leptinre-
sistenz auszugehen. Entsprechend ist die von uns gewahlte periphere Applikation
(s.c.) des Leptins zur Uberpriifung der Leptinsensitivitat unter Telmisartan gerecht-
fertigt und die zentrale intracerebroventrikulare (i.c.v.) Gabe verzichtbar. Eine
singulare Leptinapplikation zeigte auch nach Variation von Dosierung und
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Applikationsweise (i.p., i.v., s.c.) keine Auswirkung auf die Nahrungsaufnahme.
Die in der Literatur beschriebene Reduktion der Nahrungsaufnahme infolge einer
singularen Leptininjektion konnten wir nicht reproduzieren (Dryden et al. 1999;
McAlister und Van Vugt 2004; Niimi et al. 1999; Proulx et al. 2002; Ruffin et al.
2004; Shapiro et al. 2008; Wetzler et al. 2004). Die Ergebnisse nach singularer
i.p., i.v. und s.c.-Applikation wurden in der Dissertationsschrift aus Grinden der
Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. Erfolgreicher war die kontinuierliche Applikation
uber osmotische Minipumpen oder die wiederholte subcutane Injektion (Halaas et
al. 1997; McAlister und Van Vugt 2004; Nishiyama et al. 1999; Pelleymounter et
al. 1995; Wang et al. 1999; Wetzler et al. 2004). Gegen die Verwendung der
Pumpen sprach fur uns, dass die Ratten fur die Implantation einer OP mit den
assoziierten Risiken ausgesetzt gewesen waren. Auch setzt die Leptinfreisetzung
direkt nach Implantation der Pumpe ein, also noch bevor die Tiere sich von der
Operation erholt haben. Ein weiterer Nachteil ist, dass mit der Pumpe keinerlei
tageszeitliche Spiegelschwankungen nachstellbar sind, denn nachts sinken die
Leptinspiegel physiologischerweise um ca. 30% ab (Considine et al. 1996).
AuBerdem wird fur die Fullung der Minipumpe sehr viel mehr Leptin bendtigt, als
es fur das Spritzen notwendig war, was einen nicht unbedeutenden Kostenfaktor
darstellt. Daher haben wir uns fur die wiederholte subcutane Leptinapplikation
entschieden. Als Grundlage fur die Durchfuhrung des LRT diente die
Untersuchung der Leptin-Pharmakokinetik (Abb. 6). Nach subcutaner Applikation
war der maximale Plasmaspiegel nach einer Stunde erreicht und blieb bis sieben
Stunden post injectionem signifikant erhoht. Auf dieser Erkenntnis basierend
wahlten wir den Abstand von drei Stunden zwischen den einzelnen Injektionen.
Das Leptin flutet also schnell an, wird dann zunachst rasch und im Verlauf
langsamer wieder abgebaut. Die Wirksamkeit bleibt jedoch deutlich langer
erhalten, wie sich anhand der Uber einen Zeitraum von 20 Stunden post in-

jectionem reduzierten Nahrungsaufnahme nachweisen liel3 (Abb. 7 B).

Im Leptinresistenztest (LRT) bestatigte sich die initial geduRerte Hypothese, dass
Telmisartan die Entwicklung einer Leptinresistenz aufhalten kann. Insbesondere
lie3 sich die verbesserte Leptinsensitivitat anhand der negativen Korrelation zwi-
schen Plasmaleptin und Energieaufnahme nachweisen, wahrend bei den Kontroll-
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tieren eine positive Korrelation bestand (Abb. 20). In der Folge waren Energieauf-
nahme und Kdérpergewicht unter Telmisartan reduziert (Abb. 18 und 21). Die Lep-
tinapplikation verstarkte diesen Effekt noch weiter. Aus der verminderten Expres-
sion der hypothalamischen Peptide MCH und PPO (Abb. 16) Iasst sich schliel3en,
dass der Transport des Leptins Uber die Blut-Hirn-Schranke intakt ist und bestarkt
die Annahme, dass die ATq-Blockade in den zentralnervosen Regelkreis der Nah-

rungsaufnahme eingreift.

Nahrungsaufnahme ¥

Abb. 34: Einflussnahme der AT;-Blocker auf den Regelkreis der Nahrungsaufnahme,
bestehend aus Hypothalamus und Peripherie. Insulin und Leptin gelangen (iber die Blut-
Hirn-Schranke und beeinflussen die hypothalamischen Nahrungspeptide. Die orexigenen
Peptide ORX, MCH, NPY und AgRP werden durch Leptin und Insulin herunter, die
anorexigenen Peptide POMC und CART herauf reguliert. In den Kerngebieten PFA, LHA
und ARC werden neben Leptin- auch AT;-Rezeptoren exprimiert, sodass der AT;-Blocker
Telmisartan in den genannten Gebieten und im Fettgewebe einen Angriffspunkt findet.
Dartiiber hinaus werden AT;-Rezeptoren an der Blut-Hirn-Schranke (BHS) exprimiert,
sodass hier ebenfalls eine Einflussnahme des Telmisartans denkbar ist. Diese Abbildung
wurde modifiziert entnommen aus (Mliller-Fielitz et al. 2011).

Neben der reduzierten Energieaufnahme als Ursache der Gewichtsabnahme war
es ein Ziel, den Einfluss des Telmisartans auf den Energieverbrauch zu untersu-
chen. Die Thermogenese im braunen Fettgewebe hangt vornehmlich von der Akti-

vitdt des mitochondrialen Uncoupling Protein 1 (UCP-1) ab, das uber oxidative
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Phosphorylierung die Koérpertemperatur der Ratten konstant halt (Palou et al.
1998; Ricquier und Bouillaud 2000). Das Leptin stimuliert die Aktivitat der Un-
coupling Proteine (Boss et al. 1997; Fleury et al. 1997; Gimeno et al. 1997; Gong
et al. 1997). Unter Telmisartan-Therapie sowie bei genetisch bedingtem Fehlen
des AT¢-Rezeptors wurden eine erhdhte rektale Korpertemperatur und ein erhdh-
ter Sauerstoffverbrauch gemessen (Araki et al. 2006; Kouyama et al. 2005; Leite
et al. 2006). Nach zentraler Applikation des Losartans wurde aul3erdem ein erhoh-
ter Energieverbrauch registriert (Leite et al. 2007). Das erhdohte UCP-1 im braunen
Fettgewebe als Marker fir den gesteigerten Energieverbrauch konnten wir aller-
dings nicht nachweisen (Abb. 12). Demnach unterstlitzen unsere Daten nicht die
Annahme eines erhohten Energieverbrauchs unter Telmisartan. Am ehesten sind
die Diskrepanzen auf ein unterschiedliches Studiendesign zurickzufuhren, wie et-
wa die Verwendung von Ratten anstelle von Mausen, kurzfristige vs. langfristige
Behandlung mit Telmisartan oder die Bestimmung des Proteins im Western Blot
anstelle der mRNA-Messung in der PCR. Allerdings ist auch zu betonen, dass die
zitierten Studien keine reduzierte, sondern eher eine gesteigerte Energieaufnahme
unter Telmisartan aufweisen (Araki et al. 2006; Kouyama et al. 2005). In der hier
prasentierten Studie war die tagliche Energieaufnahme dagegen sowohl Uber den
Behandlungszeitraum wie auch im LRT deutlich reduziert. Aus den teils wider-
spruchlichen Ergebnissen unserer und anderer Studien Iasst sich schliel3en, dass
die AT4-Blockade je nach Spezies bzw. Studiendesign variabel in den Energie-
haushalt eingreifen kann.

In weiterfiGhrenden Projekten wurde sich aber insbesondere der Frage nach einem
veranderten Energieverbrauch zugewandt. So konnten Hubel et al. durch indirekte
Kalorimetrie nachweisen, dass der respiratorische Quotient (RQ; respiratory
exchange rate = RER) durch Telmisartan reduziert war, was auf einen gestei-
gerten Fettabbau hindeutet (Hubel et al. 2011).

Wir konnten nachweisen, dass die Leptinsensitivitat durch Telmisartan verbessert
ist; der zugrunde liegende Mechanismus bleibt dabei jedoch noch unklar. Unsere
Arbeitsgruppe konnte kurzlich zeigen, dass die anorektische Wirkung der ATq-
Blocker von einem intakten Leptinsignalweg abhangig ist (Muller-Fielitz et al.
2011). Im Rahmen einer DIO wird der Signalweg durch eine Storung des Leptin-
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transports Uber die Blut-Hirn-Schranke unterbrochen (Levin et al. 2004). Hierbei
handelt es sich um einen altersabhangigen Prozess (Levin et al. 2004), der
entscheidend durch das Angiotensin Il getriggert zu sein scheint (Wosik et al.
2007). Angiotensin |l verhindert mittels Threonin-Phosphorylierung des tight-junc-
tion-Proteins Okkludin den Ubertritt von im Blut zirkulierender Molekiile durch die
Blut-Hirn-Schranke. Der Nachweis von AT -Rezeptoren in den Endothelzellen der
Blut-Hirn-Schranke impliziert, dass es sich hierbei um einen AT-Rezeptor-vermit-
teltelten Mechanismus handelt. Entsprechend liegt die Vermutung nahe, dass eine
verbesserte zentrale Wirksamkeit des Leptins unter AT-Blockade auf eine gestei-
gerte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke zurickzufuhren sein konnte.

