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1. Einleitung

Heutzutage wird Ubergewicht als eine weltweite Epidemie bewertet. Nach Schat-
zungen der WHO sind weltweit ca. 39% der Erwachsenen ubergewichtig (World
Health Organisation, 2016). In Deutschland haben aktuell 43% der Manner und
29% der Frauen ein erhohtes Korpergewicht (Body-Mass-Index (BMI) = 25 kg/m2),
ca. 18% der Erwachsenen sind adipos (BMI =2 30 kg/m2) (Schienkiewitz et al.,
2017). Laut statistischer Prognosen wird die Anzahl der adipésen Erwachsenen in
den nachsten Jahren weiter steigen (Westphal and Doblhammer, 2014). Kinder
und Jugendliche sind ebenfalls von einer Ubermaligen Gewichtszunahme betrof-
fen. Aktuell sind 15% der deutschen Minderjahrigen ubergewichtig, 6% sind adi-
pos (Schienkiewitz et al., 2018).

Adipositas ist ein Krankheitsbild mit einer multifaktoriellen Genese. In Adoptions-
studien korreliert der BMI von Adoptivkindern starker mit dem Gewicht der leibli-
chen Eltern als mit dem BMI der Adoptiveltern (Stunkard et al., 1986; Silventoinen
et al., 2009). Dies spricht fur eine genetische Pradisposition. An einem Tiermodell
konnte im Jahr 1994 ein ob-Gen fur Leptinresistenz identifiziert werden. Mause,
die nicht Uber das ob-Gen verfugen, sind hyperphag und adipds, was nach einer
Leptingabe reversibel ist (Zhang et al., 1994). Inzwischen sind zahlreiche weitere
Gene bekannt, die, mono- oder polygen vererbt, das Korpergewicht beeinflussen
(Rankinen et al., 2006). Zu den neusten Erkenntnissen zahlen neben dem Lep-
tindefekt beispielsweise auch die Mutationen des Leptinrezeptors (LEPR) sowie
des Melanocortin-4-Rezeptors (MC4R), welche in den klinischen Studien bereits
im Kleinkindesalter zu einer Adipositas fuhrten (Kleinendorst et al., 2019, Kohls-
dorf et al., 2018). Entscheidend in der Adipositasentstehung ist jedoch das Zu-
sammenspiel zwischen den erblichen Faktoren und den Umwelteinflissen (Qi and
Cho, 2008). Es ist etabliert, dass ein Uberschuss an energiereichen Lebensmitteln
in Verbindung mit einem bewegungsarmen Lebensstill zu einem Missverhaltnis
von Energieaufnahme und -verbrauch fuhrt. Auf lange Sicht fuhrt diese positive
Energiebilanz zu Ubergewicht (Qi and Cho, 2008; Lehrke and Laessle, 2009, p.
13).

Fettleibigkeit ist ein wichtiger, unabhangiger Risikofaktor fur kardiovaskulare Er-
eignisse (Hubert et al., 1983). Die Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen einer ko-



ronaren Herzkrankheit ist bei Ubergewicht um 18% und bei Adipositas um 49%
erhoht (Bogers et al.,, 2007). Es ist ein funktioneller beziehungsweise kausaler
Zusammenhang zwischen dem BMI und der arteriellen Hypertonie bekannt
(Brown et al., 2000). Die Erhohung des BMI um einen Punkt steigert das totale
Schlaganfallrisiko bei Mannern um 6% (Kurth et al., 2002). Neben den aufgefuhr-
ten kardiovaskularen Erkrankungen ist Adipositas an der Pathogenese von
Schlafapnoe, Arthritis, Pankreatitis, Gallenblasen- und Tumorerkrankungen sowie
Depressionen beteiligt (Pi-Sunyer, 2009). Weiterhin erhoht GbermafRiges Korper-
gewicht die Wahrscheinlichkeit an Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) zu erkranken,
wobei der abdominalen Adipositas eine wichtige Rolle zugeschrieben wird (Sung
et al., 2012). Im Gegensatz dazu fuhrt eine Gewichtsabnahme zur Risikoreduktion
fur T2DM (Wannamethee, 2005). Im Vergleich zum Normalgewicht steigt das Mor-
talitatsrisiko bei Adipositas um 18% an (Flegal et al., 2013; Pischon et al., 2008).
Adipositas tritt gehauft gleichzeitig mit bestimmten metabolischen Fehlsteuerun-
gen auf. Ein Cluster aus Adipositas, Insulinresistenz, Hyperinsulinamie, Hyperto-
nus, Glukoseintoleranz und veranderten Blutfettwerten hat Reaven im Jahr 1988
als "Syndrom X" (Reaven, 1988) und die WHO im Jahr 1998 als Metabolisches
Syndrom (MetS) beschrieben (Alberti und Zimmet, 1998). Das MetS ist eine Grup-
pe von Risikofaktoren, deren gemeinsames Auftreten die Wahrscheinlichkeit fur
kardiovaskulare Erkrankungen und den T2DM beschreibt (Cho, 2011). Die vis-
zerale Fettzunahme wird zunehmend als zentrales Element in der MetS-
Charakterisierung betrachtet (Kassi et al., 2011). Die Internationale Diabetes Fe-
deration (IDF) hat im Jahr 2005 die viszerale Adipositas als ein obligates Kriterium
fur die Diagnose vorgeschlagen (Alberti et al., 2005). Aktuell wird MetS diagnosti-
ziert, wenn drei oder mehr der folgenden Parameter vorhanden sind: Adipositas
als erhohter Taillenumfang (entsprechend der landerspezifischen Definitionen),
erhohte Triglyceride (= 150 mg/dl), erniedrigtes HDL (Manner: <40 mg/d|, Frauen:
<50 mg/dl), erhdhter arterieller Blutdruck (=130/85 mmHg) und erhdhter Nuchtern-
blutzucker (= 100 mg/dl) (Alberti et al., 2009).



1.1. Fettgewebe und Leptinresistenz

In der Literatur wird dem Fettgewebe eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Adipositas und der metabolischen Dysfunktion zugewiesen (Kim und Moustaid-
Moussa, 2000; Bays et al., 2008). Das Fettgewebe ist ein aktives Organ, welches
als ein Netzwerk aus endokrinen, parakrinen und autokrinen Signalwegen funktio-
niert. Zusatzlich als Speicherort der Triglyzeride wirkend, produzieren Adipozyten
eine Reihe biologisch aktiver Molekule, sogenannte Adipokine, die eine vielfaltige
Funktion in der Energiehomobostase besitzen (Kim and Moustaid-Moussa, 2000;
Mohamed-Ali et al., 1998). Ein anhaltender Kalorienuberschuss resultiert in einer
Adipozytenhyperthrophie und -dysfunktion, was Bays als "adiposopathy" be-
schreibt (Bays et al., 2008). Die Konzentration des protektiven Hormons Adi-
ponektin ist im adiposen Fettgewebe vermindert (Arita et al., 1999). Proinflamma-
torische Adipokine wie Resistin, Vaspin oder Visfatin werden vermehrt ausge-
schuttet (Antuna-Puente et al., 2008). Die Anzahl der Makrophagen ist erh6ht und
korreliert positiv mit der Adipozytengrolle und dem BMI (Bastard et al., 2006;
Weisberg et al., 2003). Im Fettbewebe der ernahrungsbedingt adipdsen Ratten
findet ein Shift von protektiv wirkenden Makrophagen zu den "alternativen", proin-
flammatorischen Makrophagen statt. Eine gleichzeitig erhohte Konzentration der
entzindungsfordernden Cytokine wie TNF-a oder IL-6 bei den adiposen Individu-
en weist auf Makrophagen als eine potentielle Produktionsquelle hin (Lumeng et
al., 2007; Ritchie und Connell, 2007). Die Freisetzung von Adipokinen durch Adi-
pozyten und Makrophagen ist mit einer Entzindung im Fettgewebe und im Weite-
ren mit einer Insulinresistenz assoziiert. Dies kann zum adipositasinduzierten
T2DM fuhren (Antuna-Puente et al., 2008).

Leptinresistenz

Leptin zahlt zu den pro-inflammatorischen Adipokinen und wird hauptsachlich im
weillen Fettgewebe produziert (Ahima und Flier, 2000; Mantzoros and Moschos,
1998). Zirkulierendes Leptin kann bei gesunden Individuen mit einem normalen
Korpergewicht die Bluthirnschranke passieren und sich an die hypothalamischen
Rezeptoren des Gehirns binden. Es wirkt als Sattigungssignal indem es die Pro-
duktion der appetithemmenden (anorexigenen) Hormone fordert und die Aus-
schittung der appetitfordernden (orexigenen) Peptide hemmt (Banks et al., 1996;



Jéquier, 2002). Uber einen adrenergen Mechanismus aktiviert eine intravendse
Leptingabe die Thermogenese im braunen Fettgewebe (Haynes et al., 1997). Bei
ubergewichtigen Individuen scheinen die beschriebenen Effekte des Leptins nicht
zu funktionieren. Es besteht eine positive Korrelation zwischen dem Korpergewicht
und der Leptinkonzentration im Plasma. So entwickelten Mause, die mit einer
hochkalorischen Diat gefuttert wurden, trotz eines hohen Leptinspiegels eine Hy-
perphagie und eine Adipositas (Considine et al., 1996; El-Haschimi et al., 2000;
Valle et al., 2003; Van Heek et al., 1997). Das Ausbleiben einer Hypophagie nach
einer Leptinsekretion oder -applikation wird als Leptinresistenz bezeichnet. Dabei
handelt es sich um einen Sammelbegriff, der mehrere pathologische Veranderun-
gen umfasst (Myers et al. 2010; Pan et al. 2014). Diskutierte Erklarungen fur das
Auftreten von Leptinresistenz sind ein verminderter Transport in das Gehirn, eine
Herunterregulation der Leptinrezeptoren und eine Abschwachung der Signal-
kaskade, die durch Leptin ausgelost wird (Myers et al., 2008; Sainz et al. 2015).
Die Entstehung der Leptinresistenz ist jedoch bisher nicht abschlieRend geklart.

1.2. Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenachse (HPA-Achse)

Die komplexe Beziehung zwischen dem Essverhalten, dem metabolischen Status
und den emotionalen Faktoren stellt den stressabhangigen Mechanismus als ei-
nen weiteren Mitspieler in der Adipositaspathophysiologie dar (Block et al., 2009;
Ekman, 1992; Harding et al., 2014; Lehrke and Laessle, 2009, p. 23; Macht,
2008).

Die Glukortikoidsekretion in der Nebennierenrinde ist eine endokrine Reaktion auf
Stress, welche durch das hypotalamische Corticotropin-releasing-Hormon (CRH)
nach Freisetzung von Adrenocorticotropin (ACTH) aus dem Hypophysenvorder-
lappen hervorgerufen wird (Kyrou et al., 2006; Pasquali, 2012). Der Hauptvertre-
ter der Glukokortikoide beim Menschen ist das Cortisol, bei Nagern das Corti-
costeron (Sun et al., 2013).

Der Glukokortikoideffekt auf die Nahrungsaufnahme wird kontrovers diskutiert.
Einerseits zeigen Daten, dass mindestens 30% der Manner und Frauen weniger
essen, wenn sie gestresst sind (Stone und Brownell, 1994; Epel et al., 2004). An-
derseits konnten tierexperimentelle Studien eine appetitanregende Wirkung der



Glukokortikoide zeigen. Versuchstiere, die nach einer Adrenalektomie (ADX) sac-
charosereiche Getranke zur Auswahl bekommen, trinken weniger Saccharose als
die scheinoperierten Kontrollen (Bell et al., 2000). Der Saccharosekonsum nach
der ADX steigt proportional zur Corticosteronkonzentration, was nach einer peri-
pheren nicht aber nach einer intrazerebralen Corticosterongabe beobachtet wurde
(Bell et al., 2000; Bhatnagar et al., 2000; Laugero et al., 2002). Nach chronischer
Stresshormongabe kam es neben einem appetitsteigernden Effekt teilweise auch
zu einer erhohten Laufradaktivitat (Leshner, 1971) oder einer erhOhten Kokain-
selbstapplikation (Goeders, 1997) bei den ADX-Ratten. Diese Beobachtung weist

auf einen allgemeinen antriebssteigernden Effekt der Glukokortikoide hin.

Stress

@ akut chronisch

\(-D
( HPA-/D @ ( HPA-Achse )

Glukokortikoiden @ .....................

Gewicht

Abb. 1: Stressmodel nach Dallmann und Pecoraro.

Basierend auf der tierexperimentellen Forschung hat die Arbeitsgruppe Dallman
ein erweitertes Stressmodel vorgestellt (Abb.1). Nach dieser Hypothese unter-
scheidet man zwischen einer akuten und einer chronischen Stressantwort. Wah-
rend einer akuten Stressreaktion sorgen Glukokortikoide fur eine erhohte Kalori-
enaufnahme. Zusatzlich stimulieren sie die Glukoneogenese in der Leber, die
Lipolyse und die Proteolyse und sind damit fur die Bereitstellung der Energietrager
wahrend der physiologischen Flucht- oder Kampfreaktion verantwortlich. Nach
einem initialen Glukokortikoidanstieg in einer akuten Stresssituation hemmen die-
se eine weitere HPA-Achsenstimulation. Ein chronischer Glukokortikoidanstieg



wirkt hingegen im Gehirn rein exzitatorisch und ist mit einer Appetit- sowie An-
triebsteigerung vergesellschaftet. Die Individuen nehmen jedoch unter chronischer
Stressexposition ab, was teilweise mit einer anorexigenen CRH-Eigenschaft er-
klart werden kann. Pecoraro aus der Arbeitsgruppe Dallman konnte zeigen, dass
es nach einem chronischen Stress in Anwesenheit von Schmalz- und zuckerhalti-
ger Nahrung zu einer erhdhten Futteraufnahme und Gewichtszunahme kommt,
wahrend die Corticosteron- und ACTH-Konzentrationen sinken. Diese Verande-
rungen wirken dem stressinduzierten Gewichtsverlust entgegen und konnen die
Adipositasentstehung begunstigen (Keller-Wood und Dallman, 1984; Dallman et
al., 2003 und 2004; Di et al., 2003; Kyrou et al., 2006; Mizoguchi et al., 2003; Pe-
coraro et al., 2004; Sapolsky et al., 2000). Im Widerspruch zur Theorie der Ar-
beitsgruppe Dallman stehen Literaturerkenntnisse Uber eine reduzierte Futterauf-
nahme nach chronischem Stress trotz eines vielfaltigen Angebots an hochkalori-
scher Nahrung (hoher Fettgehalt, hoher Kohlenhydratanteil, eine Kekse-/Schoko-
riegelauswahl). Diese Kenntnisse verkomplizieren die Beziehung zwischen Stress

und Fressverhalten (Zeeni et al., 2013).

1.3. Soziookonomische und therapeutische Aspekte der Adipo-

sitas

Die Therapiekosten fur Adipositas betragen in Deutschland jahrlich ca. 86 Millio-
nen Euro. Eine Lebensstilanderung oder eine bariatrische Chirurgie erweisen sich
haufig als nicht ausreichend effektive Behandlungsmethoden zur Gewichtsreduk-
tion. Die medikamentose Behandlung (Orlistat, Liraglutid, Lorcaserin, Phenter-
min/Topiramate, Naltrexone/Bupropion) fuhrt ebenfalls nur zu einem Gewichtsver-
lust von maximal 5-10%. In mehreren Fallen steigt das Gewicht nach der Behand-
lung erneut an, was als "Jo-Jo-Effekt" bezeichnet wird. Hinzu kommen adiposi-
tasassoziierte Erkrankungen die das deutsche Gesundheitssystem mit mehr als
10 Milliarden Euro pro Jahr belasten (Mehta et al., 2017; Knoll and Hauner, 2008;
Pilitsi et. al., 2018; Stockli and Keller, 2003). Eine Untersuchung von Erwachsenen
in den USA hat gezeigt, dass etwa 20% der Ubergewichtigen und etwa 60% der
Adiposen vollstandig die Kriterien des MetS erflllen (Park et al., 2003). Daraus



ergibt sich die Notwendigkeit der Suche nach einem Behandlungsverfahren, das

alle metabolischen Fehlsteuerungen umfasst.

