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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfuhrung und klinische Relevanz der Studien

Bereits 1915 sah Walter B. Cannon als erster Wissenschaftler einen
Zusammenhang zwischen einer vom Stammhirn vermittelten Aktivierung des
Sympathikus und der als Konsequenz unmittelbar folgenden Kampf- und
Fluchtreaktion (fight or flight reaction) (Cannon, 1915; Brown und Fee, 2002).

Am 4. Juli 1936 berichtete dann Hans Selye in einer Ausgabe der Zeitschrift
Nature in ,A Syndrom Produced by Diverse Nocuous Agents“ von einem von ihm
an kranken Menschen beobachteten Syndrom (Selye, 1936). Dieses basierte auf
einer in drei Stadien unterteilten Reaktion des Organismus auf Stressoren: die
initiale Phase, die prolongierte Phase des Wiederstandes und die Phase der
Erschépfung. Er nannte dies eine generelle Alarmreaktion entsprechend der
ersten Phase (general alarm reaction) und ein generelles Anpassungs-Syndrom
(general adaptation syndrom) in Folge dessen. Damit einhergehend beschrieb er
zahlreiche korperliche Veranderungen, unter anderem die Hypertrophie der
Nebennieren. Er pragte den Begriff ,Stress” im medizinischen Sinne und definierte
ihn als unspezifische Reaktion des Koérpers auf eine von auBen kommende
Belastung, die das Gleichgewicht stért. Im weiteren Verlauf seiner Studien
vermutete er die Rolle der HHN-Achse und Kortisol im Speziellen in der
Stressantwort (Selye, 1946; 1949). Man erkannte schlieBlich auch, dass Kortikoide
notwendig sind, um eine erhdhte Widerstandskraft gegen eine Uberreaktion auf
Stress zu haben. Zum einen braucht der Koérper eine gewisse Adaptation an
solche Bedingungen, zum anderen sind Kortikoide notwendig um die Homdostase
nach Stresseinwirkung wieder herzustellen (McEwen, 2002; Redei, 2008). Es
zeigte sich, dass Menschen mit niedrigen Kortisolspiegeln, also auch in den
spaten Abendstunden, erheblich empfanglicher flr Stress sind, als solche mit
hohen Spiegeln (Ichikawa et al, 1972).

In der heutigen Zeit sind wir jedoch mit lange andauernden Belastungen
konfrontiert, so dass sich die protektiv gemeinten Eigenschaften des Kortisols
auch schadigend auf den Organismus auswirken kdnnen (McEwen, 2002). Der
amerikanische Stressforscher Bruce McEwen unterscheidet daher zwischen
Allostase und allostatischer Last. Wahrend Allostase die Antwort auf eine akute
Stresssituation beschreibt, handelt es sich bei allostatischer Last um die
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Folgeerscheinungen einer chronischen oder einer fehlregulieten Antwort
(McEwen, 2007).

Betrachten wir Stress auf physiologischer Ebene. Die auslésenden Stressoren
sind vielfaltig. Dazu gehdren neben dramatischen Ereignissen wie Verletzungen,
Infektionen, Prifungen, Verluste geliebter Personen u.a. besonders die kleinen
alltdglichen Belastungen. Schlafmangel, beruflicher Stress, Toxikomanie und
Uberernahrung sind nur einige davon (McEwen, 2006). Individuelle Unterschiede
im Umgang und in der Erfahrung mit diesen Faktoren spielen ebenso eine Rolle,
wie der Gesundheitszustand und genetische Voraussetzungen der betroffenen
Person (McEwen, 1998; McEwen, 2002; Romeo et al. 2007).

Ein Kontakt mit diesen Stressoren flihrt einerseits zu einer verstarkten Aktivierung
der HHN-Achse, andererseits auch zu einer Aktivierung der korrespondierenden
vegetativen Achse im Sinne einer vermehrten Katecholaminausschittung. Es lasst
sich in einer akuten, heftigen Stresssituation (major life event) ein steiler Anstieg
der HHN-AKktivitat gefolgt von einem exponentiellen Abfall jener beobachten.
Analog dazu steigen die Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortisol an
(Pacak et al., 1995; Sapolsky, 1999). Ein ahnliches Phdnomen zeigt sich auch
unter einer chronischen Stressbelastung (minor day-to-day-Stress). In diesem Fall
ist die basale Aktivitat dauerhaft erhéht und es kommt letztendlich zu einer lang
anhaltenden gesteigerten Ausschiittung von Glukokortikoiden. Die Folgen sind
sowohl ein vermindertes Profil der zirkadianen Rhythmik von Kortikoiden als auch
eine Rulckkopplungsstérung an der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (van Coervorden et al., 1991; Opstad, 1994; Seemann und Robbins, 1994;
Sapolsky, 1999; McEwen, 2000; Swaab et al, 2005). Nach Redei liegt dieser
Ruckkopplungsstérung die herabgesetzte Effizienz  des negativen
Feedbackmechanismus unter Krankheit und chronischem Stress zugrunde (Redei
et al., 1998).

Aus dem Genannten resultieren eine verminderte Widerstandskraft der Neurone
gegenlber Noxen, Dendritenatrophie sowie weitere funktionelle und strukturelle
Umbauten im Gehirn und auch eine Beeinflussung des Kurzzeitgedachtnisses
sind die Folgen (McEwen et al., 1995; Kirschbaum et al., 1996; Sapolsky, 1999).
Eine besonders ausgepragte Vulnerabilitat fir hohe Kortisolkonzentrationen zeigt
sich in Bereichen um die Amygdala, die unter anderem eine wichtige Funktion bei
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verschiedenen Arten des Lernens und im Bereich des Gedéachtnisses hat
(McEwen, 2005). Es konnte auch gezeigt werden dass der Kortisolspiegel die
Nervenbahnung im primaren Motorkortex und das intracortical hemmende
GABAerge System beeinflusst (Sale et al., 2008).

Auch ist Hyperkortisolismus ein bekannter Prediktor in der Entstehung und
Exazerbation von psychiatrischen Erkrankungen, insbesondere der Depression
(Swaab et al., 2005; McEwen et al.,, 2005). Steckler et al. diskutierten 1999
funktionelle Veranderungen der Formatio reticularis, im Limbischen System und im
frontalen Kortex unter gesteigertem Kortisoleinfluss als Ursache flr die
Entstehung entsprechender Symptome (Steckler et al., 1999). McEwen sah neben
einer Atrophie im Hippocampus und prafrontalen Kortex auch eine Hyperaktivitat
der Amygdala unter lang andauernder Depression. Diese Ubernimmt neben
anderen zum Teil genannten Aufgaben eine mediatorische Funktion in der
Verhaltensantwort auf Stress. Betroffen sind insbesondere Angst und starke
Emotionen (McEwen, 2005).

Nicht weniger von Bedeutung ist die Entstehung des Metabolischen Syndroms
und die Beteiligung der HHN-Achse daran (Chrousos, 2000; Buckley und
Schatzberg, 2005; Jacobson, 2005). Hyperkortisolismus wird wiederholt im
Zusammenhang mit einer Insulinresistenz gesehen (Raikkénen et al.,, 1996;
Buckley und Schatzberg, 2005; Darmon et al., 2006). Definiert durch abdominale
Adipositas, erhéhte Plasmatriglyceride, gesteigerten nlchtern Blutzucker,
Hypertonie und vermindertes HDL-Cholesterin geht dieses Syndrom mit einem
massiven Anstieg kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat einher. Es stellt also
ein enormes Gesundheitsproblem unserer modernen Wohlstandsgesellschaft dar.
Des Weiteren wurde schon mehrfach der Verdacht geaduBert, dass ein
Zusammenhang zwischen altersassoziierten Erkrankungen und hohen
Kortisolspiegeln besteht (Seemann und Robbins, 1994; Sapolsky, 1999).
Einerseits nimmt die tagesdurchschnittliche Kortisolkonzentration mit steigendem
Alter zu, und andererseits zeigten Versuche an prapubertaren und erwachsenen
Ratten eindeutige Unterschiede in der Verarbeitung von Stress (Bergendahl et al.,
2000). Wahrend jugendliche Ratten eine normale hormonale Stressantwort auf
akuten Stress zeigten, war jene bei den erwachsenen Tieren nach chronischem
Stress sehr langsam ricklaufig und damit dauerhaft gesteigert (Romeo et al.,
2006).
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Letztendlich sind auch Prozesse des Immunsystems von erhdhten
Kortisolspiegeln beeinflusst. So wird es primér in erhéhte Abwehrbereitschaft

versetzt und somit langfristig geschwécht (Saplosky, 1999; McEwen, 2000).

1.2 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren- (HHN-)Achse

1.2.1 Physiologie der HHN-Achse

Hypothalamus, Hypophyse und Nebennierenrinde bilden gemeinsam eine
funktionelle, endokrine Einheit. Diese Stationen sind in einem Regelkreis
hintereinander geschaltet und kénnen auf jeder Ebene beeinflusst werden. Der
zum Diencephalon gehérende Hypothalamus fungiert in diesem Zusammenhang
als oberstes Integrationsorgan und Ubernimmt die Steuerung. Gerendai und
Halasz beschrieben ihn 2000 als Schnittstelle flr Signale des endokrinen Systems
mit dem Immunsystem und dem autonomen Nervensystem (Gerendai und Halasz,
2000). So unterliegen zahlreiche Funktionen des Koérpers, wie etwa Kreislauf und
Atmung, FlUssigkeitsaufnahme und Nahrungsaufnahme, die Koérpertemperatur
und der Schlaf-Wach-Rhythmus der Regulation durch den Hypothalamus. Er
verfugt Gber zahlreiche Afferenzen aus héheren Rindenregionen, dem Hirnstamm
und dem limbischen System. Das macht die Beeinflussung vegetativer Parameter
durch exogene Impulse, wie beispielsweise psychische Belastung, verstandlich.
Seine Efferenzen hingegen leiten zum Uberwiegenden Teil Neurotransmitter in
ihre Zielgebiete, wie z.B. die Hypophyse. In diesem Zusammenhang spielen das
Releasing Hormon CRH (corticotropin-releasing hormone) und Vasopressin eine
entscheidende Rolle. Vasopressin kann Uber das GeféaBnetz der Neurohypophyse
in den peripheren Blutkreislauf und in den Portalkreislauf der Adenohypophyse
gelangen. Die Neurohypophyse bildet den hinteren Teil der Hypophyse und gehdrt
embryonalgeschichtlich zum Hypothalamus. Sie setzt neben dem erwahnten
Vasopressin auch Oxytocin frei. Der vordere Teil, die Adenohypophyse, ist kein
Bestandteil des Gehirns und besteht dementsprechend nicht aus neuronalem
Gewebe, sondern aus Drisengewebe. Hier wird das Adrenocorticotope Hormon
(ACTH) gebildet und durch die Liberine CRH und Vasopressin vermehrt
synthetisiert und sezerniert (Rivier et al., 1982). Ein hier zu vernachlassigender
Teil der Hypophyse, der Mittellappen (Pars intermedia), spielt in der
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Schwangerschaft, beim Fetus und bei manchen Tumoren eine Rolle. Auf
hamatogenem Weg erreicht ACTH die Nebennierenrinde. In der zona fasciculata
stimuliert es die Bildung und Abgabe des Steroidhormons Kortisol, so dass man
nur wenige Minuten nach ACTH-Freisetzung einen Anstieg des
Plasmakortisolspiegels beobachten kann. Die Biosynthese erfolgt akut, denn der
intraadrenale Speicher ist sehr klein (Dickerman et al., 1984). Uber einen
negativen Feedbackmechanismus besteht fir Kortisol die Mdéglichkeit, als
lipophiles Hormon die Blut-Hirn-Schranke mit einem Transportprotein (p-
Glykoprotein, p-gp) zu passieren und Uber spezielle Glukokortikoidrezeptoren auf
den verschiedenen, oben erlduterten Ebenen inhibitorisch zu wirken (Ueda et al.,
1992; Karssen et al., 2001). Interessanterweise gibt es Hinweise darauf, dass
auch am Hippocampus eine Reaktion auf entsprechende Hormonspiegel in Form
einer Downregulation der Glukokortikoid- und Mineralokortikoidrezeptoren
stattfindet (Murck, 2002). Der oben angesprochene Regelkreis schlieBt sich dann
auf diese Weise. Es existieren zwei Varianten des negativen
Feedbackmechanismus: der schnelle (2-30 Minuten), welcher das
Glukokortikoidlevel im Rahmen der akuten Stressantwort reguliert, und der
langsame, level-sensitive ~ Mechanismus.  Letztgenannter  steuert die
GroBenordnung der Kortisolausschittung bei einer prolongierten Stressantwort
durch Eingriff in die Genexpression von POMC und CRH (Redei et al., 1998).
Abbildung 1.1 zeigt die HHN-Achse in schematischer Darstellung.
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Limbisches System

negativer Feedback Mechanismus
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__Nebenniere
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Abb. 1.1: Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse

Initial erfolgt eine Interaktion von héheren Rindenregionen und dem limbischem System mit dem
Hypothalamus. Hier wird die Freisetzung von CRIF, CRH und AVP mit inhibitorischer und
stimulatorischer Wirkung auf die Hypophyse veranlasst. Die Abgabe von ACTH aus den POMC-
Zellen fuhrt zu einer Stimulierung der Kortisolbildung und -ausschiittung aus der Nebennierenrinde.
Uber einen negativen Feedbackmechanismus inhibiert Kortisol auf allen Ebenen, ACTH hingegen

nur am Hypothalamus. Inhibitorisch = rote Pfeile, stimulatorisch = griine Pfeile.
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Zunachst besteht die Funktion des Regelkreises darin, eine gewisse
Basalsekretion aufrecht zu erhalten. Auf die Funktion in der Auseinandersetzung
mit Stress wird in Kap. 1.4 naher eingegangen. Die Basalsekretion bestimmt den
Grad der Wachheit des Organismus (Chang und Opp 2001; Steiger, 2002). In
Abwesenheit jeglicher Stressoren folgt sie einem strengen zirkadianen Rhythmus
(lateinisch: circa = herum, dies = der Tag). Dieser ist synchronisiert zum Hell-
Dunkel-Rhythmus und wird Uber den nucleus suprachiasmaticus vermittelt
(Berson, 2002). Man beobachtet ein Maximum in den frihen Morgenstunden,
gefolgt von einer exponentiellen Abnahme Uber den Tag und einem Minimum am
spaten Abend. Die Sekretionszeit belauft sich auf nur sechs Stunden pro Tag, die
verbleibenden achtzehn Stunden ist das System nahezu inaktiv (Weitzman et al.,
1971). Zu erwahnen bleibt, dass in diesen Ablauf in nicht pathologischer Weise
unter anderem die Nahrungsaufnahme eingreift. Der zirkadiane Rhythmus ist in
Abbildung 1.2 schematisch dargestellt.

Interessant ist die Erkenntnis, dass eine verminderte Kortisolsekretion mit einer im
EEG aufgezeichneten Delta Aktivitdt wahrend des non REM- Schlafs korreliert
(Gronfier et al., 1998). Dieser findet sich Gberwiegend in der ersten Nachthalfte,
also in den spaten Abendstunden. In Anlehnung daran zeigten neben einigen
anderen auch Born und Fehm eine verminderte Stimulierbarkeit der ACTH- und
Kortisolausschittung nach CRH Gabe in der ersten Nachthélfte (Bierwolf et al.,
1997; Born und Fehm, 1998; van Eekelen et al., 2003).



Einleitung

20
60
§ 15 =
> E
= o
— 40 Q.
o ~
8 10 =
= (@]
o
> <
20
5
0 0
0800 1200 1690 200 0000 0400 089  Tageszeit

Abb. 1.2: Zirkadianer Rhythmus (Kortisol/ACTH).

Auf der Ordinate links aufgetragen sieht man die Kortisolkonzentration in pg/dl, rechts die ACTH-
Konzentration in pg/ml und auf der Abszisse die Tageszeit. Klar erkennbar ist eine zirkadiane
Rhythmik von Kortisol (rote Kurve) und von ACTH (blaue Kurve) mit Tageshdchstwerten in den
Morgenstunden und einem Tiefpunkt in der Nacht (Licht aus). Ebenfalls zu sehen sind deutliche
Peaks zu den Mahlzeiten. Siehe auch Kap. 1.2.2.3 und 1.2.2.4. Modifiziert nach Klinke und
Silbernagl, 2001

1.2.2 Hormone der HHN-Achse

1.2.2.1 Corticotropin-releasing hormone

Das 1981 erstmals isoliert und sequentierte corticotropin-releasing hormone
(CRH) ist ein aus 41 Aminosauren bestehendes Peptid, welches als maBgebender
physiologisch stimulierender Sekretionsfaktor fir ACTH gilt (Vale et al., 1981;
Rivier et al., 1982; Vale et al., 1983). Darlber hinaus ist CRH das bisher einzig
bekannte  Neuropeptid, das einen Anstieg der Genexpression von
Proopiomelanocortin  (POMC) zu induzieren vermag (Redei et al., 1998).

Synthetisiert wird CRH im Wesentlichen von den parvozellularen Zellen des
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nucleus paraventricularis des Hypothalamus (Swanson et al., 1983). Uber dessen
Neurone gelangt CRH in das hypophysére Pfortadersystem und kommt von dort
aus in den Blutkreislauf. Uber stimulierte hypophysare Proopiomelanokortinzellen
findet eine vermehrte Ausschittung von ACTH und B-Endorphinen statt
(Watanabe et al., 1987; Pritchard und White, 2007). Potenziert wird diese Wirkung
durch die gleichzeitige Anwesenheit von Vasopressin (Gillies et al., 1982; Spath-
Schwalbe et al., 1987; Salata et al., 1988; Swaab et al., 2005).

