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1 Einleitung

Das Metabolische Syndrom (MetS) subsummiert eine Reihe von zusammenhan-
genden Risikofaktoren fir das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen und Dia-
betes mellitus Typ Il (T2DM). Hierzu z&hlen vor allem Ubergewicht, Bluthochdruck,
Fett- sowie Glukosestoffwechselstérungen, aber auch chronische proinflam-
matorische und prothrombotische Zustande, nicht-alkoholische Fettleber und das
Schlafapnoe-Syndrom (Kassi et al. 2011). Der Begriff MetS wurde das erste Mall
1998 von einer Diabetesfachgruppe der WHO gepragt und geht auf Reaven zu-
rick, der schon 1988 wesentliche Faktoren unter dem ,Syndrom X“ zusammen-
fasste, jedoch die Insulinresistenz in den Vordergrund stellte (Reaven 1988). Im
weiteren Verlauf wurde abdominales Ubergewicht als wesentliche Ursache der
Insulinresistenz in den Mittelpunkt gertickt (Phillips and Prins 2008). Weltweit un-
terschieden sich die diagnostischen Kriterien des MetS, sodass sich internationale
Gesundheitsorganisationen 2009 auf weitestgehend einheitliche Kriterien (Alberti
et al. 2009) einigten. Beim Hlftumfang wurde zwar kein weltweiter Konsens er-
zielt, die Messung als MaB fir Ubergewicht aufgrund ihres hohen Stellenwertes
aber beibehalten.

20-30% der Weltpopulation erflllen die Kriterien des MetS, wobei die Tendenz
infolge der alter werdenden Bevdlkerung als steigend anzunehmen ist. Das hierbei
einhergehende Risiko fUr kardiovaskuldare Erkrankungen entspricht dabei dem
doppelten der Normalbevdlkerung, bei T2DM geht man derweil von einer
Verfunffachung aus (Grundy 2008). Allein die Behandlungskosten fiir Bluthoch-
druck-Patienten mit MetS in Deutschland wurden fir das Jahr 2008 bereits auf
tber 24 Milliarden Euro beziffert und sollen bis 2020 auf jahrlich 39 Milliarden Euro
steigen (Scholze et al. 2010). Weltweit ist von erheblichen Belastungen der
Gesundheitssysteme auszugehen, die in Zukunft noch deutlich gréBer ausfallen
darften.
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1.1 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Aufgrund der zentralen Bedeutung in dieser Studie, erfolgt ein kurzer Uberblick
Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Prinzipiell hat es grund-
legende Bedeutung in der Flissigkeitshomdostase und genetische Untersuchun-
gen legen nahe, dass es bereits vor Uber 500 Millionen Jahren diese Rolle spielte
(Fournier et al. 2012). Klassischerweise wird das RAAS als eine schlanke endo-
krine Hormonkaskade angesehen: Renin stammt vom juxtaglomerularen Apparat
der Nieren und spaltet Angiotensin | (Angl) von Angiotensinogen (Aogen) aus der
Leber ab. Das inaktive Angl wird durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE),
was sich vor allem am pulmonalen Endothel befindet, in das aktive Angiotensin Il
(Angll) Oberfahrt (Ribeiro-Oliveira et al. 2008). Angll bindet an sieben-
transmembranare G-gekoppelte Rezeptoren, die in Typ-1-Angiotensin-Rezeptoren
(ATq-Rezeptor) und Typ-2-Angiotensin-Rezeptoren (AT.-Rezeptoren) eingeteilt
werden. Wahrend der Mensch nur eine Form des AT{-Rezeptors aufweist, besit-
zen Nager die Subtypen ATia und ATig, wobei ersterer das Aquivalent zum
menschlichen ATi-Rezeptor darstellt (Stegbauer and Coffman 2011). Angll ist ein
wichtiger Regulator der Natrium- und Wasserhomdostase sowie des Blutdrucks,
beeinflusst aber auch Zellwachstum und kardiovaskulares Remodelling. Bekannte
ATi-vermittelte Effekte sind Vasokonstriktion, Auslésen von Durstempfinden,
Vasopressin- und Aldolsteronsekretion sowie Zellwachstum. Hieraus leiten sich
die positiven kardiovaskularen Effekte bei Blockierung des RAAS ab: Angiotensin-
Converting-Enzym-Inhibitoren (ACE-Hemmer) und ATi-Rezeptor-Blocker (ARB)
gehdren zur Standardtherapie bei Patienten mit Bluthochdruck, akutem Myokard-
infarkt, chronischer Herzinsuffizienz und diabetischer Nephropathie (Ma et al.
2010). Die Eigenschaften von AT,-Rezeptoren sind weniger untersucht, gelten
allgemeinhin jedoch als Gegenspieler der AT-Rezeptoren und flhren zu einer
Vasodilatation und Wachstumshemmung (Fyhrquist and Saijonmaa 2008).

Die Entdeckung weiterer Komponenten fihrte das RAAS weg von der schmalen
Hormonkaskade zu einem breiteren komplexeren System: Metabolite von Angll
mit biologischer Aktivitat (Ang(1-7), Ang(1-9), etc.), weitere Rezeptoren (z.B. ATy-
Rezeptor, Mas-Rezeptor) sowie ACE-unabhangige Angl- und Angll-Abbauwege
Uber den Chymase-Weg oder das Angiotensin-Converting-Enzym 2 (ACE2) kdn-
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nen hier jedoch nur aufgezahlt werden (Paul et al. 2006, Ribeiro-Oliveira et al.
2008). Eine Ubersicht der wichtigsten aktuellen RAAS-Komponenten zeigt Abbil-
dung 1-1.

Eine wichtige und grundlegende Neuerung war zudem die Entdeckung eines loka-
len RAAS, welches unabhdngig vom systemischen RAAS exprimiert wird
(Miyazaki and Takai 2006). In einer Vielzahl von Geweben konnte bereits ein loka-
les RAAS nachgewiesen werden, das Uber para-, auto- und intrakrine
Signalgebung additive oder gar gegensatzliche Effekte zum systemischen RAAS
hervorruft (Paul et al. 2006, Leung 2007). Die Entdeckung eines lokalen RAAS im
Gehirn, Pankreas und vor allem im Fettgewebe hat maBgeblich zu der Erkenntnis
beigetragen, dass das RAAS liber seine lokalen Komponenten zusétzlich Einfluss
auf die Glukose- und Energiehomdostase nimmt und tber dessen Blockade via
ACE-Hemmer sowie ARB positiv Einfluss genommen werden kann (de Kloet et al.
2010).

Angiotensinogen Angll
Ren/ni / Ang(1-9) \ l ACE2
Endopentidasen
u Angl » Ang(1-7)
Renin
Pro-Renin l ACE
Analv  €—— Angll Fragmente

| \ F ace

u “ Bradykinin <4—— “

AT, AT, ATe Mas
? Vasokonstriktion Vasodilataton €——— NO Vasodilatation
Natriumretention Natriurese Prostaglandine Antiproliferativ
Aldosteronsekretion Apoptose Antithrombotisch
Proliferation Antifibrotisch

Thrombotische und
fibrotische Effekte

Abb. 1-1: Uberblick (iber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (nach Ribei-
ro-Oliveira et al. 2008, modifiziert); Abkirzungen: Ang Angiotensin, ACE

Angiotensin-Converting-Enzyme, AT Angiotensin-Rezeptor; I : Rezeptor.
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1.2 Insulinresistenz

Nach Nahrungsaufnahme fihren erhéhte Glukosespiegel zu einer Sekretion von
Insulin aus den B-Zellen der Pankreasinseln. Uber Insulinrezeptoren in Muskeln,
Fett und Gehirn kommt es durch Aktivierung des PI3-Kinase-Weges zum vermehr-
ten Einbau des Glukosetransporters Typ 4 (GLUT4) in die Zellmembranen, wo-
durch der Plasmaglukosespiegel gesenkt wird (Mohd-Radzman et al. 2013).
Ubergewicht fiihrt zu einer Stérung der Insulinfunktion, was eine vermehrte
Glukosefreisetzung aus der Leber sowie eine verminderte Aufnahme von Glukose
in der Peripherie nach sich zieht und reaktiv Insulin weiter erhéht. Umgekehrt flhrt
Gewichtsverlust zu einer proportional verbesserten Insulinsensitivitat (Weyer et al.
2000). Der genaue Mechanismus der Insulinresistenz ist bis heute nicht identifi-
ziert, vielmehr werden eine Vielzahl von Faktoren verantwortlich gemacht, von
denen viele in Verbindung mit Adipozyten stehen: Hohe Spiegel freier Fettsauren,
ein entzindliches Milieu infolge einer Makrophagenakkumulation sowie verminder-
te Sekretion von Adiponektin aus Adipozyten sind Folgen von Ubergewicht und
fihren zu Insulinresistenz (Qatanani and Lazar 2007).

In einer Vielzahl von randomisierten klinischen Studien konnte gezeigt werden,
dass neben einer effektiven Blutdrucksenkung das Neuauftreten von T2DM durch
die chronische Blockade des RAAS mittels ACE-Hemmern und ARB gesenkt wer-
den konnte (Zhou et al. 2012). Die nephroprotektiven Eigenschaften und positiven
Effekte auf den Glukosestoffwechsel machen sie bereits zu Blutdrucksenkern der
ersten Wahl fir Patienten mit T2DM (Mallat 2012). Im Gegensatz hierzu neigen
andere medikamentdse Blutdrucksenker wie Betablocker oder Diuretika zu einer
Verschlechterung der Insulinsensitivitat (Padwal and Laupacis 2004). Fur die Ver-
besserung des Glukosestoffwechsels unter RAAS-Blockierung bestehen verschie-
dene Erklarungsansatze. Dazu gehdren eine Vasodilatation im Muskelgewebe mit
konsekutiv erhéhtem Glukosetransport, eine Verbesserung der Signaltransduktion
von Insulin, eine erhéhte Insulinsekretion der B-Zellen sowie eine verminderte
Sympathiskusaktivitat (Scheen 2004, Zhou et al. 2012, Underwood and Adler
2013). Zusatzlich wurden unter ARB-Therapie antiinflammatorische Effekte in
Fettgewebe und Pankreas nachgewiesen (Cole et al. 2010). Eine weitere Erkla-
rung liegt in der direkten Angll-unabhd@ngigen Aktivierung des Peroxisomen-

Proliferator-aktivierten-Rezeptors y (PPARy) durch die ARB Telmisartan und
4
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Irbesartan. Hierbei handelt es sich um intrazellulare Rezeptoren, die als Transkrip-
tionsfaktoren Auswirkungen auf die Genexpression haben. PPARy wird vor allem
in weiBem Fettgewebe exprimiert und flhrt bei Aktivierung zu einer Verbesserung
der Insulinsensitivitat (Schupp et al. 2005). Angesichts ebenfalls positiver Einflis-
se von ACE-Hemmern und des ARB Candesartan, dass eine wesentlich niedrige-
re Affinitat an PPARY aufweist (Marshall et al. 2006) sowie einer vorausgegange-
nen Untersuchung der Arbeitsgruppe, in der in Ratten unter Telmisartan-
Behandlung keine Regulation von PPARy-Zielgenen beobachtet wurde (Mduller-

Fielitz et al. 2012a), wird dieser Mechanismus eher in Frage gestellt.

1.3 Adipositas

Ubergewicht entsteht aus einer Dysbalance von Energieaufnahme und Energie-
verbrauch. Inzwischen werden zwei Formen unterschieden: Subkutane und visze-
rale (=intraabdominelle) Adipositas. Letztere gilt als weitaus gefahrlicher und steht
in engem Zusammenhang mit dem MetS (Matsuzawa 2008). In Studien mit Kin-
dern und Erwachsenen konnte intraabdominelles Fett bereits als positiver Vorher-
sagewert flr eine Reihe von Komponenten des MetS identifiziert werden (Nakao
et al. 2012, Silveira et al. 2013). Seit Entdeckung des Leptins 1995 gilt das Fett-
gewebe nicht nur als reiner Energiespeicher, sondern auch als endokrines Organ,
dass eine Reihe von sogenannten Adipokinen sezerniert, die para-, auto- und en-
dokrine Wirkung entfalten und hierliber deutliche Auswirkungen auf Energiehaus-
halt, Glukosestoffwechsel und Blutdruck hat. Leptin stellt neben Adiponektin das
wichtigste Adipokin dar und sei kurz erlautert: Die periphere Leptinplasma-
konzentration verhélt sich proportional zur Fettmasse und reguliert zentral Uber die
Expression von (an-)orexigenen Peptiden in hypothalamischen Kerngebieten die
Nahrungsaufnahme und den Energieverbrauch. Genauer flihrt Leptin zu einer
Hochregulation der anorexigenen Peptide Cocaine and amphetamine regulated
transcript (CART), corticotropin-releasing factor (CRF) und Melanozyten-
stimulierendes Hormon o (a-MSH), das aus Pro-opiomelanocortin (POMC) pro-
zessiert wird. Orexigene Peptide wie Neuropeptid Y (NPY), Melanin-concentrating
hormon (MCH) und Agouti-related peptide (AgRP) werden herunterreguliert. Es
handelt sich um einen Regelkreis der Energiehomdostase, der jedoch nicht auf

5
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kurzfristige Schwankungen, sondern auf langfristige Anderungen im Bereich von
Tagen reagiert (Jequier 2002). Im Gegensatz zu Normalgewichtigen wurde bei
Ubergewichtigen trotz hoher Leptinspiegel und eines intakten Leptinsignalwegs
keine Senkung der Nahrungszufuhr beobachtet, was das Konzept der
Leptinresistenz etablierte (Ronti et al. 2006). Der genaue Mechanismus der
Leptinresistenz ist bisher unklar, allerdings werden eine verminderte Permeabilitat
der Bluthirnschranke und eine veranderte zentrale Signaltransduktion von Leptin
diskutiert (Banks and Farrell 2003, Sahu and Metlakunta 2005). Neuerdings wird
zentralem Leptin ebenfalls eine wichtige Rolle in der peripheren Insulinsensitivitat
zugeschrieben: So konnte intracerebroventrikular appliziertes Leptin die periphere
Insulinsensitivitat verbessern (Morton and Schwartz 2011).

Bei Zunahme der Fettdepots kommt es nicht nur zu einer erhéhten Sekretion von
Leptin, sondern auch von Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa) und Interleukin-6 (IL-
6), die neben weiteren proinflammatorischen Proteinen zu einem niederschwelli-
gen chronischen Entziindungsgeschehen flhren und vor allem die Insulinsensitivi-
tat beeintrachtigen (Ouchi et al. 2011). TNFa und IL-6 werden in diesem Zusam-
menhang auch mit einem negativen Einfluss auf den Blutdruck diskutiert, da sie
die Sympathikusaktivitdt steigern (Smith and Minson 2012). Die erhdhte
Adipokinsekretion basiert dabei in hohem MaBe auf hypertrophierte dysregulierte
Adipozyten (Skurk et al. 2007). Dieser pathologische Prozess wird von einer Ak-
kumulation von Makrophagen im zunehmenden Fettgewebe unterstitzt, die ihrer-
seits entzlindungsférdernde Zytokine sezernieren (Weisberg et al. 2003, Ouchi et
al. 2011). Im Gegensatz zu den meisten Adipokinen kommt es bei Ubergewicht zu
einer verringerten Sekretion von Adiponektin. Zusétzlich konnten erniedrigte
Plasmakonzentrationen auch in Patienten mit Bluthochdruck, T2DM und koronarer
Herzkrankheit (KHK) nachgewiesen werden, sodass Matsuzawa den Begriff
,-Hypoadiponektinamie® als Krankheitsbild analog zum MetS einfihrte (Matsuzawa
2010). Bisher ist flr Adiponektin vor allem eine Verbesserung der Insulinsensitivi-
tat sowie eine kardiovaskulare Schutzfunktion, u.a. durch verminderte Entstehung
von Arteriosklerose beschrieben (Shibata et al. 2009, Ziemke and Mantzoros
2010).
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Wie bereits erwahnt existiert im weiBen Fettgewebe ein lokales RAAS, das alle
wesentlichen Komponenten (Renin, Aogen, Angl, ACE, Angll, ATs- und AT,-
Rezeptoren) aufweist und neben der Leber als weitere Quelle fir systemische
Angll-Plasmakonzentrationen anzusehen ist (Paul et al. 2006). In Versuchen mit
3T3-L1 Adipozyten verursachte Angll eine erniedrigte Sekretion von Adiponektin
(Ikeda et al. 2009), erhéhte jedoch jene von Leptin (Kim et al. 2002) und stimuliert
darUber hinaus dosisabhangig die Produktion von TNFa und IL-6 in Makrophagen
(Guo et al. 2011). In Konsequenz fuhrte chronische Angll-Substitution Gber eine
verringerte Nahrungsaufnahme zu einem Gewichtsverlust in Ratten (Brink et al.
1996). In einer weiteren Studie war dieser Effekt einer erhéhten Sympathikus-
aktivitat und folglich gesteigerter Lipolyse geschuldet, die Nahrungsaufnahme
blieb dabei allerdings unverandert (Cabassi et al. 2005). In vorausgegangenen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Raasch konnte eine Gewichtssenkung
durch Angll in schlanken Ratten bestatigt werden (Miller-Fielitz et al. 2012b). Bei
tbergewichtigen Tieren blieb dieser Effekt jedoch aus (Mdiller-Fielitz and Raasch
2013), was einen gewichtssenkenden Effekt von Angll bei vorbestehender
Adipositas in Frage stellt. In der Tat kommt es bei Ubergewicht zu einer Hochregu-
lation des lokalen RAAS im Fettgewebe, was auch mit einer Aktivierung des sys-
temischen RAAS einhergeht (Giacchetti et al. 2002, Boustany et al. 2004). Die
Plasmaspiegel von Aogen und Angll korrelieren dabei positiv mit dem Kdérperge-
wicht (Engeli et al. 2005, Harte et al. 2005). Zusatzlich wurde bei Ubergewichtigen
Frauen, die ihr Kérpergewicht um ca. 5kg senkten, eine Normalisierung der Plas-
makonzentrationen von Renin, Aogen, Aldosteron und der ACE-Aktivitat beobach-
tet (Engeli et al. 2005). Entsprechend flihrte eine Blockierung des RAAS durch
eine Behandlung mit ARB zu einem Gewichtsverlust bei Ratten (Kohya et al.
1995, Benson et al. 2004, Zorad et al. 2006, Zanchi et al. 2007, Miller-Fielitz et al.
2011, Miesel et al. 2012, Muller-Fielitz et al. 2012a) und Mausen (Schupp et al.
2005, Rong et al. 2010). Andere Studien hingegen beobachteten keine Senkung
des Korpergewichts unter ARB-Therapie (Tanabe et al. 2004, Lu et al. 2005,
Raasch et al. 2006). Hier kamen allerdings niedrigere Dosierungen zum Einsatz
(Candesartan: 1-2 vs. 10-30mg/kQksrmergewicht)- T€lmisartan flhrte zwar mit einer
vergleichsweise geringen Dosis (5-8mg/Kgksrpergewicht) ZU einer Kérpergewichtsre-
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duktion, gilt aber als ARB mit der héchsten Lipophilie, dem gréBten Verteilungsvo-
lumen und der starksten AT{-Rezeptoraffinitat (Ohno et al. 2011)

Die Nahrungsaufnahme war unter ATq-Blockade entweder unverdndert (Benson et
al. 2004, Schupp et al. 2006, Sugimoto et al. 2006, Zanchi et al. 2007, He et al.
2010) oder allenfalls Uber einen begrenzten Zeitraum erniedrigt (Zorad et al. 20086,
Miesel et al. 2012, Muller-Fielitz et al. 2012a). Eine mdgliche Erklarung fir den
Gewichtsverlust ergibt sich aus Studien, die unter AT-Blockierung einen erhéhten
Energieverbrauch durch vermehrten Sauerstoffverbrauch und erhéhte Thermoge-
nese durch Hochregulierung des Uncoupling Protein 1 (= Thermogenin, UCP-1)
beobachten konnten (Araki et al. 2006, Sugimoto et al. 2006). Knockout-Mause
ohne Expression von ATia-/ATig-Rezeptoren wiesen ebenfalls ein vermindertes
Kérpergewicht auf (Gembardt et al. 2008), was zusammen mit den Ergebnissen
nach AT-Blockade fir einen pharmakologischen Angriffspunkt zur Gewichtsre-
duktion durch ARB spricht.