1.4. Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Es ist bekannt, dass Adipositas mit einer RAAS-Aktivierung einhergeht (Boustany,
2004). Engeli konnte im Jahr 2005 in einer Studie zeigen, dass ein Gewichtsver-
lust eine positive Auswirkung auf die Blutudrucksenkung bei adipdsen Frauen hat.
Zusatzlich war die RAAS-Aktivitat nach einem Gewichtsverlust von 5% deutlich
reduziert (Engeli et al., 2005). In diesem Zusammenhang wird in den folgenden
Abschnitten RAAS und dessen Hemmung mit AT1-Rezeptorblockern (ARB) als
moglicher therapeutischer Ansatz zur Behandlung von Adipositas und MetS vor-
gestellt.

RAAS ist eine Enzymkaskade deren Spaltprodukte physiologische Wirkungen in
der Blutdruckregulation und der Flussigkeitshomoostase zeigen (Lavoie and Sig-
mund, 2003). Angiotensinogen (AGT) ist das erste Substrat in dieser Kaskade.
Renin aus der Niere spaltet AGT in Angiotensin | (Ang I). Mit Hilfe des Angioten-
sin-Converting-Enzyms (ACE), welches im Gefallendothel der Lunge vorkommt,
wird Ang | weiter in Angiotensin Il (Ang II) umgewandelt.

Ang Il ist das Hauptpeptid des RAAS. Zu seinen vielfaltigen Funktionen zahlen
klassischerweise Vasokonstriktion, Aldosteron- und Vasopressinsekretion, Salzre-
absorbtion und die Aktivierung des sympathischen Nervensystems (de Gasparo et
al., 2000; Lavoie und Sigmund, 2003). Die Konzentration des Ang Il und der ande-
ren RAAS-Komponenten im Blut adiposer Frauen war hoher als bei den schlanken
Kontrollen (Harte et al., 2005). Im Gegensatz dazu fuhrte die Ang ll-Infusion Uber
mehrere Tage in mehreren Studien zur Gewichtsreduktion (Brink et al., 1996;
Cassis et al., 2002; Kalupahana und Moustaid-Moussa, 2012). Die Arbeitsgruppe
Raasch konnte an adiposen Ratten ebenfalls den gewichtreduzierenden Effekt
des Ang Il zeigen (Muller-Fielitz et al., 2012b; Muller-Fielitz und Raasch, 2013;
Winkler et al., 2018).

Ang Il entfaltet seine Funktion Uber zwei Rezeptoren (AT1R und AT2R) (Miyazaki
et al., 1996). Die meisten Ang |I-Wirkungen werden dem AT1R zugeschrieben (de
Gasparo et al., 2000; Miyazaki et al., 1996). Wahrend Menschen nur Uber ein



AT1-Gen verfugen, besitzen Nager zwei Gene, die fur die Kodierung der AT1R-
Subtypen AT1A und AT1B zustandig sind (Bergsma et al., 1992, Elton et al., 1992;
Sasamura et al., 1992; Yoshida et al., 1992). In der Aminosauresequenz sind
AT1A und AT1B zu 95% identisch und eine pharmakologische Differenzierung
zwischen den beiden Subtypen ist nicht moglich (Chiu et al., 1993).

Neben dem systemischen RAAS existiert im Fettgewebe ein lokales RAAS mit all
seinen Einzelkomponenten (Boustany, 2004). Ang Il reguliert das Wachstum und
die Differenzierung von Adipozyten im Fettgewebe (Janke et al., 2002; Saint-Marc
et al., 2001). Kalupahana behauptet, dass systemisches und lokales Ang Il einen
unterschiedlichen Effekt haben konnten (Kalupahana and Moustaid-Moussa,
2012). Einige Studien konnten eine lipolysehemmende und triglycerid- sowie fett-
saureproduktionsteigernde Wirkung des Ang Il auf das Fettgewebe nachweisen
(Goossens et al., 2007; Jones et al., 1997). Mause, die genetisch bedingt nicht
uber das Ang ll-Vorlauferprotein AGT im Fettgewebe verfugen oder einen Ang II-
Rezeptordefekt haben, zeigen neben Hypotension und einem gesteigerten Ener-
gieverbrauch eine verstarkte lokomotorische sowie sympathische Aktivitdt und
bleiben schlank. Daher lasst sich ein adipogener Ang lI-Effekt auf die Fettge-
websmasse vermuten (Kouyama et al., 2005; Massiera et al., 2001).

Lange Zeit galt Ang Il als einziges biologisch aktives Endprodukt des RAAS. In-
zwischen sind weitere Molekule (Ang1-7, Ang1-9, Ang IV, AngA etc.) bekannt, die
aus Ang Il und seinen Vorstufen gespaltet werden (Ribeiro-Oliveira et al., 2008;
Kalupahana and Moustaid-Moussa, 2012). So spricht man heute fast nicht mehr
von einer RAAS-Kaskade unter dominanter Beteiligung der ACE/Ang II/AT1R-
Achse, sondern von einem Netzwerk aus ganz unterschiedlichen Angiotensinen
(Huber, Schuster und Raasch, 2017). Hierbei steht Ang1-7 aktuell im Mittelpunkt
der RAAS-Forschung. Am Mas-Rezeptor gebunden zeigt das Heptapeptid Ang1-7
verschiedene Auswirkungen auf das kardiovaskulare und renale System. Hier ist
die ACE2/Ang1-7/Mas-Achse antagonistisch bezuglich der ACE/Ang II/AT1R-
Achse zu verstehen. Neben kardiovaskularen Effekten sind in der Zwischenzeit
auch metabolische Effekte sowie eine Auswirkung auf den Kohlenhydrat- und
Lipidmetabolismus beschrieben (Santos, 2017; Santos und Andrade, 2014). Da-
rauf basierend wurde von der Arbeitsgruppe Raasch und anderen wiederholt die
gewichtsregulierende Eigenschaft des Ang1-7 diskutiert:



* Ein genetischer Defekt des Mas-Rezeptors erhoht die viszerale Fettmasse
um 50% (Santos et al., 2008).

- Die Ratten mit einer genetisch bedingten Ang1-7-Uberexpression bleiben
trotz hochkalorischer Nahrung schlank (Blanke et al., 2015; Schuchard et
al., 2015).

» Die periphere Applikation von Ang1-7 fuhrt zur Gewichtsabnahme und einer
Reduktion der Fettgewebsmasse (Andrade et al., 2014; Oliveira Andrade et
al., 2014). Intrazerebroventrikulare Ang1-7-Gabe hingegen reduzierte die
Gewichtszunahme und die Energiezufuhr nur in geringem Mal3e und ledig-

lich nach hoher, nicht aber nach kleiner Dosis (Winkler et al. 2018).

1.5. AT1R-Blocker (ARB)

Die Arbeitsgruppe Raasch konnte wiederholt zeigen, dass eine ARB-Therapie
trotz eines gleichzeitigen Angebots einer hochkalorischen Diat, zusammengesetzt
aus verschiedenen Schokoriegeln und Keksen (Cafeteria Diat=CD), zur Verbesse-
rung der Insulinsensitivitat sowie des Lipidstoffwechsels fuhrt und unabhangig von
der antihypertensiven Wirkung eine Gewichtsreduktion induziert. Der antiadipOose
Effekt ist dosisabhangig und wird ausschliellich bei einer hohen Dosis des ARBs
beobachtet (Miesel et al., 2012; Muller-Fielitz et al., 2011, 2012a, 2014, 2015;
Raasch et al., 2006). Ein Gewichtsverlust unter ARB wurde auch in klinischen
Studien beschrieben (Kintscher et al., 2007). Telmisartan (TEL) ist der ARB mit
der hochsten Rezeptoraffinitat, Halbwertzeit und Lipophilie (Burnier and Maillard,
2001; Kakuta et al., 2005; Michel et al., 2013). Unter TEL ist die diatinduzierte
Gewichtszunahme geringer als unter dem ACE-Hemmer Ramipril als auch unter
Ramipril und TEL kombiniert, was gegen einen generellen Effekt der RAAS-
Hemmung spricht (Miesel et al., 2012). Warum es zu einem Gewichtsverlust unter
ARB kommt, ist bis heute nicht vollstandig erforscht. Folgend werden einige Hypo-
thesen geschildert:

+ Tierexperimentelle Studien deuten auf eine veranderte Nahrungspraferenz
unter ARB hin. Wenn die Ratten zwischen Standarddiat (Chow) und CD frei
wahlen durften, bevorzugten sie CD und wogen am Ende der Studie mehr
als die Chow-Kontrollen. Wahrend einer gleichzeitigen TEL-Behandlung



kam es zu einem Gewichtsverlust, welcher mit einem reduzierten CD-
Verbrauch einherging, der Chow-Konsum stieg hingegen an (Miesel et al.,
2012; Muller-Fielitz et al., 2015). Im Gegensatz dazu fuhrte ARB in einigen
Studien mit ausschliel3lich Chow-Diat nicht zu einer Gewichtsreduktion (Li
et al., 2006; Smith et al., 2014)

TEL fuhrt zur Reduktion der orexigenen Hormone im Hypothalamus (Mul-
ler - Fielitz et al., 2015).

Ein leptinabhangiger Mechanismus konnte ebenfalls einen Einfluss auf den
Gewichtsverlust haben. Diese Hypothese entstammt den folgenden Ergeb-
nissen der Arbeitsgruppe Raasch: 1) Das Gewicht der adipdsen Zucker-
ratten mit einem Defekt des Leptinrezeptors blieb nach ARB unverandert
(Muller-Fielitz et al., 2011); 2) Die Leptinsensitivat blieb bei Ratten trotz CD-
Diat unter gleichzeitiger TEL-Behandlung erhalten (Mduller-Fielitz et al.,
2014, 2015); 3) Der Leptintransport durch die Bluthirnschranke war bei den
Mausen mit einer diatinduzierten Adipositas gestort. Wurden hingegen die
adipdsen Mause gleichzeitig mit ARB behandelt, blieb der Leptintransport
durch die Bluthirnschranke erhalten (Schuster et al., 2018).

Die TEL-Therapie ist mit einem hoheren Energieverbrauch assoziiert, wah-
rend die lokomotorische Aktivitat unverandert bleibt (Sugimoto et al., 2006).
Unter TEL, nicht aber unter Amlodipin oder unter TEL mit Amlodipin kombi-
niert ist der RER (Respiratorischer Quotient) bei einer persistierenden Hy-
perphagie erniedrigt. Dies spricht fur eine erhOhte Fettoxidation (Muller-
Fielitz et al., 2014).

TEL reduziert die viszerale und subkutane Fettmasse. Die Adipozytengro-
Re, nicht aber deren Anzahl ist nach ARB verandert (Chujo et al., 2007;
Fujita et al., 2007; Miesel et al., 2012; Muller-Fielitz et al., 2012a; Sugimoto
et al., 2006; Zorad et al., 2006). Sharma geht von einer normalisierten Adi-
pokinsekretion aus, die zur verbesserten Insulinsensitivitdt und Gewichts-
abnahme fuhren kann (Sharma et al., 2002): Adiponektin-mRNA steigt, pro-
inflammatorisch wirkende TNFa und IL-6 werden nach ARB in geringerem
Umfang produziert (Takagi et al., 2013; Yamada et al., 2008). Moglicher-
weise spielen hier die Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptoren-y
(PPARYy) eine Rolle, weil ARB die Differenzierung der Adipozyten Uber ei-
nen PPARy-Weg beeinflussen (Janke et al., 2006). Gegen einen Zusam-
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menhang zwischen den Veranderungen im Fettgewebe unter TEL und dem
PPARy-Mechanismus sprechen Studien, welche eine ausbleibende Wir-
kung der TEL-Therapie auf die Expression des PPARy-Gens im viszeralen
Fettgewebe zeigten (Muller-Fielitz et al., 2012a; Schuster et al. 2018). Zu-
dem spricht gegen einen solchen PPARy-stimulierenden Effekt, dass
PPARYy-Aktivatoren wie z.B. Gliflozine typischerweise zu einem Anstieg des
Korpergewichts, der Futteraufnahme, der Fettmenge, sowie der Adipozy-
tengroRe fuhren (de Souza et al., 2001; Larsen et al. 2003).

* Ein AT1R-unabhangiger Mechanismus wird ebenfalls diskutiert. Die Mause,
welche genetisch bedingt nicht Uber einen AT1R verfugen, blieben nach
ARB schlank (Rong et al., 2000). In diesem Zusammenhang kann Ang1-7
eine Rolle spielen, weil eine Ang1-7 Uberexpression ohne eine diat-
induzierte Adipositas einherging. Zudem konnte der Gewichtsverlust in ei-
nem Rattenversuch nach ARB teilweise durch den Mas-Antagonist A779
aufgehoben werden (Schuchard et al., 2015). Uberraschenderweise war je-
doch der antiadipose ARB-Effekt bei Mausen mit einem Defekt des Mas-
Rezeptors verstarkt (Dapper et al., 2019).

1.6. HPA-Achse und RAAS Interaktion

RAAS steht in enger Verbindung mit der HPA-Achse. Die ATR sind in allen Orga-
nen der HPA-Achse zu finden, wobei gewebespezifische Unterschiede in der Ex-
pression bekannt sind (de Gasparo et al., 2000). Die AT1R-Expression wird im
PVN des Hypothalamus, in der Hypophyse, im Nebennierenmark und in der -rinde
nach Stress hochreguliert (Aguilera et al., 1995; Armando et al., 2007, Bali und
Jaggi, 2013, Leong et al., 2002; Saavedra und Benicky, 2007). Abhangig von
Stressdauer und -art steigt der Spiegel des zirkulierenden Ang Il bis auf das Neun-
fache im Vergleich zu den Kontrollen an, indem die Reninausschuttung uber eine
sympathische Aktivierung gefordert wird (Yang et al., 1993, 1996; Pavel et al.,
2008). Eine hohe Ang II-Konzentration nach einer Ang lI-Infusion oder Stress geht
einher mit der Freisetzung des CRH, des ACTH und der Glukokortikoide (Rivier
und Vale, 1983; Saavedra und Benicky, 2007; Sumitomo et al., 1991).
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Die Interaktion zwischen RAAS und der HPA-Achse ist sowohl in den tier-
experimentellen als auch in den klinischen Studien mit metabolischen Verande-
rungen assoziiert:

* Ang Il fuhrte Uber einen HPA-Achse-abhangigen Mechanismus zu einer
gestorten Glukosekontrolle, welche nach ARB verbessert wurde (Miesel et
al., 2012, Muller-Fielitz und Raasch, 2013, Mduller et al., 2007, Pavlatou et
al., 2008).

* Nach chronischer Ang IlI-Behandlung wurde ein Gewichtsverlust mit gleich-
zeitig erhohten Corticosteronspiegeln und einer gesteigerten Stressantwort
beobachtet (Muller-Fielitz et al., 2012b, Muller-Fielitz and Raasch, 2013,
Ortiz et al., 2010). Die Ang Il induzierten Veranderungen wurden durch die
Losartantherapie verhindert, was auf einen AT1-abhangigen Mechanismus
der Gewichtskontrolle und der Stressantwort hindeutet (Ortiz et al., 2010).

« Eine ARB-Therapie hat wiederholt eine hemmende Wirkung auf die HPA-
Achse gezeigt (Saavedra et al., 2005; Raasch et al., 2006; Armando et al.,
2007; Miesel et al., 2012). Dieser Effekt ist unabhangig von der Blutdruckre-
duktion, da sowohl Candesartan als auch Ramipril nicht aber der Cal-
ciumkanalblocker Mibefradil neben der Blutdrucksenkung eine Stresshor-
monreduktion nach einer CRH-Infusion gezeigt haben (Raasch et al.,
2006).