CRH zirkuliert im Plasma gebunden an ein hoch affinitives Bindungsprotein,
welches die Bioaktivitdt vermindert und wesentlich an der Modulation der
Stressantwort beteiligt ist (Orth et al., 1987; Linton et al., 1988; Potter et al., 1991).
Es findet sich eine physiologische Plasmakonzentration von 1-10pg/ml.
Sekretionshemmend wirken freie Glukokortikoide, ACTH, Melantonin und
Norepinephrin mittels Regulation Uber einen negativen Feedbackmechanismus
(Engler et al.,, 1999). Sekretionsférdernd wirken Acetylcholin, Epinephrin,
Histamin, Prostaglandin F2a (PGF2a) und Prostaglandin E (PGE).

1.2.2.2 Vasopressin

Vasopressin (Synonyme: Antidiuretisches Hormon (ADH), Adiuretin) ist ein
Nonapeptid, welches in den magnozellularen Neuronen des nucleus supraopticus
und paraventricularis des Hypothalamus synthetisiert wird. Nach Erreichen der
eminentia mediana per axonalem Transport wird Arginin-Vasopressin (AVP) in das
hypophysére Pfortadersystem des Hypophysenhinterlappens und somit in den
Blutkreislauf sezerniert. Man bezeichnet es auch als neurohypophysares Hormon.
Dort kann es seinen beiden namengebenden Hauptfunktionen, dem
antidiuretischen Effekt an den Sammelrohren der Niere (V2 Rezeptoren) sowie der
Vasokonstriktion (V1 Rezeptoren) nachkommen. Des Weiteren fungiert AVP
gemeinsam mit CRH auch als Stimulator fir die Ausschittung von ACTH (V3
Rezeptoren) und steigert in geringem MaBe die Platichenaggregation (Spéath-
Schwalbe et al., 1987; Salata et al., 1988; Sugimoto et al., 1994; Bierwolf et al.,
1997). Die Regulation der Freisetzung von AVP wird Uber verschiedene
Mechanismen, wie zum Beispiel die Plasmaosmolaritdt im peripheren Biut,
gesteuert. Bei Anstieg dieser wird die Ausschittung gesteigert und Gber second
Messenger die Wasserrickresorption am distalen Tubulus der Niere veranlasst.
Parallel dazu greift bei gréBeren Volumenverlusten der Gauer-Henry-Reflex. Uber
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eine geringere Dehnung des Vorhofes wird ein afferentes Signal an den
Hypothalamus gesendet, der mit einer erhéhten Freisetzung von AVP reagiert.
Hohe Plasmakonzentrationen wirken zudem vasokonstriktorisch (Cunningham und
Sawchenko, 1991). Zahlreiche Faktoren, wie etwa Blutdruckabweichungen,
Medikamente, Nikotin und Alkohol beeinflussen die Wirkung von AVP zum Teil
erheblich. Die physiologische Plasmakonzentration liegt bei 0,5-6pg/ml.

1.2.2.3 Adrenocorticotropes Hormon

Das Adrenocorticotrope Hormon, ACTH, qilt als der entscheidendste Stimulator fir
die Ausschittung und Synthese von Kortisol. Es handelt sich um ein aus 39
Aminosauren bestehendes Peptid, wobei die ersten 24 N-terminalen Aminosauren
fir die biologische Aktivitat verantwortlich sind (L6ffler und Petrides, 2003a). In
den vorwiegend in der Adenohypophyse exprimierten Proopiomelanocortin-Zellen
(POMC-Zellen) wird das 241 Aminosauren umfassende Proopiomelanocortin
gespalten, und es entstehen neben dem Hauptprodukt ACTH auch das Lipotrophe
Hormon (LPH), Beta-Endorphin und das Melanozyten stimulierende Hormon
(MSH) (Takahashi et al., 1981; Lundblad et al., 1988; Pritchard und White, 2007).
Die Freisetzung dieser Peptide unterliegt einer Pulsatilitat (siehe Kap. 1.2.1) und
wird wiederum durch zahlreiche andere Hormone reguliert. Die wichtigste Rolle
spielen hierbei das CRH und AVP, eine untergeordnete Rolle nehmen zum
Beispiel Oxytocin, Angiotensin |l, Cholecystokinin, vasoaktive intestinale
Polypeptide (VIP), Atriales Natriuretisches Peptid (ANP), Opioide, Serotonin und
Katecholamine ein (Antoni et al., 1986; Taylor et al., 1988; Jones und Gillham,
1988). Aber auch andere Faktoren wie etwa der zirkadiane Rhythmus, negatives
Feedback der Glukokortikoide und Stress nehmen Einfluss auf die Freisetzung
von ACTH.

Uber den peripheren Blutkreislauf erreicht ACTH schlieBlich die Nebennierenrinde
und fungiert dort als maBgeblicher Stimulator fir die Kortikosteroidsynthese und -
sekretion. Auf diese Weise wird auch die GréBe der Nebenniere mitbestimmt. Des
Weiteren werden wiederholt Einflisse direkter Art auf das Immunsystem
beschrieben (Besedovsky et al., 1996; De Kloet et al., 1998,; McEwen, 2000).
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Die physiologischen Plasmakonzentrationen unterliegen starken tageszeitlichen
Schwankungen: am Morgen liegt die ACTH-Konzentration bei 10-60pg/ml und

kurz nach dem zu Bett gehen, spat am Abend, féllt sie auf etwa 6-30pg/ml.

1.2.2.4 Kortisol

Kortisol ist das Endprodukt einer Stimulation der HHN-Achse und gilt allgemein als
das Stresshormon. Es gehért zu den Glukokortikoiden, die in der zona fasiculata
der Nebenniere gebildet werden. Der Vorlaufer aller Kortikoide ist das Cholesterin.
Es wird zum Uberwiegenden Teil aus den im Blut zirkulierenden Lipoproteinen
gewonnen und zu einem weitaus geringeren Teil aus der De-Novo-Synthese von
Acetyl-Coenzym-A. Cholesterin gelangt Gber in der Mitochondrienmembran
lokalisierte StAR-Proteine (steroidogenic acute regulatory Proteine) in die Zellen
der Nebennierenrinde (Lin et al., 1995; Waterman, 1995). Hier erfolgt die
Biosynthese durch spezielle Enzyme der Gruppe Cytochrom P450, und es
entsteht zu 95% Kortisol und zu 5% Kortikosteron. Stimuliert wird die Bildung
durch die Ausschittung von ACTH (Keller- Wood und Dallman, 1984). Von dem
im Plasma befindlichen Kortisol sind etwa 5% frei zirkulierend und damit
umgehend verflgbar. Die verbleibenden 95% binden entweder an Albumin oder,
zu einem weit groBeren Anteil, an Kortikosteroid bindendes Globulin (Dallman et
al., 1987). Die meisten Steroidhormone, so auch Kortisol, binden an intrazellulare
Rezeptoren, welche Uber Konformationsédnderung aktiviert werden. Im Gehirn und
in der Hypophyse wurden bisher zwei fur die Steuerung der HHN-Achse
entscheidende Rezeptoren identifiziert: zum einen Mineralkortikoidrezeptoren,
deren Zustandigkeit darin liegt, die basale Sekretion und damit die
Stressanfalligkeit zu steuern. Zum anderen Glukokortikoidrezeptoren, die mit einer
10-mal niedrigeren Affinitdt ihre Relevanz in der Vermittlung eines negativen
Feedback bei hohen Kortisolspiegeln haben. Damit wirken sie einer Uberaktivitat
des Regelkreises entgegen (De Kloet et al.,, 1998; Reul et al., 2000). Die
intracerebralen Mineralkortikoidrezeptoren findet man nahezu ausschlieBlich im
Hippocampus (Reul et al., 2000). Im Gegensatz dazu finden sich intracerebrale
Glukokortikoidrezeptoren  ubiquitdr mit  einer gewissen  Haufung in
hypothalamischen CRH produzierenden Neuronen sowie ebenfalls im
Hippocampus (Sapolsky, 1996).
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Die Effekte von Kortisol sind vielfaltig, von genomischen Wirkungen, welche
immunsuppressive und antiphlogistische Auswirkungen einschlieBen, bis zu der
groBen Anzahl von nicht genomischen (metabolischen) Wirkungen. Im Gegensatz
zu erstgenannten geschieht hier die Reaktion nicht auf intrazellularer Ebene
sondern auf Membranebene. Sie dienen gemaB der Stressmodulatorrolle von
Kortisol der Bereitstellung von Energie in Form von Fettsduren und Glukose.
Daher kommt es zur Steigerung der Gluconeogenese in einer katabolen
Stoffwechsellage und damit zu einer Erh6hung des Blutzuckerspiegels. Es zeigen
sich eine Steigerung der Lipolyse und ein vermehrter Knochenstoffwechsel.
Weitere Konsequenzen sind unter anderem die oben kurz erwéahnten Interaktionen
mit einer Vielzahl von Immunprozessen sowohl auf zellularer als auch auf
humoraler Ebene. Auch spricht man von einem so genannten permissiven Effekt,
der hier eine Potenzsteigerung in Bezug auf andere Signalsubstanzen beschreibt,
sowie von einer Beeinflussung des zentralen Nervensystems im Sinne einer
Anderung von Verhaltensweisen (de Kloet et al., 1998; Linthorst et al., 2000;
Wiegers et al., 2000).

Auch far Kortisol richten sich die Referenzbereiche nach der Tageszeit. In den
frihen Morgenstunden finden sich Maximalwerte zwischen 5 und 25ug/dl, diese
sind assoziiert mit den hier vorherrschenden REM Schlafphasen. Nachmittags
fallen die Werte exponentiell und am spaten Abend, kurz nach dem zu Bett gehen,
liegen sie zwischen 2,5 und 12,5ug/dl und erreichen somit das Tagesminimum.

1.3 Weitere fiir die Studien relevante Hormone

1.3.1 Thyreotropin (TSH) und Thyroxin (freies T4)

TSH ist das Thyroidea stimmulierende Hormon und Ubernimmt die Regulierung
der Schilddrisenfunktion und somit die Freisetzung von Trijodthyronin (fT3) und
Thyroxin (fT4). Die Synthese und Sekretion dieses Glykoproteins erfolgt nach
Stimulation durch das thyreotropin-releasing hormone (TRH) in und aus den
Zellen der Adenohypophyse. Auch TSH erfédhrt eine Regulation Uber einen
negativen Feedbackmechanismus, vermittelt durch die frei zirkulierenden

Hormone fT3 und fT4. Zwar besteht auch hier ein geringfligig ausgepragter
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zirkadianer Rhythmus, dennoch reicht es aus, einen Referenzwert fir die
euthyreote Stoffwechsellage anzugeben: TSH 0,4-4ulU/ml.

Thyroxin ist das Hauptprodukt der Schilddriise. Die Synthese und die Sekretion
unterliegen komplexen Vorgangen. Zum Uberwiegenden Teil (99,95%) liegt es in
gebundener Form (Thyroxin-bindendes-Globulin, TBG) vor und besitzt somit eine
relativ geringere biologische Aktivitat. Schilddriisenhormone greifen in Wachstum
und Entwicklung ein und stabilisieren zahlreiche metabolische Prozesse (Engler
und Burger, 1984). Bei euthyreoter Stoffwechsellage finden sich Normwerte fiir
freies Thyroxin zwischen 0,8 und 1,9ng/dl.

1.3.2 Prolaktin

Es handelt sich um ein fir den Reproduktionsprozess essentielles Polypeptid aus
den mammotropen Zellen der Adenohypophyse. Stimulierend wirken TRH,
Ostradiol, endogene Opioide, vasoaktive intestinale Polypeptide und Angiotensin
[I. Eine der Hauptfunktionen von Prolaktin, die Steuerung der Laktation, wird
impliziert durch den Namen. Von nicht geringerer Bedeutung ist jedoch der
Einfluss auf den weiblichen Reproduktionszyklus (Neville et al., 2002). Auch eine
immunmodulatorische Rolle wird Prolaktin zugeschrieben. Referenzwerte
unterliegen groBen geschlechtsspezifischen Unterschieden: Manner 6,2ng/dl;
Frauen 9,4ng/dl.

1.3.3 Growth Hormon (GH)

Das Wachstumshormon GH (hGH = human-growth-hormone, auch STH =
Somatotropes Hormon) ist ein einkettiges Proteohormon aus der Adenohypophyse
(Hartman et al., 1993). Die Biosynthese wird vermittelt Gber das growth-hormone-
releasing hormone (GHRH) und Ostrogen. Sekretionsférdernd sind im
wesentlichen GHRH und IGF (Insulin- like growth factor) (Bertherat et al., 1995;
Burren et al., 1999; Kato et al., 2002). In der juvenilen Phase des Lebens ist GH
ein  wesentlicher Faktor des Langenwachstums und an diversen
Stoffwechselprozessen beteiligt. Dazu gehdren insbesondere der Protein-,
Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel, aber auch der Wasser- und
Elektrolythaushalt. Maximale GH-Konzentrationen finden sich im frihen
Nachtschlaf parallel zu dem maximalen Abfall von Kortisol, die
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geschlechtsabhangigen durchschnittlichen Referenzwerte sind wie folgt: Manner
<1ng/ml; Frauen <10ng/ml.

1.4 Preprothyreotropin-releasing hormone (preproTRHi55-1s3))
und sein Einfluss auf die HHN-Achse
Schon in den 60er Jahren und erneut Ende der 80er Jahre von Engler et al. und
Mercer et al. aufgegriffen, konnte nach Durchtrennung des Hypophysenstiels und
somit fehlendem CRH eine erhéhte ACTH-Konzentration beobachtet werden
(Egdahl, 1960; Halasz et al., 1967; Engler et al., 1988; Mercer et al., 1989). Diese
lieB sich offenbar nicht allein durch einen negativen Feedbackmechanismus
erklaren, was die Vermutung eines weiteren Inhibitors hypothalamischen
Ursprungs nahe legte. Bekraftigt wurde diese Annahme durch Untersuchungen im
Schlaf, die eine deutlich verminderte Ansprechbarkeit von CRH und Vasopressin
vor allem im frihen Nachtschlaf zeigten (Spath-Schwalbe et al., 1993, 1994;
Bierwolf et al.,1997; Born und Fehm, 1998; Engler et al., 1999; Buckley und
Schatzberg, 2005; van Eekelen et al., 2003). Diese Beobachtungen flhrten dazu,
dass die Existenz eines corticotropin-release-inhibiting factor (CRIF) postuliert
wurde. Es handelt sich um einen Faktor, der direkt an der Adenohypophyse wirkt
und sowohl die Basalsekretion als auch die stimulierte ACTH-Synthese und
Sekretion hemmt. Neuropeptide wie etwa Somatostatin, Oxytocin, Substanz P,
endogene Opiate, atriales natriuretisches Peptid (ANP) und das Melanozyten
stimulierende Hormon (MSH) wurden als Kandidaten fir einen CRIF genannt,
jedoch erfiilite keine dieser Substanzen die Anforderungen, die an diesen
endogenen CRIF gestellt wurden (Redei et al., 1995b).
In diversen klinischen Studien fiel auf, dass Patienten mit einem isolierten ACTH-
Mangel erhdhte TSH-Werte bei normwertigen peripheren Schilddriisenhormonen
zeigten (Steinberg et al., 1954; Yamamoto et al., 1992). Man suchte den Grund
zunachst in einer isoliert gesteigerten TRH-Synthese, stellte jedoch fest, dass
TRH selbst keinen inhibitorischen Einfluss auf die ACTH-Sekretion austbt. Die
These Uber einen gleichzeitig mit TRH freigesetzten CRIF, entstehend bei der
Spaltung des preproTRH Vorlaufers, wurde formuliert (Redei et al., 1995a).
Noch im selben Jahr konnten Redei et al. aus Ratten gewonnene preproTRH DNA
in AtT20 Zellen der Adenohypophyse von Mausen einbringen. Resultat waren

sowohl eine verminderte Synthese von POMC mRNA als auch eine verminderte
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ACTH-Sekretion (Redei et al., 1995a). Da bei der posttranslationalen Verarbeitung
von preproTRH jedoch mehr als nur ein biologisch aktives Spaltprodukt entsteht,
isolierten Redei et al. unter anderem preproTRH17s.199). Dieses lag zum TRH in
einem Verhaltnis von 1:5 im Hypothalamus der Ratte vor (Redei et al., 1995b,
1998). Es erflllte zum einen die physiologischen und zum anderen die
anatomischen Anforderungen an einen CRIF. Mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern gegen preproTRH17s.199) lOKalisierte man in den periventricularen
nuclei (PVN) des Hypothalamus und in Bereichen der eminentia mediana
entsprechende immunpositive Zellkérper (Redei et al., 1998). Die Konzentration
dieser andert sich wahrend einer Konfrontation des Organismus mit Stress (Redei
et al., 1998). Interessanterweise blieb nach Hinzugabe des gr6Beren Fragments
preproTRH119.2009) der inhibitorische Effekt aus, so dass eine Deaktivierung
vermutet wurde.

Ein Zusammenhang zu TRH konnte auch auf Rezeptorebene hergestellt werden.
Mit dem Wissen um eine noradrenerge Kontrolle der TRH-Sekretion registrierten
Kovacs und Makara, dass sich bei Stimulation von a2-Rezeptoren mittels Clonidin
bei gesunden Tieren eine Hemmung der ACTH-Antwort auf CRH und Vasopressin
auslésen lasst. Ein solcher Effekt kann bei Tieren mit einer Lasion im PVN Bereich
des Hypothalamus nicht nachgewiesen werden (Kovacs und Makara, 1993). Diese
und auch andere ahnliche Studien suggerieren, dass aktivierte a2-Rezeptoren
eine Freisetzung von CRIF aus den PVN veranlassen. Eine Aussage, die sich mit
den vorher beschriebenen Ergebnissen deckt.

Der CRIF Mechanismus prasentiert sich als unabhangig von CRH. Gestitzt auf
folgende Aussagen lasst sich dies untermauern: Erstens, die basale Synthese und
Sekretion von ACTH wird in vitro auch ohne Anwesenheit von CRH gehemmt.
Zweitens, bei einer Trennung von Hypothalamus und Hypophyse ergibt sich trotz
der resultierenden Abwesenheit von CRH ein ACTH-Anstieg (Redei et al, 1995b).
CRIF und CRH konkurrieren also vermutlich nicht um denselben Rezeptor.