Vor dem Hintergrund des Paradoxons, dass die Senkung des Kérpergewichts so-
wohl nach Angll- als auch nach ARB-Behandlung beobachtet wurde, stellt sich die
Frage nach genaueren Mechanismen dieser Gewichtsregulation. Grundsatzlich
basiert die Gewichtssenkung auf einem intakten Leptinsignalweg, da ein Ge-
wichtsverlust unter Hochdosistherapie mit Candesartan bei adipésen Zuckerratten
nicht beobachtet wurde, die einen Defekt im Leptinrezeptor aufweisen (Mdiller-
Fielitz et al. 2011). Ferner sind weitere Effekte durch ARB beschrieben: Erstens
kommt es zu einer Verkleinerung der AdipozytengréBe (Miller-Fielitz et al. 2012a),
worunter auch eine Rickbildung der dysregulierten Adipokinsekretion beschrieben
ist (Zorad et al. 2006). Zweitens ist die Sekretion proinflammatorischer Zytokine
der akkumulierten Makrophagen im Fettgewebe erniedrigt (Cole et al. 2010, Guo
et al. 2011). Drittens konnte eine Erniedrigung orexigener Neuropeptide im Hypo-
thalamus nachgewiesen werden, die mit einer verringerten Energieaufnahme ein-
hergingen (Mdaller-Fielitz et al. 2011, Noma et al. 2011). Viertens verhinderte
Telmisartan eine Adipogenese und Gewichtszunahme Uber eine PPARS-
Aktivierung, was in PPARdJ-Knockout-Mausen nicht reproduziert werden konnte
(He et al. 2010). Funftens senkte Telmisartan die Aktivitdt der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse) (Miesel et al. 2010), die bei



Einleitung

Adipositas als Uberaktiv angesehen wird (Lucassen and Cizza 2012). Sechstens
kam es unter ARB-Behandlung Uber einen Feedback-Mechanismus nicht nur zu
erhdhten Angll-Plasmaspiegeln, sondern auch zu einer Erhéhung von Ang(1-7),
das zum GroBteil von ACE2 produziert wird (Ferrario et al. 2005). Die Behandlung
mit dem ACE-Hemmer Captopril flihrte in einer weiteren Studie zu einer Ge-
wichtssenkung und erhéhten Ang(1-7)-Plasmaspiegeln, wohingegen die Blockie-
rung des Mas-Rezeptors, der Ang(1-7) bindet und als neuer Gegenspieler zum
ATi-Rezeptor gilt, die Gewichtsreduktion aufhob. Hieraus leiteten die Autoren ei-
nen teilweise Ang(1-7)-abhangigen Mechanismus ab (Oh et al. 2012).

Eine gewichtssenkende Wirkung durch ARB Uber eine direkte PPARY-Aktivierung
wird ausgeschlossen, da PPARy-Agonisten (Glitazone) zu einer Zunahme von
Kdrpergewicht, Fettmasse, AdipozytengréBe und Energieaufnahme flhrten (de
Souza et al. 2001, Larsen et al. 2003).
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1.4 Fragestellung

In vorausgegangenen Studien der Arbeitsgruppe um Raasch konnte unter AT;-
Blockade bereits eine deutliche Gewichtsreduktion nachgewiesen werden (Muller-
Fielitz et al. 2011, Miller-Fielitz et al. 2012a, Lau 2012). Dieser Effekt wurde wie in
anderen Studien nur unter Einsatz hoher Dosierungen beobachtet. Die Nahrungs-
aufnahme war hier nach kurzfristiger ARB-Behandlung (2-4 Wochen) zwar ernied-
rigt, bei langerer Behandlung (drei Monate) allerdings unverandert. Zusatzlich
wurde gezeigt, dass die Gewichtssenkung auf einem intakien Leptinsignalweg
beruht, da adip6se Zuckerratten mit einem defekten Leptinrezeptor unter gleicher
Behandlung kein Gewicht verloren (Muller-Fielitz et al. 2011). Eine weitere Unter-
suchung wies anschlieBend eine Verbesserung der Leptinsensitivitdt nach zwei-
wdchiger Telmisartan-Behandlung nach (Lau 2012). Analog zu anderen Studien
handelte es sich jedoch bei allen vorherigen Untersuchungen um eine prophylakiti-
sche medikamentdse Intervention, was nicht der klinischen Situation der Patienten
mit MetS entspricht. Daher lag das Hauptaugenmerk dieser Studie auf einer medi-
kamentdsen Intervention in Therapieform, die erst nach Auftreten der Risikofakto-

ren des MetS beginnt. Die wichtigsten zu klarenden Fragen lauten:

e FUhrt die chronische Behandlung mit dem ARB Telmisartan in einem thera-
peutischen Behandlungsregime zu einer Kérpergewichtsreduktion?

e Wenn ja, ist die Koérpergewichtssenkung a) dosisabhangig und b) blut-
druckabhangig?

e |st die Energieaufnahme unter der Telmisartan-Therapie vermindert?

e |[st der Energieverbrauch durch die medikamentdse Intervention erhéht?

e |[st die Leptinresistenz der adipésen Tiere durch die Telmisartan-
Behandlung verbessert?

e Sind neben einer effektiven Blutdrucksenkung auch weiterhin positive Effek-
te auf den Glukosestoffwechsel nachweisbar?

10
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Zur Klarung dieser Fragen wird die Studie in zwei Teile gegliedert und ein etablier-
tes Rattenmodell verwendet, welches die Entstehung und Risikokonstellation von
Patienten mit MetS abbildet und nicht auf einem genetischen Defekt basiert. In
einer Vielzahl von Studien beziiglich Ubergewicht und MetS kommen Tiermodelle
zur Anwendung, die auf einem nichtfunktionalen Leptinsignalweg beruhen
(Fellmann et al. 2013) und somit nur sehr eingeschrankt die klinische Realitat ab-
bilden. Eine monogenetische Ursache fiir Ubergewicht bei Menschen ist zwar in
Einzelfallen beschrieben (Xia and Grant 2013), spiegelt aber nicht das pandemi-
sche Auftreten von Ubergewicht als Teil des MetS wider, dass vor allem einer ho-
hen kalorischen Nahrungszufuhr und wenig Bewegung geschuldet ist. Daher wur-
den in dieser Studie spontan hypertensive Ratten (SHR) eingesetzt, die frei zwi-
schen einer hochkalorischen Diat aus diversen Schokoladenriegeln und Keksen
(Cafeteria-Diat, CD) und einer gangigen Haltungsdiat wahlen konnten. Die Ftte-
rungsphase mit CD dauerte 19 Wochen, wodurch alle wesentlichen Risikofaktoren
des MetS wie Adipositas, Bluthochdruck, Insulin- und Leptinresistenz sowie eine
Triglyceriderh6hung induziert werden konnten (Miesel et al. 2010). Erst danach
wurden die medikamentdsen Interventionen angeschlossen, wobei die Fitterung
unverandert fortgefiihrt wurde. Um eine mdgliche Blutdruckabhangigkeit zu Gber-
prufen, wurde neben Telmisartan in niedriger und hoher Dosierung Amlodipin, ein
Calciumkanalblocker ohne bekannte gewichtssenkende Wirkung, mitgefiihrt.
Durch eingangs erstellte Dosis-Wirkungs-Kurven (DWK) konnten fir alle Medika-
mente Dosierungen mit equipotenter Blutdrucksenkung ermittelt werden (siehe
2.1). Am Ende der Behandlungsphase wurden mehrere Funktionstests durchge-
fihrt, die ndheren Aufschluss Uber den Glukosestoffwechsel, die Leptinsensitivitat
und den Energieverbauch brachten (siehe 2.5).

11



2 Methoden

2.1 Dosisfindungsstudie

Um equipotente antihypertensive Effekte von Telmisartan, Amlodipin bzw. deren
Kombination zu erzielen, wurden in einer Dosisfindungsstudie Dosis-Wirkungs-
Kurven (DWK) in Bezug auf die Blutdrucksenkung erstellt. Hierfir wurden je The-
rapieregime sechs Ratten mit spontanem Bluthochdruck (Spontaneous Hyperten-
sion, SHR; Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet und die Medikamente
mittels Schlundsonde appliziert. Jede Dosierung wurde eine Woche lang verab-
reicht und anschlieBend der Blutdruck nicht-invasiv gemessen (siehe Abschnitt
2.4.1). Fir Amlodipin wurden Dosierungen von 0,3, 1, 3, 10, 20 sowie 30
mMQ/KQksrpergewicht  Uberpruft, far Telmisartan die Dosierungen 0,1, 2 sowie 8
mg/KQksrpergewicht). Bereits in friheren Studien der Arbeitsgruppe wurde in ver-
gleichbaren Studien 8 mg/kgksmergewicht T€lmisartan verwendet (Miesel et al. 2012,
Mdiller-Fielitz et al. 2012a). Um Hoch- und Niedrigdosis von Telmisartan bei még-
lichst identischer Blutdrucksenkung vergleichen zu kénnen, wurde in einer Kombi-
nationstherapie Telmisartan fix mit 2 mg/kgksrpergewicnt dosiert und die Menge von
Amlodipin bis zur equipotenten Blutdrucksenkung titriert.

2.2 Hauptstudie

2.2.1 Versuchsprotokoll

Die im Folgenden durchgefihrten Tierexperimente wurden unter Einhaltung der
,NIH-Guideline® sowie den Richtlinien zum Umgang und der Verwendung von
Versuchstieren nach Genehmigung durch das Ministerium fir Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Raume des Landes Schleswig-Holstein durchgefiihrt (Tier-
versuchsantragsnummer: V312-72241.122-22 (14-2/09), genehmigt am 08. April
2009). Alle Versuchstiere wurden fir die gesamte Studiendauer in einem klimati-
sierten Raum bei konstanter Temperatur (20°C) und Luftfeuchtigkeit (50%) unter-
gebracht. Es herrschte ein gleichbleibender Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils
12
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zwolf Stunden, wobei die Lichtphase um 2 Uhr begann und um 14 Uhr in die Dun-
kelphase Uberging. Alle Tiere der Hauptstudie waren acht Wochen alte méannliche
SHR. Funf Tage vor Studienbeginn wurden die Tiere an ihre Umgebung habituiert.
Am Ende dieser Zeit wurden die Tiere anhand ihres Kdrpergewichts in finf Be-
handlungsgruppen randomisiert. Jeweils zwei Ratten waren in Standardkafigen
der GréBe 4 (Lange: 59 cm, Breite: 38 cm, H6he: 20 cm) untergebracht und erhiel-
ten grundsatzlich eine Haltungsdiat (Haltungsdiat fir Ratten und Mause; Art.-Nr.
1320; Altromin) sowie Leitungswasser ad libidum. Die Funktionstests wurden zur
Stressminimierung in Versuchsraumen mit sehr &hnlichen Umweltbedingungen
durchgefihrt.

Aus logistischen Griinden wurde die gesamte Studie (60 Ratten) auf funf Gruppen
(je 12 Ratten) mit jeweils einer Woche Abstand aufgeteilt, wobei auf eine gleich-
maBige Gruppenzugehdrigkeit der Therapiegruppen geachtet wurde. Alle Inter-
ventionen fanden entsprechend zeitversetzt statt, sodass alle Tiere dieselbe Stu-
dien-Zeitachse aufwiesen (Abb. 2-1).

2.2.2 Vorbehandlungsphase (Woche 1-19)

Um ein moglichst patientennahes Vollbild des MetS mit den Hauptsymptomen
Adipositas, Bluthochdruck und Insulinresistenz zu induzieren, wurde neben der
Haltungsdiat zusatzlich mit einer Cafeteria-Diat (CD) Uber einen Zeitraum von 19
Wochen gefittert (Miesel et al. 2010). Die Tiere konnten frei zwischen beiden
voneinander getrennten Nahrungsangeboten mit jeweils unterschiedlichen Nahr-
stoffzusammensetzungen wahlen (Tab. 2-1). Die unterschiedlichen kommerziell
erhéltlichen Keks- und Schokoriegel wurden taglich gewechselt. Eine schlanke
Kontrollgruppe (KONs) erhielt lediglich die Haltungsdiat.

Tab. 2-1: Néhrstoffzusammensetzung und Energiegehalt der angebotenen Diéten.

Haltungsdiat Cafeteria-Diat
Brennwert 11,7 kd/g 20,3 + 0,5 kJ/g
Eiweil3 6 % 6,5+0,7 %
Kohlenhydrate 36 % 60,1 +3,0 %
Fett 4 % 249+22%
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Der Verbrauch von Haltungs- und Cafeteria-Diat, Wasser sowie das Kérperge-
wicht wurden wdchentlich gemessen. Eine Blutentnahme Uber den Schwanz in der
18. Woche diente zur préainterventionellen Spiegelbestimmung von Angll, Glukose,
Insulin, Leptin und Adiponektin (Abschnitt 2.4.1). Zusatzlich wurde der Glukose-
stoffwechsel durch eine weitere Blutentnahme am nachfolgenden Tag unter nlch-
ternen Bedingungen (24h-Nahrungskarenz) genauer untersucht. In der 19. Woche
fand zusétzlich eine nicht-invasive Blutdruckmessung statt, um den Blutdruck vor
der Behandlung festzustellen (Abschnitt 2.5.1).

2.2.3 Behandlungsphase (Woche 20-37)

Nach der 19-wéchigen Fltterungsphase wurden die CD-gefltterten Ratten taglich
mit Telmisartan (TEL; 8mg/kQksmergewicht), Amlodipin (AML; 10mg/Kgksmpergewicht)
bzw. deren Kombination (T+A; 2+8mg/kgksmergewicht) Unter Fortfihrung der CD-
Futterung therapiert. Es wurden zwei Kontrollgruppen ohne Medikamentengabe
mitgeflhrt: Eine adipdse Kontrolle (KONa) erhielt ebenfalls die Cafeteria-Diat, die
schlanke Kontrolle (KONg) nicht. Beide wurden mit der entsprechenden Menge
Vehikel behandelt. Die Medikation wurde bis zum Ende der Studie durchgefihrt
und erfolgte stets kérpergewichtsadaptiert, weswegen das Wiegen der Tiere nun
taglich erfolgte. Die Wirkstoffdosierungen wurden in der Vorstudie anhand
equipotenter Blutdrucksenkungen bestimmt (Abschnitt 2.1). Zu deren Sicherung
fand in der 22. Woche eine erneute Blutdruckmessung statt. Weiterhin erfolgte in
der 25. Woche eine zusatzliche Blutentnahme zur Bestimmung von Angll, Gluko-
se, Insulin, Leptin und Adiponektin. Ab der 30. Woche wurden verschiedene Funk-
tionstests durchgefuhrt. Die Kalorimetrie und der Leptinresistenz-Test (LRT) dien-
ten vorrangig zur Uberpriifung der Langzeitwirkung von ARB auf den Energie-
haushalt (Abschnitt 2.5.4+5). Mittels oralem Glukose-Toleranz-Tests (OGTT) und
Insulin-Toleranz Tests (ITT) wurde der Glukosestoffwechsel Uberpriift (Abschnitt
2.5.2+3). Zur genauen Quantifizierung sowie Differenzierung zwischen subkuta-
nem und viszeralem Fett wurden alle Versuchstiere per MRT untersucht (Abschnitt
2.5.6). Eine weitere Blutdruckmessung in der 34. Woche verifizierte die Langzeit-
wirkung der eingesetzten Medikamente.
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Nach erfolgreicher Durchflihrung aller Tests erfolgte schlieBlich die Tétung der
Ratten durch Dekapitation in der 37. Woche. Im sofortigen Anschluss wurden eine
Blutentnahme durch Ausbluten (siehe 2.4.2), die Organentnahme und eine Mes-
sung der Femurlange durchgefthrt (siehe 2.4.3).

Vorbehandlungsphase
Woche 1-19

Behandlungsphase
Woche 20-37

— Cafeteria-Diat —

—] Medikamentbse Behandlung —>

Woche 18: Blutenthahme Woche 22: Blutdruckmessung  Woche 30: Indirekte Kalorimetrie

Woche 19: Blutdruckmessung ' Woche 25: Blutentnahme Woche 34: Blutdruckmessung
Woche 35: OGTT, ITT, MRT
Woche 36: LRT

Woche 37: 1, Organentnahme

Abb. 2-1: Ubersicht der zwei Hauptstudienabschnitte.

2.3 Medikamentenherstellung und Applikation

Telmisartan und Amlodipin wurden freundlicherweise von der Firma Boehringer
Ingelheim Pharmaceuticals, Inc. (Ridgefield, USA) in Pulverform zur Verflgung
gestellt. Aufgrund der Lslichkeitsprobleme von Telmisartan wurden beide Medi-
kamente als Suspension appliziert und die Dosis pro kgksrergewicht @uf einen Millili-
ter normiert. Zur Herstellung der Arzneistoffsuspension wurde Gummi arabicum
(1g auf 10ml Wasser) mit dem jeweiligen Medikamentenpulver in einer Reibschale
gemischt und anschlieBend stufenweise in Wasser durch Verreibung suspendiert.
Die so hergestellte Suspension wurde bei 4°C aufbewahrt, vor Applikation aufge-
schittelt und nicht langer als eine Woche verwendet.

Alle Tiere wurden zwei Wochen vor Behandlungsbeginn vorsichtig an die Medi-
kamentenapplikation gewdhnt. Hierflir wurde stufenweise das Greifen der Tiere,
das Hantieren mit der Schlundsonde im Mundraum und schlussendlich die Appli-

kation mit Leitungswasser trainiert.
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2.4 Gewinnung von biologischem Material

2.4 1 Blutentnahme (iber den Schwanz

Diese Methode ist einfach durchflhrbar, stressfrei flr das Tier (Fluttert et al. 2000)
und wurde bereits vielfach im eigenen Labor angewendet und weiterentwickelt
(Raasch et al. 2006, Muller et al. 2007, Miesel et al. 2010, Muller et al. 2010,
Mller-Fielitz et al. 2011, Miesel et al. 2012, Muller-Fielitz et al. 2012a). Hierflr
wurde eine Ratte aus ihrem Kéfig auf einen Tisch platziert, von einer zweiten Per-
son mit einem Tuch bedeckt und leicht mit den Handen fixiert. Dann wurde mit
einer Rasierklinge ein etwa ein Zentimeter vom Schwanzende entfernter querver-
laufender Schnitt ausgefiihrt und das, unterstitzt durch leichtes Ausstreichen des
Schwanzes, austretende Blut in eine mit Kalium-EDTA beschichtete Mikrovette
aufgesogen, welche sogleich in Eiswasser gekihlt wurde. Auf diese Weise konn-
ten in weniger als zwei Minuten bis zu 300ul Vollblut gewonnen werden. Anschlie-
Bend wurde das Blut mit 14000 U/min flr 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert und das
gewonnene Plasma bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

2.4.2 Tétung und Blutentnahme nach Dekapitation

Alle Ratten wurden durch Dekapitation per Guillotine getétet. Im sofortigen An-
schluss wurde eine bestimmte Menge des aus dem Tierkadaver austretenden Blu-
tes mit Hilfe von Polypropylen-Trichtern in Reagiergefa3e Uberflihrt, die entspre-
chende Stabilisatoren enthielten (Tab. 2-2).

Tab. 2-2: Blutstabilisatoren fiir die jeweiligen nachzuweisenden Substanzen.