Muller aus der Arbeitsgruppe Raasch fuhrte wahrend einer der Studien einen for-
cierten Schwimmtest durch (Abb. 2, Muiller-Fielitz et al., 2012a). Hierfur wurden die
Ratten initial sechs Wochen lang mit CD oder Chow gefuttert. Die CD-Ratten er-
hielten zusatzlich eine Therapie mit TEL (8mg/kg/Tag), einem anderen ARB
Candesartan (CAND, 10 mg/kg/Tag) oder mit einem Placebo (Vehikel=VEH).
Nach der sechswochigen Behandlung wurden die Ratten fur sieben Minuten in ein
Wasserbad (Durchmesser 35 cm, Wassertiefe 20 cm, Wassertemperatur 15°)
platziert. Die Blutenthahmen vor dem Schwimmtest, sowie 0, 30 und 90 Minuten
danach, dienten zur Bestimmung der Stresshormone. Das Experiment zeigte,
dass Stress zu einer erhdhten Aufnahme von Chow und CD in der VEH-Gruppe
fuhrte. Eine CAND-Therapie hatte keinen groReren Effekt auf die Futteraufnahme
nach dem Stress. Eine TEL-Behandlung fuhrte hingegen zu einer signifikanten
Reduktion der verzehrten CD-Menge. Gleichzeitig war die Stressantwort nach
ARB im Vergleich zu den VEH-Gruppen reduziert. Die Ergebnisse von Muller sind
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nicht publiziert, sie stimmen jedoch mit einer anderen Studie der Arbeitsgruppe
uberein, welche eine Hemmung der HPA-Achse nach einem forcierten Stresstest
unter ARB zeigte (Miesel et al. 2012).
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Abb. 2: A) Basale ACTH- und Corticosteronspiegel, Mittelwert+tSEM, n=12-14, *< 0.05
VEHcp vs. CAND; B und C) ACTH und Corticosteron-Antwort 0, 30, 60 und 90 Minuten
nach Stresstest; D) Gesamte Energieaufnahme vor und nach dem Stresstest in Chow-
und CD-Gruppen nach VEH-Therapie; E) Energieaufnahme von Chow und CD in TEL-
Gruppe vor und nach Stresstest; F) Energieaufnahme von Chow und CD in CAND-
Gruppe vor und nach Stresstest. MittelwertxSEM, n=12-14, *< 0.05 vs. VEHchow vOr

Stress.
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1.7. Fragestellung

Zusammenfassend gibt es Hinweise, dass Stress durch eine gesteigerte Aufnah-
me hochkalorischer Nahrung kompensiert wird. Zusatzlich wird in der Literatur ein
gewichts- und HPA-Achse-modulierender Effekt der hochkalorischen Nahrung
diskutiert. Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe Raasch zeigen, dass eine Blo-
ckade der AT1-Rezeptoren zur Hemmung der HPA-Achse nach einem akuten
Stresstest fuhren kann. Daher stellte sich die Frage, ob ARB eine Reduktion des
chronischen Stresses und der kompensatorischen Nahrungsaufnahme bewirken
kann (Abb. 3). Die Heterogenitat der bisher vorhandenen Studienmodelle schrankt
die Moglichkeit der Ergebnisinterpretation ein. Die Zielsetzung der folgenden Dis-
sertation ist somit die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen ARB und
chronischem Stress in einem Studienmodel. Insbesondere sollten folgende Fragen
beantworten werden:
* FUhrt chronischer Stress zu einer veranderten CD-Praferenz?
* Wird die HPA-Achse durch das CD-Futter wahrend des chronischen Stres-
ses moduliert?
+ Kann ARB den chronischen Stress reduzieren, wenn die Tiere gleichzeitig
mit CD behandelt werden?
+ Werden Korpergewicht, Nahrungsaufnahme und Energieverbrauch durch
Telmisartan beeinflusst?
+ Bestehen Abhangigkeiten zwischen Behandlungsdauer mit Telmisartan,

Narungsaufnahme und wiederholtem Stress?

»LChronischer Stress

e e
\ 4
@ @ HPA-Achse @

@

@ Hochkalorisches Essen |
AT1-Blocker
) &)
Gewicht

Abb. 3: Interaktion zwischen chronischem Stress, HPA-Achse, RAAS, AT1-Blocker, hoch-

kalorischem Essen und Gewicht.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Tiere

Die durchgefuhrten Tierexperimente entsprachen den NIH-Richtlinien fur den Um-
gang mit Labortieren und deren Verwendung. Die Genehmigung erfolgte zuvor
durch das Ministerium fur Landwirtschaft, Umwelt und Iandliche Raume des Lan-
des Schleswig-Holstein (Tierversuchsantrag Nr. 9/2g/11, genehmigt am
02/12/2011). Fur die Versuche wurden ausschliel3lich mannliche normotensive
Sprague Dawley-Ratten (SD) vom Zichter Janvier aus Frankreich verwendet.
Dieser Entscheid basierte auf den Literaturangaben, dass weibliche Geschlechts-
hormone RAAS beeinflussen konnen (Fischer at al., 2002). Das Bestellgewicht
von 200g wurde vorher festgelegt. Die Lieferung erfolgte mindestens zwei Wochen
vor dem Versuchsbeginn. Die Tiere wurden zu zweit in den Kafigen der Grol3e IV
gehalten (Lange: 59 cm, Breite: 26 cm, Hohe: 18 cm). Der Aufenthaltsraum der
Ratten hatte eine konstante Temperatur von 20°C, eine Luftfeuchtigkeit von 50%
und einen Tag-Nacht-Rhythmus. Die Dunkelphase begann um 14 Uhr, die Licht-
phase um 2 Uhr.

2.2. Futterungsregime

Wahrend der Studie hatten die Versuchstiere einen freien Zugang zu Leitungs-
wasser und Futter. Die Futteraufnahme wurde je nach Versuchsteil taglich oder
wochentlich bestimmt. Alle Tiere erhielten Maintenance 1324® (Firma Altromin,
11.7 kJ/g) als Standarddiat (Chow). Manchen Versuchsgruppen wurde zusatzlich
eine hochkalorische Diat (Cafeteriadiat (CD), 20.8 kJ/g) angeboten, welche durch
Miesel aus der Arbeitsgruppe Raasch 2010 unter deren eigenen Laborbedingun-
gen etabliert wurde (Miesel et al., 2010). CD setzte sich aus sechs Schokoriegel-
sorten und Keksen zusammen. Die Sorten wurden taglich ausgetauscht. Am An-
fang der Studie wurde die initiale Gier auf die hochkalorische Nahrung reduziert.
Dazu wurde den CD-Gruppen fur kurze Zeit (3-5 Tage) neben der Chow-Diat das
gesamte Riegelsortiment angeboten.

15



2.3. Versuchsteil 1

Im ersten Studienteil wurde der Einfluss eines chronischen Stresses auf die Fut-
teraufnahme untersucht. Hierzu wurde ein Immobilisationsstresstest (IMS) an funf
aufeinander folgenden Tagen durchgefuhrt. Insgesamt wurden vier Tiergruppen
gebildet (Gruppengrolle n=10, Abb.4). Die Randomisierung erfolgte anhand des
vergleichbaren Korpergewichts (349+ 3g) zwei Tage vor Versuchsbeginn (Tag -2).
An den Tagen 5-7 wurden die Ratten an das CD-Futter gewohnt. Nach einem Tag
CD-Pause folgte fur die weiteren funf Tage der IMS. Nach der vierstindigen Im-
mobilisation hatten die gestressten Tiere einen freien Zugang entweder zur Chow-
Diat oder durften zwischen Chow- und CD-Diat wahlen. Zur Kontrolle dienten die
nicht gestressten Ratten mit einem der beiden Fltterungsregime. Nach der been-
deten Stressphase wurde eine Messung der Futteraufnahme Uber weitere drei
Tage durchgefuhrt.

Tag
>
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Chow Gr.1
CD CD
IMS
Chow Gr.2
CD CD
Kein IMS
Chow Gr.3
IMS
Chow Gr.4
Kein IMS

Abb. 4: Protokoll des ersten Studienteils, Gruppengrél3e n=10.

Die Blutentnahmen erfolgten vor und wahrend des vierstindigen IMS. Um die
Stressreaktion durch den Umgebungswechsel und den Schmerzreiz wahrend der
Asservierung einer Blutprobe zu vermeiden, fuhrten wir bei der nicht gestressten
Kontrolle die Blutentnahme lediglich am Tag 9 vor dem IMS Beginn durch. In den
gewonnenen Blutproben wurden ACTH und Corticosteron bestimmit.
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Die Futteraufnahme wurde taglich und die Gewichtszunahme wdchentlich regis-
triert. Wahrend des gesamten Versuchsteils wurden die Tiere einzeln in den K&fi-
gen Grole Il (Lange: 42 cm, Breite: 26 cm, Hohe: 18 cm) gehalten.

2.4. Versuchsteil 2

In diesem Studienteil wurde der Einfluss des chonischen Stresses auf die Futter-
aufnahme unter der chronischen ARB-Therapie untersucht (Abb 5). 56 SD-Ratten
mit einem gleichen Initialgewicht (201+ 7g) wurden dabei 89 Tage oral mit TEL
oder einem Placebo behandelt. Zur Bestimmung der Stresshormone (ACTH und

Corticosteron) wurde an zwei verschiedenen Zeitpunkten ein IMS durchgeflhrt.

41 211234567 891011 12131415161718] |21 ,,68] |72, 848586878889 |Ta
—r e e IS
cD cD
IMS IMS
CD CD
IMS| b IMS
H H Gr.3
E E
N N
IMS| 5 o IMS
M M Gr.4
A A
S S
s | 2 7 IMS
g E Tétung
| L] Organentnahme
v

Abb. 5: Protokoll des ersten Studienteils, Gruppengrél3e n=10.

Nach einer Eingewohnungszeit von acht Tagen wurden die Ratten drei Tage vor
Versuchsbeginn (Tag -3) anhand des vergleichbaren Kérpergewichts in vier Grup-
pen randomisiert (GruppengréfRe n=12-14). Als Versuchsbeginn wurde der erste
Schlundtag festgelegt (Tag 1). Die Verum Gruppen bekamen taglich eine TEL-
Suspension (8 mg/kg Korpergewicht), welche aus TEL-Pulver, Gummi Arabicum

und Leitungswasser hergestellt wurde. Die Kontrollgruppen erhielten ein Placebo
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(=Vehikel (VEH)) aus Gummi Arabicum und Leitungswasser. Um die korrekte Me-
dikamentendosis zu applizieren, wurden die Tiere jeden Tag gewogen. Die Halfte
der Tiere bekam dazu Chow-, die anderen eine Chow- und eine CD-Diat zur Aus-
wahl. Die Gewohnung an CD erfolgte an den Tagen 8 bis 12. Nach einem Tag
CD-Pause, folgte an den Tagen 14 bis 18 der erste IMS. Anschliel3iend wurden die
Tiere fur drei Tage mit einem Kalorimetriesystem untersucht (Phenomaster®). In
den nachsten neun Wochen folgte eine weitere Behandlung mit TEL oder VEH
und einer der Diaten. Vor dem zweiten IMS wurden die Tiere wiederholt mit dem
Phenomaster®-System untersucht. Die zweite IMS-Phase erfolgte an den Tagen
85 bis 89. Vor dem Testbeginn am Tag 85 wurde eine Blutzuckermessung durch-
gefuhrt. Unmittelbar nach dem letzten IMS-Versuch (Tag 89) wurden die Tiere
getotet. Die entnommenen Organe und das Carotidenblut wurden bis zu weiteren
Analysen entsprechend thermisch gelagert.

Die Stresshormone wurden aus den Proben des ersten und des letzten Tages der
beiden Immobilisationsversuche bestimmt. Fur die Basalwertbestimmung folgten
weitere Blutentnahmen: vor der medikamentosen Behandlung (Tag -3), vor Beginn
der CD-Diat (Tag 8) und vor dem ersten IMS (Tag 12). Wahrend der ganzen Stu-
dienzeit hatten alle Gruppen stets freien Zugang zu Leitungswasser und Fultter.
AuBerhalb der IMS-Phasen wurde das Futter wochentlich ausgewogen. Zur ge-
nauen Bestimmung der Futteraufnahme wurden die Tiere wahrend der IMS-
Phasen einzeln in den Kafigen GroRe Ill gehalten (Lange: 42 cm, Breite: 26 cm,
Hohe: 18 cm) und das Futter taglich ausgewogen. Die Trennung der Tiere in die
separaten Kafige erfolgte eine Woche vor dem IMS.

2.5. Immobilisationsstresstest (IMS)

Um den chronischen Stress unter den Laborbedingungen zu induzieren, wurde
ahnlich der Arbeitsgruppe Pecoraro (Pecoraro et al., 2004) ein Immobilisations-
stresstest durchgefuhrt. Dazu verwendeten wir mit Klappen verschlie3bare Plastik-
rohre (Tab. 1), welche eine Offnung fir die vendse Blutentnahme aus dem
Schwanz hatten. Mehrere kleine Locher sicherten die ausreichende Luftzufuhr
vorn. Eine Bewegung oder Drehung im Rohr war nicht moglich.
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Tab. 1: Ubersicht (iber die verwendeten Plastikrohre

MaR (mm) _ _
Rohre . Tiergewicht (g)
(Durchmesser x Lange)
Klein 47 x 160 <350
Mittel 70x 170 350-700
Grof3 70 x 220 > 700

An funf aufeinander folgenden Tagen wurden die IMS- Gruppen (< 8 Tiere) nach
der basalen Blutentnahme ins Rattenversuchslabor Uberfihrt und in den Rohren
fur vier Stunden immobilisiert. Zu den Zeitpunkten 30, 60, 120, 180, 240 min er-
folgte eine Blutentnahme uUber die Schwanzvene. Dazu wurde der, fur die basale
Blutentnahme gemachte Schnitt, mittels sauberer Tlcher wiedereroffnet. Um die
Habituation an den Stress zu vermeiden, wurden die Rohre am Tag 5 auf einen
Schuttler gestellt und horizontal bewegt (Distanz 2 cm, Frequenz 30 Hz). Die tagli-
chen Versuche wurden zur gleichen Zeit durchgefuhrt. Der Beginn zwischen 9.00-
9.30 Uhr sicherte, dass alle Tiere vor Beginn der Dunkelphase um 14 Uhr wieder

in den Rattenaufenthaltsraum zurtckgebracht wurden.

2.6. Applikation von Medikamenten

Die orale Applikation wurde taglich zur selben Zeit durchgefuhrt. Zur Verabrei-
chung diente eine mit der 1 ml Spritze verbundenen Metallsonde (separate Son-
den fur TEL und VEH). Die Ratten wurden mit der Hand am Kiefer gefasst, ange-
hoben und auf dem Stamm der schlundenden Person fixiert. Die leicht gebogene
Metallsonde wurde dann seitlich in den Mund eingefuhrt und vorsichtig in den
Osophagus vorgeschoben.

2.7. Blutentnahme uber die Schwanzvenen

Zur Gewinnung der Blutproben Uber die Schwanzvene wurde eine etablierte Me-
thode angewandt. Die Ratten wurden mit einem Handtuch bedeckt und der Stamm
leicht mit zwei Handen fixiert. Die Bedeckung diente als Abschirmung vor akusti-
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schen und optischen Reizen, welche als zusatzliche Stressoren betrachtet werden
konnen. Um die Schwanzvene zu 6ffnen, setzte die zweite Person einen minima-
len Schnitt mit einer Rasierklinge ca. 1 cm vom distalen Ende des Schwanzes.
Danach wurde der Schwanz mehrmals sanft von proximal nach caudal ausgestri-
chen. Die so gebildeten Bluttropfen wurden in einer mit EDTA-beschichteten
Klvette aufgesogen. Eine Blutentnahme dauerte 30-90 Sekunden. Die gesammel-
ten Proben wurden sofort ins Eisbad gestellt und anschlieRend 5 min bei 4°C und
10000g zentrifugiert. Danach wurde das Blutplasma abpipettiert und in einem
Kudhlschrank bei -20°C gelagert.

2.8. Totung und Organpraparation

Die Tiere wurden mit einer Guilliotine getotet. Direkt nach der Dekapitation wurde
das Carotidenblut fur die biochemischen Analysen aufgefangen, indem der Rumpf
des Tiers uber einen Polypropylentrichter gehalten wurde. Die verwendeten Rea-
genzgefalle wurden zuvor mit den verschiedenen Stabilisatoren versetzt (Tab. 2).
AnschlieRend wurden die Proben leicht geschwenkt und ins Eisbad gestellt. Das
Blut wurde 10 Minuten bei 1500g und 4°C zentrifugiert, um das Plasma fur die
ACTH-, Corticosteron-, Leptin- und Ang II-Bestimmung zu gewinnen. Die Proben

wurden dann in einem Kuhlschrank bei -20°C gelagert.