Es liegen allerdings inkonsistente Daten zur Wirkweise des Angiotensin Il an der
Blut-Hirn-Schranke vor. Eine Angiotensin II-Infusion verursacht eine verstarkte
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke sowie eine ATq-Rezeptor-vermittelte
Leckage aus cerebralen MikrogefalRen, welches durch das Olmesartan reduziert
wird (Pelisch et al. 2011; Vital et al. 2010). In Ubereinstimmung damit, erhoht
Epinephrin bei diabetischen Ratten die Durchlassigkeit der Gefalde in der Blut-
Hirn-Schranke, dargestellt als Efflux von Evans-Blau-Albumin, wahrend Candesar-
tan dem entgegenwirkt (Awad 2006). Anhand dieser Daten erscheint es unwahr-
scheinlich, dass eine AT4-Blockade zu einer verstarkten Durchlassigkeit der Blut-
Hirn-Schranke beitragt. Fur das Angiotensin |l ist aber eine Festigung der inter-
zellularen Integritat der Blut-Hirn-Schranke Uber ein Rearrangement der tight
junctions beschrieben (Wosik et al. 2007). AuRerdem gelangt das Leptin Uber
spezifische Transporter, die sich unter anderem im Plexus choroideus befinden,
ins Gehirn (Chodobski und Szmydynger-Chodobska 2001). Im Plexus choroideus
sind AT1-Rezeptoren nachgewiesen worden (JOhren und Saavedra 1996) und das
Angiotensin |l inhibiert in Kooperation mit dem sympathischen Nervensystem den
Blutfluss in den choroidalen MikrogefaRen (Chodobski und Szmydynger-
Chodobska 2001). Eine Blockade der ATi-Rezeptoren in dieser Lokalisation
konnte also zu einer Zunahme des Blutflusses in den Kapillaren des Plexus
choroideus und damit zu einem verstarkten Vordringen des Leptins zu seinem
Hauptwirkort im Hypothalamus flhren.

Es ist nicht bekannt, ob das Angiotensin Il die Expression der Leptintransporter
oder den Fluss uber die Blut-Hirn-Schranke direkt beeinflusst. Genauso wenig ist
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die genaue Interaktion der Signalwege des Leptins mit dem Angiotensin Il be-
kannt.

Eine Interaktion zwischen den intrazellularen Signalwegen der AT4-Blocker und
des Leptins tragt vermutlich nicht zu einer Verbesserung der Leptinsensitivitat bei.
Der Leptinsignalweg umfasst die Aktivierung einer Janus Kinase 2-assoziierten
Tyrosinkinase, die wiederum die ERK (Extrazellulare Faktor-regulierte Kinase) und
das STAT-3 stimuliert. Das phosphorylierte STAT-3 transloziert in den Zellkern,
wo es die Transkription des SOCS-3 vermittelt. Uber diesen Signalweg greift das
Leptin inhibierend und aktivierend in die Expression des orexigenen NPY und
MCH sowie des anorexigenen POMC ein. NPY-exprimierende Neurone befinden
sich im lateralen Hypothalamus sowie im Nucleus arcuatus (Schwartz et al. 1996;
Stephens et al. 1995). Die Neurone koexprimieren Leptinrezeptoren, sodass eine
direkte Einflussnahme denkbar ware (Mercer et al. 1996a). Ahnliches gilt fiir das
POMC, welches ebenfalls mit dem Ob-Rb-Rezeptor koexprimiert wird (Elias et al.
1999; Spiegelman und Flier 1996). Es waren jedoch weder das NPY noch das
POMC unter Telmisartan-Therapie verandert. Das Angiotensin |l stimuliert eben-
falls die Expression von SOCS-3 (Torsoni et al. 2004; Velloso et al. 2006). Somit
ware zu erwarten, dass eine AT -Blockade eher zu einem Anstieg des MCH fihrt.
Unsere Ergebnisse widerlegen diese Annahme jedoch eindeutig (Abb. 16). Auch
in vorhergehenden Studien unserer Arbeitsgruppe konnte unter Verwendung von
Candesartan ein Abfall des MCH beobachtet werden (Muller-Fielitz et al. 2011).
Madglicherweise ist die verbesserte Leptinsensitivitat unter Telmisartan also nicht
auf indirekte Effekte, sondern eher auf eine direkte Blockade der AT -Rezeptoren
im Hypothalamus zurtckzufuhren. Diese Vermutung stutzt sich auf die Beobach-
tung, dass nur eine Hochdosis der AT4-Blocker Uber die Blut-Hirn-Schranke zum
Hypothalamus gelangt (Culman et al. 1999; Seltzer et al. 2004).

AT1-Rezeptoren sind unter anderem in dem zu den zirkumventrikularen Organen
gehorigen Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT) und dem Subfornika-
len Organ (SFO) nachgewiesen worden (Allen et al. 1998; Bunnemann et al. 1992;
Johren et al. 1995). Am OVLT und SFO ist die Blut-Hirn-Schranke fenestriert.
Somit ist hier ein Substanzubertritt erleichtert (Hartle und Brody 1984; Simpson
1981; Speth et al. 1985). Die Leptinrezeptoren wurden im Nucleus arcuatus
(ARC), im dorsomedialen Hypothalamus (DMH), im Nucleus paraventricularis
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(PVN), im ventromedialen Hypothalamus (VMH) und im lateralen Hypothalamus
(LHA) identifiziert (ElImquist et al. 1999; Fei et al. 1997; Hetherington 1983; Mercer
et al. 1996b). Zu den Regionen im Hypothalamus, die fur die Regulation des Ener-
giehaushalts zustandig sind, gehoren vornehmlich der Nucleus arcuatus (ARC)
und der laterale Hypothalamus (LHA) (Funahashi et al. 2003; Maffei et al. 1995a;
Satoh et al. 1997). Genau genommen werden die AT-Rezeptoren aber weniger
im Nucleus arcuatus als im lateralen Hypothalamus und perifornikal exprimiert
(Lenkei et al. 1997). Im lateralen Hypothalamus befinden sich Neurone, die das
orexigene Hormon Melanin Concentrating Hormone (MCH) exprimieren (Elias et
al. 1999). Fur das MCH wurde gezeigt, dass sowohl die Verabreichung als auch
die Uberexpression zu einer Hyperphagie und Gewichtszunahme fihrt. In
Korrelation dazu sind MCH-defiziente Mause schlank und hypophag (Ludwig et al.
2001; Morens et al. 2005; Qu et al. 1996; Shimada et al. 1998).

Flr eine Interaktion zwischen ATq-Blocker und dem MCH bzw. dem PPO in den
genannten Bereichen des Hypothalamus spricht die Involvierung des Melanocor-
tin-Systems. Das Melanocortin-System umfasst neben dem MCH das anorexigene
a-MSH, dessen Vorldufermolekil POMC und den im LHA lokalisierten Melanocor-
tin 4-Rezeptor, an welchem beide Peptide wirken (Kawano et al. 2002). Die
Bedeutung des Melanocortin-Systems flir den Energiestoffwechsel zeigt sich an-
hand eines genetischen Defekts des Melanocortin 4-Rezeptors, der zu Adipositas
fuhrt (Huszar et al. 1997). Neben dem MCH konnten wir auch fur das PPO eine re-
duzierte Expression unter Telmisartan nachweisen (Abb. 16). Leptin-Rezeptoren
werden zwar mit Orexin-, nicht aber mit MCH-Rezeptoren im lateralen Hypothala-
mus koexprimiert (Funahashi et al. 2003; Louis et al. 2010), was daflir sprechen
konnte, dass die MCH-Sekretion durch das Orexin stimuliert wird (van Dijk et al.
2011). a-MSH immunoreaktive Neurone projizieren zu MCH- und Orexin-positiven
Neuronen (Nahon 2006). Trotz alledem wurde fur den ACE-Hemmer Captopril ei-
ne Blockade der akuten a-MSH-Effekte auf die Aldosteron-Freisetzung in den Ne-
bennieren, nicht aber im Hypothalamus gezeigt (Nussdorfer et al. 1986). Eine
sichere Evidenz fur eine klare Interaktion zwischen Angiotensin Il und der MCH-

Expression im Hypothalamus besteht jedenfalls bislang nicht.
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Hingegen kdnnte der inhibitorische Effekt der Glukokortikoide auf das Leptin eine
Rolle in der beobachteten Verbesserung der Leptinsensitivitat unter Telmisartan
spielen (Bornstein et al. 1997; Ishida-Takahashi et al. 2004; Jang et al. 2000). Die
zentrale Applikation von Glukokortikoiden induziert sowohl eine Adipositas als
auch eine Hyperleptinamie (Zakrzewska et al. 1999). Dabei wirken Glukokortikoide
sowohl zentral als auch peripher hemmend auf das Leptin und seinen Signalweg
(Madiehe et al. 2001). Diese Annahme unterstutzend, fuhrt eine Adrenalektomie
zu einer Abnahme des zirkulierenden Leptins. Eine Zufuhr an Corticosteron fuhrt
dann wieder zu einem Anstieg der Plasmaspiegel auf das Kontroliniveau der
Sham-operierten Tiere (Spinedi und Gaillard 1998). Gleichzeitig ist die Wirk-
samkeit von appliziertem Leptin erhoht (Gemmill et al. 2003). Eine Adrenalektomie
hatte auferdem eine schnellere Reaktion der hypothalamischen Peptide (z.B.
NPY) nach Leptinapplikation zur Folge (Jang et al. 2000).