Stabilisator Endkonzentration Bestimmung
Insulin, Glukagon,
Na-EDTA Lésung (0,24 M) 12,1 mM (4ml Blut) _ _ _
Leptin, Adiponektin
Bestatin (1 mM) / 20 uM / _ _
Angiotensin
Na-EDTA Lésung (0,24 M) 12,1 mM (2ml Blut)
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2.4.3 Organpraparation

Im Anschluss an die Blutenthnahme nach Dekapitation wurden folgende Organe
entnommen: Gehirn, Hypophyse, Herz, Leber, Nebennieren sowie weilBes und
braunes Fettgewebe. Die Hirnentnahme flihrte automatisch zu einer Abtrennung
der Hypophyse aufgrund dessen fester Lokalisation in einer Duratasche. Das Herz
wurde gewogen, wobei zu einem spateren Zeitpunkt die linke Herzkammer noch-
mals nach ihrer Praparation einzeln gewogen wurde. Das braune Fettgewebe
wurde im Bereich des Nackens entnommen. Zusatzlich wurde der Femur prapa-
riert und vermessen. Alle Organe bis auf das Gehirn wurden gewogen und in se-
paraten 2ml-ReagiergefaBen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das Gehirn
wurde in mit Trockeneis gekuhltem 2-Methylbutan zwei Minuten gekihlt. An-

schlieBend wurden alle Organe bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

2.5 Funktionstests

2.5.1 Nicht-invasive Blutdruckmessung (Tail-Cuff-Methode)

Die im Folgenden beschriebene Blutdruckmessung erfolgte analog zu zahlreichen
vorangegangenen Studien (Raasch et al. 2006, Miesel et al. 2010, Miiller-Fielitz et
al. 2011, Mduller-Fielitz et al. 2012a, Muller-Fielitz et al. 2012b). Alle Messungen
fanden in der aktiven Phase der Tiere zwischen 9 und 13 Uhr statt. Hierfir wurden
die Ratten in einen abgedunkelten Versuchsraum tberflhrt und konnten sich 30
Minuten an die neue Umgebung adaptieren. Zur Immobilisierung und Beruhigung
fuhrte man eine Ratte in eine an die KérpergréBe angepasste starre Rdhre, in die
ein Sauerstoff-Distickstoffoxid-Gasgemisch (0,5 I/min Oz + 2,0 I/min N2O) eingelei-
tet wurde. Uber den freiliegenden Schwanz konnte anschlieBend eine Druckman-
schette und weiter kaudal ein Piezoelement geschoben werden. Ein Heiztisch und
eine Infrarotlampe fihrten zu einer Hyperamie des Schwanzes. Ein Zweiphasen-
schreiber zeichnete mit Hilfe eines Verstarkers (Blood pressure Monitor 8002 Dual
Channel, TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland) Pulssignal und Man-
schettendruck auf. Nachdem an einer gleichbleibenden basalen Herzfrequenz ei-
ne Beruhigung der Ratte abzulesen war, wurde die Manschette auf 320 mmHg
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aufgepumpt und anschlieBend die Luft langsam abgelassen. Dieses Procedere
wurde wiederholt bis mindestens vier sicher auswertbare Messungen vollzogen
waren. Spater fand eine graphische Auswertung der Aufzeichnungen statt, indem
das Lot bei vollstandiger Unterdriickung der Druckamplitude auf die Basislinie ge-
fallt und vermessen wurde. Ein Zentimeter Lothdéhe entsprach 63,3 mmHg, was

aus einer vorherigen Kalibrierung mittels Gauss‘schem Manometer resultierte.

Abb. 2-2: Exemplarische Auswertung des Blutdrucks je einer Ratte aus der Grup-
pe KONy (links) und TEL (rechts). Die Lothéhe (gestrichelte Linie) wurde bei na-
hezu vollstandig unterdriickter Druckamplitude (Pfeil) ermittelt.

2.5.2 Oraler Glukose-Toleranz-Test

Der OGTT wurde bereits in friiheren Studien zur Charakterisierung des Glukose-
stoffwechsels in Ratten angewandt (Mdller et al. 2007, Miesel et al. 2010, Miesel
et al. 2012, Mller-Fielitz and Raasch 2012). Die Ratten wurden 24 Stunden zuvor
ndchtern gesetzt und konnten sich 30 Minuten lang an den Versuchsraum gewo6h-
nen, in dem der OGTT von 12-18 Uhr durchgefihrt wurde. Alle Blutentnahmen
erfolgten durch einen Schnitt am Schwanz (siehe 2.4.1) und dienten der Glukose-
und Insulinbestimmung. Mittels Schlundsonde wurde 1g/kgksrergewicht Glukose

(50%-ige Glukose-L6ésung) appliziert und das Trinkwasser entzogen (Minute 0).
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Vor Glukosegabe und nach 10, 20, 30, 60, 90, 120, 240 und 360 Minuten erfolgten
die Blutentnahmen (200 pl). Die Plasmaglukose wurde mit Hilfe des Glucometers
Elite (Bayer HealthCare; Teststreifen: Ascensia Elite Sensor, Bayer HealthCare)

bestimmt.

2.5.3 Insulin-Toleranz-Test (ITT)

Auch der ITT kam bereits zur Insulinsensitivitatstestung zur Anwendung (Miesel et
al. 2010, Miesel et al. 2012, Muller-Fielitz et al. 2012a) und unterschied sich in den
Rahmenbedingungen nicht vom OGTT (siehe 2.5.2). Nach einer basalen Blutent-
nahme wurden 0,6 IE/KQksmergewicnt Insulin (Insuman Rapid, Aventis Pharma
Deutschland GmbH) im Bereich der linken Hifte (Minute 0) subkutan injiziert.
Nach basaler Blutentnahme und Insulinapplikation erfolgten die weiteren Blutent-
nahmen (jeweils ein Tropfen Blut) zur Bestimmung der Plasmakonzentration in
den Minuten 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 60, 90, 120, 180, 240, 360 und 420. Nach
24 Minuten wurde zusétzlich eine Mikrovette Blut zur Uberpriifung der Insulin-

Plasmakonzentration entnommen.

2.5.4 Leptinresistenz-Test

Der LRT wurde mit Hilfe des Phenomaster-Kalorimetrie-Systems (siehe 2.5.5)
durchgefihrt, um eine lickenlose Dokumentation der Nahrungsaufnahme wah-
rend des Versuchs zu gewahrleisten. Die subkutanen Leptinapplikationen wurden
am ersten Tag um 8:00, 11:00, 14:00, 17:00 und 20:00 Uhr sowie am zweiten Tag
um 8:00, 11:00 und 14:00 Uhr vorgenommen. Danach folgte ein 24-stiindiger Be-
obachtungszeitraum. Grundsatzlich wurde bei allen Tieren mit Ausnahme der letz-
ten Gabe (200pg/kQksmergewicht) €ine Leptinkonzentration von 100 pg/Kgksrpergewicht
verwendet. Im gleichen Zug wurden Kérpergewichtsmessungen und Blutentnah-
men Uber den Schwanz durchgefiihrt, um die Plasmaleptinkonzentration zu be-
stimmen, wobei diese am zweiten Tag einmal um 8:00 Uhr erfolgte. Das beschrie-
bene Versuchsprotokoll zur Leptinresistenz-Testung wurde bereits in einer Vor-
gangerstudie angewendet (Lau 2012, Miller-Fielitz et al. 2012).
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Leptin (rekombinantes Rattenleptin; R&D Systems, Minneapolis, MN USA) wurde
mit steril gefiltertem Tris-HCI-Puffer (20mM) auf die beschriebenen Dosierungen
verdinnt und in den bendtigten Tagesmengen (je 100pug/ml und 200ug/ml) bei
-80°C gelagert. Vor jedem Versuchstag wurden diese in Eiswasser aufgetaut und

zwischen den Applikationen bei 4°C zwischengelagert.

2.5.5 Indirekte Kalorimetrie

Die indirekte Kalorimetrie ist eine Methode zur Messung des Energieumsatzes.
Hierflir verbleibt ein einzelnes Tier in seinem Messkéfig (,homecage*®). Die Sauer-
stoff- (O2) und Kohlenstoffdioxidkonzentration (CO.) in der eingeleiteten sowie
ausstrémenden Luft werden mittels in den Kéfigdeckel eingebrachten Sensoren
gemessen. Mit der Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs Iasst sich ein mittelbares
indirektes Mal3 flr den Energieverbrauch ermitteln. Zuséatzlich kénnen anhand der
respiratorischen Gasaustauschrate (RER; Quotient aus ausgeatmeten Kohlen-
stoffdioxid und eingeatmeten Sauerstoff), die weitestgehend dem respiratorischen
Quotienten (RQ; Quotient aus produziertem Kohlenstoffdioxid und verbrauchtem
Sauerstoff) auf Zellebene entspricht, Rickschllisse auf die verstoffwechselten
Substrate gezogen werden: RQ Kohlenhydrate = 1, RQ Proteine = 0,8, RQ Fett =
0,7 (Schutz 1995).

Die indirekte Kalorimetrie wurde mit einem Phenomaster-System (TSE Systems
GmbH, Bad Homburg, Deutschland) durchgefiihrt, welches aus sechs Einzelkafi-
gen bestand. Ein identischer leerer Kontrollkafig mafR3 die im Versuchsaufbau herr-
schenden unbeeinflussten Gaskonzentrationen mit denen Sauerstoffverbrauch
und Kohlenstoffdioxidproduktion berechnet werden konnten. Der eingeleitete Luft-
fluss (Sample Flow) betrug 250ml/min pro Kafig mit einer Sauerstoffkonzentration
von 20,81 *+ 0,03 % und einer Kohlenstoffdioxidkonzentration von 0,050 + 0,006
%. Das System fiihrte Uber den gesamten Versuch sequentielle dreiminitige Mes-
sungen der CO.- und O.-Konzentration durch. Daraus resultierte eine Gaskon-
zentrationsmessung jedes Kafigs (inkl. Kontrollkafig) alle 21 Minuten. Uber Feder-
kraftmesser konnte parallel zu den O,- und CO,-Messungen der Verbrauch von
Wasser, Haltungs- und Cafeteria-Diat bestimmt werden. Weiter wurde jegliche Art

von Bewegung mittels Infrarotsensoren registriert sowie die Kafigtemperatur ge-
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messen. Das gesamte System war in einem gesonderten Versuchsraum unterge-
bracht. Die Tiere wurden in ihre Respirationskéafige Uberfihrt und 72 Stunden
durchgangig Uberwacht, wobei die ersten 24 Stunden zur Gewdhnung von der
Auswertung ausgeschlossen wurden. Die tagliche Schlundung sowie das Auffillen
von Wasser und Nahrung wurden auBerhalb der Gaskonzentrationsmessung

durchgefihrt, um jene méglichst wenig zu beeinflussen.

2.5.6 Magnetresonanztomographie

Zur Fettquantifizierung wurden Magnetresonanztomographien (MRT) durchgefihrt
(Philips Achieva; 1,5 Tesla, 8-Kanal Kniespule, transverse T1-gewichtete turbo
spin-echo Sequenz; Bildaufnahme vom Diaphragma bis unterer Beckenboden,
Schichtdicke 2mm, BildgréBe 320x320 px). Um Bewegungsartefakte zu minimie-
ren, wurden die Tiere mit intraperitoneal appliziertem Pentobarbital sediert, an-
schlieBend Kérperlange und Hiftumfang gemessen und schlieBlich in Einzelk&fi-
gen zum MRT transportiert. Das Pentobarbital wurde gewichtsadaptiert (53,33 mg
/ KQksrpergewicht) Verabreicht, wobei 18,66 mg (350 g Kdrpergewicht) nicht tberschrit-
ten wurden. Jede Untersuchung nahm 15 Minuten in Anspruch, wonach die Ratten
unter kontrollierten Bedingungen innerhalb weniger Stunden wieder ihr volles Be-
wusstsein erlangten. Dieses Procedere wurde bereits in vorangegangenen Studi-
en erfolgreich durchgefiihrt (Miesel et al. 2010, Muller-Fielitz et al. 2011, Miesel et
al. 2012).

Zur Quantifizierung des subkutanen und viszeralen Fettvolumens wurden die ak-
quirierten DICOM-Einzelschichtbilder (60 pro Ratte) anhand eines MRT-Bild-
betrachtungsprogramms (MRlcro Version 1.4 build 1) in eine einzige Bilddatei im
HDR-Format Uberfihrt. AnschlieBend konnte die HDR-Datei durch ein spezielles
Programm (vitom for windows) ged6ffnet werden. Dieses erlaubte die additive Mar-
kierung von Pixeln in einem Grauwertebereich innerhalb mehrerer Schichtbilder
und errechnete anhand des Bildabstands das entsprechende Volumen. Die Mar-
kierung von in T1-gewichteten Sequenzen entsprechend hell dargestellten Fettde-
pots erfolgte vom Diaphragma bis zum Beckenboden auf Héhe der Hiftgelenke.
Unter viszeralem Fettgewebe subsumierten sich alle Depots innerhalb der Bauch-
héhle unterhalb der Bauchwandmuskulatur. Diese waren besonders in den Nie-
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renlagern sowie im Bereich von Dick- und Dinndarm ausgepragt. Subkutanes
Fettgewebe fand sich vor allem im Bereich des Bauchs und oberhalb der Hiften
(siehe Abb. 3-4D-H).

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Radioimmunoassay (RIA)

Radioimmunoassays beruhen auf der Antigen-Antikdrper-Reaktion und kdnnen
spezifisch kleinste Mengen Antigen nachweisen. Es konkurriert ein mengenmaBig
bekanntes radioaktiv markiertes Antigen mit dem endogenen unmarkierten Anti-
gen um in der Anzahl begrenzter spezifischer Antikérper. Je mehr unmarkiertes
Antigen vorhanden ist, desto weniger binden die Antikdrper an das radioaktiv mar-
kierte Antigen, sofern beide Antigene eine ahnliche Immunreaktivitat aufweisen.
Beide Antigene werden anschlieBend mit Hilfe der Doppel-Antikérper-Methode
getrennt, bei der durch einen weiteren Antikérper Antigen-Antikérper-Antikdrper-
Komplexe entstehen, die durch Zentrifugieren abgetrennt werden kénnen. Der
Uberstand wurde mittels Membranpumpe (Eppendorf 4151) abgesaugt und die
Radioaktivitat des entstandenen Pellets anhand eines Gammacounters (1282
Compugamma CS, LKB, Wallac) gemessen. Die vorhandene Strahlung der ver-
bliebenen radioaktiv markierten Antigene verhalt sich umgekehrt proportional zum
nachgewiesenen Antigen (indirekte Nachweismethode) und lie3 sich mit Hilfe von
Standardkurven berechnen.

Far die Bestimmung von Adiponektin, Angll, Glukagon, Insulin und Leptin wurden
kommerziell erhéltliche Kits (siehe Anlage) bezogen und nach deren Gebrauchs-

anweisung verwendet.
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2.6.2 Praparation des Hypothalamus

Der isolierende Zuschnitt des Hypothalamus erfolgte nach der Methode von
Palkovits und Brownstein (Palkovits and Brownstein 1988). Zunachst wurde das
bei -80°C gelagerte Gehirn fir 30 Minuten im -12°C kalten Gefriermikrotom
(Leicam, CM) belassen, um eine schnittfahige Konsistenz zu erhalten. Anschlie-
Bend wurde in fester Schnittreihenfolge mittels anatomischer Pinzette und speziel-
lem Skalpell (Microtome blade) der Hypothalamus prapariert: Zunachst erfolgten
Koronarschnitte rostral des Chiasma opticum und den Corpora mamillaria. Danach
trennten beidseitige Sagitalschnitte das laterale Gewebe inklusive der Amygdala
ab. SchlieBlich entfernte ein Transversalschnitt bis unter die Comissura anterior
das restliche Hirngewebe vom Hypothalamus, der anschlieBend bei -80°C gela-
gert wurde.

2.6.3 mRNA-Extraktion aus dem Hypothalamus

Der Hypothalamus wurde als Ganzes unter Hinzunahme einer gleichmaBigen Mi-
schung (1ml) aus PBS-Puffer (pH = 7,4) und Lysispuffer (Nucleic Acid Purification
Lysis Solution, Applied Biosystems, UK) eine Minute lang mit einem Ultra-Turax
(Ultraturax 78, Staufen) homogenisiert. Nun wurden 500 pl des entstandenen
Homogenats nach einem standardisierten Schema fiir die mRNA-Extraktion ver-
wendet, die mit Hilfe der ABI PRISAM 7000 Nucleic Acid PrepStation (Applied
Biosystems) durchgeflihrt wurde. Das restliche Volumen wurde bei -80°C gelagert.

2.6.4 mRNA-Messung mit RiboGreen

Die extrahierte mRNA wurde mit dem Quant-iT-RiboGreen-RNA-Assay-Kit ge-
messen. Diese Methode basiert auf dem Floureszenzfarbstoff RiboGreen, der
nach spezifischer Bindung an Nukleinsduren um ein Vielfaches heller leuchtet als
ungebunden (Jones et al. 1998). Um Verfalschungen durch Bindung an DNA zu
verhindern, beinhaltete das befolgte Herstellerprotokoll die Zugabe von DNAsen.
Die Messung erfolgte mit Hilfe eines Fluometric-imaging-plate-readers (FLUOstar
OPTIMA Basisgerat 2003-8143, BMG LABTECH) in einer 96-Well-Platte bei einer

Anregungswellenldnge von 480nm und einer Emissionswellenldnge von 520nm,
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wobei die gemessen Werte durch Subtraktion der jeweiligen Leerwerte korrigiert
wurden. Es wurde eine Eichkurve aus flinf Punkten zwischen Konzentrationen von
1 ng/ml und 50 ng/ml gebildet und die Proben soweit verdiinnt, dass sie innerhalb
dieser Standardkurve lagen und entsprechend ausgewertet werden konnten.

2.6.5 cDNA-Synthese

Um spezifische mMRNA-Sequenzen genau zu quantifizieren, wurde sie zunachst in
cDNA transformiert und anschlieBend die quantitative real-time PCR (qPCR) an-
gewendet. Hierflr bildete zuerst eine virale RNA-abhangige DNA-Polymerase
(Avian-Myeloblastosis-Virus-Reverse-Transkriptase) mittels unspezifischer Oligo-
(dT)-Primer einen komplementaren cDNA-Strang, der an die entsprechende
MRNA-Sequenz hybridisiert war. Im weiteren Verlauf baute das Enzym RNase H
die RNA-Strange ab, damit DNA-abhangige DNA-Polymerasen den bestehenden
DNA-Strang zu einer doppelstrangigen cDNA komplettierten. Die Herstellung der
cDNA erfolgte nach Anleitung eines kommerziell erhaltlichen cDNA-Synthese-Kits
(Cloned AMV First-Strand Kit, Invitrogen, Karlsruhe) in einem Thermozykler
(Tgradient, Biometra GmbH, Goéttingen). Die hergestellte cDNA wurde bei -20°C
aufbewahrt.

2.6.6 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Die von Higuchi et al. entwickelte Methode basiert auf der Polymerase-
Kettenreaktion und ermdglicht eine Quantifizierung der cDNA und indirekt der auf-
bereiteten mMRNA (Higuchi et al. 1993). In der Weiterentwicklung bindet hierbei ein
neuerer Floureszenzfarbstoff (SYBR GREEN 1) an die sich in Zyklen vermehrende
doppelstrangige DNA (dsDNA), dessen Intensitdtszunahme von einer CCD-
Kamera aufgezeichnet wird (Vitzthum et al. 1999). Zur Auswertung wird eine
Standardreihe mitgefihrt, die aus einem PCR-Produkt mit bekannter Kopienzahl
besteht und die gleichen Primer (Tab. 2-3) benutzt. Der Zyklus, in dem ein defi-
nierter Fluoreszenzschwellenwert Uberschritten wird, der die exponentielle Amplifi-
kationsphase der DNA detektiert, wird als Schwellenwertzyklus (Cycle Threshold,
Crt) bezeichnet. Anhand der Ct-Werte und der bekannten Kopienzahlen der Stan-

24



Methoden

dard-Reihen sowie der Ct-Werte der Probenreihen lassen sich unter Beachtung
der zugrundeliegenden exponentiellen DNA-Amplifikation die absoluten Aus-
gangskopien ermitteln.