1997 begannen McGivern et al. mit in vivo Studien in Ratten zu diesem Thema.
Bei diesem Setting war es mdglich neben der HHN-Achsen-Aktivitat auch das
Verhalten der Versuchstiere zu analysieren (McGivern et al., 1997). Seit Jahren
schreibt man POMC eine Funktion als homdostatisches Kontroll-System
diesbezlglich zu (de Wied und de Kloet, 1987). Und auch Feldmann et al.
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berichteten 1995 (Uber zahlreiche stressbezogene, CRH vermittelte
Verhaltensénderungen (Feldman et al., 1995). Wie die oben beschriebene
anatomische Lokalisation der preproTRH aktiven Bereiche vermuten I3sst,
bestatigten sich auch fir dieses Peptid zentral modulatorische Einflisse auf
stressbedingtes Verhalten. Beobachtet wurden eine deutliche Reduktion von
Angst und eine Steigerung des Wachheitsgrades (McGivern et al., 1997). Auf
neuroendokriner Ebene waren neben der Hemmung von ACTH sowohl eine
gleichzeitig reduzierte Ausschittung von Prolaktin als auch eine verminderte,
durch TRH induzierte GH-Freisetzung signifikant.

Waéhrend die bislang genannten Erkenntnisse alle aus Experimenten mit Tieren
gewonnen wurden, liegen keine Versuche am Menschen vor.

1992 gewannen Mori et al. erstmalig aus der Plazenta und dem Hypothalamus
des Menschen DNA, welche preproTRH codierte. Es lieBen sich sechs
verschiedene TRH-assoziierte Peptide (hTAP, human TRH-associated peptide)
identifizieren, die unterschiedliche Aminosauresequenzen beinhalteten. Darunter
auch das als hTAP-4 (human TRH-associated peptid) bezeichnete preproTRH1ss.
1g3) mit der Aminosauresequenz Leu-Ala-Asp-Pro-Lys-Ala-GIn-Arg-Ser-Trp-Glu-
Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Glu-Arg-Glu-Glu-Asp-Leu-Met-Pro-Gin -~ (Mori et al.,
1992). Es stellte sich heraus, dass eine 40-60%ige Ubereinstimmung mit dem
bereits vorher von Yamada et al. entschlisselten preproTRH der Ratte vorliegt
(Yamada et al., 1990). Eine schematische Darstellung des Peptids findet sich in
Abbildung 1.3.
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Abb. 1.3: preproTRH und das Spaltprodukt preproTRH(158-183).

A) Die Bildung der Substanz erfolgt im Hypothalamus. Durch Translation der preproTRH mRNA
ergibt sich das Peptid preproTRH.

B) Aus dem dargestellten preproTRH Aminoséurenstrang entstehen durch Spaltung unter anderem
die so genannten human TRH associated peptides (hTPA). Das hier interessante hTPA-4 ist mit
der Aminos&uresequenz 158-183 codiert und somit preproTRHssg.183. Darunter ist die genaue
Aufschliisselung der einzelnen Aminoséuren von 158 bis 183 beschrieben. Modifiziert nach Mori et
al., 1992.

1.5 Der Mineralstoff Magnesium

Magnesium (Symbol: Mg®*) ist ein zweifach positiv geladenes lon (divalent) und
gehdrt somit zu den chemischen Elementen. Es tragt die Ordnungszahl 12 und gilt
als das achthaufigste Element der Erde. Als Mineralstoff ist Magnesium fir
Mensch und Tier unentbehrlich, allerdings kann der Organismus diese notwendige

Substanz nicht selbst produzieren. Magnesium ist daher essentiell und muss
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taglich in ausreichender Menge mit der Nahrung aufgenommen werden. Die
Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung empfiehlt etwa 350mg/Tag. Reich daran sind
neben grinem Blattgemise aufgrund seines hohen Chlorophyllgehaltes auch
NuUsse, Vollkornprodukte, Mineralwasser und verschiedene andere Lebensmittel
(Saris et al., 2000). Den gréBten Speicher stellt der Knochen dar, weshalb eine
negative Bilanz zu schleichendem Knochenabbau fuhrt. Hier befinden sich etwa
67% des im Alter abnehmenden Gesamtbestandes, 31% sind in Organen mit
groBer Stoffwechselaktivitat angereichert (Herz, Leber, Zentrales Nervensystem
und Muskulatur), und den verbleibenden weitaus geringsten Anteil enthéalt der
Extrazellularraum (Léffler und Petrides, 2003b). Die Konzentration im Blut liegt
zwischen 0,8 und 1,0mmol/l, davon sind ungefahr 32% an Proteine, Phosphate
und Zitrate gebunden. Da die Konzentration im Liquor cerebrospinalis mit 1,25-
1,5mmol/l fast doppelt so groB ist, deutet alles auf ein aktives Transportsystem
zwischen beiden Kompartimenten hin (Murck, 2002). Magnesium wird zu etwa 60-
79% Uber den Stuhl ausgeschieden, wahrend die verbleibenden 21-40% Uber die
Niere abgegeben werden. Eine Resorption findet sowohl im lleum und im Kolon
als auch in der Henleschen Schleife der Niere statt (Kisters, 1998; Saris et al.,
2000). Die vollstandige Regulation des Magnesuimstoffwechsels ist jedoch
weitaus komplexer und bis heute nicht komplett aufgeklart (Saris et al., 2000).
Man weiB jedoch, dass eine vermehrte Mineralo- und Glukokortikoidsekretion zu
einer vermehrten Magnesiumausscheidung fihrt, und umgekehrt ein Mangel
dieser Hormone eine Verminderung der Magnesiumausscheidung bewirkt (Kisters,
1998). Auch die Schilddriisenhormone spielen eine entscheidende Rolle. So ist
die Bilanz unter Substitution jener positiv und bei einer Unterfunktion negativ
(L&ffler und Petrides, 2003b). Das legt die Vermutung nahe, dass die lonen fir die
Wirkung dieser Hormone von groBer Bedeutung sind.

Die Funktionen von Magnesium sind vielfaltig. Es nimmt an mehr als 300
verschiedenen Reaktionen des Korpers teil. Dazu gehdren insbesondere die
Erregbarkeit von Membranen, zahlreiche Enzym- und Coenzym Funktionen, sowie
eine SchlUsselrolle im zellularen Kalzium-Transport (Saris et al., 2000).
Dementsprechend sind die Zeichen einer Magnesiumstérung vielgestaltig. Sie
umfassen aber im Wesentlichen folgende Bereiche: Neuromuskulare,
kardiovaskulare, psychisch-vegetative sowie gynakologisch/geburtshilfliche
Stérungen und Komplikationen (Siegenthaler, 2005). Die Ursache einer solchen
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Entgleisung ist meist in mangelnder Zufuhr (Malnutritions- und
Malabsorptionssyndrome), in Verteilungsstérungen und Verlusten zu suchen. Die
Diagnosestellung dessen erweist sich oft als schwierig, da in 50% der Félle ein
zellularer Mangel besteht. Dieser lasst sich im Blutserum nicht nachweisen
(Kisters, 1998).

1.6 Einfluss von Magnesium auf die HHN-Achse

Uber die genauen Interaktionen von Magnesium mit der HHN-Achse ist bisher
wenig bekannt. Die Hypothese, dass Magnesium als Inhibitor dieses Systems
fungieren kann, begrindet sich jedoch in folgenden Beobachtungen: Magnesium
wurde wiederholt als NMDA (N-Methyl-D-aspartat) -Rezeptor Antagonist sowie als
GABA (y-Aminobuttersaure) -Agonist identifiziert (Murck und Steiger, 1998; Held
et al., 2002). Bei der an den NMDA-Rezeptoren wirkenden Substanz handelt es
sich um Glutamat. Dies ist der wirksamste exzitatorische Neurotransmitter des
menschlichen Gehirns, GABA hingegen ist der wichtigste inhibitorische Botenstoff
(Loffler und Petrides, 2003b). Zwar sind flir Magnesium zahlreiche Effekte auf das
Gehirn belegt, interessant fiir den vorliegenden Versuch sind aber die
Zusammenhéange dieser Komponenten zum neuroendokrinen System. So hangt
die Funktion der HHN-Achse unter anderem von NMDA antagonistischen sowie
GABA agonistischen Einflissen an unterschiedlichen Angriffspunkten ab (Murck
und Steiger, 1998; Murck, 2002). Akuter Stress beeinflusst zum Beispiel NMDA-
Rezeptor abhangige synaptische Plastizitat im Bereich des Hippocampus, einer
Region, die bekannterweise fir Gedachtnisbildung und das Entstehen von
Emotionen verantwortlich ist (Chaouloff et al., 2007). Nach Jezova hat eine
glutaminerge Regulation neben einer entscheidenden Rolle in der Entwicklung
auch einen signifikanten Einfluss auf die ACTH-Freisetzung in der Antwort auf
Stress (Jezova, 2005). Studien von Harvey et al.,, sprechen von einer
Dysregulation der y-Aminobuttersdure nach stressinduziertem Glukokortikoid
Anstieg, und die Arbeitsgruppe um Verkuyl sieht eine persistierende Inhibition der
GABAergen parvozellularen hypothalamischen Neurone unter erhdhten
Glukokortikoiden (Harvey et al., 2004; Verkuyl et al., 2005). Koénnte also
Magnesium bei derartigen Reaktionen antagonistisch oder entsprechend
agonistisch einwirken, ware dies eine Mdglichkeit, therapeutisch in einer HHN-

Achsen Regulationsstdrung zu intervenieren.
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Des Weiteren gibt es Studien, die Magnesium, vermutlich auf Grund der
beschriebenen Wirkungen, in einen Zusammenhang mit der Schlafqualitat stellen.
Ein Mangel dessen ist als alltaglicher Stressor fir dauerhaft erhéhte
Kortisolspiegel mitverantwortlich (McEwen, 2006). Es zeigte sich, dass die
schlafassoziierte Hormonsekretion bei alteren Patienten unter mehrtagiger oraler
Magnesiumgabe deutlich verbessert werden konnte: Tiefschlafphasen hauften
sich und die Kortisolsekretion konnte in der ersten Nachthélfte signifikant gesenkt
werden (Held et al.,, 2002). Tramer und Kollegen stellten in einer
Doppelblindstudie nach intravenéser Applikation einer Magnesiumsulfatiésung
eine erheblich bessere Schlafqualitdt im Sinne einer Stabilisierung dessen fest
(Tramer et al., 1996). Diese stabilisierende Rolle ist mdglicherweise ebenfalls auf
die genannten antagonistischen bzw. agonistischen Wirkungen auf NMDA-
Rezeptoren bzw. GABA zurtickzuftihren (Murck und Steiger, 1998).

Experimente hinsichtlich der Fragestellung sind rar. In den Versuchen der
Arbeitsgruppe um Zofkova et al. sah man keine Verdnderungen der
Kortisolsekretion nach intravendser Gabe von Magnesium am Tage (Zofkova et
al., 1993). Murck und Steiger hingegen untersuchten hormonelle Veranderungen
im frGhen Nachtschlaf. Hier erhielten die Probanden eine kontinuierliche
intravendse Administration von Magnesium, worunter sich zwar eine Reduktion
der ACTH Sekretion einstellte, jedoch keine Verédnderungen der Kortisolspiegel
(Murck und Steiger, 1998). Uber Studien mit Magnesium auf die stimulierte HHN-
Achse des Menschen wurde bisher nicht berichtet.
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1.7 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit werden zwei unterschiedliche Substanzen mit der Frage
untersucht, ob sie die Aktivitdt der HHN-Achse zu hemmen vermdgen. Es werden
Versuche mit einem potentiell hochspezifischen Inhibitor (preproTRH1ss-183)) und
einem eher unspezifischen Hemmstoff (Magnesium) beschrieben. Als Stimulator
dient die gleichzeitige Applikation von CRH und Vasopressin, welche beide auf
Hypophysenebene angreifen und in Kombination zu den starksten stimulierenden
Substanzen der ACTH Sekretion gehéren.

Die Versuche sind Teil eines Projektes, in dem mehrere denkbare Inhibitoren
systematisch auf ihre Fahigkeit zur Hemmung der Kortisolsekretion erforscht
wurden.

Mit der vorliegenden Arbeit sollen folgende Hypothesen untersucht werden:

l. PreproTRH(ss-183 hemmt nach intravendser Applikation die basale und die
stimulierte Aktivitat des Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Systems

am gesunden Menschen.

Il. Magnesium hemmt nach intravendser Applikation die basale und die
stimulierte Aktivitdt des Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Systems

am gesunden Menschen.

Zusatzlich waren im Falle von preproTRHss.183y mogliche Einflisse der
Testsubstanz auf die anderen Achsen der Hypophyse, den Blutzucker und das
Blutbild, sowie die aktuelle Befindlichkeit und die kardiovaskuldren Parameter von
Interesse.

Bei Magnesium wurden weiterhin Effekte der Testsubstanz auf andere Elektrolyte

und die aktuelle Befindlichkeit sowie die kardiovaskularen Parameter untersucht.
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2. Material und Methoden
2.1 Probanden

Die Studien wurden mit insgesamt 20 freiwilligen Versuchspersonen durchgefiihrt.
An der preproTRH(is5-183-Studie nahmen 8 Probanden teil, an der Magnesium-
Studie 12. Es handelte sich um gesunde Méanner, im ersten Fall in einem Alter
zwischen 23 und 26 Jahren (Median 23,5 Jahre), im zweiten Fall zwischen 20 und
28 Jahren (Median 24 Jahre). Der durchschnittliche body mass index (Mittelwert +
Standardfehler: preproTRH15s.183) 22,5 *+ 0,8 kg/m?; Magnesium 24,4 + 0,5 kg/m?)
sowie der Blutdruck lagen im Normalbereich. Auf kardiovaskulare,
pulmonologische, metabolische, neurologische und psychiatrische Erkrankungen
gab es keine Hinweise. Alle Probanden waren Nichtraucher, und eine
Vorgeschichte bezlglich Alkohol- oder Drogenabusus lag nicht vor. Die
Probanden nahmen zum Zeitpunkt der Versuche keine Medikamente ein und
waren nicht im Schichtdienst tatig. Sie wurden im Vorfeld angehalten, an den
Versuchstagen ausgeschlafen zu erscheinen, und in den fiinf Stunden vor
Versuchsbeginn nichts mehr zu essen, keinen Kaffee, keine anderen
koffeinhaltigen Getranke und keinen Alkohol zu trinken.

Alle Versuchspersonen wurden anhand eines Merkblattes im persénlichen
Gesprach Gber den Sinn, die Inhalte und den Ablauf des Versuchs aufgeklart. Auf
mogliche Nebenwirkungen der verabreichten Medikamente sowie mdgliche
Nebenwirkungen bei der Anlage der Venenverweilkanilen wiesen wir hin. Den
Teilnehmern wurde versichert, jederzeit das Experiment abbrechen zu kénnen,
ohne dass Ihnen daraus Nachteile entstehen wirden. Alle Probanden gaben ihr
schriftliches Einverstandnis dafir. Sie wurden flr die Teilnahme mit 80 Euro
vergltet. Die Ethikkomission der Universitat zu Libeck genehmigte die Studie
unter dem Aktenzeichen 02-084.

2.2 Versuchsaufbau

Es fanden zwei Studien unabhangig voneinander statt. Die Untersuchung der sehr
spezifischen Testsubstanz preproTRHiss.183) erstreckte sich von September 2004
bis Januar 2005 mit acht Probanden.

Die Untersuchung der etwas unspezifischeren Testsubstanz Magnesium
erstreckte sich von Oktober 2005 bis Dezember 2005 mit zwolf Probanden.
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Die Experimente waren als randomisierte, placebo-kontrollierte, Doppel-blind-
Studie mit einem within-subject design aufgebaut. Die Zuordnung der
Versuchstage (Verum vs. Placebo) erfolgte nach dem Zufallsprinzip. Zwischen
beiden Versuchstagen wurde ein Mindestabstand von einer Woche eingehalten.

In der preproTRHiss.183-Studie setzten wir als Testsubstanz preproTRHiss-183)
ein, als Placebo diente physiologische Kochsalzlésung (NaCl 0.9%, Fa. Berlin
Chemie AG). In der Magnesium-Studie handelte es sich bei der Testsubstanz um
Magnesiumsulfat (Fa. Inresa Arzneimittel, Freiburg, Deutschland), als Placebo
wurde ebenfalls physiologische Kochsalzlésung verwendet.

Die Stimulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HHN-Achse)
erfolgte mit einem standardisierten CRH/Vasopressin Stimulationstest. Die
Versuchstage begannen um 12.00Uhr, wobei die preproTRHiss-183) Versuche um
16.15Uhr endeten, die Magnesium Versuche dagegen um 15.45Uhr.

Alle Versuche fanden im Schlaflabor der Medizinischen Klinik | des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Libeck, statt.

2.3 Versuchsablauf

Die Experimente starteten um 12.00Uhr. Die Probanden lagen mit erhéhtem
Oberkérper auf einem Bett und durften lesen oder ruhige Musik héren. Es wurde
nach héchstens zweimaliger Punktion je ein vendser Zugang (OPTIVA*2 18G, Fa.
Johnson & Johnson) in die rechte und in die linke Cubitalvene gelegt. Einer davon
diente zur Applikation des Stimulationstests und der Testsubstanz, der andere zur
Blutentnahme. Um eine Gerinnung im System zu vermeiden, wurde dieser nach
jeder Entnahme mit 2ml NaCl 0,9% (NaCl 0,9%, 0,5l, Fa. Berlin Chemie AG)
gespult. Der Venenverweilkanlle nachgeschaltet wurde je ein Dreiwegehahn
(Discofix -3, Fa. B. Braun Melsungen AG). Hier angeschlossen war auf der Seite
der Applikation ein Druckschlauch (Combidyn Druckschlauch PE 1,0 x 2,0mm, Fa.
B. Braun) und daran eine 50ml| Perfusorspritze (BD Perfusion 50ml, Fa. Luer Lok).
Des Weiteren wurden Blutdruck und Puls maschinell (boso-medicus, Fa. Bosch &
Sohn GMBH & Co) am Arm der Blutenthahme gemessen; die Manschette
belieBen wir Gber den gesamten Versuch an diesem Arm.