FUr Nagetiere wurde gezeigt, dass eine Adipositas regelhaft mit Hypercortisolis-
mus, einer Hyperreaktivitat der HPA-Achse und einer erhdhten Cortison-Ausschei-
dung uber 24 Stunden einhergeht (Cunningham et al. 1986; Guillaume-Gentil et al.
1990). Ob eine Regulation durch das Telmisartan erfolgt, muss in weiteren Stu-
dien untersucht werden. Eine Leptinresistenz flhrt aber zu einer HPA-Achsen-Hy-
perreaktivitat, wie es fur die genetisch leptinresistenten Zuckerratten gezeigt wor-
den ist (Bornstein et al. 1997; Boustany et al. 2004; Chen et al. 1996; Miesel et al.
2011; Muller et al. 2007; Raasch et al. 2006). Die Hemmung der HPA-Achsen-Ak-
tivitat mittels ATq-Blockade kdénnte also einen gulnstigen Einfluss auf das An-
sprechen der Peptide ausuben und somit zu einer verbesserten Leptinwirksamkeit
beitragen.

Angiotensin Il steigert die Reaktivitat der HPA-Achse und eine AT4-Blockade redu-
ziert sie nachgewiesenermallen (Miesel et al. 2011; Muller-Fielitz et al. 2011;
Pavlatou et al. 2008; Raasch et al. 2006). Im Hinblick auf die genannten Erkennt-
nisse sowie der Tatsache, dass AT-Rezeptoren im Hypothalamus, in der Hypo-
physe und in den Nebennieren lokalisiert sind, ist es wahrscheinlich, dass die ver-
minderte Reaktivitat der HPA-Achse zu der verbesserten Leptinsensitivitat unter
Telmisartan beitragt. Allerdings haben wir im Rahmen unserer Untersuchungen

keine Befunde erhoben, die eine derartige These verifizieren oder widerlegen.
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Neben der zentralen ATq-Blockade tragen vermutlich auch die peripher gehemm-
ten Angiotensin I[I-Aktionen zu einer verbesserten Leptinsensitivitat bei. Daflr
spricht, dass Angiotensin Il die Freisetzung des Leptins aus den Adipozyten indu-
ziert (Cassis et al. 2004; Kim et al. 2002; Zorad et al. 2006) und Telmisartan das
Plasmaleptin signifikant senkt (Abb. 11 A). AulRerdem existiert neben dem syste-
mischen RAAS noch ein so genanntes lokales RAAS im Fettgewebe, welches in
den genannten Vorgangen eine Rolle spielen konnte (Engeli et al. 2000;
Giacchetti et al. 2000). Denn nachgewiesenermalden ist das Angiotensin Il bei Adi-
pdsen im Plasma und im Gewebe erhéht (Miller et al. 2007; Van Harmelen et al.
2000), was durch eine Gewichtsabnahme reversibel ist (Engeli et al. 2005). Unter
AT+-Blockade sind die Angiotensin |I-Spiegel dahingehend nicht verwertbar, da sie
kompensatorisch ansteigen. Die auf ca. das 10-fache angestiegene Angiotensin II-
Konzentration unter Telmisartan signalisiert die effektive Blockade des AT4-Re-
zeptors (Abb. 14).

Angiotensin Il wirkt dartber hinaus trophisch auf das weil3e Fettgewebe, indem es
die Differenzierung der Adipozyten stimuliert (Darimont et al. 1994; Saint-Marc et
al. 2001; Zorad et al. 2006). Eine Blockade der AT{-Rezeptoren fuhrt in der Kon-
sequenz zu einer verminderten Fettmasse (Miesel et al. 2011; Muller-Fielitz et al.
2011; Van Harmelen et al. 2000; Zorad et al. 2006). Damit einhergehend ist die
Menge der Adipozyten zur Leptinproduktion verringert, was sowohl das niedrigere
Plasmaleptin als auch die geringere Gewichtszunahme der Tiere unter Telmisar-
tan erklart (Muller-Fielitz et al. 2011; Zorad et al. 2006). Es gibt aber auch
gegenteilige Angaben in der Literatur (Janke et al. 2002; Massiera et al. 2001).
Janke postuliert, dass das Angiotensin Il die Differenzierung der Adipozyten unter-
druckt. Die Arbeitsgruppe geht hierbei von einer negativen Ruckkopplung der ma-
turen Adipozyten auf die Differenzierung von Praadipozyten aus. Die hierbei zu
erwartende Gewichtszunahme widerspricht jedoch unseren Ergebnissen. Im Ge-
genteil nahmen die SD-Ratten unter Telmisartan weniger an Gewicht zu (Abb. 8).
Fiar die ATi-Antagonisten wurde eine Reduktion der sympathischen Aktivitat ge-
zeigt, was Uber die Blutdrucksenkung Auswirkungen auf das Kdrpergewicht haben
konnte (Sasaki et al. 1999). Dies ist jedoch nicht der Fall, sondern die metaboli-
schen Effekte des Telmisartans sind trotz hoher Dosierung blutdruckunabhangig.
Als Beweis dieser Aussage fand sich unter Telmisartan keine Veranderung des
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Blutdrucks (Abb. 13 A), mit Candesartan erhobene Daten bestatigen diese
Aussage (Mller-Fielitz et al. 2011).

4.2 Energieaufnahme und -verbrauch unter CD

Unter CD zeigte sich im Vergleich zur Standarddiat eine Hyperphagie, dargestellt
als gesteigerte korpergewichtsbezogene Nahrungsaufnahme (Abb. 10 A und 24).
Ebenso korreliert die geringere Gewichtszunahme unter Telmisartan mit der redu-
zierten Nahrungsaufnahme (Abb. 10 B).

Hierbei war nicht nur die Menge, sondern auch die Praferenz in der Zusammen-
setzung der Nahrung verandert. Die unbehandelten Tiere zogen die Cafeteria-Diat
eindeutig der Standarddiat vor (Abb. 9 und 23 B). Unter Telmisartan war die Pra-
ferenz hingegen eher in Richtung der Standarddiat verschoben (Abb. 9). An der
gesteigerten Kalorienzufuhr im Vergleich zur ausschliel3lich mit Standarddiat ge-
futterten Gruppe (Abb. 23 A und B) trug entscheidend die Tatsache bei, dass alle
Versuchstiere zwischen CD und Standarddiat wahlen konnten. Dies entspricht
eher der Alltagssituation beim Menschen als das reine Angebot an hochkalori-
scher Nahrung (Kral et al. 2004; Rolls et al. 2002). In anderen Studien wurden
andere hochkalorische, dabei aber weniger schmackhafte Diaten oder ausschliel3-
lich eine Cafeteria-Diat angeboten (Bayol et al. 2005; Chaves et al. 2006; Chen et
al. 2008; Garcia-Diaz et al. 2007; Groubet et al. 2003; Zorrilla et al. 2004).

Die Cafeteria-Diat 16st vermutlich eine Gier auf das hochkalorische Futter aus.
Vom Nucleus accumbens aus werden Uber die Gammaaminobuttersaure (GABA)
Motivation und Hedonie vermittelt. Diese Geflihle zeigen moglicherweise Auswir-
kungen auf das Fressverhalten von Ratten (Faure et al. 2010). Die Expression der
ATq-Rezeptoren im Hippocampus (Haas et al. 1980; Johren et al. 1995; Palovcik
und Phillips 1984) Iasst eine Beteiligung an emotionalen Vorgangen im limbischen
System, wozu auch das Belohnungszentrum zahlt, vermuten (von Bohlen und
Halbach und Albrecht 2006). AuRerdem wirkt Angiotensin Il am Hippocampus
uberwiegend erregend (Palovcik und Phillips 1984). Das Verlangen, sofern es
quantifizierbar ist, scheint im Vergleich zur Kontrollbehandlung deutlich reduziert
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zu sein. Denkbar ist ein leptingesteuerter Mechanismus Uber Serotonin- (5-HT)
Rezeptoren (Clark et al. 2006; EImquist et al. 1997; Spiegelman und Flier 1996)
und andere Uber das Angiotensin Il stimulierte Neurotransmitter wie das Noradre-
nalin (Camacho und Phillips 1981; Severs und Daniels-Severs 1973). Eine
Assoziation mit der HPA-Achse wird u.a. bei Miesel et al. bestatigt (Dallman et al.
2007; Miesel et al. 2011), in der vorliegenden Dissertationsschrift liegen jedoch

weder Beweise fiir noch wider diese Theorie vor.