Die Bestimmung von AgRP, CART, CRF, MCH, NPY und POMC erfolgte mittels
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) und eines
kommerziell erhaltlichen Kits (,Platinum SYBR GREEN | gPCR Super-Mix-UDG
with  ROX®, Invitrogen) unter Einhaltung der vorgeschriebenen Temperatur-
Protokolle. Die Fluoreszenzmessung des SYBR GREEN | wurde bei einer Wellen-
lange von 520nm durchgefiihrt. Zum im Kit vorliegenden ,Supermix“ mussten nur

noch DEPC-Wasser und die jeweiligen Primer hinzugefligt werden:

SuperMix 12,5 pl/Probe
Sense Primer (10 pmol/pl) 0,5 pl/Probe
Antisense Primer (10 pmol/pl) 0,5 pl/Probe
DEPC-Wasser ad 23 ul/Probe

Diese Mischung wurde bis zum weiteren Gebrauch unter Lichtschutz in Eis auf-
bewahrt. Auf einer 96-Well-Platte wurden jeweils 23ul Supermix mit 2ul cDNA-
Probe bzw. 2ul des jeweiligen Standards zusammengebracht. Aufgrund der grund-
legenden Bedeutung der Standardreihe flr die cDNA-Messung, wurde diese in
fiinf Konzentrationsstufen (je 107 - 10° Kopien) in Doppelbestimmung durchge-
fihrt. Zur Uberpriifung der Probenreinheit wurde nach 40 Zyklen eine Schmelz-
kurvenanalyse jedes PCR-Produkts vorgenommen. Die Primersequenzen wurden
tber das Programm ,Primerexpress” bestimmt und entsprechend kommerziell be-
zogen. Weiterhin wurden die Primer in Vorversuchen mittels Gelelektrophorese
optimiert und das PCR-Produkt des besten Testergebnisses als jeweiliger PCR-
Standard verwendet.
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Tab. 2-3: Nukleotidsequenzen der eingesetzten Primer; Bezug von der Firma
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland).

Primer Ausrichtung Sequenz
Sonse 5 -GCA-GAC-CGA-GCA-GAA-GAT-GT-3’
AgRP Antisense 5"-CTT-GAA-GAA-GCG-GCA-GTA-GC-3’
Sene 5 ACT-GTC-CCC-GAG-GAA-CTT-CT-3'
CART Antisense 5" ATT-TTG-AAG-CAG-CAG-GGA-AA-3’
Sense 5 -AAA-GGG-GAA-AGG-CAAAGA-AA 3’
CRF Antisense 5"-GTT-TAG-GGG-CGC-TCT-CTT-CT-3'
Sense 5 -CAT-TTT-ACT-TTC-GGC-CTC-CA-3’
MCH Antisense 5 TGG-AGC-CTG-TGT-TCT-TTG-TG-3'
Sonse 5 TAA-CAA-ACG-AAT-GGG-GCT-GT-3'
NPY Antisense 5" TGT-CTC-AGG-GCT-GGA-TCT-CT-3'
Sonse 5 GAA-GGT-GTA-CCC-CAA-TGT-CG-3’
POMC Antisense 5"-CTT-CTC-GGA-GGT-CAT-GAA-GC-3"
Sense 5 -GCC-GTC-TCT-AGG-AACTGT-TG3"
PPO Antisense 5'-CGA-GGA-GAG-GGG-AAA-GTT-AG-3"

2.6.7 Probenaufbereitung fir Western Blot

Unter Stickstoffkiihlung wurde das braune Fettgewebe pulverisiert, gewogen und
in ReagiergefaBe Gberfuhrt. Hinzufligen von Zell-Lyse-Puffer (CLB; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) in einem entsprechenden Verhaltnis (1ml CLB
auf 200 mg Gewebe) flhrte zur Zellauflésung, wahrend das im Puffer bereits vor-
handene Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; 1%) freiwerdende Proteasen inhi-
bierte. AnschlieBend wurde das Gemisch mittels Ultraturax (Ultraturax 78, Stau-
fen) eine Minute lang homogenisiert und mit 14000 U/min bei 4°C finf Minuten
lang zentrifugiert. Bei der entstandenen Dreischichtung aus Pellet, hydrophiler und
lipophiler Phase wurde die mittlere Phase entnommen und fir folgendes Procede-
re zweigeteilt: Ermittlung des tatsachlichen Proteingehalts nach LOWRY (Ab-
schnitt 2.6.8) und Proteinanalyse mittels Western Blot (Abschnitt 2.6.9). Fir Letz-
teres wurden die Proben mit vierfach konzentriertem Lithiumdodecylsulfat (LDS)
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versetzt und zwecks Proteindenaturierung zehn Minuten lang bei 70°C inkubiert.
Nach erfolgter Proteinquantifizierung konnten diese Proben unter Verwendung von

unkonzentriertem LDS-PAGE-Puffer auf 2 pg/ul Protein je Probe verdiinnt werden.

2.6.8 Proteinbestimmung nach LOWRY

Die Methode basiert auf einer Komplexbildung zwischen Peptidbindungen und
Kupferionen, welche Uber Zwischenreaktionen in der photometrischen Bestim-
mung von Molybdanblau endet, dessen Intensitat sich proportional zur Protein-
menge verhalt (Lowry et al. 1951). Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine
Standardreihe aus bovinem Serumalbumin (BSA) hergestellt, welches mit Hilfe
von Natriumchlorid zu Konzentrationen von 20 pg/ml bis 200 pg/ml verdinnt wur-
de. Je 200 pl einer Probe bzw. eines Standards wurde mit 800ul LOWRY-Mix ver-
setzt und for zehn Minuten bei Raumtemperatur belassen. Dann wurde je 100ul
Folin-Reagenz hinzugeflgt und 30 Minuten gewartet bevor die photometrische
Bestimmung bei einer Wellenldnge von 750 nm angeschlossen wurde. Aus den
Extinktionen der Standardreihe lie3 sich eine Eichkurve bilden, mit Hilfe derer der

Proteingehalt in den Proben quantifiziert werden konnte.

2.6.9 Proteinanalyse mittels Western Blot

Dieses Verfahren beruht auf Southern, den Erfinder der Blotting-Technik, der
erstmals DNA auftrennte (Southern 1975), und beinhaltet die Ubertragung von
Proteinen auf eine Membran sowie deren Nachweis mittels Immundetektion. Letz-
teres geschieht durch spezifische Bindung von Primarantikérpern an die gesuch-
ten Proteine. Sekundarantikérper bilden Konjugate mit den Priméarantikérpern und
erlauben anhand ihrer gekoppelten Enzyme oder radioaktiven Substanzen quanti-
tative Messungen. Zuvor werden die Proteine mittels Lithiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (LDS-PAGE) der GréBe nach getrennt. Durch
Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die zuvor denaturierten (Abschnitt
2.6.7) negativ geladenen Proteine durch ein Polyacrylamid-Gel, welches als Sieb
fungiert: Je kleiner ein Protein, desto weiter wandert es. Ein weiterentwickeltes

Verfahren verwendet zwecks besserer Proteintrennung Gradientengele mit an-
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steigenden Acrylamidanteilen. Durch Anlegen einer senkrecht zum Polyacrylamid-
Gel stehenden Spannung werden die Proteine auf eine Membran
(Polyvinylidenfluorid) gezogen und verbleiben dort aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen (,Blotting“). Das elektrophoretische Muster bleibt bestehen und
die aufgetrennten Proteine kdnnen nun mit Hilfe der Immundetektion nachgewie-
sen und quantifiziert werden. Die Elektrophorese wurde zwei Stunden lang bei
einer konstanten Spannung von 200V durchgefiihrt. Das Gradientengel hatte ei-
nen Acrylamidanteil von vier bis zwélf Prozent. Den Proben wurde Dithiothreitol
(0,5 M) im Verhaltnis 1:10 hinzugefligt, um die Proteine zu stabilisieren bzw. vor
Oxidation zu schitzen. Von jeder Probe wurden 10ul auf das Sammelgel aufge-
tragen und gleichzeitig ein Proteinstandard als GréBenmarker mitgefiihrt. Die
Polyvinylidenfluorid-Membran wurde 30 Sekunden in Methanol eingelegt, danach
mit Aqua bidest gespilt und anschlieBend in MES-Puffer &quilibriert. Das ,Blotting*
erfolgte Uber zwei Stunden bei einer Spannung von 30V in einer Blotkammer nach
dem TankBlot-System. Vor der Immundetektion wurden die Membranen zwecks
Aufséattigung unspezifischer Bindungsstellen zwei Stunden lang mit 5%igem
Milchpuffer behandelt. Danach wurden die Membranen bei 4°C Uber Nacht luft-
dicht in Milchpufferlésung inkubiert, die Priméarantikbrper gegen Thermogenin
(UCP-1) im Verhaltnis 1:250 enthielt. Am Folgetag entfernte eine viermal zehnmi-
nutige Spulung mit PBS-Tween-Puffer Uberschissige und unspezifisch gebunde-
ne Primarantikérper. Im Anschluss wurden die Membranen luftdicht fir 90 Minuten
mit einem Sekundéarantikérper inkubiert und abermals gewaschen (siehe oben).
Nun wurde Detektionsmittel (SuperSignal West Femto, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA) in einer mit destilliertem Wasser verdiinnten Lésung von 1:5
auf die Membranen verbracht. Dieses diente als Substrat fir die an den Sekun-
darantikbrpern gekoppelte Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP).
Durch die Chemolumineszenzreaktion konnte die Helligkeit der verschiedenen
Banden mittels CCD-Kamera aufgenommen und durch entsprechende Software
quantifiziert werden (Chemi Doc System; Quantity One Software, Biorad, Min-
chen). Um den Proteingehalt der Membranen vergleichen zu kénnen, wurde ein
erneuter Western Blot derselben durchgefihrt. Hierflr entfernte das Agens Re-
Blot Plus Mild (Millipore) die gebunden Antikérper und es folgte ein Nachweis von
B-Aktin, ein konstant exprimiertes Zellsubtrat.
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2.7 Statistische Methoden

In den folgenden Abbildungen und Tabellen sind Mittelwerte (MW) und deren
Standardfehler (SEM) verwendet worden. Anhand des Grubb’'s Tests
(www.graphpad.com) wurden Werte auBerhalb der vierten Standardabweichung
identifiziert und von der Auswertung ausgeschlossen.

Die in der Vorstudie erstellten Dosis-Wirkungs-Kurven wurden mittels nonlinearer
Regression erstellt und in eine logarithmische (log) Dosis-Skala tberfihrt. In Ab-
schnitt 3.2.1 wurden systolischer Blutdruck und linksventrikulares Gewicht mitei-
nander korreliert. Die eingezeichnete Korrelationsgerade wurde anhand linearer
Regression erstellt und beinhaltet die Werte aller Gruppen. Der lineare Zusam-
menhang beider Variablen wurde mit Pearson’s r quantifiziert. Die im Anhang dar-
gestellten Korrelationen bezlglich Adiponektin beinhalten Graphen, die auf
nonlinearer Regression beruhen. Hier wurde KONs nicht in die Berechnung von r
einbezogen. Der HOMA-Index errechnete sich aus nlchternen Plasmawerten von
Glukose und Insulin anhand folgender Formel: Insulin (pU-ml™") x Glukose (mg-dI™")
/ 405. In den Glukosestoffwechsel-Tests sowie im LRT wurde die Flache unterhalb
der Kurve (AUC) sowie die Maximalkonzentration (Cnax) aus den Delta-Werten
ermittelt. Im ITT wurde die Halbwertszeit (T+2) von Glukose jedes einzelnen Tieres
ermittelt: Durch logarithmische (In) Transformation der Glukosekonzentrationen
zwischen 6 und 42 min nach Insulinapplikation lie3 sich die Steigung der ermittel-
ten Geraden durch lineare Regression errechnen, was nachfolgend die Eliminati-
onsgeschwindigkeitskonstante (kel) darstellt: Ty = In (2) / kel.

Die statistische Signifikanz wurde beim Vergleich von zwei Gruppen durch den
abhangigen T-Test ermittelt. Bei mehr als zwei Gruppen wurde diese erst durch
ein- (Behandlung) oder zweifaktorielle (Behandlung tUber die Zeit) ANOVA-Tests
und anschlieBend mittels ,Dunnett's multiple comparison test® bzw. ,Bonferroni’s
post test“ genauer analysiert. Bei nicht gegebener Normalverteilung wurde mittels
Wilcoxon Rangsummen Test getestet. Als statistisch signifikant wurden Werte an-
genommen, bei der die Nullhypothese mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <

5% verworfen werden konnte (Signifikanzniveau: p < 0,05).
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3 Ergebnisse

3.1 Dosisfindungsstudie

Zur Vergleichbarkeit der eingesetzten Medikamente wurden Dosis-Wirkungs-
Kurven erstellt. Telmisartan (TEL) senkte den systolischen Blutdruck von durch-
schnittlich 190 mmHg auf 114 mmHg, die Kombination aus Telmisartan und
Amlodipin (T+A) von 185 mmHg auf minimal 109 mmHg. Die Amlodipin-
Monotherapie (AML) fUhrte zu einer sukzessiven Senkung auf minimal 130 mmHg
(Abb. 3-1). Mittels nicht linearer Kurvenanpassung wurde durch Extrapolation eine
equieffektive  Blutdrucksenkung fir folgende Dosierungen berechnet: 8
mMQ/KQksrpergewicht T EL, 10 M@/KQksrpergewicht AML, 2 + 8 mg/KQksrmergewicht T+A.

2001

150+

syst. Blutdruck (mmHg)

100-

1
0 0,1 1 10 100

Dosis (mg/kgKérpergewicht/d)

Abb. 3-1: Dosis-Wirkungs-Kurven nach antihypertensiver Behandlung mit
Telmisartan, Amlodipin und deren Kombination. Jede Dosierung wurde eine Wo-
che lang verabreicht und anschlieBend der systolische Blutdruck ermittelt;
MW+SEM, n=6; A : TEL; V: AML; ¢: T+A.
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3.2 Hauptstudie

3.2.1 Blutdruck, Herzfrequenz und linksventrikularer Index

Vor Behandlungsbeginn wiesen alle Gruppen einen systolischen Blutdruck von
etwa 200mmHg auf (Abb. 3-2A). In den Kontrollgruppen blieb der Blutdruck Uber
die 15-wéchige Behandlungszeit hinweg konstant. Die Behandlung mit TEL und
der Kombination T+A flUhrte zu nahezu identischen Blutdruckabfallen auf
normotensive Werte und blieb konstant (-82 + 4 bzw. -85 £ 5 vs. -83 £ 4 bzw. -84 +
6 mmHg). Die Blutdruckreduktion unter AML zeigte nach drei Wochen ebenfalls
vergleichbare Werte zu TEL und T+A (-76 + 4 mmHg), fiel nach 15 Wochen jedoch
signifikant schwacher aus (-64 + 5 mmHg; Abb. 3-2A).

Die Herzfrequenz (HF) blieb in der schlanken Kontrollgruppe stets am niedrigsten,
wobei analog zu den Ubrigen Gruppen ein Anstieg Uber die Zeit zu beobachten
war. In den drei Behandlungsgruppen kam es nach Therapiebeginn zu einer Ta-
chykardie, die zumindest bei TEL und deutlicher bei AML zurtckging (Abb. 3-2B).
Eine mégliche Ursache stellt hierbei die physiologische Reaktion auf die drasti-
sche Blutdrucksenkung dar.

Der linksventrikulare Index (LVI) ist der Quotient aus linksventrikuldarem Gewicht
(LVG) und Femurldnge, wodurch der individuelle GrdéBenunterschied bei der
Linksherzbeschreibung bericksichtigt wird. Im Vergleich zu den schlanken war der
LVI der adipdsen Kontrollen erhdéht. Unter TEL war der LVI am niedrigsten und
unterschied sich auch signifikant von dem der Kombination T+A, wahrend die LVI-
Reduktion unter AML schwé&cher ausgepragt war (Abb. 3-2C). Die Femurlangen
der Gruppen waren miteinander vergleichbar, einzig bei der schlanken Kontroll-
gruppe leicht vermindert (Tab. 3-1). Die Korrelation zwischen linksventrikularen
Gewicht und systolischem Blutdruck bestatigt einerseits den bereits bekannten
Zusammenhang zwischen Blutdruck und ventrikularer Hypertrophie. Andererseits
zeigt sie aber auch, dass die Hypertrophieregression nicht nur blutdruckabhangig
ist, da die hohe Telmisartan-Dosis einen starkeren Effekt nach sich zog und die
Hypertrophie der adipdsen Kontrolltiere im Vergleich zu den schlanken Kontrollen
gesteigert war. (Abb. 3-2D).
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Abb. 3-2: Systolischer Blutdruck und Herzfrequenz (HF) vor und wéhrend der
Behandlung (A+B), linksventrikuldrer Index (LVI) bei Studienende (C) und Korrela-
tion zwischen linksventrikuldrem Gewicht (LVG) und systolischem Blutdruck (D);
MW+SEM, n=10-12, * p<0,05 vs. KON,, 1 p<0,05 vs. KONs, $ p<0,05 vs. AML,

#p<0,05vs. T+A; 0 :KONs, ® : KON, , A :TEL, ¥V : AML, ¢ : T+A.
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3.2.2 Angll-Plasmakonzentrationen

Zwischen der schlanken und adipésen Kontrollgruppe bestand kein Unterschied in
den Angll-Plasmakonzentrationen. Im Vergleich hierzu war Angll unter chroni-
scher Applikation des ATi-Rezeptorantagonisten Telmisartan um das 9- (Mono-
therapie) bzw. 7-fache (Kombinationstherapie) erhéht. Die Behandlung mit
Amlodipin flhrte zu einer vergleichsweise schwacheren Angll-Erhéhung. (19 + 3
pmol/l; Abb 3-3).

2004 * &

KONg KON, TEL AML T+A

Abb. 3-3: Angll-Plasmaspiegel bei Studienende nach langfristiger Medikamenten-
applikation; MW+SEM, n=10-12, * p<0,05 vs. KONy, ¥ p<0,05 vs. AML.

3.2.3 Kérpergewichtsentwicklung und Fettvolumen

Das Kérpergewicht wurde vor Medikamenteneinsatz wéchentlich und wahrend der
Therapie taglich gemessen. Aus Ubersichtsgriinden wird das Kérpergewicht (iber
den gesamten Zeitverlauf der Studie wdchentlich dargestellt, wobei auf die Dar-
stellung der letzten 3 Wochen verzichtet wurde, da es aufgrund der zahlreichen
Funktionstests und den damit einhergehenden Fastenperioden zu versuchsbe-
dingten Schwankungen kam (Abb. 3-4A). Bis zum Behandlungsbeginn entwickelte
sich das Kdrpergewicht aller Therapiegruppen mit CD-Fitterung nahezu identisch
und war zu Behandlungsbeginn (gestrichelte Linie, Tag 133) vergleichbar. Das
Kdrpergewicht war hier im Vergleich zur schlanken Kontrollgruppe, die als einzige
Gruppe lediglich Haltungsdiat erhielt, um ca. 20% erhéht. Zur Veranschaulichung

der medikamentenbedingten Effekte wurde die Kérpergewichtsdifferenz zwischen
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Therapiebeginn und drei Wochen vor Therapieende berechnet (Abb. 3-4B): Bei
AML und T+A entsprach die absolute Gewichtszunahme der Ubergewichtigen
Kontrollgruppe (30 + 4 vs. 26 £ 3 vs. 31 = 4 g), was einer Erhéhung von ca. 7-8%
entspricht. Die Telmisartan-behandelten Ratten zeigten mit ca. 2-3% einen gerin-
geren Anstieg des Koérpergewichts, der auf Niveau der schlanken Kontrollgruppe
lag (10 = 1 vs. 8 £ 5 g) Bei vier Tieren dieser Versuchsgruppe konnte sogar eine
Gewichtsriickgang (1-19 g) beobachtet werden.