Bei der preproTRHiss.183-Studie wurden entsprechend dem Versuchsprotokoll
(siehe Anhang) die Hormone Kortisol, ACTH, TSH, GH, LH, FSH, Prolaktin und
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fT4 sowie Blutbild, Blutzucker und die Elektrolyte Natrium, Kalium, Kalzium
gemessen.

Bei der Magnesium-Studie bestimmten wir entsprechend des Versuchsprotokolls
(siehe Anhang) Kortisol, ACTH und die Elektrolyte Magnesium, Natrium, Kalium,
Kalzium.

Um 13.10Uhr dienten eine Messung von Blutdruck und Puls sowie eine erste
Blutprobe als Ausgangswerte, um dann um 13.15Uhr (t=0) den Perfusor
(PerfusorSecura FT, 50ml, Fa. B. Braun) mit den entsprechenden Testsubstanzen
anzuschlieBen und somit den Versuch zu beginnen.

Da die pharmakologischen Eigenschaften des Peptides preproTRHiss.183) beim
Menschen bisher nicht getestet wurden, orientierten wir uns an den bei Ratten mit
Erfolg verwendeten Mengen (McGivern et al., 1997) und starteten mit einer Dosis
von 10ug preproTRH1ss.183/kg KOrpergewicht bei zwei Probanden. Im Tierversuch
zeigte sich bereits hier eine Inhibition der Kortisolsekretion von 50%. Wir konnten
hingegen bei dieser Dosierung keine klaren Effekte beobachten, so dass wir
sukzessiv die Dosis auf zunachst 25ug/kg Kérpergewicht (n=2), dann auf 50ug/kg
Kérpergewicht (n=2) erhéhten. Um eine mdgliche Umkehrung der Wirkung
auszuschlieBen, bekamen letztlich zwei der Probanden eine erheblich kleinere
Dosis von 5ug/kg Korpergewicht (n=2). Zusatzlich wurden alle Probanden, wie
bereits beschrieben, auch unter Placebo Bedingungen getestet.

Die Testsubstanz wurde 15 Minuten vor Start des Perfusors in NaCl 0,9% geldst.

Im Falle der Magnesium-Studie enthielt die Infusion entweder eine 10ml Ampulle
Mg 50% Inresa, mit 5g Magnesium (Fa. Inresa Arzneimittel, Freiburg,
Deutschland) verdinnt mit 40ml NaCl 0,9% auf insgesamt 50ml, oder 50m| NaCl
0,9% ohne weitere Zusétze als Placebo.

Als loading dose wurden 2,59 Magnesium tber 30 Minuten (Perfusor mit 100mg
Magnesium/ml fir 30 Minuten mit 50ml/h), dann eine Erhaltungsdosis von 2,5g
Magnesium/h (Perfusor mit 100mg Mg/ml mit 15ml/h) appliziert.

In beiden Fallen wurde engmaschig Blut entnommen (Monovetten S (Fa.
Sarstedt)). Davon wurden die ersten 2ml des zuvor mit NaCl 0,9% gespulten

Systems verworfen.
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Bei der preproTRH1ss.183)-Studie fanden die Abnahmen zwischen den Zeitpunkten
t=0 bis t=30 alle 5 Minuten statt, zwischen den Zeitpunkten t=30 bis =130 alle 15
Minuten und zwischen den Zeitpunkten t=130 bis t=190 alle 30 Minuten.

Die Blutentnahmen wahrend der Magnesium-Studie erfolgten zwischen den
Zeitpunkten t=0 bis t=90 alle 15 Minuten, zwischen den Zeitpunkten t=90 bis t=150
alle 30 Minuten.

Nach 12 Minuten wurde zur Stimulation der HHN-Achse eine Stressreaktion mit
dem CRH/Vasopressin Test provoziert.

Hierzu bekam der Proband zunédchst eine Kurzinfusion mit 0,51E Arginin-
Vasopressin (Fa. American Regent, Shirly NY, USA) in 100ml NaCl 0,9% (ber 6
Minuten in den Arm der Blutentnahme infundiert. In der dritten Minute (also 15
Minuten nach dem Start der preproTRH(iss.183) bzw. der Placebo Infusion, t=15)
wurden zusatzlich 50ug CRH (FA. Ferring, Kiel, Deutschland) als Bolus gespritzt.
Zur Beurteilung des Befindens wéahrend des Versuchs flllten die Probanden vor
Beginn des Versuchs (t=-5), zu den Zeitpunkten t=45 (nach dem Kernstiick des
Versuchs) und t=130 (preproTRHss183) bzw. t=120 (Magnesium) eine
Eigenschaftswoérterliste (EWL-K, Verlag fir Psychologie, Dr. C. J. Hogrefe,
Gottingen, Deutschland) aus.

Fir die Bestimmung von ACTH verwendeten wir 9ml Blut in einem EDTA
Plasmardhrchen. Fir die Bestimmung von Kortisol, TSH, GH, LH, FSH, Prolaktin
und fT4 fanden 4ml Serumréhrchen Verwendung. Die Proben wurden bei einer
Temperatur von 4°C und einer Umdrehungszahl von 4000/Minute zentrifugiert
(Labofuge 400B, Fa. Heraeus Instruments, Kendro Labratory Produkis) und
danach der Uberstand in 1,5ml EppendorfgefaBe (Fa. Sarstedt) pipettiert. Sofort
im Anschluss wurden die Proben bis zum Zeitpunkt der Messung bei -20°C
tiefgefroren. Flr die Bestimmung der Elektrolyte Natrium, Kalium, Kalzium,
Magnesium und fir die Bestimmung des Blutbildes wurden je 1ml Blut in eine
Heparin bzw. EDTA Monovette abgenommen und umgehend in die Klinische
Chemie und in das Institut fir Hamatologie des Universitatsklinikums SH, Campus

Libeck, eingesandt.
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2.4 Verwendete Substanzen und Testverfahren

2.4.1 PreproTRHiss-183)

Die Herstellung des Peptids Ubernahm die Firma Jerini (FA. Jerini, Berlin,
Deutschland), die Aufbereitung fir den Gebrauch am Menschen die Firma Clinalfa
(Fa. Clinalfa, Merck Biosciences, Laufelfingen, Schweiz). Eine Reinheit von mehr
als 95% und die Vollstandigkeit des Peptids wurden durch HPLC (high
performance liquid chromatography, Hochleistungsflissigkeitschromatographie)
und Massen Spekiroskopie bestatigt. Insgesamt standen uns 10mg der
Testsubstanz zur Verfigung. Eine schematische Darstellung von preproTRH und
seinem hier verwendeten Spaltprodukt zeigt Abbildung 1.3.

2.4.2 Magnesium

Verwendet wurde Magnesium der Firma Inresa Arzneimittel (Fa. Inresa
Arzneimittel, Freiburg, Deutschland). Einer 10ml Ampulle Mg50% wurden 5g Mg
hinzugeftgt und mit 40ml NaCl (NaCl 0,9%, Fa. Berlin Chemie AG) verdiinnt. Das
mogliche Auftreten folgender Nebenwirkungen bei pharmakologischer Anwendung
wird berichtet: Midigkeit, Diarrhoe, ZNS-Stérungen, Herz-Rhythmus-Stérungen,
Muskelschwache, Atemdepression.

2.4.3 Corticotropin-releasing hormone (CRH)

Die Probanden erhielten im Rahmen des unten beschriebenen Stimulationstests
eine Gesamtdosis von 50ug CRH (Firma Fering, Kiel, Deutschland).

2.4.4 Arginin-Vasopressin (AVP)

Wir setzten 0,51E Arginin-Vasopressin der Firma American Regent ein (FA.
American Regent, Shirly, New York, USA).

2.4.5 CRH/Vasopressin Stimulationstest

Die verwendete Kombination von Arginin-Vasopressin und CRH ist ein gut
untersuchter Stimulator der ACTH Sekretion (Spath-Schwalbe et al., 1987). Die
Effekte von Arginin-Vasopressin potenzieren die von CRH, es entsteht also mehr
als eine additive Reaktion (Liu et al., 1983; DeBold et al., 1984).
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Nebenwirkungen kdénnen sein: Warmegefihl im  Kopf-, Hals- und
Oberkérperbereich, Stérungen des Geruchs- und Geschmacksempfindens,

leichter Blutdruckanstieg, Herzklopfen, Gesichtsblasse, Unwohlsein.

2.5 Blutdruck und Pulsmessung

Die Messung von Blutdruck und Puls erfolgte elektronisch mittels einer
Manschette am Oberarm mit einem Gerat der Firma Bosch & Sohn (boso-
medicus, Fa. Bosch & Sohn GmbH). Die Manschette wurde Uber den gesamten
Versuch in dieser Position belassen. Die Messungen erfolgten regelmaBig parallel

zur Blutentnahme.

2.6 Eigenschaftsworterliste

Die Eigenschaftsworterliste (EWL-K, Verlag fur Psychologie, Dr. C. J. Hogrefe,
Goéttingen, Deutschland) umfasst 123 Eigenschaftsworter, die in einem
dichotomen Fragebogen formuliert sind. Es handelt sich um eine
mehrdimensionale Methode zur Beschreibung von insgesamt 14 Aspekten des
Befindens, die sich wiederum 6 gr6Beren Bereichen zuordnen lassen (Jahnke und
Debus, 1978). Die 14 Subskalen werden durch entsprechend ausgewaéhlte ltems
gewichtet. Die Probanden waren angehalten, die jeweiligen Adjektive auf ihre
augenblickliche, individuelle Gultigkeit zu Gberprifen (trifft zu / trifft nicht zu).
Entscheidend war, dass die Versuchspersonen unverziglich antworteten und
dabei kein Wort auslieBen.

2.7 Laborchemische Untersuchungsmethoden

Nach Gewinnung des Materials erfolgte eine sofortige Zentrifugierung mit
anschlieBender Gefrierung bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung. Alle
Blutproben eines Probanden wurden im Doppelansatz mit demselben Assay
bestimmt. AnschlieBend bildeten wir Mittelwerte der einzelnen Messungen. Hierzu

verwendeten wir halbautomatische Kits.

2.7.1 Kortisol

Kortisol wurde mittels eines frei verkauflichen Radioimmuno Assay RIA bestimmt
(,,Coa’[-A-Count“® Cortisol RIA, Fa. DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim,
Deutschland). Bei diesem hochspezifischen Messverfahren konkurriert von Tieren
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1'2%) mit dem in dem Probandenserum

gewonnenes, radioaktiv markiertes Kortisol (
befindlichen Kortisol um die Bindungsstellen von Kkortisolspezifischen Antikérpern
(Tracer). Die entstehenden Antigen-Antikdrperkomplexe werden dann im Gamma
Counter gemessen. Hier nimmt mit steigender Kortisolkonzentration im
Probandenplasma die Zahlrate dementsprechend ab, die Counts sind also
umgekehrt proportional zur Konzentration. Zum Vergleich dienen Standardseren
mit genau definiertem Kortisolgehalt, so dass man aus einer Standardkurve den
zugehdrigen Wert ablesen kann. Der Messbereich reicht von 1ug/dl bis etwa
50ug/dl. Der Referenzbereich ist abhangig von der Tageszeit, am Morgen
zwischen 5 und 25ug/dl und am Abend zwischen 2,5 und 12,5ug/dl. Bei
Konzentrationen zwischen 1ug/dl und 50ug/dl betragt der Intravariationskoeffizient
<3% und der Intervariationskoeffizient <5%. (Gebrauchsanweisung Coat-A-Count®

Cortisol, PITKCO-2, 2003-07-08, DPC Biermann GmbH).

2.7.2 ACTH

Die quantitative Bestimmung von intaktem ACTH wurde mittels eines frei
verkauflichen immunoluminomertischen  Zweischritt- Assays durchgeflhrt
(LUMltest® ACTH, Fa. Brahms Diagnostika GmbH, Henningsdorf, Deutschland).
Das Testverfahren beruht auf der Coated-tube-Technik. Dabei werden zwei
antigenspezifische monoklonale Antikérper im Uberschuss mit dem gewonnenen
Probandenplasma zusammengebracht. Diese anti-ACTH-Antikérper binden an
das ACTH der Probanden. Nach weiterer Zugabe eines lumineszenz-markierten
Antikdrpers (dem Tracer) bindet dieser ebenfalls an das ACTH und es entsteht ein
so genannter Sandwich-Komplex. Dieser gebundene Anteil wird schlieBlich
anhand des Lumineszenzsignals gemessen. Dieses verhalt sich direkt
proportional zu der ACTH-Konzentration und kann in einer Standardkurve
abgelesen werden. Das Dedektionslimit dieses Assays betragt 2pg/ml. Der
Referenzbereich ist ebenfalls abhangig von einem zirkadianen Rhythmus und
bewegt sich am Morgen zwischen 10-60pg/ml und liegt am Abend zwischen 6-
30pg/ml. Der Intravariationskoeffizient ist <4% und der Intervariationskoeffizient
<8% bei Konzentrationen zwischen 10pg/mi und 1000pg/ml.
(Gebrauchsanweisung LUMItest® ACTH, Version R04, Brahms Diagnostika)
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2.7.3 Prolaktin, TSH, fT4, LH, GH und FSH

Die quantitative Bestimmung dieser Hormone erfolgte mittels der
Chemielumineszenzreaktion, einem frei verkauflichen immunometrischen Assay
(Fa. DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland). Dieses gehért zum
IMMULITE®-System. In dem fiir diesen Test vorgesehenen Réhrchen befinden
sich auf der Festphase (einer Kugel) entsprechende monoklonale Mausantikérper.
Nach Hinzufliigen des Probandenmaterials findet der erste Reaktionsschritt statt:
Das Reagenz, ein alkalisches Phosphatase-Konjugat, ebenfalls an entsprechende
Antikérper gebunden, wird beigemengt und wéahrend der Inkubationszeit durch
eine Immunreaktion gebunden. Ein Sandwich-Komplex entsteht. Nach dem
obligatorischen Waschvorgang fugt man dem Ganzen luminogenes Substrat
hinzu, und ein Photomultipler misst die freigesetzten Lichtimpulse. Die Menge der
gebundenen alkalischen Phosphatase und somit die Menge der entstehenden
Lichtreaktionen ist proportional zur Konzentration des Analyten in der Probe. Die
Normwerte flir mannliche Probanden sind wie folgt: Prolaktin 6,2ng/ml, TSH 0,4-
4ulU/ml, fT4 0,8-1,9ng/dl, LH 2,4mlU/ml, GH <1ng/ml, FSH 3,8mlU/ml. Der
Intervariationskoeffizient kann mit 12,6% zwischen 0,27mIU/ml und 60,0mIU/ml fir
LH angegeben werden. Die Intravariationskoeffizienten gestalten sich wie folgt:
Prolaktin 6,1% zwischen 16,3 und 36,6ng/ml; TSH 6,2% zwischen 1,3 und 20,3
uU/ml; fT4 6,7% zwischen 0,089 und 0,267 ng/dl; LH 5,9% zwischen 53,9 und
164 mlU/ml; GH 5,8% zwischen 3,1 und 31ng/ml; FSH 6,1% zwischen 19,7 und
42.5miU/ml. (IMMULITE® Bedienungshandbuch, Gebrauchsanweisung
IMMULITE® / IMMULITE® 1000 sytems: Prolaktin (PILKPR-5, 2005-05-16), TSH
(PILKTS-8, 2005-03-18), Freies T4 (PILKF4-6, 2004-10-11), LH (PILKLH-9, 2003-
08-12), hGH (PILKGH-12, 2005-05-09), FSH (PILKFS-5, 2003-08-12)).

2.7.4 Blutbild, Elektrolyte

Die Differenzierung des Blutbildes erfolgte nach den Ublichen Standardverfahren
im Institut fir Hamatologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus
Libeck. Eine Analyse der Elektrolyte Natrium, Kalium, Kalzium und Magnesium
fihrte das Institut fir Klinische Chemie des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus LUbeck, mit etablierten Standardverfahren durch.
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2.8 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der preproTRHiss-183-Experimente wurden zun&chst die
individuellen Verlaufe der Hormonkonzentrationen getrennt flir jede Dosis
betrachtet und mit der entsprechenden Placebo-Bedingung verglichen. Da unter
keiner Dosis eindeutige Effekte auftraten, wurden die Daten der unterschiedlichen
Dosierungen zusammengelegt und mittels einer Varianzanalyse (ANOVA)
ausgewertet. Die Ergebnisse der Magnesium-Experimente wurden ebenfalls einer
ANOVA unterzogen. AnschlieBend wurden in beiden Experimenten paarweise
Vergleiche zu einzelnen Messzeitpunkten angeschlossen. Die Auswertung wurde
fir die Originaldaten und fir baseline korrigierte Daten vorgenommen (indem von
allen Messpunkten die individuelle Baseline abgezogen wurde). Da beide
Analysen zum selben Ergebnis fuhrten, werden hier nur die baseline korrigierten
Daten berichtet. Die Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) zwischen
CRH Injektion und t=165 und die Maximalkonzentration wurde fir jedes Hormon
berechnet.

Die Eigenschaftsworterlisten wurden, wie von Jahnke und Debus 1978
beschrieben, ausgewertet und dann mit nicht-parametrischen Tests analysiert
(Wilcoxon, Friedmann). Die Irrtumswahrscheinlichkeit war bei 5% definiert,
entsprechend wurde ein p-Wert von <0,05 als signifikant erachtet.