Energieverbrauch

Die Gewichtszunahme ist eng mit dem Energieverbrauch verknUpft, den wir an-
hand der physischen Aktivitat gemessen haben. Dabei waren die hochkalorisch
gefutterten SHR Uber den gesamten Untersuchungszeitraum aktiver als die Kon-
trollen (Abb. 26 und 27). Die verstarkte Aktivitat der dicken Tiere widerspricht zu-
nachst einmal den Beobachtungen an adipésen Menschen, bei denen von einem
Bewegungsmangel ausgegangen wird. Fur Ubergewichtige Kinder ist allerdings
zum Teil sogar eine Hyperaktivitat beschrieben, die sich meist als Aufmerksam-
keits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom (ADHS) aullert (Braet et al. 2007; Davis
2010; Holtkamp et al. 2004). Bei ausgepragtem Ubergewicht ist jedoch die einge-
schrankte Beweglichkeit durch die Fettmasse sowie die hdhere Belastung durch
das eigene Korpergewicht in Betracht zu ziehen. Die Hypoaktivitat adiposer Men-
schen wird neben der Diat induzierten Adipositas durch den physiologischen Alte-
rungsprozess hervorgerufen (Tou und Wade 2002). In Bezug auf das Alter haben
wir keinen Unterschied im Aktivitadtslevel erkennen kdnnen. Die letzte Aktivitats-
messung ist allerdings im Alter von ca. einem Jahr, d.h. vor Erreichen des
Hochstalters, durchgefuhrt worden. Insgesamt liegen bisher noch weitgehend un-
geklarte Zusammenhange zwischen den einzelnen die Aktivitat betreffenden Fak-
toren vor. Es wird aber diskutiert, dass das Gewicht einen kritischen Wert Uber-
oder unterschreiten muss, um die Aktivitat zu beeinflussen (Tou und Wade 2002).
Tou schliet daraus, dass die physische Aktivitat eher als eine Folge des Korper-
gewichts und weniger als mitwirkender Faktor zu bewerten ist. Die SHR neigen
nicht zu einer ausgepragten Gewichtszunahme. Somit kann angenommen wer-
den, dass die SHR, ahnlich den Ubergewichtigen Kindern, aufgrund des hoheren

Energieangebots eher zu einer gesteigerten Aktivitat tendieren.
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Daruber hinaus fuhrt die bei den Ubergewichtigen Ratten nachgewiesene Hyper-
leptinamie (Abb. 29 E) mdglicherweise zu einem vermehrten Energieverbrauch, da
Leptin einen erhohten Sauerstoffverbrauch sowie die Steigerung der korperlichen
Aktivitat bewirkt (Pelleymounter et al. 1995). Dem widersprechend wurde jedoch
anderweitig eine inverse Beziehung zwischen Leptin und physischer Aktivitat
postuliert (Tou und Wade 2002). Fir andere Rattenstamme, wie etwa die SD-
Ratten, wurde keine Veranderung der korperlichen Aktivitat durch eine Hyperlep-
tinamie gesehen (Brownlow et al. 1996; Miesel et al. 2010; Roberts et al. 2002).
Die Hyperaktivitat der Ubergewichtigen SHR konnte allerdings bereits wiederholt in
den Studien der Arbeitsgruppe demonstriert werden (Miesel et al. 2010). Die fur
die SHR gezeigte Hyperphagie trotz Hyperleptinamie lasst auf eine Leptin-
resistenz schliefen. Da Leptin die korperliche Aktivitat nach Passage der Blut-
Hirn-Schranke im Hypothalamus beeinflusst (Choi et al. 2008), bleibt unklar, ob
die Hyperaktivitat tatsachlich als Folge der Hyperleptinamie gesehen werden
kann.

Eine Hyperleptinamie beeinflusst aulerdem den Blutdruck. So hat eine chronische
Leptininfusion einen Anstieg des Blutdrucks und der Herzfrequenz zur Folge
(Aizawa-Abe et al. 2000; Shek et al. 1998). In Ubereinstimmung mit klinischen Er-
fahrungen (Masuo et al. 2000), konnten wir parallel zur Gewichtszunahme unter
CD einen Anstieg des Blutdrucks bei den hyperleptinamen SHR beobachten (Abb.
28 A). Im Unterschied zu den SD ist fur SHR eine Sympathikushyperaktivitat be-
schrieben (Cabassi et al. 1998; Herring et al. 2011), worauf die verstarkte korper-
liche Aktivitat moglicherweise zurlckzuflhren ist. Da die renale Sympathikus-
aktivitat (SNA) nachgewiesenermalien von der Leptinresistenz unbeeinflusst bleibt
(Rahmouni et al. 2005), tragt die Hyperleptinamie zur Genese des Adipositas
induzierten Hypertonus bei (Aneja et al. 2004). Es handelt sich also offenbar um
eine selektive Leptinresistenz, da die SNA lumbal und im braunen Fettgewebe
herabgesetzt ist (Rahmouni et al. 2005). Der Blutdruckanstieg konnte auf erhdhtes
Angiotensin Il im Plasma (Miesel et al. 2010) oder auch auf Aldosteron zurtck-
zufUhren sein, fur das eine starke Assoziation mit der Adipositas induzierten Hy-
pertonie gezeigt worden ist (Lamounier-Zepter et al. 2004; Muller-Fielitz 2011).
Schlief3lich kommt auch eine verminderte vaskulare Relaxation als Ursache der
Hypertonie in Betracht, die fur hochkalorisch gefutterte Zucker-, SH- und Wistar-
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Ratten nachgewiesen wurde (Bourgoin et al. 2008; Fatani et al. 2007; Knight et al.
2008; Oltman et al. 2005).

Trinkverhalten

Das Angiotensin Il ist neben den bereits genannten Aspekten auch fir die Regula-
tion des Trinkverhaltens verantwortlich. Es stimuliert zentral die Ausschittung von
Vasopressin und fuhrt so peripher zu einer Wasser- und Natriumretention sowie
zu Durst (Fitzsimons 1980; Ribeiro-Oliveira et al. 2008; Severs und Daniels-
Severs 1973). Die AT4-Blockade musste demnach eigentlich die Wasseraufnahme
reduzieren. Dazu passend hat die Arbeitsgruppe um Gohlke das komplette Ein-
stellen des Angiotensin Il getriggerten Trinkens nach Telmisartan-Applikation be-
obachtet (Gohlke et al. 2001). Diese Daten widersprechen unseren Beobachtun-
gen, denn bei den SD-Ratten war das Gegenteil der Fall (Abb. 15). Die zentrale
Applikation von Angiotensin Il fihrt aber zu einer Natriurese und damit auch zu ei-
ner Diurese (Avrith und Fitzsimons 1980; Brooks und Malvin 1982). Der diu-
retische Effekt konnte somit eine kompensatorische Wasseraufnahme zur Folge
haben.

Uber die Telmisartan induzierte Reduktion der MCH-Expression kénnte moglicher-
weise der Flussigkeitshaushalt beeinflusst werden, da MCH an der Aufrecht-
erhaltung der Flussigkeitshomoostase beteiligt ist (van Dijk et al. 2011).

Am ehesten ist die Wasseraufnahme der Ratten aber offenbar von der Zusam-
mensetzung der Nahrung abhangig. Eine Uberwiegende Aufnahme von Standard-
diat, sei es als Kontrolldiat oder unter Telmisartan, fuhrte zu einer verstarkten
Wasseraufnahme (Abb. 15 und 25). Dieser Umstand lasst sich am ehesten auf
den geringeren Wasseranteil des Standardfutters im Vergleich zur CD zurick-

fuhren.
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4.3 Einfluss der CD auf die Entwicklung einer Insulin-

resistenz

Unter CD nahm neben der arteriellen Hypertonie (Abb. 28 A) auch die Insulin-
resistenz weiter zu, die sich anhand des leicht erhdhten Blutzuckers und des ver-
doppelten Insulins zeigt (Abb. 29 A und C). Unsere Ergebnisse stimmen hier mit
anderen Studien uUberein, die ebenfalls einen marginalen oder auch gar keinen An-
stieg des Blutzuckers bei gleichzeitig verdoppeltem Plasmainsulin in Folge von
verschiedenen hochkalorischen Diaten beschreiben (Chaves et al. 2006; Chen et
al. 2008; Garcia-Diaz et al. 2007; Oron-Herman et al. 2008; Shapiro et al. 2008).
Unsere Ergebnisse sprechen dafur, dass Bluthochdruck und Insulinresistenz sich
gegenseitig bedingen. So lasst sich die Insulinresistenz in besonderem Malde auf
eine veranderte hamodynamische Situation im peripheren Gefalbett zurtckfihren
(Baron et al. 1993; Wiernsperger 1994), wobei vor allem die verminderte Durch-
blutung der Muskulatur im Rahmen einer Hypertonie eine Rolle spielt. Eine Hyper-
insulinamie begunstigt wiederum in genetisch pradisponierten Individuen die Ent-
stehung einer Hypertonie (Bursztyn 1996). Die Hyperinsulinamie ist hier als Aus-
druck einer Insulinresistenz zu werten. Die Gewichtszunahme unter CD (Abb. 22)
ist neben anderen Faktoren auf die Hyperinsulinamie zurickzufUhren, da das
Insulin physiologischerweise ein anabol wirkendes Hormon ist (Bereket et al.
1999). Ubergewicht beeinflusst wiederum definitiv die Insulintoleranz im periphe-
ren Gewebe. Hieran ist unter anderem das Leptin beteiligt, unabhangig von den
Effekten auf die Nahrungsaufnahme. Die mit einer Adipositas assoziierte Leptin-
resistenz tragt umgekehrt auch zu der Entstehung einer Insulinresistenz bei. Hinzu
kommt eine Hypertriglyzeridamie, die auch fur SHR unter CD beschrieben worden
ist (Miesel et al. 2010). Die unter Leptinresistenz auftretende Lipotoxizitat konnte
die pathogenetische Grundlage flr die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ Il
im Rahmen des Metabolischen Syndroms bilden (Correia und Rahmouni 2006).