Tab. 2: Verwendete Stabilisatoren

Untersuchter
Stabilisator Stabilisatormenge Blutmenge
Parameter
Bestatin (1mM) 40yl
Angiotensin-I| 2ml
EDTA-Lsg. (0,24M) 200ul
ACTH
Corticosteron EDTA-Lsg. (0,24M) 200yl 2ml
Leptin

Unmittelbar nach der Dekapitation und der Blutasservierung erfolgte die Organ-
praparation (Femur, Niere, Nebenniere, Herz, Gehirn). Das Gewicht der beiden

Nieren, Nebennieren und des linken Ventrikels wurde mit einer Feinwaage be-
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stimmt. Die Lange des freigelegten Femurs wurde mittels einer Schieblehre ge-
messen. Nach der Entnahme wurden die Praparate in flussigem Stickstoff schock-
gefroren. Eine Ausnahme bildete das Gehirn, das in 2-Methylbutan eingefroren
wurde. AnschlieRend wurden alle Proben bei -80°C gelagert.

2.9. Messung der Glukosekonzentration im Blut

Die Glukosekonzentration wurde aus dem Schwanzvenenblut bestimmt. Der fur
die Messung bendtigte Vollbluttropfen wurde wie oben beschrieben gewonnen und
auf den Teststreifen (Ascensia Elite ® Sensor, Bayer HealthCare) aufgetragen.
Die Bestimmung der Glukosekonzentration erfolgte mit einem Blutzuckergerat
(Elite XL ®, Bayer HealthCare).

2.10. Kalorimetrie

Fur die Erfassung der genauen metabolischen Parameter wurde ein Kalorimetrie-
system eingesetzt (Phenomaster®). Dafur wurden die Tiere einzeln in den speziel-
len Kafigen fur drei Tage von der Umgebung isoliert. Mittels Sensoren wurde die
Wasser- und Futteraufnahme registriert. Nach dem Auswiegen des verbrauchten
Futters wurde der Energieverbrauch (EE) kalkuliert. Aus der gemessenen Sauer-
stoffaufnahme und der Kohlendioxidabgabe in demselben Zeitraum konnte auto-
matisch der Respirationsquotient (RER) berechnet werden. Aufgrund der Tatsa-
che, dass die Kohlenhydratverbrennung mit einer niedrigeren Sauerstoffaufnahme
als die Fettverbrennung einhergeht, erlaubt RER eine indirekte Aussage uber den
herrschenden Metabolismus. AuRerdem wurde mit Hilfe der Infrarotsensoren das
spontane Bewegungsverhalten untersucht. Wahrend der Untersuchung hatten die
Tiere jederzeit eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und einen freien Zu-
gang zu Futter und Wasser. Der Raum hatte einen Tag-Nacht-Rhytmus. Die Dun-
kelphase begann um 14 Uhr und die Hellphase um 2 Uhr.
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2.11. Radioimmunoassay

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Konkurrenz zwischen dem radio-
aktivmarkierten und dem in der Probe enthaltenem Antigen um eine Bindungsstel-
le an einem spezifischen Antikorper. Gemessen wird der radioaktive Zerfall der
entstandenen Komplexe. Eine groRere Menge des zu bestimmenden Hormons
bewirkt, dass weniger radioaktive Antigene mit dem spezifischen Antikorper einen
Komplex bilden konnen. Die gemessene Radioaktivitat verhalt sich somit reziprok
zur Antigenkonzentration in der Probe.

Zur Bestimmung der ACTH-, Corticosteron-, Leptin- und Ang Il-Konzentration im
Blutplasma wurde '?5I-RIA-Kits fiir Ratten und Mause verwendet. Die Arbeitsschrit-
te entsprachen dabei der Anleitung. Abweichend von der Gebrauchsanweisung
wurden die Analysen fur die ACTH- und Corticosteron-Bestimmung aufgrund einer
kleineren Plasmamenge mit reduzierten Ansatzen (ACTH 50uL, Corticosteron
50pL in einer 1:200 Verdunnung) verwendet. Aus der Schwanzvene oder nach der
Dekapitation gewonnene Blutproben wurden mit dem radioaktivmarkierten Antigen
und spezifischen Antikorpern versetzt. Nach der Inkubation wurden die entstande-
nen Komplexe von den ungebundenen Antigenen befreit. Dazu diente eine Prazi-
pitationslosung mit einem zweiten Antikorper. Die gebildeten Doppelantikorper-
Antigen-Komplexe wurden mit Hilfe der Zentrifugation von den freien Antigenen
getrennt. Der Antigenuberstand wurde mittels einer Membranpumpe entfernt. An-

schlieRend wurde der radioaktive Zerfall mit einem Gammacounter gemessen.

2.12. Praparation der Hypothalami

Die Praparation der Hypothalami erfolgte nach der Methode von Palkovits und
Brownstein (Palkovits 1988). Initial wurden die bei -80°C gelagerten Gehirne fur
eine Stunde im Gefriermikrotom bei -12°C temperiert um die Schneidfahigkeit zu
erhalten. Anschliel3end wurden die Hypothalami mittels anatomischer Pinzette und
Skalpell (Mikrotomklingen, Leica) unter Verwendung einer stereotaktischen Da-
tenbank (Paxinos, 1998) vom Hirn geldst. Dazu wurde ein Koronarschnitt rostral
des Chiasma Optimum gesetzt. Ein weiterer Koronarschnitt sorgte fur die Tren-
nung der Corpora mamillaria. Die entstandenen Scheiben wurden auf die Schnitt-
flache gelegt, um das ventral liegende Gewebe samt der Commisura anterior mit-

22



tels Sagittalschnitte zu entfernen. Im letzten Schritt erfolgte die Entfernung der

Amygdalae. Die getrennten Hypothalami wurden bei -80°C gelagert.

2.13. mRNA-Extraktion und -Quantifizierung

Die entsprechenden Gewebeproben wurden nach einer Stickstoffkiihlung zu fei-
nem Pulver zermorsert, mit einer Mischung aus PBS-Puffer (pH 7.4) sowie Ly-
sispuffer (Nucleic Acid Purification Lysis Solution, Applied Biosystems, UK) ver-
setzt und anschlieRend eine Minute mit einem Ultra-Turax (IKA-Werke, Deutsch-
land) homogenisiert. 500ul des entstandenen Homogenats wurde mit 10ul Pro-
teinase K (Applied Biosystems, UK) verdaut. Das restliche Homogenat wurde bei
-80°C gelagert. Mit Hilfe der ABI PRISM 6100 Nucleic Acid PrepStation erfolgte
die mRNA-Extraktion nach einem standardisierten Protokoll fur Gewebe (Applied
Biosystems, USA). Im Anschluss wurde der mRNA-Gehalt am NanoDrop-Gerat

(Thermo Scientific, USA) gemessen.

2.14. cDNA-Synthese

Um den mRNA-Level des CRH, des Melanin konzentrierenden Hormons (MCH)
sowie AT1A-, AT1B- und ACTH (Melanocortin 2, MC2)-Rezeptoren mittels quanti-
tativer Polymerase-Kettenreaktion zu bestimmen wurde die mRNA in die komple-
mentare DNA (cDNA) mittels eines kommerziell erhaltlichen cDNA-Synthese-Kits
nach Herstellerangaben umgeschrieben (Cloned AMV First-Strand Kit, Invitrogen,
Kanada). Hierbei wurde zuerst ein Oligo-Desoxythymidin (dT)-Primer an die RNA
angelagert. Folgend hybridisierte die Avian-Myeloblastosis-Virus-Reverse-Trans-
kriptase (AMV-Reverse-Transkriptase) als RNA-Transkriptase den komplemen-
taren cDNA Strang aus den zugesetzten Nukleotiden. Abschliefiend wurde die
doppelstrangige cDNA durch die DNA-abhandige DNA-Polymerase synthetisiert.

2.15. Quantitative real-time PCR (qPCR)

Fur die cDNA-Bestimmung wurden das ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems, USA) und ein kommerziell erhaltlicher Kit (,Platinum
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SYBR GREEN | gPCR Super-Mix-UDG with ROX", Invitrogen, Kanada) verwen-
det. Die Temperaturprotokolle wurden vom Hersteller mitgeliefert. Zu dem Kit
musste zusatzlich DEPS-Wasser und ein jeweiliger Primer (Invitrogen, Kanada,

Tab. 3) zugesetzt werden. Die Probenzusammensetzung war wie folgt:

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

Alle Proben wurden bis zur Verwendung unter Lichtschutz auf Eis gelagert. Fur die
Versuche wurde eine 96-Well-Platte mit 23pl eines Supermix und mit einer 2pl
cDNA-Probe oder 2ul des jeweiligen Standards aufgetragen. Als Standard wird
eine Versuchsreihe mit einer bekannten cDNA-Konzentration bezeichnet. Der

Konzentrationsunterschied in der Standreihe betrug Faktor 10.

Tab. 3: Nukleotidsequenz der eingesetzten Primer

Primer Ausrichtung Sequenz
Sense 5-TCA AAC TCC CAG TGG ACC TC -3’
ATIA Antisense 5- CTC ACC GAA GCC TCT CTC AC -3’
Sense 5-TTC AAC CTC CAG CAATCC TT -3’
ATIB Antisense 5- CCC AAA TCC ATA CAG CCACT -3’
Sense 5-CAG TTT GGC CAT TTC CGA CA -3’
Mc2 Antisense 5- AAC TGC CAC GAG GCT TGA GAT -3’
CRH Sense 5"- AAA GGG GAA AGG CAA AGA AA -3"
Antisense 5-GTT TAG GGG CGC TCT CTT CT -3
Sense 5-CAT TTTACT TTC GGC CTC CA -3’
MCH Antisense 5-TGG AGC CTG TGT TCTTTG TG -3’

Die Bestimmung der cDNA erfolgte nach einer etablierten Methode mittels quanti-
tativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR, Higuchi et al., 1993). Die Primerse-
quenz wurde zuvor mit dem Programm ,Primerexpress® (Invitrogen, Kanada) be-
stimmt. Nach jedem Amplifikationsszyklus wurde ein Photo mit einer CCD-Kamera
bei einer UV-Wellenlange von 520 nm aufgezeichnet. Die Zugabe des Fluores-
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zenzfarbstoffs SYBR® GREEN | (Invitrogen, Kanada) ermdglichte die genaue
Quantifizierung der amplifizierten dDNA. Die Intensitat der Fluoreszenz nahm mit
einer zunehmenden Kopienanzahl zu. Die Auswertung erfolgte Uber die soge-
nannte Schwellenwertmethode. Hierbei wurde gemessen, nach wie vielen Zyklen
ein zuvor definierter Fluoreszensschwellenwert Uberschritten wurde. Anhand der
mitgefuhrten Standardreihe konnte die anfangliche cDNA-Menge zuruckgerechnet
werden.

Vor dem Versuchsbeginn wurde die Gelelektrophorese fur die Primeroptimierung
angewandt. Die Uberpriifung der Reinheit der einzelnen Proben und Primer erfolg-

te mittels einer Schmelzkurvenanalyse nach 40 gPCR-Zyklen.

2.16. Statistische Methoden

Alle Berechnungen und statische Analysen sowie die Erstellung der Abbildungen
wurden mit der GraphPad®-Software durchgefuhrt. In den Tabellen und Dia-
grammen wurden die Daten als Mittelwerte und Standardfehler (SEM) dargestellit.
Die Unterschiede wurden als signifikant gewertet, wenn die Nullhypothese mit
einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5% verworfen werden konnte. Das Signifikanz-
niveau wurde somit bei p <0.05 festgelegt.

Aufgrund des unterschiedlichen Energieanteils im Chow- (11.7 kJ/g) und CD-
Futter (20.8 kJ/g) wurde die Energieaufnahme (in kJ) fir jedes einzelne Tier ab-
hangig von der verzehrten Chow- und CD-Menge ausgerechnet.

Im zweiten Studienteil wurden alle Tiere gestresst. Als entsprechende Kontrollen
wurden die gemittelten Futteraufnahmen an den Tagen 8 bis 11 vor dem ersten
IMS, sowie die an vier Tagen vor dem zweiten IMS verwendet.

Um die stressinduzierte Anderung der ACTH- und Corticosteronkonzentrationen
wahrend der einzelnen IMS-Tage zu quantifizieren wurden die Flachen unter den
Kurven (AUCs) fur jedes einzelne Tier berechnet.

Vor der statistischen Analyse wurden die Datensatze auf die Ausreiler gepruft
und auf die GaulRsche Verteilung getestet, indem die D'Agostino- und Pearson-
Tests durchgefuhrt wurden. Im Fall einer Gauldschen-Verteilung und einer Variab-
le erfolgte eine One-Way-Anova Analyse. Um die Auswirkung von zwei oder mehr
Variablen bei einer Gaulsche-Verteilung zu untersuchen wurde eine Two-Way-
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Anova Analyse angewandt. AnschlielRend wurde ein Bonferonni-Test als ein Post-
hoc-Test durchgefuhrt. Die Daten mit nicht normalverteilten Datensatzen oder
einer Varianzinhomogenitat wurden mit einem Kruskal-Wallis-Test und im An-
schluss mit dem Dunns-Test als Post-hoc Test analysiert. Die Korrelationsanaly-
sen wurden mit dem Two-Tail-Pearson-Test mit einem Konfidenzinterwall von
95% durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss der CD-Diat auf chronischen Stress

3.1.1. Gewicht

Das initiale Korpergewicht war in allen Gruppen gleich (349 g). Die nicht gestress-
ten Kontrolltiere zeigten wahrend der Studie eine kontinuierliche Gewichtszunah-
me. In den Stressgruppen war der Gewichtsanstieg wahrend der IMS-Phase ge-
ringer. Die CD-Tiere nahmen wahrend IMS mehr zu als die Chow-Kontrollen. Das

finale Gewicht war in den CD-Gruppen hoher (Abb. 6).

B IMS Phase
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Abb. 6: A) Kémpergewicht; B) Gewichtsverdnderung (Tag 9-13) wéhrend IMS (in A g), Mit-
telwert+tSEM, n=10, *< 0.05 IMS vs. Kontrolle.

3.1.2. Energieaufnahme

Initial gab es keine Gruppenunterschiede in der Energieaufnahme. Die Chow-
Gruppen zeigten bis zur IMS-Woche und danach einen konstanten Futterver-
brauch (Abb. 7A). Bei den CD-gefutterten Ratten erhohte sich die Futteraufnahme
wahrend der CD- Gewohnungszeit an den Tagen 5 bis 7 und blieb nach der CD-
Pause am Tag 8 bis zum Ende des Versuchs den Chow-Gruppen gegenuber er-
hoht (Abb. 7A, C, D). Eine Berechnung des prozentuellen CD-Anteils an der ge-
samten Futteraufnahme ergab weder in der Ruhephase noch im Stress Unter-
schiede zwischen der Stress- und der Kontrollgruppe (p=0.2, Abb. 7B). Wahrend
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des IMS (Tag 9-13) wurde bei allen gestressten Tieren ein signifikanter Abfall der
kumulativen Energieaufnahme unabhangig von der Futterungsregime den Kontrol-
len gegenuber beobachtet (Abb. 7D).
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Abb. 7: Energieaufnahme wéhrend der Studie (A), prozentueller CD-Anteil an der Fut-
teraufnahme (B), kumulative Energieaufnahme in Ruhephase (C) und wéhrend IMS (D),
*<0.05 Stress vs. Kontrolle, Mittelwert+tSEM, n=10, *< 0.05 vs. nicht gestresster Kontrol-
le.