Die Nebenwirkungen, die innerhalb der Versuche von den Probanden geauBert
oder von der Versuchsleiterin beobachtet wurden, sind zum einen in absoluten
Zahlen dargestellt (Abbildung 7.1 und 7.2) und zum anderen prozentual auf die

Gesamtzahl der jeweils durchgefiihrten Versuche (=100%) bezogen.
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3. Ergebnisse
3.1 PreproTRHys5.183- Effekte ACTH und Kortisol

Bei der Analyse der Ergebnisse wird deutlich, dass keinerlei Abweichungen
bezlglich der Konzentrationen zwischen den Bedingungen nachgewiesen werden
kénnen. Bereits bei der Betrachtung der individuellen Profile (entstanden durch die
unterschiedlichen Dosen der Testsubstanz preproTRHiss.183, Siehe Kap. 2.3.)
waren keine eindeutigen Effekte heraus zu arbeiten. Aus diesem Grund haben wir
die Daten der verschiedenen Dosen zusammengelegt und sie einer erneuten
statistischen  Auswertung unterzogen (siehe Kap. 2.8). Danach wird
gleichermaBen keine Signifikanz erkennbar (p>0.50, flir alle relevanten
Vergleiche) (Tabelle 7.1, Abbildung 3.1, Abbildung 3.2). Die vor Applikation der
Testsubstanzen erhobenen Daten (Baseline, siehe Tabelle 7.1) zeigen keinen
statistisch signifikanten Unterschied. Im Verlauf ergeben sich nahezu gleiche
Basalkonzentrationen wahrend der Infusion von preproTRHss-183 oder Placebo
wéahrend der ersten 15 Minuten (preproTRHiss.183) vS. Placebo, Mittelwert *
Standardfehler: ACTH 14,6 £ 1,8 vs. 14,4 + 1,2pg/ml; Kortisol 7,2 + 1,0 vs. 7,2
1,1ug/dl). Im Anschluss an den Stimulationstest findet sich ein typischer und
jeweils vergleichbarer Peak bezlglich der Konzentrationen von ACTH und
Kortisol. Dieser auf die Stimulation folgende Peak und die AUC (t=15 bis 165)
sind in beiden getesteten Bedingungen nahezu identisch (preproTRHiss-183) VS.
Placebo, Mittelwert + Standardfehler: Peakactn 63,7 + 23,2 vs. 50,5 + 17,4 pg/ml;
Peakkortisol 20,9 = 1,3 vs. 21,7 = 1,7 ug/dl; AUCactH 4609 £ 1166 vs. 4357 + 780
pg/ml min; AUCkonisol 2359 = 197 vs. 2322 + 170 pg/dl min). Siehe dazu auch
Tabelle 7.1.
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Abb. 3.1: ACTH-Plasmakonzentrationen unter preproTRH(158-183)

Auf die Ordinate wurde die ACTH-Plasmakonzentration in pg/ml| aufgetragen, die Abszisse gibt die
Zeit wieder. Die individuelle Baseline der Probanden (n=8) wurde kurz vor Beginn der Infusion der
Testsubstanz (preproTRHss.183 = violett mit Dreiecken oder Placebo = griin gestrichelt mit
Kreisen) ermittelt. Um 13.15Uhr (i=0) startet der Versuch mit dem Anschluss des Perfusors,
dessen Laufzeit sich bis 13.45Uhr (1=30) erstreckt (schwarzer Balken). Zum Zeitpunkt 13.30Uhr
(t=15) wurde der CRH/Vasopressin Stimulationstest appliziert (schwarzer Pfeil). Die letzte
Messung um 16.15Uhr (t= 190) schloss den jeweiligen Versuch ab.
Als statistisches LagemaB dient Mittelwert £ Standardfehler (SEM).
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Abb. 3.2: Kortisolserumkonzentrationen unter preproTRH(158-183)

Die Kortisolserumkonzentration in pg/dl ist auf der Ordinate aufgetragen, die Zeit auf der Abszisse.
Die individuelle Baseline der Teilnehmer (n=8) wurde kurz vor dem Versuch erhoben und die
Infusion der Testsubstanz (preproTRH(ss.1s3 = violett mit Dreiecken oder Placebo = grin
gestrichelt mit Kreisen) um 13.15Uhr (t=0) gestartet. Nach 15 Minuten, um 13.30Uhr (t=15)
stimulierten wir die HHN-Achse mit CRH und Vasopressin (schwarzer Pfeil) und um 13.45Uhr war
die entsprechende Testsubstanz verabreicht (schwarzer Balken). Versuchsende war um 16.15Uhr
(t=190) mit der letzten Blutentnahme.

Als statistisches LagemaB dient Mittelwert + Standardfehler (SEM).

33



Ergebnisse

3.2 PreproTRH(s51s3- Effekte auf GH, Prolaktin, LH und FSH

Unter der Stimulation mit CRH und Vasopressin zeigte der GH-Spiegel in den
Behandlungsgruppen zunachst bis 14.15Uhr (t = 60) einen vergleichbaren Verlauf.
Im Weiteren kam es zu einem Anstieg der GH-Spiegel, welcher unter
preproTRH 1s8-183) deutlich ausgepragter war als unter Placebo. Wahrend der Zeit
von 15.15Uhr bis 15.45Uhr (t = 120 bis t = 150) wurden im paarweisen Vergleich
der Messzeitpunkte signifikante Unterschiede ermittelt. Auch die berechnete AUC
(t = 15 bis t = 165) wies einen Unterschied zwischen den Bedingungen auf
(preproTRH(1s8-183) vS. Placebo, Mittelwert + Standardfehler: AUCgH 412 + 138 vs.
121 £ 81ng/ml min, p<0,08). Siehe dazu Tabelle 7.1, Abbildung 3.3.

Die Prolaktinserumkonzentration stieg ebenfalls nach der Durchfiihrung des
Stimulationstests an, dies jedoch unabhangig von der Testsubstanz
preproTRHi5s.183). So lag p bei >0,2 fiir alle relevanten Vergleiche (preproTRHiss-
183) V8. Placebo, Mittelwert + Standardfehler: AUCpojakiin (t=15 bis t=165) 1048 + 84
vs. 978 £ 97 ng/ml min).

LH und FSH wiesen keine Diskrepanz in den unterschiedlichen Bedingungen auf
(preproTRH(1ss.183) Vs. Placebo, Mittelwert + Standardfehler: AUCy (t=15 bis
t=165) 441 + 39 vs. 631 £ 90 mIU/ml min; AUCrsh (t=15 bis t=165) 460 + 137 vs.
475 £ 146 mIU/ml min). Siehe Tabelle 7.1.
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Abb. 3.3: GH-Serumkonzentrationen unter preproTRH(158-183)

Die Ordinate gibt die Serumkonzentration von GH in ng/ml wieder. Die Zeit ist auf der Abszisse
aufgetragen. Nach Ermittlung der individuellen Baseline aller Probanden (n=8) kurz vor Beginn des
Versuchs, startete dieser um 13.15Uhr (t=0) und erstreckte sich bis 16.15Uhr (t=190). Uber die
ersten 30 Minuten (bis 13.45Uhr, t=30) wurde die Testsubstanz (preproTRHiss.1s3 = violett mit
Dreiecken oder Placebo = griin gestrichelt mit Kreisen) tber einen Perfusor infundiert (schwarzer
Balken). In der 15. Minute, um 13.30Uhr (t=15), erhielten die Probanden den CRH/Vasopressin
Stimulationstest (schwarzer Pfeil). *p>0,05 fir den Unterschied im Vergleich mit den Placebo
Effekten.

Als statistisches LagemaB dient Mittelwert + Standardfehler (SEM).
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3.3 PreproTRH(is5-1s3- Effekte auf TSH und T4

Zunachst schienen die hier bestimmten Hormonspiegel der Hypothalamus-
Hypophysen-Schilddriisen-Achse, TSH und fT4, sowohl in der Basalsekretion als
auch in der Sekretion nach Stimulation unter preproTRHiss.183y gesteigert. Bei
naherer Betrachtung fiel allerdings auf, dass es Unterschiede in den
Ausgangswerten vor den jeweiligen Versuchsbedingungen gab. Diese waren
somit wohl initial fir die Beobachtung verantwortlich. Nach Baseline-Korrektur
zeigte sich jedoch 105 Minuten nach der Stimulusgabe ein signifikanter
Unterschied (preproTRHiss-183) Vs. Placebo, Mittelwert + Standardfehler: TSH 1,09
+ 0,05 vs. 0,97 = 0,05ulU/ml, p<0.02; fT4 1,38 + 0,02 vs. 1,26 +0,02 ng/dl,
p<0,04). Mdglicherweise liegt hier ein dezent stimulatorischer Effekt des Peptids
auf das thyreotrophe System vor. Abbildung 3.4 zeigt den TSH Kurvenverlauf.
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Abb. 3.4: TSH-Serumkonzentrationen unter preproTRH(158-183)

Die TSH-Serumkonzentration wurde in plU/ml auf der Ordinate aufgetragen, die Abszisse gibt die
Zeit wieder. Die individuelle Baseline der Teilnehmer (n=8) wurde kurz vor dem Beginn der
Versuche erhoben, die Infusion der jeweiligen Testsubstanzen (preproTRHisg.1s3 = violett mit
Dreiecken oder Placebo = grin getrichelt mit Kreisen) wurde um 13.15Uhr (t=0) gestartet. Die
Versuche endeten um 16.15Uhr (t=190) mit der letzten Blutentnahme. Nach Ablauf von 15 Minuten
(13.30Uhr, t=15) verabreichten wir den CRH/Vasopressin Stimulationstests (schwarzer Pfeil)
wahrend sich der Einlauf der Infusion bis 13.45Uhr (t=30) erstreckte (schwarzer Balken). *p>0,05
fur den Unterschied im Vergleich mit den Placebo Effekten.

Als statistisches LagemaB dient Mittelwert + Standardfehler (SEM).
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3.4 PreproTRH(is5.183- Effekte auf die Routine Bluttests und die
kardiovaskularen Parameter

Die Routine-Bluttests beinhalteten die Bestimmung des Blutzuckers, der
Elektrolyte Natrium, Kalium und Kalzium sowie ein Differentialblutbild. Zu keinem
Zeitpunkt zeigte sich ein signifikanter Unterschied wahrend der Infusion der
Testsubstanzen. Die Verlaufe unter preproTRH(iss.183) Sind nahezu identisch mit
den Placebobedingungen.

Unter den Kkardiovaskularen Parametern wurden der Blutdruck und die
Herzfrequenz gemessen. Zu Beginn des Versuchs, also in den ersten 15 Minuten,
differieren diese in den verschiedenen Bedingungen nicht (preproTRHiss.183) VS.
Placebo, Mittelwert + Standardfehler: systolischer Blutdruck 117,1 £ 2.2 vs. 120,6
+ 3,9 mmHg; diastolischer Blutdruck 69,9 + 2,1 vs. 68,9 * 2,5 mmHg;
Herzfrequenz 63,3 + 4,3 vs. 67,5 £+ 4,0 Schlage/Minute; in allen Fallen p > 0,4).
Die folgende Stimulation durch den CRH/Vasopressin Test flihrte zu einer
allméahlichen, aber deutlichen Anhebung der Blutdriicke. Im Gegensatz zu den
diastolischen sahen wir bei den systolischen Werten am Ende des Versuchs einen
geringfligig starkeren Anstieg (preproTRHss-183) Vvs. Placebo, Mittelwert =*
Standardfehler: systolischer Blutdruck 128,1 + 3,6 vs. 123,1 £ 3,3mmHg; p < 0.02
fir Bedingung x Zeit). Auch die Herzfrequenz nahm nach der CRH/Vasopressin
Stimulation zu, blieb jedoch wie der diastolische Blutdruck unbeeinflusst von der
preproTRHi5s.183) Gabe. Abbildung 3.5 stellt diesen Sachverhalt graphisch dar.
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Abb. 3.5: Systolischer Blutdruck unter preproTRH(158-183)

Die Abbildung =zeigt die mittleren systolischen Blutdruckwerte in mmHg (Ordinate) der
unterschiedlichen Bedingungen (links: preproTRHss.1s3), rechts: Placebo) und ihre Standardfehler
(schwarze senkrechte Markierungen). Zum einen sieht man anhand der blauen Balken, die
durchschnittlich wahrend der ersten 15 Minuten (vor Infusion der Testsubstanz) erhobenen Werte.
Zum anderen zeigen die violetten Balken die Messergebnisse am Ende des Versuchs. Deutlich
erkennbar ist der Unterschied innerhalb des preproTRHyss.1s3 Versuchs vor und nach Infusion von

selbigem. *p < 0,02.

3.5 PreproTRHis5.183- Effekte auf die Selbstbeurteilung

Alle Probanden flllten direkt vor dem Versuch (t=-5), direkt nach Beenden der
Infusion der Testsubstanz (t=45) und im fortgeschrittenen Verlauf (t=130) eine
Eigenschaftsworterliste aus. Zu Beginn zeigten sich keine Differenzen zwischen
den unterschiedlichen Bedingungen. Die subjektiven Angaben Uber Gefihle
bezlglich der Stimmung und Uber den Grad der Aktivitat waren vergleichbar. Die
sich daran anschlieBende Infusion von preproTRHsg.183y bewirkte jedoch in
verschiedenen Bereichen Veranderungen. Betroffen sind die Dimensionen

JAktiviertheit* und zwei Subskalen von L,Allgemeines Wohlbehagen®:
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,Selbstsicherheit und ,Gehobene Stimmung® (preproTRHss.183) vs. Placebo,
Mittelwert + Standardfehler: ,Aktiviertheit* 4,0 £ 1,3 vs. 29 + 1,4; p<0,07;
~Selbstsicherheit” 5,0 + 0,7 vs. 3,6 + 0,9; p<0,05; ,Gehobene Stimmung“ 7,4 + 1,3
vs. 5,1 + 1,5; p<0,07). Diese sind somit gesteigert. In den nach Abschluss des
Versuchs erhobenen Daten sind diese Unterschiede nicht langer nachweisbar.
Eine Darstellung dieser Aussage findet sich in Abbildung 3.6.

M Placebo

M preproTRH(158-183)

* # *

Aktiviertheit Selbstsicherheit Gehobene Stimmung

Abb. 3.6: Objektivierung der Selbstbeurteilung wahrend des preproTRH(158-183) Versuchs

Die Balken zeigen die von den Verdnderungen betroffenen Dimensionen ,Aktiviertheit”,
~selbstsicherheit” und ,Gehobene Stimmung®. Zu sehen ist jeweils ein deutlicher Unterschied in
den Mittelwerten zwischen der Placebo Bedingung (griin) und der preproTRHss.185 Bedingung
(violett). Die jeweilige Standardfehler wird mit den schwarzen senkrechten Markierungen
angegeben. *p < 0,07; # p < 0,05.

3.6 Nebenwirkungen unter preproTRHiss-1s3)

Neben den Eigenschaftsworterlisten wurden auch spontane AuBerungen der
Probanden zu ihrem ko&rperlichen Befinden sowie Beobachtungen durch die
Versuchsleiterin registriert. Insgesamt fallt auf, dass diese Angaben unter den
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verschiedenen Versuchsbedingungen keine relevanten Unterschiede zeigten. Die
im Folgenden aufgeflihrten Nebenwirkungen lassen sich also nicht auf die Gabe
von preproTRHss.183y  zurtckfihren. Vielmehr sind sie mit den in Kap. 2.4.5
erlauterten Nebenwirkungen des CRH/Vasopressin Tests vereinbar. Eine
Vermutung, die auch durch den Zeitpunkt der Beobachtungen untermauert wird.
Veranderungen zeigten sich lediglich unmitteloar nach Applikation der
Stimulantien. Am haufigsten haben wir dabei neben einem Warmegefihl im
Halsbereich und in den oberen Extremitaten (5=31,25%) eine deutliche
Gesichtsblasse (5=31,25%) erfasst. Dreimal (18,75%) verspirten Probanden
einen metallischen Geschmack auf der Zunge, gefolgt von Kribbeln, ebenfalls in
der oberen Extremitat (2=12,5%). Auch Schwindel wurde mitgeteilt (1=6,25%).
Diese Angaben beziehen sich auf die Gesamtzahl der preproTRH1ss-183) Versuche
(16=100%). Zur besseren Ubersicht siehe Abbildung 7.1.

3.7 Konzentration von Magnesium und dessen Effekte auf ACTH
und Kortisol

Nach der loading dose von 2,5g (100mg Mg/ml Uber 30 Minuten mit 50ml/h)
konnte das rasch erreichte Plateau mit einer Erhaltungsdosis von 1,5g/h bis zum
Absetzen der Substanz konstant gehalten werden. Die Magnesiumkonzentration
unter der Placebobedingung lag im Bereich der jeweils vorher bestimmten
Baseline. (Magnesium vs. Placebo, Mittelwert + Standardfehler: Maxug 1,59 + 0,03
vs. 0,94 + 0,02mmol/l; p<0,0001; AUCyg 203,12 * 4,42 vs. 122,72 *+ 1,84mmol/l
min ;p< 0,0001). Siehe dazu Abbildung 3.7.

Die Plasmaspiegel von ACTH und Kortisol wurden wie die Magnesiumspiegel
intermittierend Uber den Versuch bestimmt. Nach statistischer Auswertung sind zu
keinem Zeitpunkt in der Verum- und in der Placebobedingung signifikante
Abweichungen voneinander zu verzeichnen. Nach Applikation der Stimulantien
CRH und Vasopressin folgt der typische Peak gleichermaBen. (Magnesium vs.
Placebo, Mittelwert + Standardfehler: ACTH 77,12 £ 11,60 vs. 83,30 £ 15,45pg/ml;
Kortisol 22,16 + 0,71 vs. 22,48 + 0,90ug/dl; AUCacTH 4098,45 + 534, 20 vs. 4213 +
601,51pg/ml min; AUCkoriso 1965,15 * 67,58 vs. 2088,98 + 86,47ug/dl min). Die
Abbildungen 3.8 und 3.9 geben diese Ergebnisse graphisch wieder.
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Abb. 3.7: Magnesiumkonzentration

Die Ordinate zeigt die Magnesiumkonzentration in mmol/l an, die Abszisse gibt den zeitlichen
Verlauf wieder. Vor Beginn jedes Versuchs ermittelten wir die Baseline fir den betroffenen
Probanden. Um 13.15Uhr wurde mit der Infusion der Testsubstanz (Magnesium = violett mit
Dreiecken oder Placebo = griin gestrichelt mit Kreisen) begonnen und zunédchst tber 30 Minuten
(bis 13.45Uhr, t=30) eine loading dose von 2,5g verabreicht (fetter schwarzer Balken). Danach
schloss sich die Gabe der Erhaltungsdosis von ebenfalls 1,5g/h bis 15.25Uhr (t=125) an (schlanker
schwarzer Balken) und der Versuch endete mit der letzen Blutentnahme um 15.45Uhr (t=150). Der
HHN-Achsen Stimulationstest mit CRH und Vasopressin fand um 13.30Uhr statt, also 15 Minuten
nach dem Perfusorstart (=15, schwarzer Pfeil).