Einen manifesten Diabetes mellitus Typ Il entwickelten die SHR Uber ihre Lebens-
zeit nicht. Die diagnostische Grenze flr einen Diabetes wurde nicht Uberschritten,
obwohl der Blutzucker bis maximal 20 mg/dl Gber das Kontrollniveau erhéht war

(Abb. 29 A). Gegenregulatorisch war das Glukagon unter CD signifikant niedriger
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(Abb. 29 B) (Kanazawa et al. 1997). Ein Diabetes mellitus ist definiert als ein
Nuchtern-Blutzucker >126 mg/dl oder einen Zwei-Stunden-Wert im OGTT von
>200 mg/dl. Bei Gesunden sollte der HOMA-Index <1 liegen, ein Wert >2 deutet
auf eine Insulinresistenz hin, ab >2.,5 ist sie wahrscheinlich und ein Typ ll-Diabe-
tiker weist einen Index von =5 auf.

In Ubereinstimmung mit den vorhergehenden Studien unserer Arbeitsgruppe
(Miesel et al. 2010) konnten wir bereits nach drei Monaten eine gestorte Glukose-
toleranz unter CD nachweisen (Abb. 30-32). Die gestorte Glukosetoleranz machte
sich Uber eine verstarkte Insulinantwort infolge einer Glukosebelastung und eine
reduzierte Glukoseutilisation nach Insulinapplikation bemerkbar (Abb. 30 und 32).
Die Glukoseutilisation war nach der Insulingabe im ITT bis zu 40 min post injectio-
nem (p.i.) unverandert, danach jedoch Uber mindestens drei Stunden reduziert
(Abb. 32 A). Passend hierzu erfolgte bei den CD-gefltterten SHR nach oraler Glu-
koseapplikation im OGTT zusatzlich zu der Primarantwort des Insulins ein zweiter
Anstieg nach 40 min p.i.. Das Vorliegen einer Insulinresistenz konnte zudem durch
den im Schnitt >2 erhohten HOMA-Index bestatigt werden (Abb. 31).

Die genannten Veranderungen der Glukoseutilisation sind vermutlich auf folgende
Mechanismen zurtckzufuhren:

Als erstes spielt die verstarkte Insulinsynthese eine Rolle, die anhand des tenden-
ziell, wenn auch nicht signifikant, erhdhten C-Peptids (Abb. 29 D) erkennbar ist.
Das C-Peptid stellt dabei einen validen Marker fur die Pankreasfunktion dar
(Horwitz et al. 1977; Moran et al. 1991). Die verstarkte und wiederholte Insulin-
antwort auf die Glukosebelastung ist hingegen als Ausdruck einer gestorten pB-Zell-
Funktion zu werten. Aulierdem spricht die reduzierte Glukoseutilisation, trotz
ahnlicher Insulinspiegel 15 min p.i. fur eine veranderte Insulinbindung oder —sig-
nalgebung. Eine herabgesetzte Bindung an den Insulinrezeptor wurde zwar be-
schrieben (Kwok et al. 1989), aber bei SHR unter CD war die Insulinrezeptor-Ex-
pression im Fettgewebe und in der Skelettmuskulatur unverandert (Miesel et al.
2010), sodass eine Storung in der Insulinsignalgebung wahrscheinlicher erscheint
(Musi und Goodyear 2006). Bewegung verbessert die Insulinwirkung am Rezeptor
und somit auch die Glukoseaufnahme ins Gewebe (LaPier et al. 2001). Die bei
den Ubergewichtigen SHR beobachtete Hyperaktivitat stellt also moglicherweise

eine wirksame Pravention vor einem Diabetes dar. Diesen Umstand unterstiitzend
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war das Adiponectin unter CD nicht signifikant erniedrigt (Abb. 29 F). Da Adipo-
nectin insulinsensitivierend ist und eine protektive Funktion auf das kardiovaskula-
re System ausubt (Diez und Iglesias 2003), konnte das Adiponectin also dazu bei-

getragen haben, dass sich kein Diabetes entwickelt hat.

Die Glukosetoleranz veranderte sich im Laufe des Lebens der Versuchstiere nicht
grundlegend. Uber einen Zeitraum von insgesamt 10 Monaten blieb es bei einem
pradiabetischen Stadium. Sicherlich spielt dabei die Lebenszeit der Tiere eine Rol-
le. FUr den Menschen ist es gezeigt, dass dem manifesten Diabetes ein jahre-,
manchmal jahrzehntelanges pradiabetisches Stadium vorausgeht (Nguyen et al.
2010). Entsprechend ist es vorstellbar, dass die SHR nicht alt genug werden, um
dieses Stadium zu erreichen. Dem widerspricht aber das Vorkommen eines ,Al-
tersdiabetes® bei Kindern (Adams und Lammon 2007). Eine weitere Erkla-
rungsmaoglichkeit findet sich in dem Rattenmodell SHR. Fir die SHR ist der Nicht-
Insulin-abhangige Diabetes mellitus (NIDDM) bisher nicht beschrieben. Fur junge
SHR wird sogar eine B-Zell-Uberfunktion und damit eine (berzogene Insulinant-
wort auf eine Glukosebelastung postuliert (lwase et al. 1994). Zu erwarten ware
die Erschopfung der B-Zellen im Laufe des Rattenlebens. Offensichtlich normali-
siert sich die Pankreasfunktion jedoch und halt dann ein konstantes Leistungs-
niveau. Dazu passend wurde fir normalgewichtige SHR gezeigt, dass die Gluko-
setoleranz im Alter nicht wesentlich abnimmt, wahrend der Hypertonus bestehen
bleibt (lwase et al. 1994; Natalucci et al. 2003). Unsere Daten bestatigen diese

Beobachtung auch fur Ubergewichtige SHR.

4.4 Einfluss der CD auf die Mortalitat von SHR

Die mit der Insulinresistenz und der Hypertonie einhergehenden metabolischen
Veranderungen beeinflussen die Lebenserwartung der SHR.
Die héhere Morbiditat und Mortalitdt des Metabolischen Syndroms ist im Wesent-

lichen auf eine viszerale Adipositas zuruckzufuhren (Bjorntorp 1993; Chrousos
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2000). Die Symptome des Metabolischen Syndroms, wie die Leptinresistenz und
die Hypertriglyzeridamie stellen die wichtigsten kardiovaskularen Risikofaktoren
dar, weil sie an der Genese der Arteriosklerose beteiligt sind (Munro und Cotran
1988). Als entscheidender Risikofaktor kommt die unter CD ausgepragtere arteri-
elle Hypertonie hinzu (Abb. 28 A). Die Hypertonie sowie die erhdhte Herzfrequenz
der Ubergewichtigen Tiere (Abb. 28 B) sind Zeichen eines erhdhten Stressniveaus
bei HPA-Achsen-Hyperaktivitat (Boustany et al. 2004).

Die hohere Mortalitdt unter CD lasst sich auf die arteriosklerotisch bedingten
kardiovaskularen Erkrankungen zurtickfihren (Chrousos 2000). Hierzu gehoéren im
Wesentlichen der Myokardinfarkt und der ischamische Hirninfarkt, wobei es sich
auch um die wahrscheinlichsten Todesursachen der SHR handelt. SHR sind durch
ihre massive Hypertonie sehr viel starker als andere Rattenstamme gefahrdet, an
einer kardiovaskularen Ursache zu versterben, denn eine relevante Folge des
chronisch erhdéhten Blutdrucks ist eine myokardiale Hypertrophie (Miesel et al.
2010), die letztendlich zum Herztod fuhrt (Harzheim et al. 2010). Die schlanken
SHR weisen offenbar trotz des ebenfalls sehr hohen Blutdrucks ein geringeres
kardiovaskulares Risiko auf. Welche der genannten Risikofaktoren letztendlich
eine pradiktive Bedeutung hinsichtlich der Mortalitat besitzen, ist bislang noch um-
stritten (Barr et al. 2010). Sicher ist jedoch, dass die Risikofaktoren sich mit zuneh-
mender Anzahl potenzieren, wobei dem Ubergewicht eine zentrale Stellung zu-
kommt (Alkerwi et al. 2010; Franks et al. 2010).

Die Studie war zunachst nicht auf die Lebenserwartung als primarem Endpunkt
ausgerichtet. Entsprechend war die Anzahl der Tiere zum Ende der Studie zu ge-
ring, um signifikante Ergebnisse zu erzielen. Dennoch war die Tendenz zu einem
friheren Tod unter CD zu erkennen: So lebten noch 12,5% der Kontrolltiere (n=2)

zum Zeitpunkt, an dem alle Tiere unter CD tot waren (Abb. 33).

4.5 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsschrift unterstreichen die Bedeut-
samkeit des RAAS in der Genese des Metabolischen Syndroms.
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Von entscheidender Bedeutung ist die Erkenntnis, dass die Inhibition von AT1-
Rezeptoren zu einer verbesserten Leptinsensitivitat fihrt. Damit eréffnet sich eine
neue Therapiemdoglichkeit im Behandlungskonzept des Metabolischen Syndroms.
Insbesondere, da fur die AT-Blocker (hier das Valsartan) bereits antiinflammatori-
sche und lipidsenkende Effekte zusatzlich zu der bekannten antihypertensiven

Wirkung gezeigt werden konnten (Kintscher et al. 2010).