Mittels MRT konnte nicht nur die absolute Fettmasse quantifiziert, sondern auch
zwischen subkutanem und viszeralem Fett differenziert werden. Analog zum Koér-
pergewicht war die Fettmasse der schlanken Kontrolltiere deutlich gegenliber den
anderen Gruppen vermindert. Die Behandlung mit Telmisartan fihrte zwar zu kei-
ner signifikanten Reduktion der Gesamtfettmasse, im Vergleich zu KON, jedoch
ein um ca. 19% geringeres viszerales Fettvolumen (Abb. 3-4C). Die Effekte lassen
sich anhand der exemplarischen MRT-Schichtaufnahmen gut nachvollziehen, bei
der Fett in den T1-gewichteten Sequenzen entsprechend signalreich (hell) darge-
stellt wird (Abb. 3-4D-H). Die weiteren morphologischen Messungen wie BMI,
Kérperumfang, Kérper- und Femurlédnge zeigten ein analoges Bild: Die schlanke
Kontrollgruppe wies durchweg die niedrigsten Werte auf, wahrend die anderen
Behandlungsgruppen vergleichbar waren. Lediglich Telmisartan-behandelte Tiere
hatten gegenlber den Ubergewichtigen Kontrollen einen niedrigeren BMI bei ver-
gleichbaren Langenparametern (Tab. 3-1).

Tab. 3-1: Body-Mass-Index (BMI; kg/m?), Kérperumfang, Kbérperldnge und
Femurldnge (mm) sowie viszerales und subkutanes Fett (cm)® der einzelnen Be-
handlungsgruppen; MW+SEM, n=10-12, * p<0,05 vs. KONa.

KONs KONAa TEL AML T+A
BMI 72%+0,1* 8,4 +0,1 79+0,1" 8,1+0,1 8,0 +0,1
Kérperumfang 176+0,1* 18,7 + 0,1 18,1+0,2 18,6 +0,2 18,4 +0,3
Kérperlange 21,7+02" 22,3+0,2 22,0 £ 0,1 22,2+ 0,1 22,2+ 0,1
Femurlange 378+04"* 39,2+0,2 38,9+0,3 39,1+0,3 39,1+0,2
Viszerales Fett 57+0,7* 23,7+1,6 19,2 +2,1* 22,122 23,6 +1,3
Subkutanes Fett 32+03" 7,804 7,2%0,7 7,3+0,7 7,7+0,5
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Abb. 3-4: Kérpergewichtsentwicklung wéhrend der Studie (A), absolute Gewichts-

dnderung nach Therapiebeginn (B), via MRT ermitteltes Fettvolumen (C), abdomi-
nale MRT-Schichtbilder knapp unterhalb der Nieren (D-H); graue Balken: Gesamt-
fett, helle Balken: viszerales Fettgewebe, gestrichelte Balken: subkutanes Fettge-
webe; MW+SEM, n=11-12, * p<0,05 vs. KONa; o : KONs , @ : KON, , A : TEL,

Vv CAML, ¢ : T+A.
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3.2.4 Energie- und Wasseraufnahme

Die wdchentlich erfasste Energieaufnahme wurde auf das individuelle Kdrperge-
wicht bezogen und nahm bei allen Gruppen bis zum Behandlungsbeginn fortlau-
fend ab (Abb. 3-5A). Zusatzlich fallt auf, dass sich die Energieaufnahme Gber alle
Gruppen mit dualer Diat vornehmlich aus der Cafeteria-Diat zu Ungunsten der
Haltungsdiat rekrutierte (Abb. 3-5B). Mit Ausnahme der schlanken Kontrollgruppe,
die keine hochkalorische Cafeteria-Diat erhielt und insgesamt ca. 23% weniger
Energie aufnahm, wiesen alle Gruppen bis zur medikamentdsen Intervention eine
vergleichbare kumulative Energieaufnahme auf (Tab. 3-2). In der therapeutischen
Phase kam es einzig unter Telmisartan zu einer Steigerung der Energieaufnahme,
sodass die Gesamtenergieaufnahme wahrend der Behandlung hier am Héchsten
ausfiel (Abb. 3-5B).

Mit Ausnahme der schlanken Kontrollen war vor Behandlungsbeginn die kérper-
gewichtsbezogene kumulative Wasseraufnahme zwischen den Gruppen ver-
gleichbar (Abb. 3-5C). Unter Medikamentenapplikation erhdhte sich die Wasser-
aufnahme in allen Gruppen und war bei TEL am starksten ausgepragt, erreichte
hier aber nicht das Niveau der schlanken Kontrollgruppe (Abb. 3-5D).

Tab. 3-2: Kumulative Energieaufnahme in KJ/Qxsmergewicht Und kumulative Wasser-
aufnahme in ml/Qksipergewicht Vor und wéhrend der Behandlung sowie dber die ge-
samte Studie bis Tag 203; MW+SEM, n=10-12, * p<0,05 vs. KONa.

KONs KON, TEL AML T+A

Energieaufnahme (kJ/gkg)

vor Behandlung 115+ 3* 147 + 3 152 +3 151 +3 147 =3

wahrend Behandlung 52 +1* 65+ 1 73+2* 67 =1 67 =1

insgesamt 168 +4* 212+ 4 226 5 218 +4 214 +4
Wasseraufnahme (ml/ggg)

vor Behandlung 11,2+ 0,3* 7,3+£0,2 6,7 £ 0,1 6,7+£0,2 6,9+0,2

wahrend Behandlung 5,0+0,2* 29+0,1 4,0+0,1* 3,6 +0,1* 3,4+0,1*

insgesamt 16,3+0,4* 10,1+0,3 10,6 £ 0,2 10,3+0,2 10,3+ 0,4
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Abb. 3-5: Kumulative wéchentliche Energie- (A) und Wasseraufnahme (C) pro
Kérpergewicht tber 203 Tage, gestrichelte Linie: Behandlungsbeginn (Tag 133);
Gesamtenergie- (B) und Wasseraufnahme (D) wédhrend des Behandlungszeit-
raums bezogen auf das Kérpergewicht; dunkle Balken: Haltungsdiét, helle Balken:
Cafeteria-Didt, MW+SEM, n=11-12. * p<0,05 vs. KONa; o : KONs , @ : KON, ,
A CTEL,V :AML, ¢ : T+A.

37



Ergebnisse

3.2.5 Glukosestoffwechsel

Der Glukosestoffwechsel wurde anhand einfacher Glukose- und Insulinplasma-
konzentrationen sowie mittels Funktionstests Gberpruft. Im Vergleich zur schlan-
ken Kontrollgruppe hatten alle Gbrigen Gruppen héhere Glukose- und Insulinspie-
gel. Unter nichternen Bedingungen war dieser Effekt bei TEL und T+A ebenfalls
ausgepragt. Der sich hieraus ergebende hohe HOMA-Index, den alle CD-
gefltterten Gruppen aufwiesen, spricht flr eine Insulinresistenz. Glukagon hinge-
gen war zumindest bei TEL in Richtung von KONs verandert (Tab. 3-3).

Im OGTT wies die adipése Kontrollgruppe hohe Glukose- und Insulinspiegel im
Vergleich zu KONs auf, was die bereits vermutete Insulinresistenz bestétigt. Unter
Telmisartan hingegen waren AUC und vor allem Cyax von Glukose sowohl in Mo-
no- als auch in Kombinationstherapie den schlanken Kontrollen &hnlich. Hierbei
war Insulin ebenfalls auf Niveau von KONs (AUC von TEL ausgenommen). AML
wies zwar ebenfalls ein niedriges Insulin auf, zeigte aber die hdchsten
Glukosewerte (Abb. 3-6). Beide Telmisartan-Therapieschemata fhrten im ITT zu
einer normalisierten Insulinsensitivitat, die zu einer Glukosehalbwertszeit im Be-
reich der schlanken Kontrolltiere fihrte. Unter Amlodipin wurde eine ahnlich beein-

trachtigte Insulinsensitivitat wie bei KON beobachtet (Abb. 3-7).

Tab. 3-3: Glukose in mg/dl, Insulin in ng/ml, Glukagon in pg/| sowie HOMA-Index
in uU/ml x mg/dl. Blutentnahme an Tag 171 (nicht nichtern) und Tag 249 (niich-
tern); MWESEM (n=10-12), * p<0,05 vs. KONa.
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KONs KONa TEL AML T+A

Nicht niichtern

Glukose 89,8 £ 2,6” 107,616,3 120,1+2,3 117,343,6 112,3+2,7

Insulin 6,08 £0,5 5,95+0,6 7,2510,6% 6,18+0,6 7,18 £ 0,20*

Glukagon 239,6 £ 17,0* 122,249,4 176,1£17,8*  117,8£10,7 154,4+£246
Nichtern

Glukose 51,2+1,6 579+27 66,5 £ 5,4* 60,5+ 2,7 68,8 +4,1*

Insulin 0,21 £0,1* 0,89 + 0,1 1,75 £ 0,35% 0,99 +0,2 1,61 +£0,3"

Glukagon 96,1 £7,6" 67,0 +6,3 82,3 £ 6,9* 64,1 +6,8 66,6 + 6,7

HOMA-Index 0,68 + 0,26* 3,16 £0,60 7,94+236* 3,74x0,75 7,11 £1,6*
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Abb. 3-6: Ermittelte Werte im Rahmen des oralen Glukose-Toleranz-Tests flir
Glukose (A-C) und Insulin (D-F) mit je Verlauf Gber die Zeit (A+D), AUC (B+E) und
Maximalkonzentration (C+F); MW+SEM, n=10-12. * p<0,05 vs. KON,4; o : KON,

o KONy, A :TEL, V : AML, ¢ : T+A.
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Abb. 3-7: Ermittelte Werte im Rahmen des Insulin-Toleranz-Tests fiir Glukose (A-
D) und Insulin (E); Glukose uber die Zeit (A), AUC (B), maximaler Glukoseabfall
(C), errechnete Halbwertszeit fiir Glukose (D) sowie Insulinwerte 24 min nach s.c.
Applikation (E); MW+SEM, n=10-12. * p<0,05 vs. KON, o : KONs , ® : KONy,
A TEL, V :AML, ¢ : T+A.
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3.2.6 Fettstoffwechsel

Um die Auswirkungen der Medikation auf den Fettstoffwechsel zu erfassen, wur-
den kurz vor und gegen Ende des Behandlungszeitraums (Tag 123 vs. Tag 240)
die Plasmaspiegel von Triglyceriden, freien Fettsduren, Gesamtcholesterol, High-
Density Lipoprotein (HDL) und Low Density Lipoprotein (LDL) gemessen. Vor der
Behandlung waren die aufgefihrten Parameter Uber alle Gruppen vergleichbar,
einzig die schlanke Kontrollgruppe ohne Cafeteria-Diat wies weniger Triglyceride
und LDL auf. Nach der Behandlung waren hier zusatzlich freie Fettsduren ernied-
rigt und HDL erhéht. Das Gesamtcholesterol war Gber alle Gruppen zu beiden
Testzeiten &hnlich. Verglichen mit der adipésen Kontrolle kam es nur unter
Telmisartan-Behandlung zu einem Abfall von Triglyceriden und freien Fettsauren
sowie zu einer Normalisierung von HDL. Das LDL blieb hier auf Niveau von KONa
(Tab. 3-4).

Tab. 3-4: Triglyceride, Freie Fettsduren, Gesamtcholesterol, HDL und LDL. Alle
Werte in mmol/l, Messung unter ntichternen Bedingungen; MW+SEM, n=11-12. *
p<0,05 vs. KON,.

KONs KONa TEL AML T+A

Triglyceride

Tag 123 0,54 £ 0,03* 0,72 £ 0,03 0,76 + 0,03 0,71 +£0,03 0,75+ 0,03

Tag 240 0,68 £ 0,02* 0,88 + 0,05 0,73 +0,04* 0,80 + 0,03 0,78 £ 0,03
Freie Fettsauren

Tag 123 1,05 + 0,04 1,14 + 0,04 1,06 + 0,07 1,05 + 0,09 1,15+ 0,07

Tag 240 1,15 £ 0,06* 1,54 + 0,06 1,33 + 0,02 1,55 + 0,07 1,54 + 0,07
Gesamtcholesterol

Tag 123 2,16 + 0,06 2,09 + 0,04 2,20 + 0,05 2,15+ 0,05 2,14 + 0,06

Tag 240 2,31 +0,15 2,28 + 0,03 2,30 + 0,09 2,45+ 0,06 2,24 + 0,05
HDL

Tag 123 0,60 + 0,02 0,56 = 0,01 0,58 + 0,01 0,57 £ 0,01 0,58 = 0,01

Tag 240 0,62 +0,02* 0,57 £ 0,01 0,62 + 0,02* 0,62 + 0,01 0,57 £ 0,01
LDL

Tag 123 0,11 £ 0,00* 0,15+ 0,00 0,16 + 0,00 0,15+ 0,00 0,15+ 0,00

Tag 240 0,14 + 0,00* 0,19+ 0,00 0,19+ 0,00 0,17 £ 0,00 0,17 £ 0,00
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3.2.7 Energieverbrauch nach Behandlung

Zur Abschéatzung des Energieverbrauchs nach zehnwdéchiger medikamentéser
Behandlung wurde eine indirekte Kalorimetrie durchgefiihrt. Gleichzeitig wurden
die motorische Aktivitdt sowie die Nahrungsaufnahme bestimmt. Unterschiede
hinsichtlich der motorischen Aktivitat konnte vor allem in Abhangigkeit von der Diat
beobachtet werden (Abb. 3-8A). Diese war in allen Gruppen mit Cafeteria-Diat
gesteigert, wobei sich dieser Effekt insbesondere in der aktiven Dunkelphase dar-
stellte, wahrend die Aktivitdt wahrend der Lichtphase in allen Gruppen gleich war
(Abb. 3-8B).
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Abb. 3-8: Durch das Inframot-System gemessene Aktivitat beider Kontrollgruppen
Uber die Zeit (A) und Gesamtaktivitat aller Gruppen innerhalb von 24 Stunden (B);
helle Balken: Tagphase (inaktiv), dunkle Balken: Nachtphase (aktiv); MWSEM,
n=11-12. * p<0,05 vs. KON, (Nachtphase), 1 p<0,05 vs. KON, (Gesamt).
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Uber den Zeitverlauf eines Tages unterschieden sich die respiratorischen Aus-
tauschraten (RER) der beiden Kontrollgruppen sowie die der von AML und T+A
nicht voneinander (Abb. 3-10A+C). TEL zeigte im Vergleich zur Ubergewichtigen
Kontrollgruppe sowohl in der Dunkel- wie auch der Lichtphase geringere RER-
Werte und wies als einzige Gruppe teilweise deutliche Werte unter 0,8 auf (Abb. 3-
10B). Entsprechend war der Mittelwert gegentiber den anderen Gruppen erniedrigt
(TEL: 0,82 £ 0,01 vs. KONg/KONa: 0,87 + 0,01 vs. AML/T+A: 0,86 + 0,01; Abb. 3-
9A). Beim Sauerstoffverbrauch (VO.) gab es zwischen allen Gruppen keinen signi-
fikanten Unterschied (Abb. 3-9B). Die kumulative Nahrungsaufnahme in dieser
Zeitspanne war zwischen KONpa, TEL, AML und T+A &hnlich (429,4 + 18,8 vs.
442 8 + 51,5 vs. 388,7 + 24,9 kd vs. 410,9 £ 24,4) und im Vergleich zu KONg ho-
her (269,3 + 2,6 kJ), blieb statistisch aber ohne Signifikanz (siehe Abb. 7-1 im An-
hang). Die RER-Werte konnten in einer erneut durchgeflhrten indirekten Kalori-
metrie im Rahmen des LRT bestatigt werden (siehe Abb. 7-2 im Anhang).
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Abb. 3-9: Gemittelte respiratorische Austauschrate (A) und gemittelter Sauerstoff-
verbrauch (B) innerhalb von 24 Stunden; MW+SEM, n=11-12. * p<0,05 vs. KONy;

0:KONs,e :KONs, A :TEL, ¥V : AML, ¢ : T+A.
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Abb. 3-10: RER und VO. im Verlauf von 24 Stunden: KONs vs. KON, (A+D),
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Als einen weiteren Surrogatparameter flr den Energieverbrauch wurde die Prote-
inexpression von UCP-1 in braunem Fett bestimmt. UCP-1 ist in der inneren
Mitochondrienmembran von braunem Fettgewebe lokalisiert und tragt durch Kurz-
schluss der oxidativen Phosphorylierung und damit unter Energieverbrauch zur
Warmeentwicklung bei. Die Menge von UCP-1 korreliert hierdurch positiv mit dem
Energieverbrauch. Im Vergleich zu den schlanken Kontrollen (2863 + 268,8 Inten-
sitat/mm?2) war die Expression von UCP-1 in den adipésen Kontrollen und in den
medikamentds behandelten Gruppen um 62-68% erhéht und untereinander ver-
gleichbar (KONa: 4630 *+ 409,5 vs. TEL: 4648 + 238,4 vs. AML: 4667 + 329,8 vs.
T+A: 4821 £ 294,6 Intensitat/mm?).

3.2.8 Leptin und Adiponektin

Vor und nach medikamentdser Intervention wurden Blutentnahmen zur Quantifi-
zierung der Leptin- und Adiponektinspiegel im Blut durchgefihrt. Hierbei wies die
schlanke Kontrollgruppe tber alle Messpunkte hinweg niedrigere Werte von Leptin
und Adiponektin auf. Unter Telmisartan in Mono- und Kombinationstherapie sowie
unter Amlodipin am letzten Messpunkt war Adiponektin niedriger als im Vergleich
zur adipdsen Kontrolle (Tab. 3-5).

Tab. 3-5: Leptin- und Adiponektinplasmakonzentrationen in ng/ml bzw. ug/ml;
Blutentnahmen an Tagen 122, 171, 249 und 255, Behandlungsbeginn an Tag 133;
MW+SEM, n=9-12. * p<0,05 vs. KONa.