3.1.3. Hormonantwort

Vor dem IMS-Beginn gab es keine Unterschiede in der basalen ACTH- und Corti-
costeronkonzentration zwischen den beiden Gruppen (Tab. 4). An allen Versuchs-
tagen stieg der Hormonspiegel in beiden Gruppen wahrend der ersten IMS-Stunde
rasch an und fiel innerhalb der nachsten drei Stunden auf die basalen Werte zu-
ruck (Abb. 8). Die taglich bestimmte maximale ACTH-Konzentration zeigte keinen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die maximale Corticosteronkonzent-
ration war in der Chow- verglichen mit der CD-Gruppe am Tag 1 (749+35 vs.
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529+44 ng/mL, p=0.0018) und Tag 5 (762 + 50 vs. 557 + 55 ng/mL, p=0.012) ho-

her.

Tab. 4: Basale ACTH- und Corticosteronspiegel am Tag 9 vor IMS. Mittelwert+SEM
(n=10)

Chow CD

Kontrolle +IMS Kontrolle +IMS p'™S Pt

ACTH (pg/ml) 6016 7318 7027 62¢7  0.315  0.788

Coticosteron 54,15 g5413  64+14 6621 0747  0.944
(ng/ml)

Aus den Hormonkonzentration-Zeit-Kurven wurden AUCs zur Quantifizierung der
Hormonantwort wahrend der IMS-Phase berechnet. Daraus wird deutlich, dass die
initiale Hormonantwort am Tag 1 am hochsten ist, in den folgenden 3 Tagen ab-
nimmt und am Tag 5 nach zusatzlichem Schutteln erneut ansteigt. Die Corticoste-
ron-AUC in der CD-Gruppe ergab am Tag 1 eine tendenziell und am Tag 5 eine
signifikant reduzierte Antwort verglichen mit der Chow-Kontrolle. Bezuglich der
ACTH-Antwort zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 8,
Reihen 1-2; Tab. 5). Die AUC-Analyse zeigte mit einer Ausnahme am Tag 4 eine
Korrelation zwischen ACTH und Corticosteron. Die abnehmende Steilheit der Re-
gressionsgeraden bis zum Tag 4 sowie eine Erholung am Tag 5 deuten auf einen
adrenalen Mechanismus hin (Abb. 8, Reihe 3; Tab. 5). Die Energieaufnahme kor-
relierte mit der Corsticosteron-AUC am Tag 1 negativ und am Tag 5 positiv. An
den Tagen 2-4 gab es keinen Zusammenhang zwischen der Corticosteronantwort
und dem taglichen Futterkonsum (Abb. 8, Reihe 4).
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Abb. 8: ACTH- und Corticosteronverlauf unter Chow (o) und CD (e) wédhrend des 5-
tdgigen IMS (Reihen 1-2). Korrelation und lineare Regression zwischen ACTH- und
Corticosteronantwort (Reihe 3). Korrelation und lineare Regression zwischen Corticoste-

ronantwort und Energieaufnahme (Reihe 4). GréBere Symbole auf Reihen 3-4 stellen
Mittelwerte dar. Mittelwert+SEM (n=10).
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Tab. 5: AUC der ACTH und Corticosteron Konzentrations-Zeit-Kurven wéahrend IMS,
Mittelwert+SEM (n=10); * p<0.05 vs. Tag 1; 1 p<0.05 vs. Chow.

ACTH (ng/mlemin) Corticosteron (ug/mlemin)

Tag Chow CD Chow CD
1 7513 7219 11548 8819
2 497 48+7* 7619 * 7617
3 4016 * 4216 * 7118 * 66+6
4 274~ 28+3 * 7316 * 68+8
5 5416 42+3 * 1259 7119t

3.2. Einfluss von TEL auf die diatinduzierte Adipositas

Initial gab es keine Gewichtsunterschiede zwischen den Gruppen (207g). Wah-
rend der ganzen Studie nahmen alle Tiere kontinuierlich zu. Eine Ausnahme bilde-
ten die Wochen 2 und 12, wahrend derer der IMS stattgefunden hat. Wie im 1.
Versuchsteil haben alle Gruppen auch wahrend des IMS an Gewicht verloren. In
der ersten Versuchswoche war die Gewichtszunahme in allen Gruppen ahnlich.
Ab der CD-EinfiUhrung am Tag 8 stieg das Gewicht in den CD-Gruppen starker an.
Somit wogen die CD-Tiere am Ende der Studie mehr als die Chow-Kontrollen.
TEL reduzierte die Gewichtszunahme in allen Gruppen. Das Gewicht nach
TEL+CD war vergleichbar mit dem Gewicht nach Chow+VEH (Abb. 9).
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Abb. 9: Gewichtsverlauf (A) und finales Gewicht (B) von CD und/oder Chow gefiitterten
Ratten, die mit TEL (8 mg/kg/Tag) bzw. mit VEH behandelt wurden. Beginn des IMS
(Woche 2 und 12) mit gepunkteter Linie markiert (...), * p<0.05 TEL vs. VEH, Mittel-
wert+/- SEM (n=11-14).

Das Gewicht des linken Ventrikels war unter der TEL-Behandlung in den Chow-
und CD-Gruppen signifikant groRer. Eine Messung des Nebennieren- und Nieren-
gewichts sowie der Femurlange ergab keine Unterschiede zwischen TEL- und
VEH-Therapie. Die Diat hatte keinen Einfluss auf das Organwachstum (Tab. 6).

Tab. 6: Organgewichte bzw. -gréBe in Abhéngigkeit der Didt und der TEL-Behandlung
am Ende der Studie nach unterschiedlicher Diét und Therapie. MittelwertxSEM (n=11-
14), * p<0.05 Chow vs. VEH

Organ Chow CD

VEH TEL VEH TEL pDiét pTherapie

Femur (mm) 40.6+0.2 40.6+0.16 40.5+0.2 40.3+0.2 0.878 0.183

Linker Ventrikel (mg)  918£19 798+23* 100843 852+25* 0.013 <0.0001

Nieren (mg) 1549425 1435226  1536+27 1522+19 0.140 0.14

Nebennieren (mg) 30.8+#1.1 30.7#1.0 29.9+0.9 28.8%1.2 0.203 0.6
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Die kumulative Nahrungsaufnahme und die Blutglukosekonzentration waren unter
CD- im Vergleich zur Chow-Diat erhoht. Eine gleichzeitige TEL-Behandlung be-
wirkte eine signifikante Reduktion der Futteraufnahme unabhangig von der Diat
(Abb. 10A, B). Mittels einer 2-Weg-Anova konnte ein TEL-Gruppeneffekt auf die
Blutglukose-Konzentration gezeigt werden (p=0.014, Abb. 10B). Der Leptinspiegel
war in den CD-Gruppen deutlich hoher als bei den Chow-Kontrollen. Unter TEL
war die Leptin-Plasmakonzentration in den CD-gefutterten Tieren normal (Abb.
10C). Zwischen Energieaufnahme und Leptinkonzentration wurde in der Analyse
eine Korrelation beobachtet: Nach CD kam es zu einer hoheren Energieaufnahme
sowie Leptinkonzentration und somit zu einer Rechtsverschiebung der Werte im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen. Umgekehrt bewirkte TEL eine Links-
verschiebung der energieaufnahmebezogenen Leptinkonzentration in den CD-
Gruppen (Abb. 10D). Diese Ergebnisse deuten auf eine Leptinresistenzentwick-
lung unter CD und eine protektive TEL Wirkung hin (Abb. 10D).
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Abb. 10: Kumulative Energieaufnahme (A), Blutzucker (B), Leptin Plasmakonzentration
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Unmittelbar nach IMS wurde der Energieverbrauch durch die indirekte Kalorie-
metrie und die Lokomotion mittels Infrarotsensoren uber 3 Tage ermittelt. Die CD-
Gruppen wiesen im Vergleich zu den Chow-Kontrollen einen signifikant hoheren
Energieverbrauch sowie eine starkere Lokomotion auf. Die TEL-Therapie zeigte
keinen Einfluss auf die Lokomotion und den Energieverbrauch (Abb. 11A, B).
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Abb. 11: Energieverbrauch (A) und Lokomotion (B) nach 1. IMS. Graue Schattierungen in
zeitabhéngigen Spalten bilden Dunkelphasen ab. MittelwerttSEM (n=12-14), * p<0.05 vs.

Kontrollen.

Der langzeitige Therapieeffekt wurde erneut in der Woche 10 mittels des Kalori-
metriesystems untersucht. Wahrend der Dunkelphasen war der Energieverbrauch,
der RER und die Beweglichkeit der Tiere groRer als wahrend der Hellphasen
(Abb. 12A-C). Der kumulative Energieverbrauch war unter CD-Diat erhoht. Die
TEL-Behandlung fuhrte zu einem signifikanten Anstieg des kumulativen Energie-
verbrauchs in den CD-gefutterten Tieren gegenuber den Chow-Kontrollen (Abb.
12A). Lokomotion und RER blieben unter TEL unverandert. Wahrend der Licht-
phase waren unter CD-Futterung RERs und Lokomotion vermindert, die Lokomo-
tion in der Dunkelperiode jedoch erhoht (Abb. 12B-C).
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Abb. 12: Energieverbrauch (EE) (A), RER (B), Lokomotion (C). Mittelwert+SEM (n=12-
14), * p<0.05 vs. Kontrollen.
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3.3. Einfluss von TEL auf die Stressantwort

3.3.1. Stressreaktion nach kurzzeitiger TEL-Therapie
Die basalen Stresshormonspiegel waren vor dem IMS (Tag 14) in allen Gruppen
vergleichbar. Die TEL-Therapie zeigte keine Auswirkung auf die basalen ACTH-

und Corticosteronwerte (Tab. 7).

Tab. 7: Basale ACTH- und Corticosteronspiegel nach unterschiedlicher Behandlung und
Digt am Tag 14 vor dem ersten IMS. Mittelwert+tSEM (n=11-14)

Chow CD

VEH TEL VEH TEL ~ pP&  prherepe

ACTH (pg/ml) 7717 7613 54+6 7617 0.504 0.502

Co'it:]‘éo/smtﬁm” 93+18 122424 104424 173240 0264 0.078

Verglichen mit dem ersten Studienteil wurde eine ahnliche Hormonantwort auf
Stress beobachtet: 1) Anstieg wahrend der ersten Stunde, 2) Abfall wahrend der
folgenden drei Stunden, 3) kontinuierliche Reduktion vom Tag 1 bis 4, 4) erneuter
Anstieg am Tag 5 nach einem zusatzlichem Schutteln. Die TEL-Behandlung hatte
wahrend der ersten IMS-Phase keinen Einfluss auf die Stresshormonkonzentrati-
on (Abb. 13A-D). Lediglich am Tag 1 war der Corticosteronspiegel in der
Chow+TEL-Gruppe erhoht (Abb. 8C). Die ACTH-Antwort war am Tag 1 vom Fut-
terregime unabhangig, die Corticosteron-Konzentration war in der CD-Gruppe
erhoht (Abb. 8A, C). Am Tag 5 hingegen war unter CD-Futterung die ACTH- und

Corticosteronantwort gegenuber den Chow-Kontrollen vermindert (Abb. 13B, D).
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Abb. 13: ACTH- (A, B) und Corticosteron-Antwort (C, D) wéhrend 1. IMS am Tag 1 und
5. Mittelwert+SEM (n=12-14), * p<0.05 vs. Kontrollen.

3.3.2. Stressbedingte Energieaufnahme nach TEL-Therapie

Die kumulative Energieaufnahme war nach dem 1. Stresstag in der Chow-Gruppe
sowohl nach VEH- als auch nach TEL reduziert (Abb. 14, 15A). In den CD-Grup-
pen blieb die Energieaufnahme im Vergleich zu den Werten vor IMS unverandert.
Der prozentuelle Anteil an Keksen/Schokoriegeln war jedoch in der CD-Gruppe
unter VEH-Behandlung nicht aber unter TEL nach dem Stress erhoht (Abb. 15B,
C). Die Energieaufnahme nach TEL war sowohl in der Chow- als auch CD-Gruppe
im Vergleich zu den VEH-Kontrollen reduziert. Die errechnete Interaktion zwischen
der TEL-Behandlung und der Futterdiat mit den p-Werten >0.05 sowohl in der
Chow- als auch CD-Gruppe spricht jedoch gegen einen TEL-Effekt auf das stress-
induzierte Fressverhalten (Abb. 14, 15A, B). Wahrend der nachsten drei Tage fiel
die stressinduzierte Nahrungsaufnahme in den CD-Gruppen ab, die Chow-
Gruppen zeigten eine konstante Futteraufnahme (Abb. 14).
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Abb. 14: Energieaufnahme wéhrend 1.IMS (Tag 1-4). MittelwertxSEM (n=12-14).
1 p<0.05 vs. CD+TEL, }p<0.05 vs. Chow+TEL.

An Tag 5 wurde das Fressverhalten mittels Phenomaster-Systems beobachtet.
Dabei war die Futteraufnahme in der CD- hoher als in der Chow-Gruppe. Wahrend
der ersten dunklen Phase unmittelbar nach IMS bewirkte die TEL-Therapie in der
Chow-Gruppe eine tendenzielle und in der CD-Gruppe eine signifikante Reduktion
der Futteraufnahme (Abb. 15D, E). Die Menge an Keksen/Schokoriegeln war unter
TEL reduziert, der reine Chow-Verbrauch blieb nach dem Stress unverandert
(Abb. 15F). Wahrend der folgenden 48 Stunden stieg die Futteraufnahme in allen
Gruppen an (Abb. 15D).
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3.3.3. Energieaufnahme und Stressantwort nach langzeitiger TEL-Therapie
Die basale Plasmakonzentration von Corticosteron war vor dem 2. IMS (Woche
12) in den CD-gefltterten Ratten im Vergleich zu den Chow-Kontrollen erniedrigt,
wahrend kein Diateinfluss auf ACTH beobachtet wurde. Die TEL-Therapie hatte
keine Auswirkung auf die basalen Stresshormonspiegel (Tab. 8).

Tab. 8: Basale ACTH- und Corticosteronspiegel nach Chow- oder CD-Fiitterung und
Langzeittherapie mit TEL in Woche 10 vor 2. IMS. MittelwerttSEM (n=11-14).

Chow CD
VEH TEL VEH TEL piEt pTherapie
ACTH (pg/iml) 606 749 50+6 5743 0315  0.788
Corticosteron 461,14 168419 11021 6749  <0.0001 0.276
(ng/ml)

Die stressinduzierte ACTH-Antwort war in der Chow- und der CD-Gruppe an den
Tagen 1 und 5 ahnlich stark (Abb. 16A-B). Die Corticosteronkonzentration war
unter der CD-Diat am Tag 1 tendenziell und am Tag 5 signifikant den Chow-
Kontrollen gegenuber reduziert (Abb. 16C-D). Vergleichbar mit dem 1. IMS hatte
TEL keine Auswirkung auf die Stresshormone (Abb. 16A-D). Eine Korrelationsana-
lyse ergab einen Zusammenhang zwischen Leptin und der basalen Corticosteron-
konzentration sowie -antwort nach IMS (Abb. 17).

Der Futterverbrauch war abweichend zum 1. IMS in allen Gruppen nach dem IMS
am Tag 1 und Tag 5 kleiner. Unabhangig von der Diat zeigte sich die Energieauf-
nahme unter TEL am Tag 5 und nicht am Tag 1 im Vergleich zu den VEH-Kon-
trollen reduziert (Abb. 16E-H). Der Genuss an Keksen/Schokolriegeln, gemessen
als der prozentuelle CD-Anteil an der gesamten Futtermenge, war am Tag 1 in der
TEL- und der VEH-Gruppe ahnlich stark. Am Tag 5 zeigte sich ein signifikanter
Abfall der verzehrten SuRigkeiten unter TEL (p=0.0049 vs. vor IMS, Abb. 16I-J).
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Abb. 16: ACTH- (A,B) und Corticosteronantwort (C,D), Energieaufnahme (E-H) und pro-
zentueller Anteil an Kekse/Schokoriegel (I,J) vor und nach 2. IMS an den Tagen 1 und 5.
Mittelwert+tSEM (n=12-14), * p<0.05 vs. VEH-Kontrollen, 1 p<0.05 vs. vor IMS.