Als statistisches LagemaB dient Mittelwert £ Standardfehler (SEM).
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Abb. 3.8: ACTH-Plasmakonzentrationen unter Magnesium

Auf der Ordinate ist die ACTH-Plasmakonzentration in pg/ml angegeben, die Abszisse gibt den
zeitlichen Verlauf wieder. Vor dem Beginn der Versuche wurde fir alle Probanden (n=10) je eine
individuelle Baseline ermittelt. Um 13.15Uhr (1=0) startete der Perfusor mit der jeweiligen
Testsubstanz (Magnesium = violett mit Dreiecken oder Placebo = griin gestrichelt mit Kreisen).
Dieser lief zunachst tber 30 Minuten (bis 13.45Uhr, t=30) mit einer loading dose von 2,5¢g (fetter
schwarzer Balken), und weiter bis 15.25Uhr (t=125) mit einer Erhaltungsdosis von ebenfalls 2,59
(schlanker schwarzer Balken). Die Stimulation der HHN-Achse mit CRH und Vasopressin
applizierten wir um 13.30Uhr (=15, schwarzer Pfeil). Das Ende der Versuche lag bei 15.45Uhr
(t=150), hier erfolgte die letzte Blutentnahme.

Als statistisches LagemaB dient Mittelwert £ Standardfehler (SEM).
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Abb. 3.9: Kortisolserumkonzentrationen unter Magnesium

Die Kortisolserumkonzentration in pg/dl ist auf der Ordinate aufgetragen, die Abszisse gibt die Zeit
wieder. Vor den Versuchen aller Teilnehmer (n=10) erhoben wir jeweils die individuelle Baseline,
um um 13.15Uhr (t=0) den Versuch mit der Infusion der zu testenden Substanz (Magnesium =
violett mit Dreiecken oder Placebo = griin gestrichelt mit Kreisen) zu beginnen. Uber die ersten 30
Minuten (bis 13.45Uhr, t=30) applizierten wir eine loading dose von 2,59 (fetter schwarzer Balken),
danach als Erhaltungsdosis ebenfalls 2,59 bis 15.25Uhr (t=125, schlanker schwarzer Balken). In
der Minute 15 (um 13.30, t=15) stimulierten wir die HHN-Achse mittels des CRH/Vasopressin Tests

(schwarzer Pfeil). Abgeschlossen wurde ein jeder Versuchstag um 15.45Uhr (t=150) mit der letzten
Blutentnahme.

Als statistisches LagemaB dient Mittelwert £ Standardfehler (SEM).
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3.8 Magnesium- Effekte auf die Elektrolyte und die
kardiovaskularen Parameter
Die Elektrolyte umfassten bei diesem Versuch die Bestimmung von Natrium,
Kalium und Kalzium. Zu keinem Zeitpunkt weisen die Elektrolytkonzentrationen
signifikante Unterschiede auf.
Unter den Kkardiovaskularen Parametern wurden der Blutdruck und die
Herzfrequenz zusammengefasst. In der vor den Versuchen erhobenen Baseline
finden sich vergleichbare Ausgangswerte flr beide Bedingungen. Wé&hrend die
diastolischen Werte zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zeigen,
entwickeln sich Differenzen flir die systolischen Werte etwa 15 Minuten nach
Stimulation (14.00Uhr bis 14.15Uhr, t = 45 bis t = 60). Hier steigt der Blutdruck
unter der Placebobedingung signifikant starker als unter der Verumbedingung. Die
Herzfrequenz betreffend sehen wir wahrend der Magnesiuminfusion um 14.00Uhr
(t=45) bereits einen Trend zur Signifikanz. Dieser akzentuiert sich zum Zeitpunkt
t=60 (14.15Uhr) und ist bei t=75 (14.30Uhr) wieder ricklaufig. Siehe dazu auch
Tabelle 3.1 sowie Abbildung 3.10.

Magnesium Placebo
Zeitpunkt Mittelwert + Mittelwert +
Standardfehler Standardfehler
Baseline 123,0 £ 2,3 125,3+2,6
I:{Rsystolisch/
t=45 123,0 £ 2,6 1286 +2,4*
mmHg
t=60 124,0 £ 2,7 129,3+22"*
RRgiastolisch/
drastoliseh Baseline 67,41 +2.,6 71,91 +29
mmHg
Baseline 62,6 + 3,3 63,3 + 3,1
HF/ t=45 67,4 + 3,6 63,3+2,5#
Bpm t=60 76,2 +2,8 61,6+£35§
t=75 64,8 + 3,5 59,7 +2,7 #

Tab. 3.1: Vitalparameter unter Magnesium

Diese Tabelle beinhaltet die Vitalparameter unter den verschiedenen Bedingungen, Magnesium vs.
Placebo. Dargestellt sind die Ausgangswerte (Baseline), sowie die im Text erwahnten Zeitpunkte.
* p<0,03; # p<0,07; § p<0,05.
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Abb. 3.10: Systolischer Blutdruck unter Magnesium

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte des systolischen Blutdrucks in mmHg (Ordinate) der
verschiedenen Bedingungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten und ihre Standardfehler (schwarze
senkrechte Markierungen). Auffallig ist, dass sowohl nach 45 Minuten als auch nach 60 Minuten

der systolische Blutdruck in den beiden Bedingungen signifikant unterschiedlich ist. p< 0,03.

3.9 Magnesium- Effekte auf die Selbstbeurteilung

Alle Probanden waren dazu angehalten, im Verlauf des Versuchs dreimal eine
Eigenschaftswoérterliste auszufillen. Die Erste unmittelbar vor dem Versuch
(13.10Uhr, t=-5), die Zweite direkt nach Infusion der Testsubstanz (14.00Uhr,
t=45) und die Dritte gegen Ende des Versuchstages (15.15Uhr, t=120). Hiermit
kénnen Eindricke Uber die subjektive Stimmung objektiviert werden. Insgesamt
lasst sich sagen, dass die paarweisen Unterschiede auch unter Berlcksichtigung
des zeitlichen Verlaufs nicht signifikant sind. Die Dimension ,Angst“ ist mit ihren
Subskalen ,Angstlichkeit, ,Deprimiertheit* und ,Vertrdumtheit* unter beiden
Versuchsbedingungen insgesamt weniger ausgebildet (Magnesium vs. Placebo,
Mittelwert + Standardfehler: ,Angstlichkeit* bei t=45 0,0 + 0,0 vs. 0,0 + 0,0;
,Deprimiertheit* bei t=45 0,0 £ 0,0 vs. 0,2 + 0,1; ,Vertrdumtheit® bei t=45 2,0 £ 0,8
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vs. 1,0 £ 0,5), die einzelnen Subskalen ,Aktiviertheit” und ,Extravertiertheit* sowie
die Dimension ,Allgemeines Wohlbehagen® (,Gehobene Stimmung® und
~Selbstsicherheit”) hingegen starker (Magnesium vs. Placebo, Mittelwert =+
Standardfehler: ,Aktiviertheit“ bei t=45, 4,1 £ 1,0 vs. 3,3 £ 1,2; ,Extravertiertheit*
bei t=45, 4,5 + 0,6 vs. 4,1 £ 0,7; ,gehobene Stimmung“ bei t=45, 7,3 £ 0,8 vs. 6,9
1,2). Da sich hier keine signifikanten Unterschiede zwischen der Applikation von
Magnesium und der Gabe vom Placebo zeigen, sind diese Trends eher als
Schwankungen in der Grundverfassung der Probanden zu werten.

3.10Nebenwirkungen unter Magnesium

Die Nebenwirkungen unter dem Magnesium Versuch beinhalteten analog zum
preproTRHi5s.183y Versuch neben spontanen Aussagen der Probanden objektive
Beobachtungen durch die Versuchsleiterin. Auch hier zeigten sich keine
wesentlichen Abweichungen innerhalb der Konditionen. Im Vergleich zum
preproTRH15s.183) Versuch fand sich eine &hnliche Verteilung der
Nebenwirkungen. Diese waren bis auf eine Ausnahme (siehe unten) auch in der
Magnesium Studie auf die Stimulantien CRH und Vasopressin zuriickzufihren.
Gesichtsblasse zeigte sich an 10 Versuchstagen (50%). Die Probanden beklagten
in 8 Fallen (40%) ein Warmegefuhl im Halsbereich sowie in der oberen
Extremitat, Gber Geschmackssensationen metallischer Art wurde finfmal (25%)
berichtet. Kribbeln in den oberen Extremitdten und ein Unwohlsein erlebten die
Versuchspersonen je dreimal (15%), ein Proband erlitt milde gastrointestinale
Krampfe von sehr kurzer Dauer (5%). 3 Teilnehmer (15%) berichteten Uber
Faszikulationen und leichte Krampfe in dem Arm, Uber den die Testinfusion einlief.
Diese erwies sich retrospektiv in allen Fallen als die Veruminfusion, so dass hier
eine Nebenwirkung von Magnesium zu vermuten blieb.

Alle Probanden waren angehalten, eine Vermutung dariiber abzugeben, an
welchem Versuchstag sie Magnesium oder das Placebo erhalten hatten. 7 (70%)
von 10 Probanden (3 davon trauten sich keine Aussage zu) lagen bei dieser
Befragung richtig. Unter den 7 Probanden befanden sich alle 3 Teilnehmer, die
Faszikulationen oder leichte Krampfe im Infusionsarm versplrt hatten. Alle
Angaben beziehen sich prozentual auf die Gesamtzahl der Magnesium-Versuche
(20=100%). Abbildung 7.2 stellt dieses Ergebnis anschaulich dar.
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4. Diskussion

4.1 PreproTRH1s5.1s3)

Friher gewonnene Ergebnisse zeigten eine deutliche Inhibition der HHN-Achsen-
Aktivitdt durch Gabe von preproTRH(i7s-199) im Tierversuch (siehe Kap.1.4).
Basierend darauf beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit einer mdglichen

Inhibition der HHN-Achse durch preproTRH 158183 am Menschen.

Die von uns somit gewonnenen Daten stimmen jedoch nicht Uberein mit jenen,
welche McGivern et al. in ihren Tierversuchen von 1997 beschreiben (McGivern et
al., 1997). Sie liefern keinen Anhalt daflr, dass es sich bei preproTRH1ss-183 um
den bisher nicht identifizierten CRIF beim Menschen handelt. Auch ergeben sich
keine Hinweise beziglich eines inhibitorischen Einflusses auf eine stressinduzierte
Synthesesteigerung von Prolaktin. Dies sind Ergebnisse, die sich ebenfalls nicht
mit den an Ratten gewonnenen Erkenntnissen decken (McGivern et al., 1997).
Das Resultat dieser Studie, der fehlende inhibitorische Effekt von preproTRH1ss-
1g3) auf die HHN-Achse, ist schwierig zu erklaren. Zunichst muss man sagen,
dass uns aufgrund ethischer Gesichtspunkte nur eine sehr geringe Menge der
Substanz zur Verfligung stand. Daher konnte lediglich eine kleine Zahl an
Probanden getestet werden, und die experimentellen Méglichkeiten der Studie
waren folglich eingeschrankt.

AuBerdem ist das Wissen um die pharmakologischen Charakteristika dieser
Substanz in der Anwendung beim Menschen begrenzt. Die einzige, ebenfalls stark
limitierte, Informationsquelle diesbeziglich fanden wir in den durch die
Tierversuche gesammelten Erfahrungen. So orientierten wir uns in der Dosierung
von preproTRH(ss.183y an den von McGivern et al. applizierten Dosen. Maximal
erhielten unsere Probanden 50ug/kg Kérpergewicht. Mdéglicherweise ist diese
Menge zu klein, um messbare Resultate beim Menschen auszuldsen. In diesem
Zusammenhang ist jedoch zu sehen, dass McGivern et al. den Ratten nur eine
maximale Dosis von 10ug/kg Koérpergewicht verabreichten und damit eine
Inhibition der HHN-Achsen-Aktivitdt um etwa 50% erzeugen konnten (Mc Givern et
al., 1997). Unklar bleiben jedoch auch in diesen Studien in héchstem MaBe die
Pharmakokinetik und in gewissen Punkten die Pharmakodynamik. So finden sich
zum Beispiel keine Angaben Uber beobachtete Nebenwirkungen an den Tieren.
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Des Weiteren drangt sich die Frage um die Art der Administration der Substanzen
auf. Bei den Versuchstieren wahlte man zwei verschiedene Formen aus. Zum
einen bediente man sich der intravenésen Applikation und zum anderen einer
Applikation direkt in die Ventrikel des Gehirns (intracerebroventricular). Die
intravendése Gabe erfolgte Uber eine Venenverweilkanile, die unter
Lokalan&sthesie Uber die Jugularvene in den rechten Vorhof eingebracht wurde.
Diese Prozedur hatte einen zeitlichen Abstand von 72-96 Stunden zum
Versuchsbeginn. In Anlehnung daran erfolgte die weitaus weniger traumatische
Anlage der notwendigen Venenverweilkanilen in die Cubitalvenen bei unseren
Probanden eine Stunde vor Beginn des Versuchs. Dabei handelt es sich um einen
Zeitraum der ausreichend ist, die durch diesen Stress induzierte Steigerung der
Kortisolkonzentration auf normale Ausgangswerte zu senken.

Die intraven6se Gabe wurde bei den Ratten fir die Beobachtung der
neuroendokrinen Hormonveranderungen gewahlt. Auf diesem Weg konnte eine
signifikant verminderte ACTH-Sekretion kurz nach der Stimulation erzeugt
werden. Nach etwa einer Stunde bewegte sich die Plasmakonzentration wieder im
Level der Baseline; genau der Zeitpunkt, an dem die Serumkonzentration von
Kortisol signifikant vermindert war. Es konnte hiermit eine Bestatigung der in vitro
Versuche erbracht werden (McGivern et al., 1997).

Bei dem zweiten wesentlichen Aspekt, den Verhaltensantworten auf
preproTRH(17s.199), entschieden sich McGivern et al. flr die andere genannte
Applikationsform, die intracerebroventriculare Gabe. Diese erfolgte Uber
stahlgefiihrte Kanullen, welche man den Tieren ebenfalls unter Lokalan&sthesie 4
Tage vor Beginn der Studien von drei Zugriffsorten in den Seitenventrikel
implantierte: 1Tmm hinter das Bregma, 2mm neben die Mittellinie und 4.1mm unter
den héchsten Punkt des Schéadels (McGivern et al.,, 1997). Da auch diese
Methode Erfolg zeigte (siehe unten), ist es denkbar, dass mit einer anderen
Applikationsmethode auch beim Menschen signifikante Effekte mdglich sein
kdnnten. Beispielsweise ist hier die intranasale Zufuhr als ethisch vertretbare
Alternative der intracerebroventriculdaren Verabreichung zu nennen.

Ein weiterer Aspekt, der ndher beleuchtet werden sollte, ist der Zeitraum, Uber den
die Testsubstanz verabreicht wurde. In der hier vorliegenden Studie sah der
vorher geplante Versuchsablauf die Infusion von preproTRHss-183 Uber eine
Dauer von 30 Minuten vor. Durch diese verzégerte Gabe konnten méglicherweise
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keine fur eine Beeinflussung der HHN-Achse ausreichend hohen
Plasmakonzentrationen erzielt werden, anders in den Versuchen von McGivern et
al.. Hier spritzte man den Ratten die Testsubstanzen innerhalb von 45 Sekunden
als Bolus (McGivern et al., 1997). An dieser Stelle kommt erneut zum Tragen,
dass man keine Kenntnisse Uber die Anflutung, die Verteilung in unterschiedliche
Kompartimente, die Elimination und die Halbwertszeit dieses Peptids hat. Auch
die Bindungsfahigkeit an Plasmaproteine oder Stérungen durch Enzyminduktionen
kénnen die Resultate maBgeblich beeinflussen.

Dennoch kann das nicht die alleinige Begrindung fir das Ausbleiben eines
inhibitorischen Effektes darstellen. Zu beachten bleibt, dass die Applikation von
preproTRH 158183y durchaus Wirkungen gezeigt hat.

Zunachst sieht man einen langsamen Anstieg von TSH und fT4. In den Anfangen
der Forschung Uber preproTRH findet man unter anderem in den Studien von
Yamamoto et al. folgende Beobachtung: 45 von 76 Patienten mit einem isolierten
ACTH-Mangel wiesen erhéhte TSH Werte auf. Da bei diesen Patienten
normwertige periphere Schilddriisenhormone gemessen wurden, konnten diese im
Sinne des Regelkreises nicht fir die TSH-Erhéhung verantwortlich sein.
Offensichtlich lag eine entsprechende Steigerung der Syntheseleistung von TRH
vor (Yamamoto et al., 1992). Diese These konnte auch durch die Studien von
Shigemasa et al. bestatigt werden (Shigemasa et al., 1992). Man folgerte
weiterhin, dass wahrend der Synthese von TRH ein weiteres Spaltprodukt des
preproTRH-Vorlaufers entsteht. Im Gegensatz zu TRH musste dieses aber
inhibitorische Fahigkeiten in Bezug auf ACTH besitzen, also Eigenschaften eines
CRIF erflllen (siehe Kap. 1.4). Man ging davon aus, dass der CRIF und TRH
gegenteiligen Funktionen folgen, denn die TSH und die ACTH-Konzentrationen
verhielten sich invers zu einander (Redei et al., 1995b). Passend zu diesem
Modell ist in verschiedenen klinischen Studien an einigen Patienten mit Hyper-
oder Hypothyreodismus genau eine solche Umkehrung von ACTH- und TSH-
Konzentrationen festgestellt worden (Gallagher et al., 1972; Brien, 1976).
Allerdings sahen McGivern et al. in der 1997 durchgefihrten in vivo Studie mit
Ratten keine signifikante Beeinflussung der Plasmaspiegel von TSH durch die
Gabe von preproTRH17s.199) (McGivern et at., 1997). Denkbar ist dennoch, dass

die Anflutung von preproTRHiss.183) in unserer Untersuchung zwar zu gering war,
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um den ACTH-Spiegel zu inhibieren, jedoch ausreichend um dezente TSH-
Erhdhungen auszuldsen.