KONs KONa TEL AML T+A

Leptin in ng/ml

Tag 122 7,41 +£0,1" 11,33 £ 1,1 1256+0,8 11,48+1,0 11,80%0,8

Tag 171 7,23 +0,8” 14,28 £1,7 15,7 £1,7 13,32+1,4 20,27+1,6

Tag 249 6,31 +0,6” 16,58+1,5 1574+22 16,26+28 1491+1,6
Adiponektin in pg/ml

Tag 122 5,08 +0,2* 7,53+0,2 7,32+0,3 7,43 +0,3 7,49 +0,4

Tag 171 4,18 £0,2* 6,92 +0,3 5,61 +0,3" 597 +0,4 5,71 +0,2*

Tag 255 3,78+ 0,2" 6,43 +0,2 4,63 +£0,3" 5,40 + 0,3* 4,70 + 0,2*
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3.2.9 Leptinsensitivitat nach Behandlung

Nach mehrfacher subkutaner Leptingabe wurde die Energieaufnahme untersucht,
um Veranderungen der Leptinsensitivitat nach langfristiger medikamentoser Be-
handlung zu ermitteln. Durch gleichzeitige Blutabnahme bei der Leptinapplikation
konnte der Zeitverlauf der Plasmaleptinkonzentrationen ermittelt werden (Abb. 3-
11A). Im Vergleich zu KONa war Cpax und die AUC bei KONs signifikant vermin-
dert. Unter Telmisartan kam es trotz kdrpergewichtsangepasster Leptindosierung
zu einer Verdoppelung der Leptinkonzentration. Unter der Kombination kam es
zumindest zu einer leichten Steigerung von Cnax, wahrend Amlodipin allein keinen
Effekt hatte (Abb. 3-11B+C)

In Antwort auf exogenes Leptin war die Nahrungsaufnahme bei KONs um ca. 30%
niedriger als bei KONa (Abb. 3-12A+D). TEL wies ebenfalls eine niedrigere Nah-
rungsaufnahme im Vergleich zur adip6sen Kontrolle auf (Abb. 3-12B+D). Bei AML
und T+A wurde keine veranderte Nahrungsaufnahme nach Leptinapplikation beo-
bachtet (Abb. 3-12C+D). Aufgrund der erneuten Durchflhrung einer indirekten
Kalorimetrie wahrend des LRT, konnten die Ergebnisse bezlglich RER erneut be-

statigt werden (siehe Abb. 7-2 im Anhang).
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Abb. 3-11: Verlauf der Leptinplasmakonzentration wéhrend der ersten 24 Stunden
des LRT (A), deren AUC- (B) sowie Cnax-Werte (C); helle Balken: Tagphase (inak-
tiv), dunkle Balken: Nachtphase (aktiv), gepunktete Linien: Leptinapplikation s.c.;
MW=+SEM, n=10-12. * p<0,05 vs. KON,, 1 p<0,05 vs. KONs; o : KONs , ® : KONg ,

A CTEL, V :AML, ¢ : T+A.
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Abb. 3-12: Verlauf der Energieaufnahme ab erster bis 24 Stunden nach letzter
Leptinapplikation von KONs vs. KON (A), KONa vs. TEL (B) und allen Behand-
lungsgruppen (C) sowie die kumulativer Energieaufnahme Uber den entsprechen-
den Zeitraum (D); helle Balken: Tagphase (inaktiv), dunkle Balken: Nachtphase
(aktiv), gepunktete Linien: Leptinapplikation s.c.; MW+SEM, n=10-12. * p<0,05 vs.
KON_4, 1 p<0,05 vs. KONs; o : KONs, ® : KONa, A : TEL, V : AML, ¢ : T+A.
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3.2.10 Nahrungspeptide

Zur Uberpriffung, ob die beobachteten Veranderungen der Energieauf- und
-abnahme mit einer Regulation der Expression hypothalamischer orexigener sowie
anorexigener Peptide einhergeht, wurden die mRNA dieser Peptide mittels gPCR
DNA-
Amplifikation zu berUcksichtigen, wurden die spezifischen RNA-Kopien anhand

quantifiziert. Um die unterschiedlichen Ausgangsmengen bei der
der zuvor gemessenen jeweiligen Gesamt-RNA normiert. Insgesamt konnten kei-
ne wesentlichen Unterscheide bei der mRNA-Expression der untersuchten Nah-
rungspeptide beobachtet werden; mit der Ausnahme, dass die CART-Expression
unter Amlodipin signifikant erniedrigt war (-16%). Expressionsdifferenzen von

mehr als 30% lieBen sich nicht feststellen (Tab. 3-6).

Tab. 3-6: RNA in 1.000 Kopien/ng, orexigene und anorexigene Peptide in 1.000
Kopien/ngana; MWESEM, n=11-12. * p<0,05 vs. KONa4.

KONsg KON, TEL AML T+A

RNA 84,849 93,6 £6,5 100,6 £ 6,9 97,7%6,9 86,2+4,9
Orexigen

AgRP 28,6 £ 3,0 22,7+23 19,2+25 20,3+3,5 245+23

MCH 790,6 £ 35,2 745,8 £ 50,5 647,8 £ 51,3 608,6 = 64,9 716,6 £ 43,2

NPY 430,4 £ 26,3 352,9 £ 27,3 300,2 £ 29,4 306,9 £ 43,7 350,0 £ 24,0

PPO 466,3 £ 31,2 461,0 £ 36,3 396,1 £ 46,0 369,8 £ 49,4 419,8 £ 42,4
Anorexigen

CART 64,6 24 71,81+45 56,8 £ 4,9 53,6 £ 5,7* 59,7+ 4,4

CRF 11,7+0,8 11,9+0,8 10,7+1,3 9,7+1,2 11,1+0,8

POMC 130,8 + 13,5 150,2 + 19,7 131,8 £ 19,8 109,8 + 20,4 157,6 £17,6
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4 Diskussion

Die durchgefiihrte Studie basierte auf einem etablierten Rattenmodell, welches die
hauptsachlichen Merkmale des Metabolischen Syndroms wie arterieller Hyperto-
nus, Ubergewicht sowie Glukose- und Fettstoffwechselstérung aufwies (Miesel et
al. 2010, Muller-Fielitz et al. 2011). Im Gegensatz zu vorherigen Studien der Ar-
beitsgruppe Raasch (Miesel et al. 2012, Muller-Fielitz et al. 2012a), die eine pro-
phylaktische Medikation beinhalteten, wurden die Medikamente erst nach 19-
wdchiger Cafeteria-Diat appliziert, was die Realitat im klinischen Alltag entspre-
chend naher abbildet. Diese 19-wdchige Fltterungsphase mit CD flhrte bei allen
Ratten zu einer Adipositas, Hyperphagie, Insulin- und Leptinresistenz. Infolge der
medikamentdsen Therapie kam es nur unter Telmisartan zu einer Gewichtssen-
kung, wobei allerdings die Energieaufnahme nicht vermindert war. Zudem konnte
die Leptinsensitivitat, welche bei den CD-gefltterten, adipésen Tieren deutlich
eingeschrankt war, durch Telmisartan zumindest teilweise rekonstituiert werden.
Diese Effekte waren unabhangig von der Senkung des Blutdrucks und wurden

einzig unter Hochdosis Telmisartan beobachtet.

4.1 Telmisartan und Korpergewicht

Alle Gruppen unter CD-Futterung wiesen mit Erhéhung des Kdrpergewichts (Abb.
3-4) und der Leptinplasmaspiegel (Tab. 3-5) einen deutlichen adipdsen Phanotyp
auf. Nach Beginn der Medikation kam es im weiteren Verlauf bei allen Gruppen zu
einer weiteren Gewichtserh6hung. Zwar war das Gewicht unter Telmisartan nicht
wie in den vorausgegangenen Untersuchungen auf das Niveau der schlanken
Kontrollgruppe vermindert (Muller-Fielitz et al. 2012a), aber es war signifikant
niedriger als das der adip6sen Kontrolltiere. Berlicksichtigt man die absolute Ge-
wichtszunahme wahrend des Behandlungsintervalls war TEL sogar mit den
schlanken Kontrollen vergleichbar (Abb. 3-4A+B), was den gewichtsregulierenden
Effekt durch Telmisartan bestatigt. Ferner waren nach Telmisartan-Behandlung
der BMI und das viszerale Fett niedriger als in den Ubrigen Gruppen mit Cafeteria-
Diat, wahrend sich die Langenparameter nicht unterschieden (Abb. 3-4C, Tab. 3-
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1). Unter Behandlung mit Amlodipin und der Kombination traten diese Effekte nicht
auf, was zwei Erkenntnissen untermauert: Erstens handelt es sich hierbei um blut-
druckunabhangige Effekte, da jegliche medikamentdse Intervention eine ver-
gleichbare Blutdrucksenkung herbeiflihrte, was die Ergebnisse aus vorangegan-
genen Studien nachhaltig bestatigt (Mdller-Fielitz et al. 2011, Miesel et al. 2012).
Zweitens kam es nur unter der Hochdosis von Telmisartan (8mg/kgksrmergewicht) ZU
den aufgezeigten Ergebnissen, nicht aber unter der niedrigen Telmisartan-Dosis
(2mg/Kgksrpergewicht) iN der Kombinationstherapie (Muller-Fielitz et al. 2011). Eine
Reihe weiterer Studien beobachtete eine Gewichtssenkung ebenfalls lediglich un-
ter Einsatz hoher ARB-Dosierungen (siehe Ausfihrungen in Abschnitt 1.3).

Die massive Blutdrucksenkung (ca. -75mmHg) unter hochdosiertem Telmisartan
machte die Mitfihrung einer Behandlungsgruppe mit vergleichbarer Blutdrucksen-
kung (AML) erforderlich, da damit einhergehende mdogliche Veranderungen auf die
Verfassung der Tiere empfindliche Auswirkungen auf die Nahrungsaufnahme hat-
te nehmen kdénnen. Aus der gleichen Uberlegung heraus wurde die niedrige Do-
sierung Telmisartan um Amlodipin erganzt (T+A). Im weiteren Verlauf werden nur
die wichtigsten Ergebnisse diskutiert, die zumeist unter der Hochdosis Telmisartan
beobachtet wurden.

Die Energieaufnahme war bei allen Gruppen mit Cafeteria-Diat erwartungsgeman
deutlich erhéht. Unter Telmisartan war diese in den letzten sechs Wochen sogar
gegentber KONa erhdht, sodass sich hieraus keine Erklarung fir die Gewichts-
senkung unter Telmisartan ableiten 1asst. Dies steht im Einklang mit Beobachtun-
gen anderer Arbeitsgruppen, die unter ARB-Therapie nahezu keine Veranderung
in der Energieaufnahme verzeichneten (Benson et al. 2004, Schupp et al. 2005,
Sugimoto et al. 2006, Zanchi et al. 2007, He et al. 2010). In vorausgegangenen
Studien der Arbeitsgruppe war die Energieaufnahme hingegen erniedrigt bzw.
temporar erniedrigt (Muller-Fielitz et al. 2011, Muller-Fielitz et al. 2012a). Die Be-
obachtungen betrafen jedoch vergleichsweise klrzere Zeitrdume (drei bis vier
Wochen) und die orale Medikation startete gleichzeitig mit der CD-Futterung. Des
Weiteren ergab sich auch kein Unterschied in der mittels Infrarotsensoren gemes-
senen Aktivitdt der Tiere zwischen den Gruppen. Einzig die schlanke Kontroll-
gruppe bewegte sich weniger (Abb. 3-8). Vorangegangene Untersuchungen fan-
den ebenfalls keinerlei veranderte motorische Aktivitdt nach Telmisartan-
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Behandlung (Sugimoto et al. 2006, Miller-Fielitz et al. 2012a), sodass dies ebenso
wenig eine Begrindung fir den Gewichtsverlust darstellt.

Aufgrund unbefriedigender Erklarungen fur die gewichtssenkenden Effekte unter
Telmisartan wurde die indirekte Kalorimetrie angewendet, die eine Methode zur
Messung des Gesamtenergieverbauchs eines Organismus darstellt (siehe auch
2.55). Der errechnete RER spiegelt als Mittelwert die gesamte
Verstoffwechselung von Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten wider, l&sst aber
qualitative Ruickschlisse vor allem im Vergleich zwischen den Gruppen zu. Der
RER von AML, T+A sowie KONa waren mit der schlanken Kontrollgruppe ver-
gleichbar (Abb. 3-10), sodass hier die Dysbalance zwischen Energieaufnahme
und Energieverbrauch infolge der Cafeteria-Diat fiir das Auftreten von Uberge-
wicht ursachlich erscheint. Trotz vergleichbarer Energieaufnahme wies TEL in der
aktiven (Nacht) und inaktiven (Tag) Phase durchgehend einen niedrigeren RER
auf. Bei Mausen, die prophylaktisch zwei Wochen lang mit Telmisartan behandelt
wurden, konnte dieser Effekt ebenso nachgewiesen werden (Araki et al. 2006).
Die erniedrigte RER weist einen erhdhten Anteil der Fettoxidation am Gesamt-
stoffwechsel nach und kénnte ursachlich flr die niedrigere Menge viszeralen Fetts
bei den Telmisartan-behandelten Tieren sein (Abb. 3-4). Einen signifikant hoheren
Sauerstoffverbrauch infolge eines mdglicherweise generell héheren Energieum-
satzes nach Telmisartan-Behandlung wie in der Studie von Araki et. al. wurde je-
doch nicht gemessen (Araki et al. 2006) (Abb. 3-10). Bei ATia-Rezeptor-
defizienten Mausen (Kouyama et al. 2005) und nach intrazerebraler ARB-
Applikation (Leite et al. 2006) konnte auBerdem eine Steigerung der Thermogene-
se festgestellt werden. Weiter fanden die Arbeitsgruppen um Araki und Kouyama
erhdhte mRNA-Spiegel von UCP-1, ein Effektormoleklil der Thermogenese in
braunem Fettgewebe. In dieser Studie erfolgte die Messung von UCP-1 auf Prote-
inebene, zeigte allerdings keinerlei Unterschiede zwischen den Behandlungsgrup-
pen mit Cafeteria-Diat (Abschnitt 3.2.7).

Trotz nicht ganzlich einheitlicher Ergebnisse unterstiitzt die vorliegende Studie
einen Zusammenhang zwischen medikamentdser AT;-Rezeptorblockade und er-
héhtem Energieverbrauch. In dieser Studie scheint die erhéhte Fettoxidation ein

wesentlicher Faktor der ARB-induzierten Gewichtssenkung auszumachen.
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4.2 Telmisartan und Leptinresistenz

Aufgrund der immer wichtiger werdenden Rolle von Adiponektin in der Regulation
des Energiehaushalts, werden die erfassten Adiponektinplasmakonzentrationen
eingangs in Kirze behandelt und anschlieBBend Leptin naher beleuchtet.

Allgemein steht die Menge von Adiponektin im Plasma im reziproken Verhéltnis
zur Fettmasse und stellt zusammenfassend den Gegenspieler von Leptin dar.
Leere Fettspeicher gehen mit hohen Adiponektinspiegeln einher und stimulieren
Uber Rezeptoren im Hypothalamus die Energieaufnahme und senken den Ener-
gieverbrauch (Kadowaki et al. 2008). In dieser Studie jedoch wiesen am Ende der
Fltterungsphase alle Gruppen mit Cafeteria-Diat und entsprechend induziertem
Ubergewicht héhere Adiponektinspiegel auf als die schlanke Kontrollgruppe (Tab.
3-5). Muller-Fielitz konnte jlingst zeigen, dass die Fltterung von Ratten mit Cafete-
ria-Diat deutlich vergrdBerte Fettzellen zur Folge hat (Miller-Fielitz et al. 2012a).
Demzufolge und vor dem Hintergrund einer Adiponektinsekretion in Abhangigkeit
der AdipozytengrdéBe (Skurk et al. 2007) kénnte hierin eine mégliche Erklarung
liegen. Nach der Medikation erniedrigte sich Adiponektin bei TEL und T+A, im wei-
teren Verlauf auch unter Amlodipin (Tab. 3-5). Aufgrund der Tatsache, dass jegli-
che medikamentése Behandlung die Adiponektinkonzentration unabhangig von
der Entwicklung des Kérpergewichts senkte (Abb. 3-4 und Tab. 3-5), missen Ur-
sachen als mogliche Mechanismen in Betracht gezogen werden, die unter allen
Medikationsregimen zu beobachten waren. So flihrte sowohl Telmisartan wie auch
Amlodipin und deren Kombination zu einer deutlichen Blutdrucksenkung (Abb. 3-
2A) sowie zu einer Steigerung der Angll-Plasmakonzentration (Abb. 3-3). Es stellt
sich also die Frage, ob erstens die Blutdrucksenkung und/oder zweitens verander-
te Angll-Spiegel Einfluss auf die Adiponektinsekretion nehmen.

Zur ersten Hypothese: In dieser Studie besteht eine hohe Korrelation zwischen
Blutdrucksenkung und niedrigen Plasmawerten von Adiponektin in adipésen Rat-
ten (Korrelation siehe Abb. 6-3 im Anhang). Kontrar hierzu fanden Delles et. al.
eine inverse Korrelation jener Parameter nach Behandlung von Patienten mit
T2DM unter Telmisartan oder Ramipril: Unter antihypertensiver Behandlung kam
es zu einer Steigerung von Adiponektin (Delles et al. 2008). Der dabei ermittelte

Korrelationskoeffizient von -0,357 ist vergleichsweise niedrig und es bleibt unklar,
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ob es sich um einen kausalen Zusammenhang handelt. Die angefuhrte These ei-
nes Adiponektinanstiegs infolge einer Telmisartan-induzierten PPARy-Aktivierung
(Kintscher et al. 2008) kann in dieser Studie aufgrund einer fehlenden Erhéhung
von Adiponektin nach Telmisartan-Gabe (Tab. 3-5) nicht bestéatigt werden und bé-
te darUber hinaus auch keine Erklarung far die Amlodipin-induzierte Adiponektin-
Erhéhung, da Amlodipin kein PPARy-Aktivator ist. AuBerdem wurde von der Ar-
beitsgruppe Raasch jlingst gezeigt, dass Telmisartan in Ratten keinerlei PPARYy-
Zielgene reguliert, was generell den PPARy-assoziierten pleiotropen Effekt von
Telmisartan in Frage stellt (Mdller-Fielitz et al. 2012a).

Zur zweiten Hypothese eines Angll-abhangigen Einflusses auf Adiponektin: Die
hohen Angll-Plasmakonzentrationen nach ATi-Rezeptor-Blockade beruhen auf
einem Feedback-Mechanismus seitens Angll und resultieren aus einer erhéhten
Plasmareninaktivitdt (Chen et al. 2010). Unter Amlodipin konnte in Hunden eben-
falls ein erhdhter Angll-Spiegel festgestellt werden, der von den Autoren auf eine
erhdhte Sympathikusaktivitat infolge der Blutdrucksenkung zurlckgefiihrt wurde
(Takahara et al. 2009). Verschiedene Studien sowohl in-vitro als auch in-vivo wie-
sen Adiponektin-senkende Effekte seitens Angll nach: So reduzierte Angll die
Menge an mRNA von Adiponektin in 3T3-L1-Adipozyten (Ikeda et al. 2009) sowie
das Plasmaadiponektin in Ratten (Li et al. 2013) und korreliert invers mit
Adiponektin in Patienten (Xu et al. 2013). Dieser Zusammenhang findet sich auch
in dieser Studie (siehe Abb. 7-3 im Anhang), doch scheint der Effekt AT;-
Rezeptor-abhangig zu sein, da dieser in Mausen ohne intakten AT,-Rezeptor be-
obachtet wurde (lwai et al. 2009) und — anders als hier — nach AT;-Blockade nicht
auftrat (lkeda et al. 2009, Li et al. 2013). Umgekehrt fihrte ein selektiver AT»-
Rezeptor-Agonist zu einer Steigerung von Adiponektin in Mausen (Ohshima et al.
2012). Insgesamt sind Blutdrucksenkungen und hohe Angll-Spiegel zwar denkba-
re Erklarungsansatze fir die beobachteten niedrigen Adiponektinplasma-
konzentrationen in allen medikamentés intervenierten Gruppen, lassen sich aber

nicht mit der derzeitigen Literatur in Einklang bringen.

Leptin wird von Fettgewebszellen sezerniert, steigt mit zunehmender Fettmasse
und hat Einfluss auf den Energiehaushalt: Steigende Leptinplasmakonzentra-
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tionen senken den Appetit und steigern den Energieverbrauch (Friedman 2009).
Im Vergleich zu KONs waren in den dbrigen Ubergewichtigen Gruppen vor Be-
handlungsbeginn die Leptinspiegel bei anhaltend hoher Nahrungsaufnahme er-
héht, womit eine Leptinresistenz vorliegt (Frederich et al. 1995). Unter medika-
mentdser Intervention mit Amlodipin, aber auch mit Telmisartan, waren die
Plasmaleptinkonzentrationen weiterhin vergleichbar erhéht wie in der adipdsen
Kontrollgruppe, auch zum Trotz der verringerten Fettmasse unter Telmisartan
(Abb. 3-5 und Tab. 3-5). Insbesondere die gleichsam erhdhten
Leptinkonzentrationen unter Telmisartan stehen im Gegensatz zu anderen Studi-
en, in denen der AT;-Blocker allerdings prophylaktisch, also parallel zur hochkalo-
rischen Diat, verabreicht wurde (Zorad et al. 2006, Miller-Fielitz et al. 2012a). Hier
wurde ebenso gezeigt, dass die prophylaktische Gabe eines AT{-Rezeptor-
Blockers nicht nur das Korpergewicht verringerte, sondern auch zu einer fehlen-
den Zunahme der AdipozytengréBBe fuhrte, was mit niedrigeren Leptinspiegeln
einherging. Die positive  Korrelation zwischen AdipozytengréBe und
Leptinsekretion wurde im Einzelnen bereits nachgewiesen (Skurk et al. 2007).
Wahrscheinlich konnte aufgrund der langen Fatterungsphase vor medikamentoser
Therapie und auch unter Telmisartan im weiteren Verlauf der Studie keine wesent-
liche Verkleinerung der FettzellgroBe erreicht werden, was vermindertes
Plasmaleptin zur Folge hatte haben kénnen. Im Widerspruch dazu erscheinen Be-
funde an stroke prone SHR (SHRSP; Ratten mit erhéhtem Blutdruck und erhdh-
tem Schlaganfallrisiko), wo unter niedriger Candesartan-Dosis (2mg/kgksrmergewicht)
gesteigertes Plasmaleptin beobachtet wurde (Takemori et al. 2013). Gleichwohl
wird jedoch erwahnt, dass SHRSP mit zunehmendem Blutdruck unter Lipoatrophie
leiden und dieser Effekt unter dem ARB bei gleichzeitiger Blutdrucksenkung rtick-
laufig war und das Kdrpergewicht infolgedessen analog zu Leptin anstieg. SHRSP
eignen sich in diesem Zusammenhang daher nicht fur Untersuchungen von ARB
bei Ubergewicht.