41



A Leptin vs. Corticosteron basal B Leptin vs. Corticosteron-Stressantwort

300 CD+TEL CD+TEL

) . e
= o, o Chow+TEL £ © Chow+TEL
= LA o CD+VEH < 1504 o 4 CD+VEH
£ 2004 % o A & Chow+VEH E a & Chow+VEH
c
S = 1001 )

2 I
8 & YR ——
ke el 1a R a =028
5 S %0 ° ‘ T p=0075
O ~ <
0 ket AN - 0 T T T T )
0o 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 2%
Leptin (ng/mL) Leptin (ng/mL)

Abb. 17: Korrelation zwischen Leptin und basalem Corticosteron sowie Corticosteron-

Antwort nach 2. IMS unter CD+TEL (e), CD+VEH (»), Chow+TEL (A ), Chow+VEH ().

3.3.4.HPA-Achse

Um die TEL-Auswirkung auf die HPA-Achse zu untersuchen, wurde die AT-
Rezeptorenexpression in den Organen der HPA-Achse bestimmt. Die Menge der
AT1-Rezeptoren in Hypophyse und Hypothalamus war von der medikamentosen
Therapie und dem Futterungsregime unabhangig. TEL fuhrte zu einer signifikan-
ten Reduktion der AT1A- und AT1B-Rezeptoren in der Nebenniere. Die CD-Diat
zeigte in der Nebenniere keinen zusatzlichen Effekt auf die AT1-Rezeptorenex-
pression (Abb. 18).

Nach TEL war die MC2-Rezeptorenexpression in der Nebenniere unabhangig von
der Nahrung reduziert. Die MCH-mRNA-Menge im Hypothalamus war in allen
Gruppen vergleichbar wahrend die CRH mRNA unter Chow+TEL und CD+VEH im
Vergleich zur Chow+VEH Kontrolle erhoht war. Die CD-Diat fuhrte zu einer signifi-
kant groReren CRH-mRNA-Menge im Hypothalamus (Tab. 9). Ang Il war nach
TEL deutlich erhoht, die Futterdiat hatte keinen Einfluss auf die Ang Il-Konzen-
tration (Tab. 10).
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Abb. 18: AT1A- und AT1B-Rezeptor mRNA in der HPA-Achse. Mittelwert+SEM (n=11-

14).
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Tab. 9: mRNA-Spiegel entlang der HPA-Achse, Mittelwert +SEM (n=11-14), * p<0.05
Chow+VEH

mRNA Spiegel Chow CD

(RNA Kopien/ng total

Diat Therapie
RNA) VEH TEL VEH TEL p p

Adrenaler MC2R (x107)  13.3+2.3 9.5#1.5 154+24 9.7+20 0.235 0.035

Hypothalamus MCH

4 13.8+1.2 17.1x14 15111 153+1.1 0.839 0.165
(x10%)

Hypothalamus CRH

(x10°) 60.9+3.6 75.0+4.7* 79.844.5* 76.4+2.8 0.013 0.177

Tab. 10: Ang lI-Konzentration am Ende der Studie. Mittelwert+tSEM (n=11-14). 2-Weg-
ANOVA fiir Diét und TEL-Therapie; p<0.05 VEH vs. TEL

Chow CD

VEH TEL VEH TEL  Foat(pPiay)  FTEL (pTEL)

0.315 51.2

Ang Il (pmol/l) 16.4+4.3 147+22° 21.6£10.1 12421 (0.577) (<0.0001)
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4. Diskussion

Ein Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses einer hochkalorischen
Diat auf das Fressverhalten und auf die Stresshormonantwort unter chronischen
Stressbedingungen. Sekundar sollte geklart werden, welchen Einfluss TEL nach
einer Kurzzeit- und einer Langzeittherapie auf die Stresshormonantwort und auf
das stressinduzierte Fressverhalten hat. Insbesondere stand die Frage im Vorder-
grund, ob die Veranderungen im Fressverhalten nach einer TEL-Behandlung zu
einer Stressreduktion Uber einen HPA-Achsen-abhangigen Mechanismus fuhren

konnen.

4.1. Einfluss der CD-Diat auf chronischen Stress

Um den Einfluss einer hochkalorischen Diat auf die Stresshormone und das
stressinduzierte Fressverhalten zu untersuchen, fuhrten wir basierend auf der
Arbeit von Pecoraro (Pecoraro et al., 2004) einen IMS an funf aufeinanderfolgen-
den Tagen durch. Um die anfangliche Gier auf das hochkalorische Essen zu stil-
len, wurde die hochkalorische Diat in beiden Studien bereits wenige Tage vor dem
IMS-Beginn eingefuhrt. Pecoraro benutzte als hochkalorische Diat Schmalz und
eine Saccharoselosung. In unserer Studie verwendeten wir eine CD-Diat, die aus
taglich alternierenden Keksen/Schokoriegeln zusammengesetzt war. Die CD-Diat
wurde von Miesel unter eigenen Laborbedingungen etabliert (Miesel et al. 2010)
und seitdem in den tierexperimentellen Arbeiten der Arbeitsgruppe Raasch als
hochkalorische Diat verwendet.

Unsere Studie zeigte ahnlich dem Ergebnis der Arbeit von Pecoraro, dass ein
wiederholter Stresstest zu einer Reduktion der ACTH- und Corticosteron-Antwort
an den Tagen 1-4 fuhrt (Pecoraro et al., 2004). Nach zusatzlichem Schutteln am
Tag 5 wurde eine Rekonstitution der stressinduzierten ACTH- und Corticosteron-
Konzentration beobachtet. Dies fuhrte zu Werten vergleichbar mit jenen am Tag 1
(Abb. 8, Tab. 5). Trotz ahnlichem Aufbau fuhrten beide Studien teilweise aber
auch zu unterschiedlichen Ergebnissen:
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Die CD-Therapie hatte sowohl nach Kurzzeit- als auch nach Langzeit-
behandlung keinen Einfluss auf die basalen ACTH-Werte (Tab. 5, 7, 8). Am
IMS Tag 1 wurden zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der ACTH-Antwort
zwischen den Gruppen beobachtet. Der ACTH-Spiegel variierte in der CD-
Gruppe am IMS Tag 5 von teilweise reduziert nach kurzer CD-Therapie bis
unverandert am Ende der Studie, was die Interpretation der Ergebnisse er-
schwert (Tab. 5, Abb. 8, 13A-B, 15A-B). Pecoraro hingegen prasentierte ei-
ne signifikante ACTH-Reduktion nach Saccharose und Schmalz an den
Tagen 1 und 3.

Die Corticosteronkonzentration war am Tag 1 in der CD-Gruppe reduziert
(Tab. 5, Abb.8, 13C, 16C) wahrend Pecoraro eine unveranderte Corticoste-
ronantwort im Vergleich zu den Chow-Kontrollen zeigte. Ubereinstimmend
mit Pecoraro war die Corticosteronantwort am Tag 5 nach hochkalorischer
Diat sowohl zu Beginn als auch am Ende der Studie nach wiederholtem
IMS reduziert (Tab. 5, Abb. 8, 13D, 16D). Zudem waren die basalen Corti-
costeronwerte nach chronischer CD-Futterung kleiner als bei den Chow-
Kontrollen (Tab. 8).

Pecoraro zeigte am Ende der Studie eine Reduktion der CRH-mRNA-
Konzentration, wenn die Tiere mit der hochkalorischen Diat behandelt wur-
den. Die Veranderungen wurden jedoch lediglich in der Kontrollgruppe oh-
ne Stresstest nachgewiesen. In den Stressgruppen bewirkte die Diat keine
Unterschiede in der CRH-Produktion (Pecoraro et al., 2004). Nach kurzzei-
tiger CD-Therapie und IMS fuhrten wir keine CRH-Analyse durch. Die CRH-
mMRN-Konzentration war nach chronischem IMS und CD uUberraschender-
weise erhoht (Tab. 9).

Trotz der genannten Unterschiede deuten unsere Ergebnisse im Einklang mit Pe-
coraro auf einen HPA-abhangigen Mechanismus und ein negatives Feedback auf
die HPA-Achse durch die hochkalorische Diat wahrend der chronischen Stress-
belastung hin. Diese Hypothese wird durch den Nachweis einer Korrelation zwi-
schen ACTH- und Corticosteronantwort, sowie zwischen Corticosteronantwort und
der Futteraufnahme verstarkt (Abb. 8). Warum es sowohl Pecoraro als auch uns
nicht gelungen ist, eine erwartete Hemmung auf alle HPA-Achsenebenen eindeu-

tig nachzuweisen, ist unklar.
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Pecoraro erklarte diskrepante Ergebnisse bezuglich der CRH-, ACTH- und Corti-
costeronantwort mit einer HPA-Achsendysregulation durch Anwendung der hete-
rotypen Stressarten. Zudem wurde eine Gewohnungsreaktion an Stress diskutiert
(Pecoraro et al., 2004). Ubereinstimmend mit Pecoraro wurde chronischer Stress
in der Literatur mit einer reduzierten Neuronenfahigkeit zum Aufbau trans-
kriptioneller Antworten assoziiert, was wahrscheinlich durch Vasopressin vermittelt
wird und von der Corticosteronkonzentration abhangig ist (Pinnock und Herbert,
2001). Widerspruchlich zu Pecoraro und im Einklang mit unseren Daten, war
chronischer Stress wiederholt in der Lage Uber eine Reihe konvergenter Mecha-
nismen die PVN-Neuronen anzutreiben und die Produktion von Arginin-
Vasopressin (Herman und Tasker, 2016) und CRH (Levin et al., 2000; Herman
und Tasker, 2016; Makino et al.,1995) zu verstarken und somit die HPA-
Achsenreaktion aufrechtzuerhalten. In diesem Zusammenhang war die hormonelle
Antwort in beiden Studien moglicherweise durch die wiederholte Stressexposition
und die unterschiedliche CD-Behandlungsdauer beeinflusst: wahrend die Hirnun-
tersuchung in Pecoraros Studie nach ca. 2 Wochen erfolgte, wurden die Hirnpro-
ben in unserer Studie nach insgesamt 12 Wochen entnommen und die Tiere
zweimalig mit IMS exponiert.

Trotz nachgewiesener hoherer CRH-mRNA-Menge scheint eine vermehrte Akti-
vierung der HPA-Achse durch CRH nach einer Langzeit-CD-Behandlung weniger
wahrscheinlich zu sein (Tab. 6), da die Stresshormonwerte im Rahmen des 2. IMS
sowohl basal als auch nach dem Stress mit den Chow-Kontrollen vergleichbar
oder reduziert waren (Tab. 8, Abb. 16). Zudem blieb die Menge der AT1A- und
AT1B- sowie der MC2-Rezeptoren in der Nebenniere (Abb. 18, Tab. 9), welche
eine grof3e Rolle fur die ACTH-induzierte Corticosteronproduktion spielt (Boston
und Cone, 1996), trotz erhohter CRH-mRNA-Konzentration unverandert.
Moglicherweise konnten nicht die Glukokortikoide selbst, sondern ein peripheres
metabolisches Signal eine Auswirkung auf die HPA-Achse haben (Laugero et al.,
2001, Pecoraro et al., 2004). Ein hoher Leptinspiegel, aufgrund einer Leptin- oder
Leptinrezeptorresistenz, ging in den tierexperimentellen Studien neben Adipositas
mit einem Hypercortisolismus, sowie mit einer erhohten Stresssensitivitat einher
(Cohen et al., 2001, Muller et al., 2007). Unsere CD-Tiere entwickelten eine Adi-
positas (Abb. 11, 15), die Leptinkonzentration war in der CD-Gruppe erhoht (Abb.
10), die stressinduzierte Corticosteronantwort hingegen war nach CD geringer als
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nach Chow (Tab. 5, Abb. 8, 13, 16). Aufgrund einer negativen Korrelation zwi-
schen Corticosteron- und Leptinkonzentration (Abb. 17) und einer bekannten,
HPA-Achse hemmenden Wirkung durch einen adrenergen sowie orexigenen Me-
chanismus (Ahima et al.,1996, Bornstein et al., 1997, Heiman et al., 1997, Clark et
al., 2008, Bonnavion et al., 2015), kommt ein Leptin-abhangiger Signalweg als

weiterer Mechanismus zur Linderung der Stressreaktion in Frage.

4.2. Einfluss von Stress auf die Energieaufnahme

In Ubereinstimmung mit den bereits publizierten Ergebnissen anderer Autoren
(Armario et al., 1984 und 1990, Diane et al., 2008, Marti et al., 1994, Meerlo et al.,
1996) war die stressgetriggerte Energieaufnahme reduziert, wenn die Tiere mit
Chow gefuttert wurden (Abb. 14, 15). Eine negative Korrelation zwischen Corti-
costeronantwort und Energieaufnahme legte ebenfalls die stressbedingte Abnah-
me der verzehrten Futtermenge nach IMS Tag 1 nahe (Abb. 8). Am Tag 5 hinge-
gen wurde die Korrelation zwischen Corticosteronanwort und Energieaufnahme
positiv (Abb. 8). Im Einklang mit der Theorie von Dallmann Uber eine veranderte
Praferenz fur kalorien- und fettreiche Nahrung wahrend einer Stresssituation wa-
ren die gesamte Futtermenge sowie der Anteil an Keksen/Schokoriegeln in den
CD-Gruppen erhoht (Abb. 15E-F, Dallmann et al., 2004). Aufgrund der gleichzeiti-
gen Reduktion der ACTH- und Corticosteronantwort ist der Verzehr einer hochka-
lorischen Diat als ein Mechanismus fur Stresskompensation nach CD-Behandlung
moglich (Pecoraro et al., 2004).

Die Ergebnisse aus dem ersten Studienteil sowie jene nach chronischer CD-
Behandlung wahrend des 2. IMS im zweiten Studienteil wichen teilweise von der
Theorie von Dallmann und Pecoraro ab. Sie zeigten wie die Arbeitsgruppe Zeeni
eine Reduktion der Futteraufnahme nach chronischem Stress unabhangig von der
Diat (hochkalorisch (HC), fettreich (HF), CD) (Abb. 7, Abb. 16, Zeeni et al., 2013).
In den genannten Abschnitten unserer Studie war die Futterzusammensetzung
bezuglich der Chow- und CD-Menge in der Stresssituation unverandert (Abb. 7,
Abb. 16). Zeeni prasentierte hingegen eine CD-Reduktion wahrend des Stress-
tests. Der prozentuale Anteil einer schwachen Saccharoselosung (1%) am gesam-
ten Flussigkeitsverzehr war in der CD-, jedoch nicht in der HC- oder HF- Gruppe
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erhoht. Moglicherweise ist die erhaltene Saccharosepraferenz in der CD-Gruppe
als Zeichen einer persistierenden Hedonie wahrend der Stressphase zu interpre-
tieren (Zeeni et al. 2013). Verstarkt wird diese Hypothese durch unsere Beobach-
tung, dass der CD-Anteil trotz einer mehrtatigen Stressbelastung durchgehend
mehr als 60% der gesamten Nahrungsaufnahme betrug (Abb. 7B, 15C+F, 16l-J).
Die Praferenz fur eine hochkalorische Diat wurde auch nach einem Fullschock-
stress beobachtet, die Chow-Aufnahme hingegen war geringer (Ortolani et al.,
2011). Es wird davon ausgegangen, dass weniger die Suche nach einer Beloh-
nung, sondern eher ein erhdhtes Verlangen nach schmackhaftem Essen wahrend
einer chronischen Stressexposition zu einer Hyperphagie fuhrt (Willner et al.,
1998).