Dariiber hinaus fallt eine gesteigerte Freisetzung von GH auf, die nicht erwartet
worden war. Vorbefunde von Raza et al. 1998 beschreiben direkte Effekte von
CRH auf die stimulierte GH-Sekretion beim Menschen und stellten fest, dass
erhdéhte endogene Werte von CRH mit einer letztendlich supprimierten GH-
Aktivitat einhergehen (Raza et al., 1998). Man machte also eine kontradiktorische
Beobachtung zu den von uns gesehenen Veranderungen. Dieser Befund wirde
die Vermutung stitzen, dass die beobachtete Steigerung der GH-Sekretion ein
direkter Effekt des preproTRHiss.183) ist und nicht eine Folge der Stimulation der
HHN-Achse.

Ein weiteres hier interessantes Hormon stellt das Prolaktin dar. Zu den
Uberraschenden Erkenntnissen der Studien von McGivern et al. 1997 gehdrte, wie
bereits kurz erwahnt, eine Hemmung der stressinduzierten Prolaktinfreisetzung als
Reaktion auf die intravendse preproTRH 178199 Gabe. Uber die dazu flihrenden
Umstande konnte damals jedoch keine Klarheit geschaffen werden (McGivern et
al., 1997). Allerdings stellten Nillni et al. 2001 einen dazu abweichenden
Zusammenhang zwischen Prolaktin und preproTRH17s-199) her. Sie entzogen dazu
Ratten einige Tage nach der Geburt ihre Jungen, um sie 45 Minuten spater zum
Saugen wieder zusammenzufihren. Danach wurden die Mutter getétet und man
konnte neben einem deutlichen Plasmaanstieg von Prolaktin auch eine
gesteigerte Synthese von preproTRHi7s-199) in den periventriculdren nucleoli
messen (Nillni et al., 2001). Man beobachtete also keine umgekehrte, sondern
eine gleichlaufige Reaktion der beiden Peptide. Eine Abweichung der
Prolaktinkonzentration im positiven oder im negativen Sinne zeigte sich in der
vorliegenden Studie jedoch zu keinem Zeitpunkt. Mdglicherweise beruht auch das
auf einer zu geringen verfigbaren Menge im Kreislauf und ist somit ebenfalls eine
Folge der mangelnden pharmakologischen Kenntnisse um preproTRHiss.183).
Denkbar ist jedoch auch ein Unterschied bei der Reaktion von Tieren auf diesen
Parameter im Vergleich zum Menschen.

Die néachste in unseren Untersuchungen beeinflusste GréBe ist der Blutdruck.
Nach Stimulation mit CRH und Vasopressin nahm der anfangs nicht differierende
systolische Blutdruck unter beiden Konditionen allmahlich zu, dabei wurde ein

starkerer Anstieg bei der Testsubstanz preproTRHiss.183) deutlich. In der Literatur
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gibt es keine Angaben Uber die Kontrolle des Blutdrucks oder der Herzfrequenz
wahrend der Tierversuche mit preproTRH17s.199). Allerdings l&sst sich ein solches
Phanomen eher mit einer Aktivierung des Sympathikus und somit auch einer
Steigerung von Stress vereinbaren (z.B. im Laufe eines Experiments).

Aus den soeben beschriebenen hormonellen Abweichungen nach preproTRHiss.
183) Applikation wird deutlich, dass diese zwar nur schwach ausgepragt sind, aber
innerhalb der Testphase gleichwohl ein klares Muster aufweisen.

Weiteres Interesse gilt den Auswirkungen des Peptids auf die Selbstbeurteilung.
Alle Probanden waren angehalten, regelm&Big zu definierten Zeitpunkten eine
Eigenschaftsworterliste auszufullen. Diese Art der Datenerfassung zur
gebundenen Selbstbeurteilung ist ein anerkanntes Verfahren und wurde ebenfalls
einer statistischen Auswertung unterzogen. Hier stellte sich heraus, dass die
Probanden unter preproTRHiss.183 Starkere Gefuhle von ,Allgemeines
Wohlbehagen® und von ,Aktiviertheit® erlebten, wobei letzterem gesteigerte
Aufmerksamkeit gilt. Da die Arbeitsgruppe um McGivern et al. 1997 die ersten in
vivo Studien zu diesem Thema durchflihrten, war es erstmals madglich,
Auswirkungen auf die Handlungsweisen von Tieren zu beobachten. Sie stellten
die Hypothese auf, dass preproTRH17s.199) die Manifestation von Stress sowohl
auf neuroendokriner Ebene, als auch auf verhaltenstechnischer Ebene
beeinflussen kann (McGivern et al., 1997). Die Ratten waren wahrend dieser
Untersuchung unterschiedlichen Umgebungsbedingungen ausgesetzt. Zum einen
gab es einen Versuch im ,open field behavior” um Verhaltensanderungen in einer
unbekannten Umgebung festzuhalten, und zum anderen nutzten sie zur
Verifizierung von Angstverhalten ein ,elevated plus maze® sowie eine ,light/dark
box“.

Mit diesen Tests konnten beeindruckende Anderungen nachgewiesen werden. Im
Wesentlichen handelt es sich dabei um eine Reduktion von Angst und um eine
signifikante Steigerung der Aktivitat. Dies sind beides Parameter, die bei Tieren
mit einer Stressinhibition konform sind. Legt man den immunhistochemischen
Nachweis der anatomischen Korrelate von preproTRH17s.199) Aktivitdt zu Grunde,
passen die Ergebnisse gut dazu. Man weif3 aus vorherigen neurophysiologischen
und neuroradiologischen Untersuchungen, dass sich in bestimmten Hirnregionen
die Modulation solcher Eigenschaften abspielt. Betroffen sind vor allem Gebiete
des Hypothalamus, dem periaqueduktalem Grau (PAG), des Thalamus und des

52



Diskussion

Septums. Sie alle zeigen anatomische Nahe zu den Seitenventrikeln auf und somit
zum Ort der preproTRHi7s.199) Infusion. Interessanterweise zeichnete sich in
einigen Subskalen eine umgekehrte Beziehung von unterschiedlichen Dosen und
deren Wirkung ab (inverted U-shaped effect). Das heiBt, geringere Mengen der
Testsubstanz induzierten in den Bereichen ,Bewegungsaktivitat®, ,Schniffeln* und
,=Erkundungslust“ eine umgekehrte Wirkung im Vergleich zu den héher applizierten
Mengen. McGivern et al. sehen diese dosisabhangigen Beziehungen als eine
Folge der unterschiedlichen Diffusion des Peptids vom Ventrikel in die
unterschiedlichen Verhaltenszentren.

Es deutet also tatsachlich alles auf zentral nervése Effekte von preproTRH 17199
bei Tieren hin. Redei et al. gehen 1999 unter Hinzuziehung weiterer Studien sogar
soweit, preproTRH(17s-199) €ine antidepressive Eigenschaft zuzuschreiben (Redei
et al.,, 1999). Diese Aussage lasst sich mit der These von Steckler et al.
vereinbaren. Diese Arbeitsgruppe diskutierte 1999 funktionelle Veranderungen der
Formatio retikularis, im limbischen System und im frontalen Kortex als Ursache fiir
die Entstehung entsprechender Symptome unter gesteigertem Kortisoleinfluss
(Steckler et al., 1999). Mobglicherweise spielt also ein Ungleichgewicht von
Stimulation und Inhibition die entscheidende Rolle.

Zwar beobachteten auch wir bei unseren Probanden eine Steigerung der
LAktiviertheit“, jedoch lassen sich die Verhaltensweisen von Tieren in keiner Weise
auf das Verhalten von Menschen Ubertragen. FUr die Verifizierung einer
Stressreduktion reicht ein orientierender Test (wie etwa die EWL-K) nicht aus. Die
Probanden miissten sich aufwendigen Tests (z.B. dem Trier Social Stress Test
TSST, basierend auf rein psychogenen Stressoren) unterziehen.

Erstaunlich ist, dass sich die von uns registrierten Veranderungen im Bereich der
Selbsteinschatzung etwa zwei Stunden nach der Infusion der Substanz eingestellt
haben. Eine Beobachtung, welche die Vermutung nahe legt, dass dies keine
direkten Effekte von preproTRHiss.183) sind, sondern moglicherweise durch ein
koexistentes intermedidres System vermittelt werden. Dieses wiederum ware dann
durch das Peptid aktiviert worden. Fest steht jedoch an dieser Stelle, dass auch
das Peptid preproTRHiss.183) zentral nervose Effekte zeigt.

Eine weitere Erklarung fir die aus neuroendokrinologischer Sicht betrachteten
kontroversen Resultate im Vergleich zu McGivern et al. kann jedoch auch die Art
der Stressinduktion sein. Wir bedienten uns des etablierten CRH/Vasopressin
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Stimulationstests, wahrend McGivern et al. eine nicht pharmakologische
Stimulationsart wahlten. Sie setzten die Tiere Elektroschocks und einer
Zwangslage aus. Diese Methode aktiviert das HHN-System nicht auf
hypophyséarer Ebene wie das pharmakologische, sondern auf hypothalamischer
Ebene, obgleich die Arbeitsgruppe um McGivern sicher war, dass sich die Effekte
von preproTRH17s.199) auf hypophysérer Ebene abspielen (McGivern et al., 1997).

Es ist also aufgrund des oben Erlauterten nicht auszuschlieBen, dass unter
speziellen, bisher nicht bekannten Bedingungen eine Hemmung der HHN-Achse
durch preproTRHiss.183y mOglich ist. Der hier beschriebene Versuchsaufbau
vermag jedoch keine signifikante Inhibition aufzudecken. Somit stehen diese
Ergebnisse im Gegensatz zu den Befunden, die durch entsprechende
preproTRH17s.199)-Versuche bei Tieren erhoben wurden. Wir haben daher keinen
sicheren Anhalt dafiir, dass das Peptid preproTRH1ss.13) €in Teil jenes komplexen
Repertoires des Organismus darstellt, das eine mediatorische Funktion im Hinblick
auf die HHN-Achsen-Regulation Gbernimmt (Engler et al., 1999).

In gewissen Abschnitten kann man mit den vorliegenden Ergebnissen sogar
soweit gehen, eine entgegengesetzte Wirkung zu vermuten. Der stérkere Anstieg
des systolischen Blutdrucks deutet eher auf eine endokrinologische Stimulation,
als auf eine Inhibition des stressmodulierenden Systems im Menschen durch
preproTRH15s.183) hin.

Aufgrund der deutlich verzégerten Veranderungen im emotionalen Bereich sind
die Einflisse von preproTRHiss.183y beim Menschen jedoch mdglicherweise als
weitaus komplexer zu betrachten, denn diese Ergebnisse suggerieren potentielle
Effekte auf einer hdheren zentralen Ebene.

4.2 Magnesium

Wie bei preproTRH(1ss.183) gab es auch bei Magnesium experimentelle Hinweise
auf eine mdgliche Funktion als CRIF. Diese vorausgegangenen Studien
beschaftigten sich unter einer anderen Fragestellung und unter anderen
Bedingungen zum Teil auch mit Versuchen am Menschen (siehe Kap 1.6).
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In der vorliegenden Studie wurde das HHN-System der jungen Manner mittels des
CRH/Vasopressin Tests stimuliert. Die Administration des potentiellen Inhibitors
Magnesium begann 15 Minuten davor. Die Hormonkonzentrationen von ACTH
und Kortisol waren wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums zwischen
Magnesium- und Placebobedingung vergleichbar. Mehrere Ursachen kénnen fir
dieses negative Ergebnis verantwortlich sein. Méglicherweise ist eine langer
andauernde Anflutung der Substanz von Néten. Die Magnesiumkonzentrationen
im Blut zeigten sich zwar im Zielbereich, Uber die intracerebralen Konzentrationen
jedoch kann keine Aussage getroffen werden. Man vermutet aber, dass sich diese
bei chronischen Mangelzustanden langsam erniedrigen, wohingegen eine rasche
Substitution oder ein rascher Entzug méglicherweise keine Veranderungen nach
sich ziehen (Murck, 2002). So sind eventuell hdhere intracerebrale
Konzentrationen unentbehrlich, um die NMDA antagonistischen und die GABA
agonistischen Wirkungen voll entfalten zu kénnen. Aus diesem Grund hat die
Arbeitsgruppe von Held — bei allerdings abweichender Anforderung an das
Studiendesign - eine 20tagige orale Magnesium Substitution im Vorfeld eingeleitet
(Held et al., 2002). Hierauf soll jedoch spater eingegangen werden (siehe unten).

Damit nicht ganz in Einklang zu bringen sind die Ergebnisse von Zofkova und
Kollegen, sowie von Murck und Steiger. Zofkova et al., testeten die
Hormonveranderungen der Adenohypophysen-Gonaden-Achse an 10 weiblichen
Freiwilligen am Tage. Dazu infundierten sie 6g Magnesiumsulfat intravends und
bestimmten - ohne sich einer Stimulationsmethode zu bedienen - die
Hormonkonzentrationen im weiteren Versuchsverlauf. Unter diesen Bedingungen
konnten jedoch keine signifikanten Anderungen von Kortisol oder Katecholaminen
und auch keine Veranderungen der Ubrigen kontrollierten Parameter gezeigt
werden (Zofkova et al., 1993). Die Ergebnisse dieses Versuchs widersprechen
den in unserer Studie ermittelten Ergebnissen nicht. Allerdings befasste sich
Zofkovas Studiendesign mit der basalen HHN-Regulation, wahrend unser Fokus
auf der stimulierten HHN-Achse méannlicher Probanden lag. Deswegen wurde nur
in unserer Studie die Konzentration von ACTH mitbestimmt. Dennoch fanden
beide Versuche am Tage statt, und die verwendeten intravends applizierten
Dosen von 5g bei uns und 6g bei Zofkova und Kollegen liegen nah beieinander.
Auch der Zeitverlauf zwischen Infusion der Testsubstanz und Messungen der

Daten sind vergleichbar.
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Murck und Steiger testeten ebenso 10 gesunde, junge weibliche Personen. Auch
sie verabreichten MagnesiumSulfat intravends, 3g als loading dose und weitere 5¢g
verteilt Gber 10 Stunden als Erhaltungsdosis. AuBerdem hatte die Lésung einen
Glukosegehalt von 4,2%, um den Blutzucker Uber die lange Dauer des Versuchs
im Normbereich zu halten. Hypoglykdamien kénnen einen ACTH-Anstieg
vermitteln, dies wurde durch die Gabe von Glukose vermieden (Murck und
Steiger, 1998). Die Glukose an sich hat jedoch nach dem derzeitigen
Wissensstand keinen Einfluss auf die untersuchten Effekte. Die Versuche sollten
Aufschllsse Uber den Effekt von Magnesium auf den Schlaf und auf die nachtliche
Hormonsekretion bringen, weshalb sich der Zeitraum von 19.30 Uhr bis 7.00 Uhr
erstreckte und von keiner Stimulation unterbrochen wurde. Neben regelmaBigen
Kontrollen der Blutparameter (ACTH, Kortisol, GH, Prolaktin, Melatonin)
zeichneten sie zur Verifizierung der Schlafqualitat ein EEG auf. Hier zeigte sich
eine Zunahme von slow wave Schlaf (SWS) und Delta Aktivitat.
Vorraussetzungen, die flir eine bessere Schlafqualitdt und im Zuge dessen fir
eine adaquate Senke der nachtlichen Kortisolsekretion sorgen. Etwa 90 Minuten
nach Beginn der Testinfusion zeigten sich signifikant erniedrigte ACTH-
Konzentrationen, die sich erst am Ende des Versuchs wieder normalisierten.
Interessanterweise sah auch diese Arbeitsgruppe keine Veranderungen der
Kortisolkonzentration und auch keine Anderungen in den {brigen bestimmten
Parametern (Murck und Steiger, 1998). Im Vergleich mit der von uns vorgelegten
Studie gibt es zahlreiche Unterschiede. Zum einen handelt es sich hier um eine
Betrachtung, die nicht am Tage, sondern nachts vorgenommen wurde, zum
anderen wurde die HHN-Achse nicht stimuliert. Auch die Dosierung liegt in der
Summe (8g i.v.) deutlich Uber den von uns gewahlten Mengen (5g i.v.), wobei Uber
Magnesiumblutkonzentrationen keine Aussage getroffen wird.

Anders verhalt es sich in den Versuchen von Held et al., 2002. Die Gruppe der 12
Probanden erschloss sich aus einem Kreis alterer, gesunder Personen. Hier sollte,
wie in den Vorversuchen dieser Arbeitsgruppe, in die auch Murck und Steiger
involviert sind, der Einfluss von Magnesium auf den Schlaf und die
schlafassoziierte Hormonsekretion alterer Menschen untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurde neben den regelmaBigen Blutentnahmen auch hier ein
Schlaf-EEG abgeleitet und auf einen Stimulationstest verzichtet. Allerdings
handelte es sich in diesem Fall um eine andere Applikationsform. Die Probanden

56



Diskussion

erhielten Uber eine Dauer von 20 Tagen eine orale Substitution von insgesamt
1410 mmol = 34,3 g in aufsteigender Dosierung. Die Ergebnisse waren umgekehrt
zu den bisher diskutierten: es zeigte sich ein signifikanter Abfall der
Kortisolkonzentrationen in der ersten Nachthalfte bei jedoch ausbleibenden
Veranderungen auf ACTH (Held et al., 2002).