Alle CD-gefltterten Gruppen, auch die Tiere unter Telmisartan Therapie, scheinen
leptinresistent zu sein, da sowohl Plasmaleptin als auch die Energieaufnahme er-
hoht war (Frederich et al. 1995). Dies wirde in einem gewissen Widerspruch zu
den vorherigen Untersuchungen von Lau stehen (Lau 2012). Hier konnte funktio-
nell bereits demonstriert werden, dass die Leptinsensitivitdt nach zweiwdéchiger
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Telmisartan-Behandlung trotz CD-Fitterung erhalten blieb, wahrend die Kontroll-
tiere unter CD eine Leptinresistenz entwickelten. Diese funktionellen Daten zum
Erhalt der Leptinsensitivitat unter ATi-Blockade konnten auch in bioche-
misch/histologischen Immunfluoreszenzstudien durch die Arbeitsgruppe Raasch
bestatigt werden. Hier konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von
STAT3 infolge der Cafeteria-Diat abnahm, unter zweiwdchiger Telmisartan-
Behandlung aber erhalten blieb, was die Aktivierung des JAK/STAT3-Signalweg
unter Telmisartan in Folge einer Leptinstimulation belegt (Geissler 2013). Es stell-
te sich in dieser Studie folglich also die weitergehende Frage, ob auch eine chro-
nische Telmisartan-Therapie weiterhin Einfluss auf die Leptinsensitivitdt nehmen
kann, obwohl die Behandlung zu einem Zeitpunkt initiiert wurde, zu dem die Tiere
adipds und leptinresistent waren. Hierflr wurde ein LRT durchgeflhrt, um die
Leptinfunktionalitat darzustellen. Die subkutane Leptinzufuhr flhrte bereits in vie-
len Studien zu einer effektiven Senkung der Energieaufnahme (Pelleymounter et
al. 1995, Halaas et al. 1997, Nishiyama et al. 1999, McAlister and Van Vugt 2004).
In dieser Untersuchung war die applizierte Leptindosis gewichtsnormiert, was die
niedrige Leptinplasmakonzentration der schlanken Kontrolltiere im Vergleich zu
KON, erklart. Die Hochdosis Telmisartan fihrte bemerkenswerterweise zu einer
Verdopplung von Cpnax bzw. AUC, welche sich aus den entsprechenden
Plasmaleptinkonzentrations-Zeit-Kurven berechneten. AML- und T+A unterschie-
den sich wahrenddessen nicht von den adipdsen Kontrollen. (Abb. 3-11B+C). In-
vitro Versuche an 3T3-L1-Zellen und humanen Adipozyten lieferten jedoch gegen-
teilige Ergebnisse: Die Leptinsekretion aus 3T3-L1-Zellen war infolge von Angll-
Inkubation AT-Rezeptor-abhéangig gesteigert (Kim et al. 2002, Skurk et al. 2005).
Dies wurde an von Ratten isolierten Adipozyten bestatigt (Cassis et al. 2004).
Wurden die Ratten allerdings vor Fettzellisolation einer chronischen Angll-Infusion
unterzogen, kam es ab dem zweiten Tag zu einer Reduktion der
Leptinplasmakonzentration. Da dieser Effekt unter medikamentéser Sympathikus-
blockierung ausblieb, wurde die These formuliert, dass eine Sympathikus-
aktivierung die lokalen Angll-Effekte Gberwiege und eine Erh6hung von Leptin un-
terbinde (Cassis et al. 2004). Tatsachlich wurden erhdhte Leptinplasma-
konzentrationen unter Sympathikoinhibition festgestellt (Sivitz et al. 1999, Rayner

and Trayhurn 2001), was in Zusammenschau mit den hemmenden Eigenschaften
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der ATi-Rezeptor-Blockade auf den Sympathikus (Dendorfer et al. 2002a,
Dendorfer et al. 2002b, Raasch et al. 2004, Dendorfer et al. 2005, de Champlain
et al. 2007) eine mdgliche Erklarung fir den Leptinanstieg darstellt. Allerdings fand
sich in den eingangs erwahnten Leptinspiegeln (Tab. 3-5) keinerlei Unterschied in
den  medikamentdésen  Behandlungen, obwohl fir  Amlodipin  eine
Sympathikusaktivierung beschrieben ist (de Champlain et al. 2007). Da die
Sympathikusblockierung jedoch die Leptinproduktion betrifft (Rayner and Trayhurn
2001) und Leptin im LRT extern appliziert wurde, muss das Augenmerk eher auf
die Elimination gelegt werden. Grundsétzlich spielen fir die Leptinhomdostase die
Bindung an einen I0slichen Leptinrezeptor, der enzymatische Abbau durch
Proteasen sowie die renale Elimination eine wichtige Rolle (Zeng et al. 1997, Hill
et al. 1998, Lou et al. 2010). Der Megalin/LRP2-Rezeptor kommt unter anderem
im proximalen Tubulus der Nieren vor und dient hier der Riuckresorption von fil-
trierten Molekulen inklusive Leptin (Hama et al. 2004, Marzolo and Farfan 2011).
Er wird PPARYy-abhangig induziert (Cabezas et al. 2011), sodass mit Telmisartan
als PPARy-Aktivator (Kintscher et al. 2008) eine Leptinerhéhung infolge vermehr-
ter Leptinrickresorption immerhin vereinbar ware. Wie bereits erwahnt, unterstitzt
die fehlende Erhéhung von Adiponektin (Tab. 3-5), ein Surrogatparameter flr die
PPARy-Aktivitat (Hammarstedt et al. 2005), diese Hypothese jedoch nicht.

Im LRT war die Energieaufnahme von KONa sowie von AML und T+A wie im Ver-
lauf der gesamten Studie (Abb. 3-5A+B) deutlich héher als bei KONgs (Abb. 3-11),
was eine Leptinresistenz bestatigt. Grundsatzlich wird zwischen einer peripheren
und zentralen Leptinresistenz unterschieden (Van Heek et al. 1997). Erstere ba-
siert maBgeblich auf einem sattigbaren Leptintransporter in der Bluthirnschranke,
welcher durch hohe Triglyceridspiegel negativ beeinflusst wird (Banks et al. 1999,
Banks and Farrell 2003). Die zentrale Leptinresistenz wird unter reduzierten
Leptinrezeptoren oder einer verminderten Signaltransduktion des STAT3- und PI3-
Kinase-Weges diskutiert (Scarpace and Tumer 2001, Sahu and Metlakunta 2005).
Obwohl die Energieaufnahme unter Telmisartan im Verlauf der Studie mindestens
so hoch wie bei KONa war (Abb. 3-12E), fiel diese im LRT im Vergleich zu der

adipésen Kontrolle nun niedriger aus. Obwohl die zentralen Leptinspiegel in dieser
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Studie nicht erfasst wurden, spricht die Telmisartan-vermittelte Reduktion der
Triglyceride (Tab. 3-4), in Einklang mit einer verminderten Energieaufnahme unter
externer Leptingabe, zumindest flr eine teilweise Wiederherstellung der periphe-
ren Leptinsensitivitdt. Der genaue Mechanismus einer verbesserten
Leptinpermeabilitdt Gber die Bluthirnschranke durch ATi-Rezeptor-Blockade ist
nach dem derzeitigen Wissensstand unklar. Dennoch gibt es einige interessante
Anséatze: Angll reduziert ATi-Rezeptor-abhédngig die Permeabilitdt der Bluthirn-
schranke Uber Mobilisierung und Verédnderung von Occludin, ein wichtiger Be-
standteil der interzellularen Tight Juctions (Wosik et al. 2007). Weiter senkt Angl|
den Blutfluss im Plexus choroideus (Chodobski and Szmydynger-Chodobska
2001), der nicht nur Ober AT{-Rezeptoren (J6éhren and Saavedra 1996) verfligt,
sondern gleichzeitig ein wichtiger Ort des Leptintransports in das ZNS darstellt
(Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001). ATi-Rezeptor-Blocker kénnten
somit unselektiv die Permeabilitat der Bluthirnschranke vergréB3ern oder Uber eine
gesteigerte Durchblutung im Plexus choroideus den Leptintransport erhéhen. Da-
riber hinaus sind die bereits erwdhnten Megalin/LRP-2-Rezeptoren auch im Ple-
xus choroideus exprimiert und transportieren nachweislich Leptin tGber die Blut-
hirnschranke (Dietrich et al. 2008). Der angesprochene Telmisartan-vermittelte
PPARYy-Mechanismus bezlglich einer erhéhten Megalin-Expression und einem
konsekutiv gesteigerten Leptintransports in das ZNS wéare denkbar, sieht sich aber
erneut der fehlenden PPARY-Aktivierung gegenubergestellt (siehe oben).

Die Modulation des Essverhaltens seitens Leptin wird durch eine veranderte Ex-
pression (an-)orexigener Peptide im Hypothalamus verursacht (Jequier 2002).
Hier konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Behandlungsgrup-
pen festgestellt werden (Tab. 3-6). Die Messung der Peptide fand mit der Gehirn-
enthnahme ganz am Ende der Studie statt, sodass von den vergleichbaren
Leptinplasmakonzentrationen zwischen den CD-gefltterten Gruppen ausgegan-
gen werden muss (Abb. 3-5, Tab. 3-5). Der LRT, der eine erhbhte
Leptinsensititvitat unter Telmisartan nachwies, wurde zehn Tage zuvor durchge-
fihrt. Mogliche Anderung der (an-)orexigenen Peptide nach externer

Leptinapplikation wurden daher hochwahrscheinlich nicht abgebildet.
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4.3 Telmisartan und Glukosestoffwechsel

Lange vor Entdeckung der Leptinresistenz galt Ubergewicht bereits als Risikofak-
tor far Insulinresistenz (Konner and Bruning 2012). Dabei hangen Leptin- und In-
sulinresistenz nicht nur aufgrund haufigen gemeinsamen Auftretens miteinander
zusammen. Tatsachlich geht man von einem gemeinsamen adipoinsulinaren Re-
gelkreis aus, in dem Insulin zu AdipozytenvergréBerung fihrt und folglich steigen-
de Leptinspiegel die Insulinsekretion hemmen (Kieffer and Habener 2000, Konner
and Bruning 2012). In dieser Studie wiesen alle Gruppen mit Cafeteria-Diat nach
Behandlungsbeginn niichtern hohe Insulinplasmakonzentrationen im Vergleich zur
schlanken Kontrollgruppe auf (Tab. 3-3). Dies ist nicht nur hinweisend fir eine In-
sulinresistenz, sondern deutet unter Einbeziehung der gleichsam erhohten
Leptinkonzentrationen auf eine Dysbalance des adipoinsulindren Systems hin
(Kieffer and Habener 2000).

In den funktionellen Tests bezlglich des Glukosestoffwechsels (OGTT und ITT)
waren die Ergebnisse nach niedriger und hoher Telmisartan-Dosierung fast
durchgangig vergleichbar mit denen der schlanken Kontrollgruppe: Die
Glukoseverwertung war, erkennbar an einem niedrigeren Glukoseanstieg nach
oraler Glukosesubstitution im Rahmen des OGTT, bei TEL und T+A deutlich bes-
ser als bei der adipésen Kontrolle (Abb. 3-6). Nach subkutaner Insulininjektion im
ITT fiel der Glukoseabfall unter Telmisartan am Hochsten aus (Abb. 3-7), was be-
weisend fur eine deutlich verbesserte Insulinsensitivitat ist. Wie bereits mehrfach
erwahnt soll Telmisartan zu einer Induktion von PPARY in weiBem Fettgewebe
fuhren und hierGber vor allem den Glukosestoffwechsel verbessern (Benson et al.
2004, Schupp et al. 2004, Clasen et al. 2005, Kintscher and Unger 2005, Schupp
et al. 2005, Schupp et al. 2006, Kintscher et al. 2008). Erneut sieht sich diese
These mit den hier nicht angestiegenen Adiponektinspiegeln unter Telmisartan
sowie einer vorherigen Untersuchung konfrontiert, die keine Anderung der Ex-
pression von PPARy-Zielgenen nach Telmisartan-Behandlung feststellen konnte
(Maller-Fielitz et al. 2012a). Hierbei handelte es sich nicht wie in vielen anderen
Studien um Zellversuche mit Nachweis veranderter Gentranskription, sondern um
Messungen der PPARY-Zielgene auf Proteinebene mittels Western Blot in Leber,

Skelettmuskel und viszeralem Fett von Ratten. Ein weiterer Ansatz der verbesser-
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ten Insulinsensitivitat unter Telmisartan liegt in der teilweise gemeinsamen intra-
zellularen Signaltransduktion von Leptin und Insulin im Hypothalamus (Burgos-
Ramos et al. 2011). In Leptinrezeptor-defizienten Mausen konnte nach zentraler
Leptinapplikation der Glukosestoffwechsel durch eine verbesserte zentrale Insu-
linsensitivitat verbessert werden (Koch et al. 2010). Eine intakte zentrale Insulin-
sensitivitat hat nachgewiesenermaf3en einen deutlichen Einfluss auf die periphere
Glukoseverwertung (Gelling et al. 2006). Dies stellt eine wichtige Verbindung zwi-
schen Leptin- und Insulinresistenz dar. Die in Abschnitt 4.1.2 beschriebene Ver-
besserung der Leptinsensitivitat durch Telmisartan kdnnte so positiven Einfluss
auf die Insulinsensitivitat nehmen. Allerdings bleibt fraglich, ob die eingeschrankte
Erhdhung der Leptinsensitivitat unter Telmisartan allein eine dermaBen groBe
Verbesserung des Glukosestoffwechsels zur Folge haben kann.

Auffallig waren die nichternen sowie nicht-nichternen Insulinspiegel unter beiden
Telmisartan-Dosierungen, die nicht nur Gber denen der schlanken Kontrolle lagen,
sondern auch die Werte von KONa Uberstiegen (Tab. 3-3). Dafir kommen mehre-
re Mechanismen in Frage: Erstens kénnten nachgewiesene antiinflammatorische
Effekte von ATi-Blockern, die schitzende Eigenschaften auf Fettgewebe und In-
seln des Pankreas haben (Cole et al. 2010), stellvertretend fiir eine hieraus resul-
tierende Verbesserung des Glukosestoffwechsels unter ARB sein. Zweitens inhi-
bieren gesattigte freie Fettsauren die Biosynthese sowie Sekretion von Insulin und
fihren zu einer Apoptose von (B-Zellen (Nolan et al. 2006). Die Senkung der freien
Fettsauren unter Telmisartan (Tab. 3-4) kdnnte hierdurch zu einem Anstieg des
Insulins beigetragen haben, wobei dies nur fir die Hochdosis gilt. Drittens hat das
RAAS Uber die HPA-Achse eine Verbindung zum Glukosestoffwechsel. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Angll die HPA-Aktivitat verstarkt und es hierdurch zu
einer verschlechterten Glukoseverstoffwechselung aufgrund verminderter Insulin-
funktion kommt (Raasch et al. 2006, Muller et al. 2007, Mdller et al. 2010, Miesel
et al. 2012, Mller-Fielitz and Raasch 2013). Tatsachlich ist langer bekannt, dass
Glukokortikoide in-vitro und in-vivo zu einer Verminderung der Insulinsekretion
fuhren (Barseghian and Levine 1980, Delaunay et al. 1997, Lambillotte et al. 1997,
Davani et al. 2004). Umgekehrt kam es, wie in dieser Studie, unter AT-Rezeptor-
Blockade zu hdéheren Insulinspiegeln und einem verbesserten Glukose-
stoffwechsel (Raasch et al. 2006, Miesel et al. 2012).
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4.4 Fazit

Grundlage der vorliegenden Studie bildete ein Rattenmodell, welches alle wesent-
lichen Symptome des MetS abbildete. Zusatzlich entsprach die medikamentése
Intervention, die erst nach vollstandiger Auspragung der Adipositas, Leptin- und
Insulinresistenz begonnen wurde, der Situation von Patienten mit MetS im klini-
schen Alltag. Analog zu vorherigen Untersuchungen mit eher prophylaktischer
Therapiestrategie konnten ebenso gewichtssenkende Effekte unter der
Telmisartan-Therapie nachgewiesen werden, ohne dass es dabei zu einer ver-
minderten Energieaufnahme kam. Vielmehr wurde mittels indirekter Kalorimetrie
eine erhdhte Fettoxidation festgestellt, die in Einklang mit der beobachteten Redu-
zierung des viszeralen Fettgewebes steht. Zudem war die Leptinsensitivitat unter
Telmisartan verbessert: Nach subkutaner Leptingabe kam es im Vergleich zur
adipésen Kontrolle zu einer Verminderung der Energieaufnahme. Der
Glukosestoffwechsel war unter der Hochdosis und in geringerem Umfang ebenso
durch die niedrige Telmisartan-Dosis verbessert, was vor allem auf eine erhdhte
Insulinsensitivitat zurickzufihren war. Insgesamt kam es nur unter hochdosierter
Telmisartan-Behandlung blutdruckunabhangig zu einem Rickgang aller essentiel-
len Risikofaktoren des MetS.

4.5 Limitationen

Auch wenn durch das Design und die Ergebnisse klare Rickschlisse méglich wa-
ren, gibt es Limitationen dieser experimentellen Studie, die zumindest flr die di-
rekte Ubertragbarkeit auf den Patienten mit MetS einschrankend sein kénnten:

1. Wie erwahnt konnte der antiadipése Effekt nur unter Verwendung hdchster
Dosierungen erzielt werden, flir die keine Zulassung gegeben ist. Somit bleibt
die Verwendung solch hoher Dosen beim Patienten insbesondere vor dem
Hintergrund mdglicher Nebenwirkungen (z.B. Hypotonie) zu klaren. Allerdings
konnten ausgepragte hypotone Zustdnde auch durch die Hochdosis von
Telmisartan in unseren Experimenten nicht erzielt werden (Abb. 3.2A).

2. Als weitere Limitation sei angemerkt, dass die Senkung des Blutdrucks unter

Amlodipin im Vergleich zu der Telmisartan-Hochdosis gegen Studienende et-
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was geringer ausfiel. Dies kénnte Zweifel an der Schlussfolgerung hegen,
dass die Telmisartan-induzierte antiadipése Wirkung unabhangig von der pa-
rallelen Blutdrucksenkung ist, da diese eben nicht equipotent zu der von
Amlodipin war und Amlodipin zu keinem Gewichtsverlust flhrte. Allerdings
wird diesem Unterschied von ca. 25 mmHg vor dem Hintergrund einer ausge-
pragten Blutdruckreduktion von 100 mmHg weniger Relevanz zugemessen
(Abb. 3.2A).