Die aufgefuhrten Erkenntnisse der eigenen und die der anderen Arbeitsgruppen
stehen im Konflikt mit der ,Anhedonie-Hypothese®, welche chronischen Stress als
appetitreduzierenden Faktor beschreibt. Danach wird die Aufmerksamkeits-
zuwendung fur den belohnenden Stimuli wahrend einer Stresssituation gehemmt
(Willner et. al, 1992). Ubereinstimmend mit dieser Hypothese konnte eine Reduk-
tion der Nahrungsaufnahme wiederholt in tierexperimentellen Arbeiten gezeigt
werden (Sahin Ozkartal et al. 2018, Page et al., 2016, Willner et. al, 1992). Die
widerspruchlichen Ergebnisse in den Studien sind zumindest teilweise mit den
unterschiedlichen Diatregimen zu erklaren. Die Heterogenitat der hochkalorischen
Diaten umfasste eine Kekse-/Schokoriegelauswahl (Zeeni et al. 2013), Schmalz
und Saccharoselosung (Pecoraro et al.,, 2004, Page et al., 2016, Willner et. al,
1992 und 1998, Ozkartal et al. 2018, Zeeni et al. 2013) sowie eine HF- und HC-
Diat, welche einen Einfluss auf Geschmack und Stoffwechsel haben kdonnten (Ze-
eni et al. 2013). Moglicherweise ist zusatzlich der Zuckergehalt im Futter von Be-
deutung, weil die Ratten eine Losung mit einer mittleren Saccharosekonzentration
den Loésungen mit niedrigeren und hoheren Konzentrationen nach chronischem
mildem Stress bevorzugten (Willner et al., 1998). In einer anderen Arbeit verzehr-
ten die Ratten wahrend einer dreiwdchigen Stressphase weniger HF, Schokolade
und Erdnussbutter. Die Menge der verzehrten Kekse blieb im Vergleich zu den
initialen Ausgangswerten in der Ruhephase jedoch unverandert. Wahrscheinlich
spielte hier die Textur der Kekse und nicht aber der Zuckergehalt fir den Ge-
schmack eine ubergeordnete Rolle, da die Kekse weniger sufd waren als die ande-
ren Diatarten (Zeeni et al. 2013). Daruber hinaus wird vermutet, dass der Typ des
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Stressors und seine Dauer die Nahrungsaufnahme auf verschiedene Weise beein-
flussen konnte (Ortolani et al., 2011). Zudem sind Geschlechtsunterschiede in der
Literatur beschrieben, da mannliche Ratten mehr Schokolade nach Stressexposi-
tion verzehrten als die Weibchen (Krolow et al., 2010). Die Geschlechtsunter-
schiede sind jedoch hier wahrscheinlich weniger von Bedeutung, weil sowohl
durch uns als auch durch andere Gruppen fast ausschlief3dlich mannliche Ratten
verwendet wurden (Pecoraro et al., 2004, Willner et. al, 1992 und 1998, Ozkartal
et al. 2018, Zeeni et al. 2013). Lediglich in einer der Studien wurden die Ratten der
beiden Geschlechter untersucht (Page et al., 2016).

4.3. Aligemeine TEL-Effekte

Chronische TEL-Behandlung fuhrte zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme und
zu einem erhohten Energieverbrauch. Zudem zeigte TEL einen positiven Einfluss
auf den Blutglukosespiegel, verbesserte die Leptinsensitivat und ging mit einer
erhohten Ang llI-Konzentration einher. Somit war das Endgewicht der TEL-Ratten
trotz CD-Diat vergleichbar mit dem Gewicht der Chow/VEH-Kontrollen (Abb. 10-
12, Tab. 10). Die beobachteten metabolischen Veranderungen stehen im Einklang
mit den friheren Studien der eigenen Arbeitsgruppe (Miesel et al., 2012; Muller-
Fielitz et al., 2011, 2012a, 2014, 2015; Schuchard et al., 2015; Schuster et al.,
2018; Winkler et al., 2016).

Neben der reduzierten Futteraufnahme ist das geringere, finale Gewicht maoglich-
erweise durch die Veranderungen im Fettgewebe nach der TEL-Therapie zu erkla-
ren. Sowohl durch die eigene Arbeitsgruppe als auch durch andere wurde wieder-
holt eine antiadipdse TEL-Wirkung auf die AdipozytengrofRe und die Fettgewebs-
masse beschrieben (Chujo et al., 2007; Fujita et al., 2007; Muller-Fielitz et al.,
2012; Sugimoto et al., 2006; Zorad et al., 2006). In einer Arbeit von Muller-Fielitz
aus der eigenen Arbeitsgruppe wurde eine erhohte Fettverbrennung und Lipolyse
durch TEL vermutet, was in einer RER-Reduktion resultiert. In unserer Studie war
RER in den CD-Gruppen wahrend der Lichtphasen kleiner. Die TEL-induzierte
RER-Reduktion blieb im Gegensatz zu Muller-Fielitz aus, was eine Fettverbren-
nung und Lipolyse durch TEL in Frage stellt (Abb. 15, Muller-Fielitz et al., 2014).
Eine erhohte Aktivitat der Tiere scheint fur das Wachstum und die Metabolik weni-
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ger von Bedeutung zu sein, da TEL keinen Einfluss auf die Lokomotion hatte (Abb.
12, 15). In der Literatur wird die Lokomotion nach TEL sowohl erhdht (Schuchard
et al., 2015) als auch unverandert (Muller-Fielitz et al., 2014; Sugimoto et al.,
2006) beschrieben.

Im Gegensatz zu unseren frUheren Ergebnissen, welche ein reduziertes Organ-
wachstum nach TEL zeigten, blieb die Organgrof3e, abgesehen vom linken Ventri-
kel, durch TEL unverandert (Tab. 6). Die Reduktion des linken Ventrikels nach
TEL wurde sowohl in den klinischen als auch in den tierexperimentellen Arbeiten
beschrieben, was mit einer Blutdruckreduktion einherging (Misra et al., 2013; Mul-
ler-Fielitz et al., 2014; Schuchard et al., 2015)

Trotz gewisser Abweichungen war der antiadipése TEL-Effekt im Einklang mit
unseren fruheren Studien deutlich ersichtlich, was wiederholt die Robustheit und
die gute Eignung des von uns verwendeten Tiermodels fur die Forschung im Be-
reich der Adipositas und des metabolischen Syndroms zeigt. In den folgenden
Abschnitten werden allgemeine TEL-Effekte deswegen nicht erneut diskutiert und
der Schwerpunkt stattdessen auf die TEL-Wirkung im Zusammenhang mit chroni-
schem Stress gelegt.

4.4. TEL-Einfluss auf chronischen Stress

Nach zweiwochiger Behandlung gab es keine Unterschiede in den basalen ACTH-
und den Corticosteronwerten zwischen der TEL- und der VEH-Gruppe vor dem 1.
IMS (Tab. 7). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien, die eine
unveranderte Konzentration der Stresshormone bei variierender Therapiedauer (3,
5, 12 Wochen), Diat (Chow oder CD) oder Rattenstamm (spontanhypertensive
(SHR) oder Wistar-Ratten) unter TEL-Therapie zeigen konnten (Raasch et al.
2006, Miesel et al., 2012, Muller-Fielitz et al., 2012, Wincewicz et al., 2016). Eine
chronische TEL-Therapie fuhrte zu einer Reduktion der basalen Corticosteronwer-
te (Tab. 8). Andere Arbeiten zeigten sowohl reduzierte als auch erhohte Stress-
hormonkonzentrationen nach ARB (Seltzer et al. 2004, Sanchez-Lemus et al.
2012). Es ist moglich, dass die Heterogenitat der Ergebnisse bei den unterschied-
lichen Tierstammen im Zusammenhang mit der zirkadianen Rhythmik der Stress-
hormone steht. Im Gegensatz zu Menschen zeigen SD-Ratten die hochste Kon-
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zentration der Stresshormone um 16 Uhr und die tiefsten Werte um 6 Uhr (Bertani
et al., 2010). In einer weiteren Studie haben SHR- und Wistar-Ratten einen
stammspezifischen zirkadianen Rhythmus bewiesen, welcher von der Lichtintensi-
tat abhangig war (Rosenwasser,1992). Zudem sind der Umgebungswechsel flr
die Blutentnahme und die Blutentnahme selbst als zusatzliche Stressoren zu be-
trachteten, welche unterschiedliche ACTH- und Corticosteronwerte zumindest
teilweise erklaren konnten.

Die Mengen der AT1- und MCH2-Rezeptoren waren in der Nebenniere nach
zwolfwochiger TEL-Therapie reduziert (Tab. 9). Ubereinstimmend wird in der Lite-
ratur eine HPA-Achsenhemmung durch ARB nach CRH-Injektion, forciertem
Schwimmtest, Inflammationsstress sowie nach akuter und chronischer Immobilisa-
tion (Raasch et al. 2006, Miesel et al. 2012, Muller-Fielitz et al. 2012, Wincewicz et
al. 2016) beschrieben. Entgegen unseren Erwartungen blieb die Hemmung der
stressinduzierenden ACTH- und Corticosteron-Antwort in den TEL-Gruppen so-
wohl nach einem kurzen als auch nach einem langen Behandlungszeitraum aus
(Abb. 13, 16, 18). Nachfolgend werden mogliche Ursachen fur die fehlende
Stressreduktion nach TEL diskutiert:

+ Die mangelnde TEL-Wirkung auf die Stressachse konnte mdoglicherweise
durch den leptinabhangigen Mechanismus erklart werden, da die Langzeit-
therapie mit TEL mit einer normalisierten Leptinkonzentration einherging
(Abb. 10C). Diese Annahme widerspricht jedoch unserer vorherigen Dis-
kussion (siehe oben) und den Literaturangaben, wonach Leptin eine HPA-
hemmende Wirkung hat (Ahima et al.,1996, Bernstein et al., 1997, Heiman
et al. 1997, Clark et al., 2008, Bonnavion et al., 2015).

+ Zudem konnte ein TEL-Therapieversagen in SD-Ratten von Bedeutung
sein. JOohren hat eine hohere AT1A-Rezeptormenge in der Hypophyse der
SHR-Ratten im Vergleich zu den normotensiven WKY-Ratten gezeigt. Die
Ang ll-Infusion erhohte in dieser Studie den ACTH- und Corsticosteron-
spiegel lediglich bei den SHR-Ratten, was fur eine tierspezifische Rezepto-
rexpression und Stressanfalligkeit spricht (JOhren et al., 2003).

+ Eine reduzierte Permeabilitdt der Bluthirnschranken fur Leptin und Glukose
wurde in klinischen und tierexperimentellen Studien an den adipdsen Indi-
viduen beschrieben (Banks et al.,1999, Wardzinski et al., 2018). Moglicher-
weise war die Bluthirnschranken-Permeabilitat fur TEL durch die CD-Diat
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beeinflusst, da CD zu einer signifikant hoheren CRH-Menge im Hypotha-
lamus sowohl in der VEH- als auch in der TEL-Gruppe fuhrte (Tab. 9). Ge-
gen diesen Effekt spricht jedoch die Tatsache, dass die CRH-Menge nach
TEL/Chow-Behandlung ahnlich hoch war wie in den CD-Gruppen (Tab. 9).
Ein isolierter, peripherer Mechanismus in der Nebenniere ist ebenfalls zu
betrachten, da lediglich die AT1- und MCH2-Produktion in der Nebenniere
nach chronischer TEL-Therapie reduziert war. Die Menge der AT1-
Rezeptoren in Hypothalamus und Hypophyse wurde nicht vom Diat- und
Therapieregime beeinflusst (Abb. 18, Tab. 9). Ang Il kdnnte hier eine Rolle
spielen, weil die Ang IlI-Konzentration nach TEL hoher war (Tab. 10) und
hohe Ang Il-Spiegel mit erhohter Corticosteronantwort Uber einen neben-
nierenabhangingen Mechanismus in einer Studie assoziiert werden konn-
ten, wahrend die ACTH-Produktion unverandert blieb (Muller et al., 2007).
Interessanterweise konnten Ang ll-induzierte Veranderungen der HPA-
Achse durch Losartan verhindert werden (Ortiz et al., 2010). Moglicher-
weise ist dies kein allgemeiner ARB-Effekt, sondern eine isolierte Eigen-
schaft des Losartans.

Ob ein Ang1-7-abhangiger Mechanismus zu einer verminderten HPA-
Regulation nach TEL fuhren konnte, ist nicht bekannt, aber moglich, da ers-
tens die Ang1-7-Konzentration nach TEL steigt (Igase et al. 2005, Ishiyama
et al. 2004) und zweitens ein hoher Ang1-7-Spiegel mit einer Reduk-tion
der Ang ll-induzierenten Ausschuttung von Corticosteron uber den Mas-
Rezeptor-abhangigen Mechanismus assoziiert wird (Zhu et al. 2014).

4.5. Stressbedingte Energieaufnahme nach TEL-Therapie

Die Chow-Aufnahme war sowohl nach einer kurzzeitigen als auch nach einer

langzeitigen TEL-Therapie kleiner. Ubereinstimmend mit bereits publizierten Er-

gebnissen der Arbeitsgruppe bewirkte eine kurzzeitige TEL-Therapie eine Reduk-

tion der stressbedingten Aufnahme der Kekse/Schokoriegel jedoch lediglich am
IMS Tag 5 (Abb. 15, Miesel et al., 2012, Muller-Fielitz et al., 2012a). Die chroni-
sche TEL-Therapie fuhrte wahrend des 2. IMS sowohl in der Chow-, als auch in

der CD-Gruppe zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme. Zudem war der Anteil
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der Kekse/Schokoriegel an der gesamtem Futteraufnahme in der CD-Gruppe nach
TEL geringer. Allerdings waren diese Effekte schwach und wurden lediglich am
letzten IMS-Tag beobachtet (Abb. 16). Das Wachstum war wahrend des IMS
ebenfalls nicht von TEL beeinflusst, weil die Tiere sowohl nach VEH-, als auch
nach TEL unabhangig von der Diat wahrend der beiden IMS-Phasen abgenom-
men haben (Abb. 9). Gegen einen gewichtsregulierenden TEL-Effekt im Stress
sprechen zusatzlich der fehlende Anstieg des Energieverbrauchs, sowie die un-
veranderte Lokomotion nach IMS, verglichen mit den VEH-Kontrollen (Abb. 11).

Literaturangaben bezuglich des TEL-Einflusses auf das stressinduzierte Fress-
und Gewichtsverhalten sind rar. In der Studie von Wincewicz wurde nach chroni-
scher Immobilisation eine abgeschwachte Corticosteronstressantwort unter TEL
beobachtet. Gleichzeitig war die Gewichtsabnahme unter TEL kleiner (Wincewicz
et al. 2016), was im Gegensatz zu unseren Ergebnissen auf eine TEL-induzierte
Stresskompensation durch die erhohte Futteraufnahme hindeutet und somit die
Gewichtszunahme erklaren konnte. Die Arbeitsgruppe Wincewicz hat die Fut-
teraufnahme der Tiere jedoch nicht gemessen. Des Weiteren erschweren die Stu-
diendesigns mit unterschiedlicher Tierart (SD- vs. Wistar-Ratten), IMS-Dauer (5

vs. 1 Tag) und TEL-Dosis (8 vs. 1mg/kg/Tag) die Interpretation der Ergebnisse.
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5. Limitationen

Die tierexperimentelle Forschung ist essenziell fur die Weiterentwicklung der me-

dikamentdsen Therapien in der Humanmedizin. Trotz eines strukturierten Designs

sind den tierexperimentellen Studien Grenzen gesetzt, welche eine Ubertragbar-

keit der Ergebnisse auf ein Patientenkollektiv erschweren. Folgend werden die

moglichen Limitationen unserer Studie geschildert:

Mittels einer RER-Messung in der indirekten Kalorimetrie ist ein Ruck-
schluss auf die Fettverbrennung moglich. In den frGheren Arbeiten der Ar-
beitsgruppe Raasch zeigte sich RER nach TEL sowohl als reduziert (Mul-
ler-Fielitz et al., 2014) als auch unverandert (Schuchard et al., 2015). Die
unterschiedlichen Ergebnisse sind mdglicherweise mit dem Messprinzip der
indirekten Kalorimetrie zu erklaren, welcher auf die Quantifizierung des oxi-
dativen Verbrauchs durch die Messung von O2 und CO2 beruht. Eine Mes-
sung der Warmeabgabe als Ausdruck des gesamten Energieverbrauchs ist
hierbei nicht moglich, weshalb die variierenden Studienergebnisse kritisch
zu betrachten sind. Eine genauere Erfassung der Warmeabgabe konnte
durch die direkte Kalorimetrie erfolgen, wobei es zurzeit noch keine kom-
merziellen Systeme dafur gibt. Die Messung der Warmeabstrahlung mittels
der Warmebildkamera ware theoretisch maoglich, es ist aufgrund der ausge-
pragten Behaarung der Ratten jedoch weniger praktikabel und bisher nicht
etabliert.