Zusammenfassend lassen sich unsere Beobachtungen auf eine verbesserte
Leptinsensitivitat zurickfuhren: Die verringerte Nahrungsaufnahme, das niedrigere
Korpergewicht und der reduzierte Anstieg des Plasmaleptins. Beweisen konnten
wir die verbesserte Leptinsensitivitat im Leptinresistenztest. Unsere Ergebnisse er-
wecken die Hoffnung, dass die ATs-Inhibitoren einen wesentlichen Beitrag zu
einem umfassenden Therapiekonzept des Metabolischen Syndroms leisten kon-
nen. Die blutdrucksenkenden, insulinsensitivierenden, antiinflammatorischen, ge-
wichtsreduzierenden und stoffwechselbalancierenden Auswirkungen des Telmi-
sartans sind bereits gezeigt worden (Culman et al. 2002; Kamari et al. 2008;
Kintscher et al. 2010; Pavlatou et al. 2008; Zorad et al. 2006). Wir bestatigen die
gewichtsreduzierenden Eigenschaften und zeigen nun die verbesserte Leptin-
sensitivitat unter Telmisartan.

Bei der hier vorgestellten Leptinresistenz handelt es sich um eine Diat induzierte,
was uns dem Patientenmodell einen entscheidenden Schritt naher bringt als es
bisher anhand der genetisch leptinresistenten Zucker-Ratte mdglich war (Muller-
Fielitz et al. 2011). Sowohl die SHR als auch die SD-Ratten stellen ein geeignetes
Tiermodell zur Verkorperung des Metabolischen Syndroms dar. Allerdings erfullen
beide nicht alle Anforderungen perfekt. Die SHR entwickeln eine Diat induzierte
Adipositas und eine Insulinresistenz. Die Adipositas nahm aber unter dauerhaftem
Angebot von CD nicht massiv zu und es entstand kein Diabetes mellitus Typ II.
Daher entschieden wir uns erst wahrend der laufenden Studie zur Untersuchung
der Lebenserwartung, weswegen zum Ende der Studie keine signifikant erhdhte
Mortalitat unter Cafeteria-Diat nachweisbar war. Die Tendenz zum friheren Tod
zeigte sich jedoch deutlich. Wir konnten aul3erdem Erkenntnisse hinsichtlich des
metabolischen Alterungsprozesses der SHR gewinnen. Fur die Zukunft ware es
interessant, eine ahnliche Studie unter Verwendung der SD-Ratte durchzufuhren.
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SD neigen weitaus eher zur Ausbildung einer massiven Adipositas und gegeben-
enfalls auch zu einem Diabetes. Daflr exprimieren SD keinen Adipositas induzier-
ten Hypertonus. Durch die Verwendung unterschiedlicher Tiermodelle lassen sich
also insgesamt neue Erkenntnisse zur Pathogenese des Metabolischen Syndroms

gewinnen.

Kritisch anzumerken ist, dass wir die Therapie mit dem ATs-Inhibitor parallel mit
der hochkalorischen Diat begonnen haben, was nicht der Situation am Patienten
entspricht. Wir haben bisher also nur praventiv gearbeitet und einer entstehenden
Adipositas und Leptinresistenz entgegengewirkt. In der Zukunft muss gezeigt wer-
den, ob die ATs-Blockade zur Reduktion eines bestehenden Ubergewichts und zur
Besserung einer manifesten Leptinresistenz geeignet ist. Auch die Dauerhaftigkeit
der positiven Auswirkungen einer AT4-Blockade muss in weiteren Studien unter-
sucht werden. Derzeit wird in unserer Arbeitsgruppe eine Studie durchgefuhrt, die

folgende Fragen beantworten soll:

Fiihrt die AT-Blockade zur Reduktion eines bereits bestehenden Uber-

gewichts?

e |st die Auswirkung auf das Kdrpergewicht und die Nahrungsaufnahme von
langerfristiger Dauer?

¢ Wird die bereits bestehende Leptinresistenz verbessert?

e Wie aullern sich die metabolischen Auswirkungen des Telmisartans hin-
sichtlich des Energieverbrauchs, wenn nicht durch Regulation der UCP?

e Hat die Applikation von Leptin einen Einfluss auf die Regulation der Nah-

rungspeptide?

Um die klinische Relevanz unserer Ergebnisse besser beurteilen zu kdnnen,
mussen die bislang noch nicht fertig gestellten Ergebnisse abgewartet werden. Es
zeigte sich jedoch bereits ein positiver Effekt auf ein bestehendes Ubergewicht,
der Uber Monate nachweisbar blieb (Hubel et al. 2011). In Zusammenschau mit
den Ergebnissen von Kintscher et al. ist vor allem ein positiver Effekt fur kardio-

vaskulare Hochrisikopatienten zu erwarten (Kintscher et al. 2010).
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Dartber hinaus wird es nétig sein, mechanistische Untersuchungen durchzufih-
ren. Viele Signalwege und Mechanismen unterliegen bislang lediglich Vermutun-
gen. Beispielsweise sind die Cortisonspiegel unter Telmisartan von Interesse, um
die Relevanz der HPA-Achse in der Genese der Leptinresistenz zu untersuchen.
Ebenso konnten die Triglyzeride im Plasma Aufschluss Uber die Okklusion der
Blut-Hirn-Schranke geben. Entsprechend bleiben im Bereich der zentralen Regu-
lation des Korpergewichts und der Nahrungsaufnahme bis jetzt noch viele Fragen

offen.
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5 Zusammenfassung

Das Metabolische Syndrom (MetS) mit seinen Symptomen Adipositas, Bluthoch-
druck, Insulin- und Leptinsensitivitat ist mit einem hyperreaktiven Renin-Angioten-
sin-Aldosteron-System (RAAS) vergesellschaftet. Die Adipositas steht hierbei im
Zentrum des Symptomkomplexes. So galt es zu untersuchen, ob eine hochkalori-
sche Diat zur Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ Il sowie zu einer reduzier-
ten Lebenserwartung fuhrt und ob eine AT4-Rezeptorblockade die Leptinsensitivi-
tat beeinflusst. Fur die erste Fragestellung wurden Spontan Hypertensive Ratten
(SHR) mit der hochkalorischen Cafeteria-Diat (CD) behandelt. Unter der CD kam
es zu einer Hyperphagie, einer Gewichtszunahme und einer Insulinresistenz, er-
kennbar anhand erhohter Blutzucker- und Insulinspiegel im Oralen Glukose Tole-
ranz Test (OGTT) und Insulin Toleranz Test (ITT) sowie anhand eines patho-
logischen HOMA-Index'. Ein manifester Diabetes mellitus Typ Il entwickelte sich
nicht. Trotz erkennbarer Tendenz zu einem fruheren Tod unter CD war der Unter-
schied nicht signifikant. Fur die zweite Fragestellung wurden normotensive
Sprague-Dawley (SD)-Ratten unter CD mit dem AT-Antagonisten Telmisartan
behandelt. Die unbehandelten Ratten entwickelten bereits nach zwei Wochen eine
Leptinresistenz. Unter Telmisartan zeigten sich ein erniedrigtes Plasmaleptin, eine
reduzierte Nahrungsaufnahme und ein verringertes Korpergewicht. All diese As-
pekte lassen auf eine verbesserte Leptinsensitivitat schlielen. Bestatigen konnten
wir die Leptinresistenz sowie die verbesserte Leptinsensitivitat im Leptinresis-
tenztest. Die verringerte Nahrungsaufnahme ist auf die Downregulation der orexi-
genen Peptide Melanin Concentrating Hormone (MCH) und PreProOrexin (PPO)
zuruckzufuhren. Der gesteigerte Energieverbrauch war dabei nicht durch eine er-
hohte Expression von Uncoupling Protein 1 (UCP-1) bedingt.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit folgern wir, dass das RAAS eine
entscheidende Rolle in der Genese des MetS, insbesondere der Leptinresistenz,
spielt. Die RAAS-Blockade eroffnet so die Hoffnung auf eine ganzheitliche The-
rapieoption fur das Metabolische Syndrom.
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7.3 Substanzen und erworbene Losungen

10 X TAE-Puffer
1-Octanesulfonic Saure
Methylbutan
3,4-Dihydroxybenzylamin
3-Hydroxythyramin
Abz-Gly-OH

Abz-Gly-p-nitro-Phe-Pro-OH

Agarose NEEO
Aluminiumoxid

Anti-UCP-1 (C-17)
Bestatin
Betaisodona-Lt')sung®

Cell Lysis Buffer (CLB)
Citronensaure Monohydrat
Diethylether

Diethylpyrocarbinat (DEPC)
Di-Stickstoffoxid (in Flaschen)
EDTA

Elutions-Puffer

Ethanol p.A. 98%
Ethidiumbromid

Ethylacetat

Flussiger Stickstoff
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz
Gel-Marker DNA Molekular Weight
Leptin (Ratte) 97%

Glukose-L6ésung 50%; 100ml
Glycerol

Heparin-Ldsung (Liquemin® N; 25000
I.E./5ml)

Hexan
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Invitrogen (Kanada)

Sigma (Deutschland)
Sigma (Deutschland)
Sigma (Deutschland)