Der Rickschluss auf eine gesteigerte Fettverbrennung basiert auf Messungen
mittels indirekter Kalorimetrie. Wir konnten hier insbesondere einen verminder-
ten RER selektiv unter Telmisartan beobachten, was gut mit der verminderten
Fettmasse in diesen Tieren korreliert. Allerdings sei hier kritisch angemerkt,
dass der Energieverbrauch selbst nicht gesteigert war und auch UCP-1 nicht
reguliert war. Die indirekte Kalorimetrie selbst ist in ihren Aussagen limitiert, da
durch die Messung von CO, und O, nur der oxidative Energieverbrauch und
weniger die Warmeabgabe als Ausdruck des gesamten Energieverbrauchs
bericksichtigt wird. Die Warmeabgabe kann durch direkte Messungen erreicht
werden. Allerdings sind kommerzielle Systeme nicht verflgbar, die Evaluie-
rung eigens entwickelter Messstande notwendig und somit derartige Systeme
far routinemanige Messungen noch nicht geeignet. Von Vorteil der indirekten
kalorimetrischen Methode, und das sei abschlieBend erwéhnt, ist aber, dass
diese Technik auch fir den Patienten verfligbar und somit eine klinische
Uberpriifung unserer Ergebnisse méglich ware.

Auch wenn durch diese Studie der antiadipdse Effekt durch AT¢-Blocker auch
im kurativen Ansatz gezeigt werden konnten, bleiben Fragen nach dem Me-
chanismus noch ungeklart. Dies war aber weniger Ziel dieser Arbeit und so
wird Ziel zukinftiger Arbeiten der Arbeitsgruppe sein, sich dem Mechanismus
auch vor dem Paradoxon einer Gewichtsreduktion nach Angll und AT;-
Blockade zu widmen. Diesbezlglich sei auf die einleitenden Bemerkungen auf
den Seiten 8 und 9 verwiesen.
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5 Zusammenfassung

Unter Anwendung von ATi-Rezeptor-Blockern konnte in adipésen Maus- und Rat-
tenmodellen eine Senkung des Kdérpergewichts beobachtet werden. Allerdings ist
wenig (ber gewichtsregulierende Effekte bei bestehendem Ubergewicht bekannt,
da die medikamentdsen Interventionen zumeist gleichzeitig mit der hochkalori-
schen Futterung begann, was nicht der Situation der Patienten im klinischen Alltag
entspricht. Aus diesem Grund wurden spontan hypertensive Ratten neben dem
ublichen Haltungsfutter mit einer hochkalorischen Cafeteria-Diat (CD) gefuttert und
erst in der 20. Woche mit folgenden Medikamenten taglich 18 Wochen lang be-
handelt, = wahrend die Fitterung beibehalten  wurde:  Telmisartan
(8mg/Kgksrpergewicht), Amlodipin (10mg/Kgksrpergewicht) 0der Telmisartan + Amlodipin
(2+8mg/kgksrpergewicht) - Adipdse und schlanke Kontrollen, je mit und ohne Cafeteria-
Diat, erhielten eine entsprechende Menge Vehikel. Infolge der Cafeteria-Diat kam
es zu allen wesentlichen Risikofaktoren des MetS: Bluthochdruck, Ubergewicht,
Insulin- und Leptinresistenz. Nur Telmisartan reduzierte den CD-induzierten Ge-
wichtsanstieg und die viszerale Fettmasse. Die Energieaufnahme war hierbei so-
gar leicht erhdht, wahrend mittels indirekter Kalorimetrie ein erniedrigter RER
nachgewiesen wurde, der auf eine erhbhte Fettoxidation hinweist. Im
Leptinresistenz-Test war die Energieaufnahme nach subkutaner Leptinapplikation
im Vergleich zur adipdsen Kontrolle erniedrigt, was fir eine teilweise Verbesse-
rung der Leptinsensitivitat spricht. Weiter kam es nur unter Telmisartan zu einer
Senkung der Plasmaspiegel von Triglyceriden, freien Fettsduren und LDL. Der
Glukosestoffwechsel war vor allem unter Telmisartan, aber auch unter der Kombi-
nation Telmisartan + Amlodipin verbessert. Die Blutdruckreduktion war unter allen
Behandlungsgruppen vergleichbar.

Insgesamt belegt die vorliegende Studie gewichtssenkende Effekte bei bestehen-
der Adipositas unter therapeutischer Telmisartan-Behandlung bei Ratten. Diese
wurden erst unter Anwendung hoher Dosierungen beobachtet und waren blut-
druckunabhangig. Infolgedessen ergibt sich ein interessanter ganzheitlicher An-
satz zur medikamentdsen Therapie des MetS.
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7.1 Anhang
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Abb. 7-1: Energieaufnahme im Verlauf (A) und Gesamtenergieaufnahme (B) wéh-
rend der indirekten Kalorimetrie; helle Balken: Tagphase (inaktiv), dunkle Balken:
Nachtphase (aktiv); MWXSEM, n=11-12. * p<0.05 vs. KON, o : KONs , @ : KON,,
A CTEL, V :AML, ¢ :T+A.
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Abb. 7-2: RER im Verlauf des LRT; KONs vs. KONa (A), KON4 vs. TEL (B), KONy
vs. AML vs. T+A (C); gemittelte RERs (ber den in A-C abgebildeten Zeitraum (D);
helle Balken: Tagphase (inaktiv), dunkle Balken: Nachitphase (aktiv). MW+SEM,

n=11-12. *p<0.05 vs. KONs; 0 : KONs, @ : KONs, A :TEL, V : AML, ¢ : T+A.
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Adiponektin (ug - mL™)
T

Adiponektin (ug - mL™)
(6]

4- 4-
3- 120.6583, p<0.0001 3- r=-0,5956, p<0.0001
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Asyst. Blutdruck (mmHg) Ang Il (pmol - L)

Abb. 7-3: Korrelation von Adiponektin und Senkung des systolischen Blutdrucks
(A) sowie Adiponektin und Ang Il (B). KONs ist jeweils von der Berechnung von r
ausgeschlossen worden; MWXSEM, n=10-12. o : KONs, e : KON, , A : TEL,
Vv CAML, ¢ : T+A.
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7.4 Substanzen und erworbene Losungen

10 X TAE-Puffer

2-Methylbutan

Agarose NEEO

Amlodipin

Anti-UCP-1 (C-17)

Bestatin

Cell Lysis Buffer (CLB)

Citronensaure Monohydrat
Diethylpyrocarbinat (DEPC)
Di-Stickstoffoxid (in Flaschen)

EDTA

Elutions-Puffer

Ethanol p.A. 98%

Ethylacetat

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

Glukose-Losung 50%; 100ml
Immobilon Transfer Membranes
Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,)
Kalium-Natrium-Tartrat-Tetrahydrat (40 mM)
Kochsalz-Losung 0,9%; steril

Kupfer (Il)-Sulfat-Pentahydrat (100 mM)
Methanol

Na-Acetat

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

Nucleic Acid Purification Lysis Solution
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Invitrogen (Kanada)
Sigma (Deutschland)

Carl Roth (Deutschland)
Boehringer-Ingelheim (Deutschland)
Santa Cruz (Deutschland)
Sigma (Deutschland)

Cell Signalling (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Sigma (Deutschland)
Lokaler Gas-Lieferant
Merck (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)
J. T. Baker (Holland)

J. T. Baker (Holland)
Lokaler Lieferant

Merck (Deutschland)
Roche (Schweiz)

R&D Systems (USA)

Delta Select (Deutschland)
Millipore (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Berlin-Chemie (Deutschland)
Merck (Deutschland)

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

Fluka (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Merck (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)
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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)

Precision Plus Protein Standard
Proteinase K
Rabbit-Anti-Goat-Antikérper, HRP labeled
RNA Purification Wash Solution |
RNA Purification Wash Solution |l
Sauerstoff (in Flaschen)

Skim milk powder (5%)

Super Signal West Femto Maximum
Sensitivity Substrat

Telmisartan

Tris-Lésung (1 M; pH 7,4)
Trockeneis

Xylen-Cyanol

7.5 Rezepturen von Lésungen

Bestatin-Lésung (1 mM)

Bestatin-Lésung (5 mg/ml)
DEPC-Wasser
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Invitrogen (Deutschland
Invitrogen (Deutschland

Invitrogen (Deutschland

( )
( )
( )
Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)

UK-SH Campus Apotheke, Libeck
(Deutschland)

Merck (Deutschland)

Invitrogen (Deutschland)

UK-SH Campus Apotheke, Libeck
(Deutschland)

BioRad (Deutschland)

Applied Biosystems (UK)

Dako (Deutschland)

Applied Biosystems (UK)

Applied Biosystems (UK)

Lokaler Gas-Lieferant

Fluka (Deutschland)

Thermo scientific (Deutschland)

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
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EDTA-Lésung pH 6-7 900 mg Na-EDTA ad 10 ml Aqua
dest. NaOH zur pH-Wert-Einstellung

Lysis-Puffer 5 ml Nucleic Acid Purification Lysis
Solution ad 10 ml DEPC-Wasser

PBC-Puffer Tween di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

(65 mM), Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat (22 mM), Natriumchlorid
(10 mM), Tween-20 (1%)

Puffer A 8,9 g di-Natriumhydrogen-Phosphat
ad 100 ml Aqua dest. pH 7,4
Puffer B 0,953 g Kaliumdihydrogen-g-

phosphat, 1,246 g di-Natrium-
hydrogenphophat, 1,753 g
Natriumchlorid, pH 7

TE-Puffer pH 7,4 100 pl 1M Tris-Puffer pH 7,4
20 pl 0,5M EDTA-L6sung pH
ad 10 ml DEPC-Wasser

Tris-Puffer pH 8 20 mM Tris ad Aqua injectabilia
5M NaOH zum Puffern

7.6 Kauflich erworbene Versuchskits

7.6.1 RIA-Kits

Adiponektin Cat. # MADP-60HK Millipore (USA)

Angiotensin Il Kat.Nr. RB320 Euro-Diagnostica AB (Schweden)
Glukagon Cat. # GL-32K Millipore (USA)

Insulin Cat. # RI-13K Millipore (USA)

Leptin Cat. # RL-83K Millipore (USA)

7.6.2 Kits zur Bestimmung der Gen-Expression

Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit Invitrogen (Kanada)
PlatinumR SYBRR Green qPCR SuperMix- Invitrogen (Kanada)
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UDG with ROX
Quant-iTTM-RiboGreenR -RNA-Assay-Kit
Scybr Green | Reaction System

7.7 Verbrauchsmaterialien

96-Well Optical Reaction Plate
Baumwoll-Geschirrhandtuch
Einmalspritzen DiscarditTM Il 1 ml und 2 ml
Filter tips 10, 100, 1000

Filtersysteme fir die Nucleic Acid Prep Station
ABI PRISM 6100

Glukoseteststreifen fur Ascensia
Haltungsfutter fir Ratten und Mause
Kanulen BD MicrolanceTM 3

26Gx2" 0,45x13

Kapillarspitzen

Klebefolie, optisch klar

Klingen Microtome blades

Mikrovetten CB 300

Multiply PCR Plate 96 Well
Nitril-Handschuhe

PP-test tubes 15 ml, 50 ml CellstarR
Rasierklingen

Roéhrchen

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

Wégepapier
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Invitrogen (Kanada)
Eurogentec SA (Deutschland)

Applied Biosystems (UK)
Wascherei UK-SH (Deutschland)
BD (Deutschland)

Greiner bio one (Deutschland)
Applied Biosystems (UK)

Bayer (Deutschland)
Altromin (Deutschland)
BD (Deutschland)

Biozym (Deutschland)

Sarstedt (Deutschland)

Leica (Deutschland)

Sarstedt (Deutschland)
Sarstedt (Deutschland)

Nitra Tex Ansell (Deutschland)
Greiner bio one (Deutschland)
Wilkinson Sword (Deutschland)
Greiner (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)

Paul Hartmann AG (Deutschland)
Meditrade (Deutschland)
Neolab (Deutschland)
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7.8 Gerate

Laborgerate:

Adsorbex SPU Sample Preperation Unit
Autoklav

Blutzuckermessgerat Ascensia ELITE XL
Eismaschine Scotsman AF 10
Gefriermikrotom CM 3050
Gefrierschrank (-80°C)

Gefriertruhen (-20°C)

Guillotine

Kéfige Typ IV (380x200x590mm) mit Edelstahl-
deckel inkl. Klemmrahmenverschluss
Kihlschranke (2-8°C)

Magnetrihrer IKA-Combimag RCT

pH-Meter WTW ph 531
Plexiglas-Kéfige (25 x 20 x 22 cm)
Rahrfische

Schittel-/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
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Merck (Deutschland)

Dargatz (Deutschland)

Bayer (Deutschland)

Scotsman (Deutschland)

Leica (Deutschland)

Colora (Deutschland)

Bosch (Deutschland)

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

EHRET Labor- und Pharmatechnik
(Deutschland)

Bosch (Deutschland)

Janke & Kunkel GmbH & Co.KG
(Deutschland)

WTW Weilheim (Deutschland)
Werkstatt UK-SH (Deutschland)
Bohlende, Lauda-Kénigshofen
(Deutschland)

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

Heidolph (Deutschland)

Sartorius (Deutschland)
Sartorius (Deutschland)
Sartorius (Deutschland)

Hettich (Deutschland)
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Zentrifuge PCR-Labor

Gerate zur Blutdruckmessung:
Blood pressure monitor 8002 dual
Piezoelemente

Registrierteil 130 T mit Thermopapier

Gerate zur indirekten Kalorimetrie:
Phenomaster Home Cage System

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 fur cDNA-Herstellung

Geréte zur Proteinbestimmung:
Power Ease 500

XCell 1l Blot Modul

XCell Il SureLock Mini

Gel Dokumentation System:
Gel Doc 2000 Chemi Doc

Gerate fur RIA-Versuche:
Gamma-Counter: Compugamma 1282 CS
Membranpumpe UVS 400 A

Minifuge RF

Software:

ABI Prism

Excel

Graph Pad Prism Version 5.0
MRIcro

Quantity one

7.9 Abkirzungsverzeichnis

86

Jouan (Deutschland)

TSE Systems (Deutschland)
TSE Systems (Deutschland)
Recomed (Deutschland)

TSE Systems (Deutschland)

Applied Biosystems (USA)
Applied Biosystems (USA)

BMG LABTECH (Deutschland)
Biometra (USA)

Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)
Invitrogen (Deutschland)

Bio Rad (USA)

Wallac (USA)
Savant (Deutschland)
Heraeus sepatech (Deutschland)

Applied Biosystems (USA)
Microsoft (USA)
GraphPad Software (USA)
Chris Rorden, PhD (USA)
Bio Rad (Deutschland)
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%

A

°C

pm

Abb.

ACE (2)
AgRP

AML

Angl

Angll

Aogen

ARB
AT;-Rezeptor
AT,-Rezeptor
AT ,-Rezeptor
AUC

BMI

BSA

bzw.

ca.

CART

CCD

CD

cDNA

CLB

cm

cm

Crmax

CO,

Prozent; Teile von 100

Delta; Abweichung vom Ausgangswert
Grad Celsius

Mikrometer

Abbildung

Angiotensin-Converting Enzyme (2)
Agouti-Related Peptide
Behandlungsgruppe mit Amlodipin
Angiotensin |

Angiotensin Il

Angiotensinogen
Typ-1-Angiotensin-1l-Rezeptor-Blocker
Typ-1-Angiotensin-1l-Rezeptor
Typ-2-Angiotensin-1l-Rezeptor
Typ-4-Angiotensin-11-Rezeptor

Flache unter der Kurve; ,Area under the curve*
Body-Mass-Index

Bovines Serumalbumin
beziehungsweise

circa

cocaine and amphetamine related transcript
charged-coupled device

Cafeteria-Diat

komplementére Desoxyribonukleinsdure
Cell Lysis Buffer, Lysepuffer

Centimeter

Quadratcentimeter

Maximale Konzentration

Kohlenstoffdioxid
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CRF
Cr

d.h.
DEPC
dest.
DICOM
dl

DNA
DNAse
dsDNA
dT
DWK
EDTA
g
GLUT4
G-Protein
h

HCI
HDL
HDR
HF
HOMA
HPA-Achse
HRP
lLE.
IL-6
ITT

kcal

Corticotropin-releasing factor
Schwellenwertzyklus

Tag (day)

das heif3t

Diethylpyrocarbonat

destilliert

Digital Imaging and Communications in Medicine
Deziliter

Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonuklease

Doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure
Desoxythymidin

Dosis-Wirkungs-Kurve
Ethylendiamintetraessigsaure

Gramm

glucose transporter Type 4, Glukosetransporter Typ 4
Guanin-Nukleotid-bindendes Protein

Stunde (hour)

Salzsure

High-density lipoprotein

High Dynamic Range

Herzfrequenz

Homeostasis Model Assessment
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase
Internationale Einheiten

Interleukin 6

Insulin-Toleranz-Test

Kilokalorien
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kel

kg
KG
KHK
kdJ
KONa
KONG5
I

LDL
LDS
LDS-PAGE

MCH
MES-Puffer
MetS

mg

min

ml

mm

mM

mmHg

Eliminationsgeschwindigkeitskonstante
Kilogramm

Kérpergewicht

Koronare Herzkrankheit

Kilojoule

Adipbse Kontrollgruppe

Schlanke Kontrollgruppe

Liter

Low-density lipoprotein
Lithiumdodecylsulfat
Lithiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel
Logarithmus zur Basis e

Logarithmus zur Basis 10

Low density lipoprotein-related protein 2 = Megalin

Leptinresistenz-Test
Lésung
Linksventrikulares Gewicht

Linksventrikulérer Index

In Zusammenhang mit Konzentration: Molar

Quadratmeter

melanin concentrating hormone
2-(N-Morpholino)ethansulfonsgure
Metabolisches Syndrom
Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Millimeter Quecksilbersaule
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mRNA
MRT
MW

n

n.s.
N.O
Na
NaH,PO,
NaOH
ng

NIH
nm
nmol
NO
NPY
O,
OGTT
p

p.o.
PBS-Puffer

PCR

PE
PI3-Kinase
pmol
PMSF
POMC

PP
PPARS
PPARYy

messenger RNA
Magnetresonanztomographie
Mittelwert

Anzahl der Stichproben

nicht signifikant

Lachgas

Natrium
Natrium-Dihydrogen-Phosphat
Natriumhydroxid

Nanogramm

National Institutes of Health
Nanometer

Nanomol

Stickstoffmonoxid

Neuropeptid Y

Sauerstoff

Oraler Glukose-Toleranz-Test
Irrtumswahrscheinlichkeit

per os

phosphate-buffered saline
Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylen
Phosphatidylinositol 3-Kinase
Pikomol
Phenylmethansulfonylfluorid
Proopiomelanocortin
Polypropylen

peroxisome proliferator activated receptor delta

peroxisome proliferator activated receptor gamma
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PPO
gPCR

RAAS
RER
RIA
RNA
RNase
ROX

RQ
RT

s.C.
SDS
SEM
SHR
SHRSP
STAT3
Syst.
Ty
T+A
T2DM
Tab.
TEL
TNFa
Tris
u.a.
U/min

UCP-1

PreProOrexin

Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Pearson’s r

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

respiratory exchange rate, respiratorische Gasaustauschrate
Radioimmunoassay

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Farbstoff bestehend aus Glycin-Konjugat von 5-Carboxy
X-rhodamin und Succinimidylester
Respiratorischer Quotient

Reverse Transkriptase

siehe

subkutan

sodium dodecyl sulfate

Standardfehler des Mittelwertes

Spontan hypertensive Ratte

Spontaneously Hypertensive Stroke Prone Rat
signal transducer and acitvator of transcription 3
systolisch

Halbwertszeit

Behandlungsgruppe mit Kombination Telmisartan und Amlodipin
Typ-2-Diabetes mellitus

Tabelle

Behandlungsgruppe mit Hochdosis Telmisartan
Tumornekrosefaktor a
Trishydroxymethylamonium-Methan

unter anderem

Umdrehungen in der Minute

Uncoupling protein 1
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ubDG

v.a.
VO,

VS.

WHO

HO
I

Uracil DNA Glykosylase

Volt

vor allem
Sauerstoffverbrauch

versus

Watt
Weltgesundheitsorganisation
Mikrogramm

Mikroliter
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