Die TEL-Therapie erfolgte in einer Dosierung (8 mg/kg/Tag), welche die zu-
gelassene Konzentration fur die Patienten von maximal 80mg/Tag Uber-
schreitet. Dennoch fuhrte die Hochdosis des ARB Valsartans (320mg/Tag)
in einer Studie mit den hypertensiven und diabetischen Patienten zur Re-
duktion des Blutdrucks und des LDL-Spiegels, ohne eines Risikoanstiegs
fur die unerwunschten Wirkungen (Kintscher et al., 2010). Somit ist auch
eine TEL-Applikation in der hochsten Dosierung bei Patienten denkbar.

Die Durchfuhrung der Studie erfolgte in einem praventiven Ansatz, da die
TEL-Behandlung gleichzeitig mit der CD-Diat begonnen wurde. Die Ar-
beitsgruppe Raasch hat in den frGheren Arbeiten jedoch auch ein kuratives
Studiendesign verwendet. In einer Studie fuhrte TEL nach einer 19-
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wochigen CD-Diat zu einer Reduktion des Korpergewichts, der leptin-
induzierten Energieaufnahme und des abdominalen Fettgewebes. Zudem
kam es nach der TEL-Therapie zu den normalisierten Plasmaspiegeln der
Triglyceride, der freien Fettsauren und des LDL-Cholesterins sowie zu einer
Wiederherstellung der Leptinsensitivitat und der physiologischen Gluko-
seutilisation (Muller-Fielitz et al., 2014). Daraus schlieRen wir, dass auch
unsere Ergebnisse in einem kurativen Ansatz erzielt werden konnten.

» Der prozentuelle CD-Anteil an der gesamten Futtermenge war wahrend des
IMS im ersten Studienteil, sowie wahrend des IMS am Ende des zweiten
Versuchsteils im Vergleich zu den nicht gestressten Kontrolltieren, sowie
den Werten in Ruhe unverandert. Die Ergebnisse im zweiten Studienteil
prasentierten hingegen eine hohere CD-Aufnahme wahrend des 1. IMS,
trotz der unveranderten Futterzusammensetzung und Laborbedingungen.
Diese Diskrepanz ist moglicherweise mit dem leicht abweichenden Design
in den beiden Studienabschnitten zu erklaren, da im zweiten Studienteil
keine Kontrollgruppen mit den nicht gestressten Tieren gebildet wurden.
Die erfasste Futteraufnahme an vier Tagen vor der ersten und der zweiten
IMS-Phase dienten als Ruhekontrolle. Dieser Entscheidung beruhte auf den
Ergebnissen von Pecoraro (Pecoraro et al., 2004) mit einer konstanten Fut-
teraufnahme vor und wahrend des IMS in den Kontrollgruppen, welche
nicht mit IMS exponiert wurden.

Trotz des Nachweises einer reduzierten Nahrungsaufnahme durch TEL im Ver-
gleich zu den VEH-Kontrollen kam es wahrend des IMS sowohl nach einer kurz-
zeitigen als auch nach einer langzeitigen TEL-Behandlung nicht zu einer HPA-
Achsenhemmung. Eine Reduktion der kompensatorischen Nahrungsaufnahme im
Stress konnte somit nicht mit dem HPA-achsenmodulierenden Effekt der ARB-
Therapie erklart werden. In der Zukunft werden weitere Studien Uber die Moglich-
keiten der Appetit- und Stressregulation durchgefuhrt werden muissen, um eine
bessere Pravention und eine effektivere Behandlung der Adipositas zu ermogli-
chen.
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6. Zusammenfassung

Chronischer Stress wird mit einer gesteigerten Aufnahme hochkalorischer Nah-
rung assoziiert. Der Mechanismus der Stresskompensation ist nicht ganz verstan-
den, es wird eine Modulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
(HPA) durch hochkalorische Nahrung im Stress vermutet. Vor dem Hintergrund,
dass die AT1-Blocker (ARB) antiadipos wirken und die HPA-Achse modulieren
konnen, trafen wir die Annahme, dass ARB eine Reduktion des chronischen
Stresses und der kompensatorischen Nahrungsaufnahme bewirken konnen.

In dem ersten Versuchssteil wurden SD-Ratten mit Standard- (Chow) oder hoch-
kalorischer Diat (CD) behandelt. An funf aufeinanderfolgenden Tagen erfolgte ein
Immobilisationsstresstest (IMS) Uber 4 Stunden pro Tag mit einem zusatzlichen
Schutteln am Tag 5. In dem zweiten Versuchsteil wurden die Tiere zusatzlich mit
Telmisartan (TEL, 8mg/kg/Tag) oder Vehikel (=Kontrolle) behandelt. IMS wurde
nach 2 Wochen und erneut nach 3 Monaten TEL-Therapie durchgefuhrt. Zur
Quantifizierung der Stressantwort wurden Hirn- und regelmafRige Blutproben ver-
wendet. Neben manueller Gewichts- und Futterkontrolle diente indirekte Kalori-
metrie zur Messung der Energieaufnahme und des -verbrauchs.

Zu den wichtigsten Erkenntnissen der Studie zahlt eine reduzierte Corsticosteron-
antwort wahrend der chronischen Stressexposition sowohl nach kurzer, als auch
nach langer CD-Behandlung, was teilweise mit erhdohter Nahrungsaufnahme ein-
herging. TEL bewirkte eine Reduktion der Nahrungsaufnahme und des CD-Anteils
an der gesamten Futteraufnahme unter chronischen Stressbedingungen. Dieser
Effekt war von der Therapiedauer abhangig und nach einer kurzen Behandlung
starker zu beobachten. Unabhangig von der Therapiedauer hatte TEL keinen Ein-
fluss auf die Stressreduktion.

Wir schlieRen aus unseren Ergebnissen, dass eine erhohte Aufnahme der hochka-
lorischen Diat zur Stresskompensation fuhren kann. Eine Reduktion der kompen-
satorischen Nahrungsaufnahme im Stress beruht, wenn Uberhaupt, nur zu einem

geringen Anteil auf dem HPA-Achsen-modulierenden Effekt der ARB-Therapie.
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8.5. Rezepturen von Losungen

Bestatin-Losung (1 mM)

Bestatin-Lésung (5 mg/ml)
DEPC-Wasser

EDTA-LOsung pH 6-7

Lysis-Puffer

TE-Puffer pH 7,4

8.6. Erworbene Versuchskits

8.6.1. RIA-Kits

ACTH, human; Cat. # 07-106102

Angiotensin II; Cat. # RB320

Corticosterone, rat & mouse; Cat. # 07-120003
Leptin, rat; Cat. # RL-83K

8.6.2. Kits zur Bestimmung der Genexpres-
sion

Reverse Transcription System

PlatinumR SYBR Green qPCR SuperMix- UDG
with ROX

Sybr Green | Reaction System

8.7. Verbrauchsmaterialien

96-Well Optical Reaction Plate
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0,2 ml Bestatin-Lésung (5 mg/ml)
ad 2,9 ml Aqua dest.

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

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

5 ml Nucleic Acid Purification Lysis
Solution ad 10 ml PBS-Wasser

100 pl 1M Tris-Puffer pH 7,4

20 pl 0,5M EDTA-L6sung pH 8

ad 10 ml DEPC-Wasser

MP-Biomedical (Deutschland)
Euro-Diagnostica AB (Schweden)
MP-Biomedical (Deutschland)
Millipore (USA)

Promega (USA)

Invitrogen (Kanada)

Eurogentec SA (Deutschland)

Applied Biosystems (UK)



Baumwollgeschirrhandticher
Einmalspritzen DiscarditTM Il 1 ml, 2 ml
Filtertips 10, 100, 1000

Filtersysteme flr die Nucleic Acid

Prep Station ABI PRISM 6100
Glukoseteststreifen fir Ascensia

Haltungsfutter fur Ratten und Mause

Kantlen BD MicrolanceTM 3 26G 1/2 0,45x13

Klebefolie, optisch klar

Klingen Microtome blades
Mikrovetten CB 300
Nitril-Handschuhe

Pipettierball

Pipetten, diverse

Pipettenspitzen 20, 200, 1000 ul
PP-test tubes 15 ml, 50 ml CellstarR
Rasierklingen

RIA-R8hrchen 4.5 mi

Save Lock Tubes (0,2, 0,5, 1,5 und 2 ml)
Schokoriegel, verschiedene

Tupfer Pure-Zellin

Vinyl-Einmalhandschuhe

Wagepapier

8.8. Gerate

8.8.1. Laborgerate

Autoklav

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

Gefriertruhen (-20°C)

Guillotine

Kéfige GroRe Il (42x26x18 cm) und
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Wascherei UKSH (Deutschland)
BD (Deutschland)
Greiner bio one (Deutschland)

Applied Biosystems (UK)

Bayer (Deutschland)

Altromin (Deutschland)

BD (Deutschland)

Sarstedt (Deutschland)

Leica (Deutschland)

Sarstedt (Deutschland)

Nitra Tex Ansell (Deutschland)
Labsolute (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)
Greiner (Deutschland)
WIlkinson Sword (Deutschland)
Greiner (Deutschland)
Eppendorf (Deutschland)
Diverse

Paul Hartmann AG (Deutschland)
Meditrade (Deutschland)

Neolab (Deutschland)

Dargatz (Deutschland)

Bayer (Deutschland)

Scotsman (Deutschland)

Leica (Deutschland)

Colora (Deutschland)

Bosch (Deutschland)

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

EHRET Labor- und Pharmatechnik



IV (59x 26x18 cm) mit Edelstahldeckel
inkl. Klemmrahmenverschluss
Knopfsonde

Kuhlschranke (2-8°C)

Magnetrihrer IKA-Combimag RCT

pH-Meter WTW ph 531
Plastikrohre (47x160 mm,
70x170 mm, 70x220mm)
Polypropylen-Trichter
Ruahrfische

Schieblehre
Schittel-/Schwenkgerat REAX 2
Schitteltisch SM

Stoppuhr

Ultra-Turrax 78

Verschiedene Laborglasgerate
Vortex REAX 2000

8.8.2. Waagen

Feinwaage BP 210 D

Tierwaage

Waage MC1 Laboratory LC220S

8.8.3. Zentrifungen
Tischzentrifuge MIKRO 200R

Zentrifuge PCR-Labor

8.8.4. Gerate zur indirekten Kalorimetrie

Phenomaster Home Cage System

8.8.5. Gerate zur Bestimmung der

Expression

RNA-Isolierung: 6100 Nucleic Acid Prep Station
PCR-Gerat: ABI PRISM 7000 Sequence

(Deutschland)

Acufirm (Deutschland)

Bosch (Deutschland)

Janke & Kunkel GmbH &

Co.KG (Deutschland)

WTW Weilheim (Deutschland)
Material Baumarkt (Deutschland),
Herstellung UKSH (Deutschland)
Roth (Deutschland)

Bohlende, Lauda-Koénigshofen
(Deutschland)

Roth (Deutschland)

Heidolph (Deutschland)

Edmund Bulhrer (Deutschland)
Junghans (Deutschland)
IKA-Werke (Deutschland)

Schott (Deutschland)

Heidolph (Deutschland)

Sartorius (Deutschland)
Sartorius (Deutschland)

Sartorius (Deutschland)

Hettich (Deutschland)

Jouan (Deutschland)

TSE Systems (Deutschland)

Gen-

Applied Biosystems (USA)
Applied Biosystems (USA)



Detection System

Cycler fir cDNA-Herstellung Biometra (USA)

NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer

8.8.6. Gerate fiir RIA-Versuche

Thermo Scientific (USA)

Gamma-Counter: Compugamma 1282 CS Wallac (USA)
Membranpumpe UVS 400 A Savant (Deutschland)
Minifuge RF Heraeus sepatech (Deutschland)

8.8.7. Software

Excel

Graph Pad Prism Version 5.0

Microsoft (USA)

8.9. Abkuirzungsverzeichnis

%
>
A
°C
®

Abb.
ACE (2)

ACTH

ADX

AGT

AIM

Ang (1, 11, IV, 1-7, 1-9)
ARB

AT1(R)

AT1A/B

AT2R

AUC

AVM

BMI

Prozent; Teile von 100

kumulativ

Differenz; ,delta”

Grad Celsius

Eingetragene Waren- oder Dienstleistungsmarke;
trade mark®

Abbildung

Angiotensin-Converting Enzym (2)
Adrenocorticotropin

Adrenalektomie

Angiotensinogen

Allgemeine Innere Medizin

Angiotensin (I, II, IV, 1-7, 1-9)
Typ-1-Angiotensin-II-Rezeptor-Blocker
Typ-1-Angiotensin-1l-(Rezeptor)
Typ-1-Angiotensin-1I-Rezeptor A/B
Typ-2-Angiotensin-II-Rezeptor

Flache unter der Kurve; ,area under the curve”
Avian-Myeloblastosis-Virus

Body-Mass-Index
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GraphPad Software (USA)

.registered



bw
bzw.
ca.
CAND
CCD
CD
cDNA
Chow
cm
CO:
CORT
CRH
DEPC
dest.
dl
DNA
dDNA
dT

EE
EDTA
et al.
F

9

h

HC
HDL
HF
HPA-Achse
Hz
IDF
IL-6
IMS
kcal
kg

kJ

I

Kdrpergewicht, ,body weight”
beziehungsweise

circa

Candesartan

charged-coupled device

Cafeteria-Diat

komplementare Desoxyribonukleinsaure
Standardfutter

Centimeter

Kohlenstoffdioxid

Corticosteron
Corticotropin-releasing-Hormon
Diethylpyrocarbonat

destilliert

Deziliter

Desoxyribonukleinsdure
Doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure
Desoxythymidin

Energieverbrauch; ,energy expenditure”
Ethylendiamintetraessigsaure

und andere

Gesamtsignifikanz

Gramm (Gewicht) oder Erbeschleunigung (Zentrifuge)
Stunde

hochkalorisch; ,high-calorie”
high-density Lipoprotein

fettreich; ,high-fat
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse
Hertz

Internationale Diabetes Federation
Interleukin 6

Immobilisationsstresstest

Kilokalorien

Kilogramm

Kilojoule

Liter
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LDL low-density Lipoprotein

LEPR Leptinrezeptor

Lsg. Losung

m? Quadratmeter

Mas Ang1-7 Rezeptor

MC2(R) Melanocortin 2-(Rezeptor)

MC4R Melanocortin-4-Rezeptor

MCH melanin concentrating hormone

MetS Metabolisches Syndrom

mg Milligramm

min Minute

MJ Megajoule

mi Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

mmHg Millimeter Quecksilbersaule

mRNA messenger RNA

n Anzahl der Stichproben

n.s. nicht signifikant

Na Natrium

NaOH Natriumhydroxid

ng Nanogramm

NIH National Institutes of Health

nm Nanometer

Nr. Nummer

02 Sauerstoff

p Irrtumswahrscheinlichkeit

p.A. Analysenrein

PBS-Puffer phosphate-buffered saline

PCR Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
pg Pikogramm

pH der negative Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
pmol Pikomol

PPARY peroxisome proliferator activated receptor gamma
gPCR quantitative Polymerase-Kettenreaktion
r Pearson’s r
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RAAS
RER
RIA
RNA
ROX

SD
SEM
SHR
T2DM
Tab.
TE-Puffer
TEL
TNFa
Tris
uUDG
u.
VEH
VS.
WHO

Mg
i

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
respiratory exchange rate, respiratorische Gasaustauschrate
Radioimmunoassay

Ribonukleinsaure

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

Sprague Dawley

Standardfehler des Mittelwertes

spontan hypertensive Ratte

Diabetes mellitus Typ 2

Tabelle

Tris-EDTA-Puffer

Behandlungsgruppe mit Hochdosis Telmisartan
Tumornekrosefaktor a
Trishydroxymethylamonium-Methan
Uracil-DNA-Glykosylase

und

Vehikel=Placebo

versus

Weltgesundheitsorganisation

Mikrogramm

Mikroliter
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