Sigma (Deutschland)
Bachem Biochemica,
Heidelberg (Deutschland)
Bachem Biochemica,
Heidelberg (Deutschland)
Carl Roth (Deutschland)
Sigma (Deutschland)

Santa Cruz (Deutschland)
Sigma (Deutschland)
Mundipharma (Deutschland)
cell signalling (Deutschland)
Merck (Deutschland)

Carl Roth (Deutschland); J. T.
Baker (Holland)

Sigma (Deutschland)
Lokaler Gas-Lieferant
Merck (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)

J. T. Baker (Holland)
BioRad Laboratories (Kanada)
J. T. Baker (Holland)
Lokaler Lieferant

Merck (Deutschland)

Roche (Schweiz)

R&D Systems

Biovision

Biotrend

Delta Select (Deutschland)
Gibco BRL (Deutschland)

Hoffmann-La Roche (Schweiz)

Sigma (Deutschland)
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Immobilon Transfer Membranes
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Kalium-Natrium-Tartrat-Tetrahydrat (40 mM)

Kochsalz-Lésung 0,9%; steril
Kochsalz-Lésung zum Spllen

Kupfer (II)-Sulfat-Pentahydrat (100 mM)
L-Glutation (GSH)

Methanol

Na-Acetat

Na-EDTA-L6ésung (0,5 M; pH 8,0)
Natriumcarbonat (2% in NaOH)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydroxid

Nucleic Acid Purification Lysis Solution
NuPage Antioxidant

NuPage 4-12% Bis-Tris-Gel

NuPage LDS Sample Buffer

NuPage MES SDS Running Buffer
NuPage Transfer Buffer

PBS Puffer

PBS-Tween Puffer
PCR-Primer
Pentobarbital-Na-Lésung (98 mg/1,8 ml)

Perchlorséure
Phenol-Chlorophorm-Isoamylalkohol
Precision Plus Protein Standard
Proteinase K
Rabbit-Anti-Goat-Antikorper, HRP labelled
RNA Purification Wash Solution |
RNA Purification Wash Solution I
Salzsaure; HCI (konzentriert)
Sauerstoff (in Flaschen)

Skim milk powder (5%)
Stickstoffstrom

Super Signal West Femto Maximum

Sensitivity Substrat
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Milipore (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Berlin-Chemie (Deutschland)
Delta Select (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Serva (Deutschland)

J. T. Baker (Holland)
Merck (Deutschland)
Invitrogen (Kanada)

Fluka (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)
Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)
UK-SH Campus Apotheke, Liibeck
(Deutschland)

Merck (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)
UK-SH Campus Apotheke, Libeck
(Deutschland)

Merck (Deutschland)
Invitrogen (Kanada)
BioRad (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)
Dako (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)
Applied Biosystems (UK)
Merck (Deutschland)
Lokaler Gas-Lieferant
Fluka (Deutschland)

Hausleitung

Thermo scientific (Deutschland)
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Telmisartan
Tris-Lésung (1 M; pH 7,4)

Trockeneis

Xylen-Cyanol

7.4 Rezepturen von Losungen

Bestatin-Lésung (1 mM)

Bestatin-Lésung (5 mg/ml)
DEPC-Wasser

EDTA-L6sung pH 6-7
Heparin Lésung (250 1.E./ml)
Lysis-Puffer

PBC-Puffer Tween

Puffer A

Puffer B

TAE-Puffer

TE-Puffer pH 7,4

Tris-Puffer pH 8
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Boehringer-Ingelheim (Deutschland)
Invitrogen (Kanada)

UK-SH Campus Apotheke, Libeck
(Deutschland)

BioRad Laboratories (Kanada)

0,2 ml Bestatin-Lésung (5 mg/ml) ad
2,9 ml Aqua dest.

5 mg Bestatin ad 1 ml Aqua dest.
500 pl DEPC ad 500 ml Aqua dest.
nach 24 h sterilisiert

900 mg Na-EDTA ad 10 ml Aqua
dest. NaOH zur pH-Wert-Einstellung
5 ml Heparin-Lésung (25000 I.E./ 5ml)
ad 100 ml NaCl-Ldsung injectabilia
5 ml Nucleic Acid Purification Lysis
Solution ad 10 ml| DEPC-Wasser
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(65 mM), Natriumdihydrogenphos-
phat-Mono-hydrat (22 mM), Natrium-
chlorid (10 mM), Tween-20 (1%)

8,9 g di-Natriumhydrogen-Phosphat
ad 100 ml Aqua dest. pH 7,4

0,953 g Kaliumdihydrogen-q
phosphat, 1,246 g di-Natrium-
hydrogenphophat, 1,753 g
Natriumchlorid, pH 7

100 ml 10 X TAE-Puffer ad 1000 ml
Aqua dest.

100 pl 1M Tris-Puffer pH 7,4

20 pl 0,5M EDTA-L6sung pH

ad 10 ml DEPC-Wasser

20 mM Tris ad Aqua injectabile

5N NaOH zum Puffern
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7.5 Erworbene Versuchskits

7.5.1 RIA-Kits

Adiponectin Linco Cat.
Angiotensin |l Euro-Diagnostica
Corticosteron MP Biomedicals
C-Peptid Linco Cat.
Glukagon Linco Cat.

Insulin Linco Cat.

Leptin Linco Cal.

# MADP 60HK
Kat.Nr.: RB 320
Kat.Nr. 07120102
RCP-21K

# GL 32K

# Rl 13K

# RL 83K

7.5.2 Kits zur Bestimmung der Gen-Expression

Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-
UDG with ROX
Quant-iTTM-RiboGreen®-RNA-Assay-Kit

Scybr Green | Reaction System

7.6 Verbrauchsmaterialien

2/0 Faden Dagrofil®

5-0 Faden Mopyten® monofil blau
6-0 Faden Mopyten® monofil blau
96-Well Optical Reaction Plate

Baumwoll Geschirrhandtuch

Disposable Scalpel Gr: 10 und 11
Drahtstifte 0,8 x 11 mm
DuraporaTM 3M

Einmalspritzen DiscarditTM 1l 1 ml und 2 mi
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Invitrogen (Kanada)

Invitrogen (Kanada)
Invitrogen (Kanada)

Eurogentec SA (Deutschland)

B/Braun (Deutschland)
Resorba (Deutschland)
Resorba (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)
Waéscherei UK-SH
(Deutschland)

Feather (Japan)

Stabilit (Deutschland)
Health Care (Deutschland)
BD (Deutschland)
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Filter tips 10,100,1000

Filtersysteme fur die Nucleic Acid Prep Station

ABI PRISM 6100

Glukoseteststreifen fur Ascensia
Haltungsfutter fur Ratten und Mause
Isolierband (rot und blau)

Kanulen BD MicrolanceTM 3
20Gx1%2"-Nr1 0,9x40

Kanulen BD MicrolanceTM 3
23Gx1“-Nr16 0,6x25

Kanulen BD MicrolanceTM 3

26Gx’%" 0,45x13

Kapillarspitzen

Klebefolie, optisch klar

Klingen Microtome blades

Mikrovetten CB 300

Multiply PCR Plate 96 Well
Nitril-Handschuhe

PE-Schlauch ID: 0,28 mm; AD: 0,61 mm
Polyethylene Tubing REF 800/100/100
PE-Schlauch ID: 0,58 mm; AD: 0,96 mm
Polyethylene Tubing REF 800/100/200
PP-test tubes 15 ml, 50 ml Cellstar®
Rasierklingen

Roéhrchen

Save Lock Tubes (2; 1,5; 0,5 und 0,2 ml)
Tupfer Pure-Zellin
Vinyl-Einmalhandschuhe

Wagepapier

Wattetrager

7.7 Gerate

Laborgerate:
Adsorbex SPU Sample Preperation Unit
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Greiner bio one (Deutschland)

Applied Biosystems (UK)
Bayer (Deutschland)
Altromin (Deutschland)

Bauhaus (Deutschland)

BD (Deutschland)

BD (Deutschland)

BD (Deutschland)

Biozym (Deutschland)
Sarstedt (Deutschland)

Leica (Deutschland)

Sarstedt (Deutschland)
Sarstedt (Deutschland)

Nitra Tex Ansell (Deutschland)

Portex Fine Bore (UK)

Portex Fine Bore (UK)

Greiner bio one (Deutschland)
Wilkinson Sword (Deutschland)
Greiner (Deutschland)

Eppendorf (Deutschland)

Paul Hartmann AG (Deutschland)
Meditrade (Deutschland)

Neolab

NOBA Verbandmittel Danz GmbH u.
Co KG (Deutschland)

Merck (Deutschland)
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Autoklav

Blutzuckermessgerat Ascensia ELITE XL

Eismaschine Scotsman AF 10
Gefriermikrotom CM 3050
Gefrierschrank (-80°C)
Gefriertruhen (-20°C)

Guillotine

Klhischranke (2-8°C)
Magnetrihrer IKA-Combimag RCT

pH-Meter WTW ph 531
Plexiglas-Kéfige (25 x 20 x 22 cm)
Rasierer Moser Styling Il
Ruhrfische

Schiuttel/Schwenkgerat REAX 2
Stoppuhr

Ultra-Tourax 78

verschiedene Laborglasgerate
Vortex REAX 2000

Waagen:

Feinwaage BP 210 D

Tierwaage

Waage MC1 Laboratory LC220S

Zentrifugen:
Tischzentrifuge MIKRO 200R
Tischzentrifuge PCR-Labor
Zentrifuge PCR-Labor

Gerate zur Blutdruckmessung Uber den Schwanz:

Blood pressure monitor 8002 dual
Piezoelemente

Registrierteil 130 T mit Thermopapier
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Dargatz (Deutschland)

Bayer (Deutschland)

Scotsman (Deutschland)

Leica (Deutschland)

Colora (Deutschland)

Bosch (Deutschland)

Harvard Apparatus CO. Inc.
Millis. Mass (USA)

Bosch (Deutschland)

Janke & Kunkel GmbH & Co.KG
(Deutschland)

WTW Weilheim (Deutschland)
Werkstatt UK-SH (Deutschland)
TSE (Deutschland)

Bohlende, Lauda-Kdnigshofen
(Deutschland)

Heidolph (Deutschland)
Junghans (Deutschland)
IKA-Werke (Deutschland)

Heidolph (Deutschland)

Sartorius (Deutschland)
Sartorius (Deutschland)

Sartorius (Deutschland)

Hettich (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)

Jouan (Deutschland)

TSE (Deutschland)
TSE (Deutschland)

Recomed (Deutschland)
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Gerate zur Bestimmung der Gen-Expression:

RNA-Isolierung: 6100 Nucleic Acid Prep
Station

PCR-Gerat: ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System

FLUOstar OPTIMA Basisgerat 2003-8143
Cycler fir cDNA-Herstellung

Gerate fur die Proteinbestimmung:
Power Ease 500

XCell 1l Blot Modul

XCell Il SureLock Mini Cell

Gel Dokumentation System:

Gel Doc 2000 Chemi Doc

Gerate fur RIA-Versuche:

Gamma-Counter: Compugamma 1282 CS
Membranpumpe UVS 400 A
Minifuge RF

Software:
Graph Pad Prism Version 5.0

Quantity one

7.8 Abkurzungsverzeichnis

%

°C
Mg
pl
pm
Abb.
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Applied Biosystems (USA)
Applied Biosystems (USA)

BMG LABTECH
Biometra (USA)

Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)

Invitrogen (Deutschland)

Bio Rad

Wallac (USA)
Savant (Deutschland)

Heraeus sepatech (Deutschland)

Graph Pad Prism®
Bio Rad (Deutschland)

Prozent; Teile von 100
,Registered in U.S. Patent and
Trademark Office;
geschutzter Warenname

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Abbildung
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ACE
ACTH
AD
Ag/AgCl
AgRP
o-MSH

AMV

Ang

ARC
ATq-Rezeptor
AT,-Rezeptor
AT4-Rezeptor
AUC

BMI
bp

Bz
bzw.
ca.
Ca
cafe
cAMP
CART

CCD

CD
cDNA

Chow
CLB
cm
Cmax
CRH
CT
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Angiotensin-Converting Enzyme
Adrenocorticotropes Hormon
Auflendurchmesser
Silber/Silberchlorid
Agouti-Related Peptide
o-Melanozyten-stimulierendes
Hormon

Avian Myeloblastosis Virus
Angiotensin Il

Nucleus arcuatus
Typ-1-Angiotensin-1I-Rezeptor
Typ-2-Angiotensin-1l1-Rezeptor
Typ-4-Angiotensin-1I-Rezeptor
Flache unter der Kurve; ,Area
under the curve®
Body-Mass-Index

Basenpaare

Blutzucker

beziehungsweise

circa

Calcium
Cafeteria-Gruppe/Diat
cyclisches Adenosin-Monophosphat
Cocaine Amphetamine
Regulated Transcript
monochromic charged coupled
Device Kamera

Cafeteria-Diat

complementare
Desoxyribonukleinsaure
Standarddiat

Cell Lysis Buffer

Zentimeter

maximale Konzentration
Corticotropin Releasing Hormone
Schwellenwertzyklus

Tag; ,day”

delta; Abweichung vom

Ausgangswert
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db
DEPC
dest.
d.h.
DIO

dl
DMH

DNA
dNTP
dsDNA

DTT
EDTA
ERK

g
g (im Zusammenhang mit Zentrifugationen)

GABA
GLUT-4

G-Protein

h

HCI

HF
HPA-Achse

HRP
5-HT
I.E.
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Gendefekt des Leptinrezeptors
Diethylpyrocarbonat

destilliert

das heil3t

Diat induzierte Adipositas
diet-induced obesity

dezi-Liter

dorsomedialer Hypothalamus;
dorsomedial hypothalamic nucleus
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
doppelstrangige
Desoxyribonukleinsaure
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
Extrazellulare Faktor-regulierte
Kinase

Gramm

Erdbeschleunigung
Gammaaminobuttersaure
Glukose-Rezeptor in Muskulatur und
Fett

Guanin-Nukleotid bindendes
Protein

Stunde; ,hour”

Salzsaure

Herzfrequenz
Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse

Horse Radish Peroxidase
Serotonin

Internationale Einheiten
intraperitoneal

Insulin Toleranz Test
intravends
intracerebroventrikular
Innendurchmesser

Janus Kinase 2

Kalium
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Kb Kilo base

Kcal Kilo Kalorien

kg Kilogramm

KG Kérpergewicht

kJ Kilo Joule

KON Kontrolle

LDS Lithiumdodecylsulfat

Lep Leptin

I Liter

LHA lateraler Hypothalamus

LRT Leptinresistenztest

Lsg. Lésung

M Molar

mA milli Ampeére

MCH Melanin Concentrating
Hormone

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic
acid

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

mmHg Millimeter Quecksilbersaule

Mon Monat

mRNA messenger RNA

MetS Metabolisches Syndrom

MW Mittelwert

n Anzahl der Stichproben

N Normalitat

n/min Schlage pro Minute

n.s. nicht signifikant

Na Natrium

NaH,PO, Natrium-Dihydrogen-Phosphat

NaOH Natriumhydroxid

nm Nanometer

nmol Nanomol

NO Stickstoffmonoxid

N,O Lachgas
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NPY
Ob-Rb
Ob/ob
OGTT
OVLT

OXA

p
PBS-Puffer
PCR

PDE 3B
PE

p.i.

Pl 3-K
pmol
p.o.
POMC
PP
PPARYy

PPO
PVDF
PVN
RAAS
RER
RT
RIA
RNA
RNase
ROX

sec.
s.c.
SBP
SD
SDS
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Neuropeptid Y
Leptinrezeptor

Mutation des Leptingens
Oraler Glukose Toleranz Test
Organum vasculosum laminae
terminalis

Orexin A
Irrtumswahrscheinlichkeit
phosphate-buffered saline
Polymerase Kettenreaktion;
,Polymerase chain reaction”
Phosphodiesterase 3B
Polyethylen

post injectionem
Phosphatidylinositol 3-Kinase
Picomol

per os

Proopiomelanocortin
Polypropylen

Peroxisome Proliferator
Activated Receptor Gamma
PreProOrexin
Polyvinylidenfluorid

Nucleus paraventricularis

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

respiratory exchange rate
Reverse Transkriptase
Radioimmunoassay
Ribonukleinsaure
Ribonuklease

Farbstoff bestehend aus
Glycin-Konjugat von 5-carboxy
X-rhodamin und Succinimidyl-ester
siehe

Sekunden

subcutan

systolischer Blutdruck
Sprague-Dawley-Ratte
Sodium Dodecyl Sulfate
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SEM
SFO
SHR
SNA
SOCS-3
STAT 3

Tab.
Tris
u.a.
UDG
U/min
uv

v.a.
VMH

VS.

WHO
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Standardfehler des Mittelwertes
subfornikales Organ

Spontan hypertensive Ratte
Sympathische Nervenaktivitat
Suppressor of Cytokine Signalling-3
Signal Transducer and Acitvator of
Transcription 3

Tabelle
Trishydroxymethylamonium-Methan
unter anderem

Uracil DNA Glykosylase
Umdrehungen in der Minute
Ultraviolett

Volt

vor allem

ventromedialer Hypothalamus;
ventromedial hypothalamic nucleus
versus

Watt

Welt-Gesundheits-Organisation
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Vorname und Name
Geburtsdatum und -ort
Nationalitat

Familienstand

Schulbildung:
1993 — 1996
1996 — 2005

Schulabschluss

Studium:

Medizinstudium

1. Staatsexamen

Famulaturen

Margot Lau, geb. Thermann
8. September 1986, Libeck
deutsch

verheiratet mit Herrn Dany Lau

Vorstadt Grundschule,

Ratzeburg

Lauenburgische Gelehrtenschule,
Ratzeburg

Allgemeine Hochschulreife 2005

seit Oktober 2005
an der Universitat zu Lubeck
September 2007

Innere Medizin am Ratzeburger DRK-Krankenhaus 2008

Neurologie an der Universitat zu Lubeck 2008

Padiatrie in 2 Kinderarztpraxen in Grof3 Gronau und Lubeck 2009
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Innere Medizin am Universitatsklinikum Nimes, Frankreich 2009

Padiatrie an der Universitat zu Libeck 2010

Praktisches Jahr 2010/2011

Padiatrie an der Universitat zu Libeck

Kinderchirurgie an der Universitat zu Libeck
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