Beim Vergleich dieser Studien liegt es nahe, zum einen zwischen oraler vs.
intravendser Applikation zu unterscheiden, und zum anderen zwischen der
Tageszeit. Die akute Gabe von Magnesium (i.v.) mit praktisch sofortiger Messung
der Parameter filhrte nicht zu einer Anderung der Kortisolkonzentration, wohl aber
zu einer verminderten ACTH-Konzentration (Murck und Steiger, 1998). Ursé&chlich
daflr nimmt man eine gesteigerte Sensitivitat der Nebennierenrinde auf ACTH an
(Murck 2002). Im Gegensatz dazu fihrte die chronische Gabe (oral) zu einer
verminderten Kortisolkonzentration bei gleich bleibendem ACTH-Spiegel (Held et
al., 2002). Entsprechend scheint eine verminderte Sensitivitdt der
Nebennierenrinde auf ACTH zu Grunde zu liegen (Murck, 2002). Ein anderer
Ansatzpunkt ist die Annahme einer verminderten hypothalamischen CRH-Aktivitat.
Ein mdglicher Erklarungsansatz daflr kann in diesem Zusammenhang eine
gehemmte Freisetzung von CRH durch Magnesium sein. Ebenfalls wird diskutiert,
ob es in Anwesenheit von Magnesium zu einer verminderten CRH-Rezeptor
Sensitivitat kommt. (Fir eine systematische Ubersicht siehe Murck, 2002). Die
Tatsache, dass es nach Magnesium Gabe zu einem Abfall von ACTH, nicht aber
zu einem Abfall von Kortisol gekommen ist, fUhrte zu einer weiteren Annahme. So
diskutierten Murck und Steiger, dass Magnesium einen direkten stimulatorischen
Effekt auf die Kortisolsekretion an der Nebennierenrinde hat (Murck und Steiger,
1998). Gestiitzt wurden sie darin durch eine frihere Studie, in der ACTH und
Magnesium synergistische Effekte an der Nebennierenrinde im Tierversuch
zeigten (Glynn et al., 1977).

Auffallend sind auch die VerknUpfungen von Magnesium und psychiatrischen
Erkrankungen mit besonderem Augenmerk auf die Depression. Schon 1979 hat
Pavlinac die stimmungs- stabilisierenden Effekte von Magnesium beschrieben und
es wurde wiederholt berichtet, dass Patienten mit niedrigem Magnesiumspiegel zu
depressiven Symptomen neigen (Pavlinac et al., 1979; Murck, 2002). Da, wie
bereits erdrtert, auch eine Uberaktivitait des HHN-Achsensystems einen
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eindeutigen Bezug zu einigen Formen der Depression zeigt, liegt es nahe, diese
beiden Systeme zu verknipfen (Murck, 2002). Damit Kortisol und ACTH via
negativem Feedback auf zentraler Ebene inhibitorisch wirken kénnen, muss
Kortisol die Blut-Hirn-Schranke passieren (McEwen et al., 1988). Dazu nutzt es
das Transport Protein ,p-Glykoprotein“ (p-gp), welches in seiner Funktion direkt
von physiologischen Magnesiumkonzentrationen abhangt (Murck, 2002). Ein
Mangel ist somit mdglicherweise ein pathogenetischer Faktor auf der Ebene der
Blut-Hirn-Schranke fur ein Defizit der physiologischen HHN-Achsen Regulation.
Die in dieser Studie genutzte Objektivierung des aktuellen Befindens (EWL) zeigt
keine signifikanten Anderungen. Die Probanden erschienen in einem insgesamt
ausgeglichenen Zustand, was die Dimension ,Allgemeines Wohlbehagen® zeigte.
Unterschiede in den Bedingungen gab es diesbezlglich nicht. Und auch die
dbrigen Dimensionen brachten keine Veradnderungen unter Magnesium hervor.
Méglicherweise liegt die Begrindung in den primar physiologischen
Plasmakonzentrationen der Probanden (das gesamte Kollektiv hatte einen
ausgeglichenen Magnesiumhaushalt). Andere zuvor durchgefiihrte Studien gingen
von niedrigen primaren Magnesiumspiegeln aus. Zudem erhielten die Probanden
den Mineralstoff nur Uber den sehr geringen Zeitraum des Versuchs intravends
und nicht, wie in vorherigen Experimenten oral Uber lange Zeitrdume von oft
mehreren Monaten. Eventuell sind fiir Anderungen beziiglich des Verhaltens auch
héhere intracerebrale Magnesiumkonzentrationen von Noéten. Diese sind
vermutlich jedoch nur mit einer chronischen Applikation zu erreichen (Murck,
2002). Eine andere Vorstellung ware, dass insgesamt héhere Dosen eingesetzt
werden mussten, um tiefgreifendere neuropsychiatrische Wirkungen zu erzielen.
Gynakologische Studien, die Magnesium im Rahmen der Tokolyse nutzen und
rasch Plasmakonzentrationen von 2-3mmol/l erreichten, untermauern dies jedoch
nicht (Besinger und Niebyl, 1990). Lediglich Nebenwirkungen, die an eine
kurzfristige Vasodilatation gekoppelt waren (Warmegefiihl, Gesichtsrétung,
leichter Blutdruckabfall, Kopfschmerzen), sowie gastrointestinale Beschwerden
und leichte Kurzatmigkeit wurden beschrieben (Dudley et al., 1989).

Auch die mediatorische Funktion von Katecholaminen war in den oben
besprochenen Tierversuchen vermindert. Das suggeriert, dass Magnesium ein
wichtiger Faktor fir die Aktivitat dieses Systems ist. So gibt es Versuche, in denen
ein Mangel mit einem Anstieg des diastolischen und des systolischen Blutdrucks
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einhergeht (Murck, 2002). Das passt zu den bekannten Nebenwirkungen einer
héher dosierten Magnesium  Applikation, die unter anderem einen
vorubergehenden  Blutdruckabfall in  Folge einer Relaxation glatter
GefaBmuskulatur induzieren kann. In der vorliegenden Studie beginnt der
systolische Druck unter der Placebo Bedingung etwa 30 Minuten nach Stimulation
flr insgesamt 15 Minuten signifikant zu steigen, und auch die Herzfrequenz bleibt
nicht unbeeinflusst. Diese wachst parallel dazu unter Magnesium signifikant an.
Letzteres kann im Rahmen einer Gegenregulation auf die Anderung der
Druckverhaltnisse gewertet werden, insbesondere unter der Vorstellung, dass eine
weitere bekannte Nebenwirkung eigentlich die Bradykardie ist.

Das zuvor Diskutierte zeigt, dass es zwar einige wenige Studien zu diesem Thema
gibt, deren Ergebnisse jedoch uneinheitlich sind. Die Experimente fanden unter
von einander abweichenden Versuchsbedingungen statt, so dass sich ein
Vergleich schwierig gestaltet. Bisher gibt es keine Publikation, die Uber ein
Studiendesign mit der stimulierten HHN-Achse des Menschen berichtet. In diesem
Zusammenhang bleiben somit einige Fragen offen, die mit weiterfiihrenden
Experimenten und abgewandelten Versuchsbedingungen mdéglicherweise geklart
werden kdnnen. Ein bereits konkret angedachter Ansatz unserer Arbeitsgruppe ist
die Stimulation mit einem Insulin-Hypoglykdmie Test. In diesem Fall findet eine
Stimulation der HHN-Achse nicht auf hypophyséarer Ebene statt, wie der hier
verwendete CRH/Vasopressin Test, sondern auf hypothalamischer Ebene.

59



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die Kortisolsekretion beim Menschen unterliegt vielfaltigen
Regulationsmechanismen, die nicht nur fir die zeit- und bedarfsgerechte
Stimulation im Rahmen von Stress, sondern danach auch flir die rechtzeitige
Abschaltung der endokrinen Stressreaktion sorgen. Neben dem negativen
Feedback spielen bei der Inhibition der HHN-Achse auch nicht- glukokortikoid-
Mechanismen eine Rolle, die mdglicherweise durch einen Faktor prasentiert
werden, der vor allem im frihen Nachtschlaf aus dem Hypothalamus
ausgeschittet wird. Dieser corticotropin-release-inhibiting factor (CRIF) wurde
bislang noch nicht identifiziert. Zwei moégliche CRIF-Kandidaten wurden in der
vorliegenden Arbeit getestet. Zum einen handelt es sich um ein Fragment des
thyreotropin-releasing hormone, das preproTRHiss.183y und zum anderen um
Magnesium. Wir flahrten zwei randomisierte placebo-kontrollierte doppelblinde
Studien mit insgesamt 20 gesunden jungen Mannern durch.

Die Probanden erhielten eine intravendse Kurzinfusion des potentiellen Inhibitors
(preproTRH(is8-183, Dosen: 5, 10, 25 und 50ug/kg Korpergewicht; Magnesium,
Dosis: 5g). Wahrend der Infusion flihrten wir einen hypophysaren Stimulationstest
(CRH/Vasopressin) durch. In engmaschig entnommenen Proben wurden ACTH,
Kortisol sowie weitere endokrine Parameter untersucht. Ebenso wurden Blutdruck
und Puls sowie die aktuelle Befindlichkeit mittels Fragebogen erfasst.

Die Hormonkonzentrationen von ACTH und Kortisol waren zu jedem
Messzeitpunkt in beiden Experimenten vergleichbar. PreproTRHiss-183 fuhrte zu
einer leichten Anhebung des systolischen Blutdruckes. Eine diskrete Erhéhung
von TSH und fT4, eine erhdhte Freisetzung von GH sowie eine Steigerung des
Wohlbefindens machen deutlich, dass das Peptid nicht véllig wirkungslos war.
Magnesium sorgte kurzfristig far eine signifikant erniedrigte Herzfrequenz und
auch eine systolische Blutdruckminderung. Insgesamt zeigen die vorliegenden
Experimente, dass bei gesunden Mannern die stimulierte Aktivitdt der HHN-Achse
nicht durch preproTRH 155183y oder Magnesium gehemmt wird. Da nach der CRIF-
Hypothese der Inhibitor vor allem im frihen Nachtschlaf wirkt, schlieBen die
vorliegenden Ergebnisse aber nicht aus, dass sowohl preproTRH1ss.183), als auch
Magnesium in diesem Zeitraum unter den Bedingungen des Schlafs die

Kortisolsekretion zu hemmen vermdgen.
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7. Anhang

7.1 Versuchsprotokolle

7.1.1 Versuchsprotokoll preproTRHi5z-1s3)

Name:

Code:

Placebo/preproTRH

Alter:
GroBe:
Gewicht:

Datum:

Uhrzeit

Anmerkungen

RR/Puls

Cortisol

ACTH,TSH

GH,LH,FSH,
Prolaktin,
T4

BB, Bz, E-
lyte

11:45

Proband
kommt

12:00

Braunilen

12:45

13:00

13:10
t-5

EWL

13:15
to

Perfusor Start
(Testsubstanz)

13:20
t5

13:25
t10

13:30
t15

Stimulusgabe

13:35
t20

13:40
t25

13:45
130

Perfusor Ende
Testsubstanz)

14:00
t45

EWL

14:15
t 60

14:30
t75

14:45
190

15:00
t115

15:15
1130

EWL

15:45
t 160

16:15
1190
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7.1.2 Versuchsprotokoll Magnesium

Name:

Code:

Placebo/Magnesium

Alter:
GroBe:

Gewicht:

Datum:

Uhrzeit

Anmerkungen

RR/Puls

Mg

Cortisol

ACTH

E'lyte( Na, K,
Ca)

11:45

Proband kommt

12:00

Braunilen

12:45

13:00

13:10
t-5

EWL

13:15
to

Perfusor
Mg50ml/h

(Testsubstanz)

13:30
t15

13:45

130

Stimulus
Perf. auf
Mg15ml/h

14:00
t45

EWL

14:15
t 60

14:30
t75

14:45
190

15:15
t120

EWL

15:45
t150
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7.2 Ergebnistabellen

7.2.1 Tabelle preproTRHiss-183)

Baseline T=0 bis t=15 t=15 bis t=165 Peak
AUC

preproTRH | Placebo | preproTRH | Placebo | preproTRH | Placebo | preproTRH | Placebo

(158-183) (158-183) (158-183) (158-183)

Mittelwert + Mittelwert £ Mittelwert + Mittelwert +

Standardfehler Standardfehler Standardfehler Standardfehler

(/min)

ACTH 12,6 + 12,2 + 146 + 14,4 + 4609 + 4357 + 63,7 + 50,5+
(pg/ml) 1,9 1,7 1,8 1,2 1166 780 23,2 17,4
Kortisol 7,0+ 8,6 72+ 72+ 2359 + 2322 + 20,9+ 21,7+
(ng/dl) 1,0 1,56 1,0 1,1 197 170 1,3 1,7
GH 0,2+ 0,8+ 0,2+ 0,5+ 412 + 121 + 76+ 52+
(ng/ml) 0,1 0,6 0,7 0,3 138 81§ 1,9 1,5
Prolaktin 54+ 58+ 54+ 55+ 1048 + 978 + 7,7 + 7,0+
(ng/ml) 0,5 0,8 0,5 0,82 84 97 0,7 0,9
LH 34+ 3,8+ 28+ 3,7+ 441 + 631 +
(mIU/ml) 0,3 0,5 0,4 0,4 39 90
FSH 25+ 26+ 24+t 25+ 460 * 475 +
(mIU/ml) 0,3 0,3 0,2 0,3 137 146
TSH 1,03 + 1,26 + 1,12 + 1,14 + 166 + 180 +
(uIU/ml) 0,19 0,21 § 0,04 0,05 31 31
fT4 1,38 + 1,48 £ 1,41 1,42 225 + 237
(ng/dl) 0,08 0,06 # 0,03 0,03 15 12

Tab. 7.1: Ergebnistabelle preproTRH(158-183)

In dieser Tabelle sind die Hormonkonzentrationen von ACTH, Kortisol, GH, Prolaktin, LH, FSH,
TSH und fT4 mit unterschiedlichen Schwerpunkten aufgelistet. Links finden sich die Ergebnisse der
Baseline Konzentrationen vor dem Beginn der Versuche. Die Werte daneben (Mitte links) zeigen
die durchschnittlichen Ergebnisse der ersten 15 Minuten (1=0-15) nach Beginn der Infusion der
Testsubstanzen (preproTRHss.153 0der Placebo), jedoch vor Applikation der Stimulantien CRH
und Vasopressin. Die Angaben der AUC (Mitte rechts) spiegeln den Zeitraum zwischen dem
Beginn der HHN Achsen Stimulation (t=15) und der 165. Minute (t=165) wieder und rechts sind die
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Konzentrationen der Peaks beider Bedingungen dargestellt. Dies jedoch nur fiir Kortisol, ACTH,
GH und Prolaktin, da die verbleibenden Peptide typischerweise keinen Peak nach entsprechender
Injektion aufweisen. Die Werte der ersten 15 Minuten, die AUC und die Peaks wurden an die
Baseline angepasst. #p<0,07, §<0,08 fir die Unterschiede zwischen den Bedingungen im T-Test
fir gepaarte Stichproben. Die jeweiligen Angaben beinhalten die Mittelwerte + Standardfehler
(SEM).

7.2.2 Tabelle Magnesium

Baseline T=15 bis t=165 Peak
AUC
Magnesium | Placebo | Magnesium | Placebo | Magnesium Placebo
Mittelwert + Mittelwert + Mittelwert + Standardfehler
Standardfehler Standardfehler
(/min)
ACTH 11,1+ 12,6+ 4098 + 4213 + 77,12 83,30 +
(pg/ml) 1,2 1,4 534 602 11,60 15,45
Kortisol 5,5+ 7,5+ 1965 + 2089 + 22,16 £ 22,48 £
(ng/dl) 0,6 0,6 68 86 0,71 0,90
Mg 0,9+ 0,9+ 203 £ 123 1,59 + 0,94 +
(mmol/) 0,02 0,02 4~ 2" 0,03 * 0,02 *

Tab. 7.2: Ergebnistabelle Magnesium

Diese Tabelle beinhaltet die mittleren Konzentrationen der gemessenen Hormone einschlieBlich
der Elektrolytbestimmung von Magnesium und die entsprechenden Standardfehler. Dargestellt sind
unterschiedliche Zeitpunkte: links die Baseline vor Beginn des Versuchs, in der Mitte sind die AUC,
die sich auf den Zeitraum zwischen der Stimulation und der 165. Minute (t=165) beziehen, und
rechts sind die Konzentrationen der jeweiligen Peaks. *p<0,0001 fur die Unterschiede zwischen
den Bedingungen im T-Test fir gepaarte Stichproben. Die jeweiligen Angaben beinhalten die
Mittelwerte £ Standardfehler (SEM).

78



Anhang

7.3 Nebenwirkungen

Schwindel

1

Warmegefahl im
Halsbereich und
den Extremitaten

Kribbeln in der
oberen Extremitat

2 5
Metallischer
Geschmack Gesichtssblésse
3

Abb. 7.1: Nebenwirkungen des CRH/Vasopressin Tests unter preproTRH(158-183)/Placebo

Berlcksichtigt wurden hier die an den insgesamt 16 Versuchstagen genannten und durch
Beobachtung erhobenen Nebenwirkungen in absoluten Zahlen. Mehrfachnennungen waren dabei
moglich.

Unwohlsein Faszikulationen

3

Warmegefuhl im
Halsbereich und

GIT-Beschwerden den Extremitaten

1 8
Kribbeln in
der oberen
Extremitat
3
Metallisch
Ggsacl:r:f:ag: Gesichtsblasse
5 10

Abb. 7.2: Aufgetretene Nebenwirkungen unter den Testsubstanzen Magnesium/Placebo

Diese Graphik zeigt die an den insgesamt 20 Versuchstagen von den Probanden genannten und
durch die Versuchsleiterin  beobachteten = Nebenwirkungen in  absoluten  Zahlen.

Mehrfachnennungen waren dabei mdglich.
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7.4 Ethikantrag

Die fir diese Arbeit durchgefihrten Untersuchungen wurden von der
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