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1 Einleitung

1.1 In vivo Aktivitat der 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1 bei
durch Fettsauren induzierter Insulinresistenz

1.1.1 Metabolisches Syndrom, Glucocorticoide und Insulinresistenz

Das ,Metabolische Syndrom® oder auch ,Syndrom X* ist durch zentrale
Adipositas mit  Ubergewicht,  Dyslipoproteindmie  mit  ungiinstiger
Blutkonzentration von Triglyzeriden und/oder HDL und LDL-Cholesterin,
Glucoseintoleranz und Insulinresistenz (erhdhte Nuchternglucose, erhdhter
2h-Wert im oralen Glucosetoleranz-Test oder manifester Diabetes mellitus)
sowie arterielle Hypertonie gekennzeichnet (1-3).

Diese Beobachtungen sind typischerweise auch beim Cushing-Syndrom zu
machen. Es existieren eine Vielfalt von Nachweisen einer herabgesetzten
Insulinsensitivitat unter Glucocorticoidtherapie (4-7).

So verschlechtert sich beispielsweise eine diabetische Stoffwechsellage unter
Glucocorticoidtherapie bei vorbestehendem Diabetes mellitus (8,9) und im
oralen Glucosetoleranztest sind erhéhte Glucose- und Insulinwerte zu
beobachten. Auch haben Patienten mit Cushing-Syndrom im euglykdmischen
Clamp eine erhdhte Insulinresistenz (7).

Aufgrund dieser Erkenntnisse ist eine pathogenetische Bedeutung von Cortisol
bzw. Glucocorticoiden bei der Entstehung des metabolischen Syndroms nicht

unwahrscheinlich.



Bezlglich der Glucosehomdostase sind fir Cortisol zwei grundlegende
Mechanismen bekannt:

1) Zum Einen fihren Glucocorticoide zu einer Induktion der flr die
Gluconeogenese wichtigen Schlisselenzyme Pyruvatcarboxylase,
Fructose1,6-Carboxykinase sowie, cAMP-vermittelt, zur Induktion des
PPARgamma-Coaktivator-1. Letzterer ist von groBer Bedeutung fir die
Induktion der Phosphoenolpyruvatcarboxykinase und Glucose-6-Phosphatase,
was zu einer erhéhten Glucoseproduktion und -freisetzung fihrt (10).

Einen repressiven Effekt auf diese Stoffwechselvorgange hat als
physiologischer Gegenspieler das Insulin.

2) Zum Anderen fuhrt ein Glucocorticoidexzess Uber die Hemmung der
Translokation des GLUT4 Glucosetransporters in die Zellmembran zur
Insulinresistenz des Skelettmuskels. Es konnte auch gezeigt werden, dass
Glucocorticoide die Empfindlichkeit der Regulation der Glykogensynthese und
der Glucoseoxidation durch Insulin herabsetzen, wohingegen die Glykolyse
unbeeintrachtigt bleibt. Diese Beobachtungen wurden am Soleus-Muskel der

Ratte gemacht (11).

Daher lasst sich eine pathogenetische Rolle der Glucocorticoide in der

Entwicklung der Insulinresistenz vermuten.



-9-

1.1.2 11B-Hydroxysteroiddehydrogenasen

Entgegen diesen Uberlegungen ist aber durch mehrere Studien gut belegt,
dass die Cortisolkonzentration im Blut beim metabolischen Syndrom
gegenuUber Kontrollkollektiven nicht erhéht ist (12-15).

Da die eigentliche Cortisolwirkung durch den Metabolismus in den
Zielgeweben beeinflusst und reguliert wird, kdnnten aber trotz der normalen
Cortisolkonzentrationen im Blut unterschiedliche Gewebekonzentrationen far
Cortisol beim metabolischen Syndrom eine Rolle spielen.

Die lokale Gewebekonzentration des Cortisols wird hauptséchlich durch zwei

Enzyme bestimmit:

1) Die 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1 (11B-HSD1) fungiert in vivo
vornehmlich als eine Oxo-Reduktase und metabolisiert beim Menschen
inaktives Cortison in aktives Cortisol (16) (Abb.1).

Somit beeinflusst die 11B8-HSD1 die intrazellulare Konzentration aktiver

Glucocorticoide. Sie ist in nahezu allen Geweben zu finden.

Blut Glucocorticoid (GC)-Zielzelle

> —— ; Ge-
Cortison Cortisol Cortisol >y, ezeptor,
Cortison Cortison § Nucleus
GC-
Rezeptor,
Cortisol
Cortisol cc /
Cortisol > [———> | Cortisol >p . epior

Cortisol

11!

Abb. 1: Umwandlung von inaktivem Cortison zu aktivem Cortisol durch die 11B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase Typ 1 (118-HSD1). Das dargestellte Verhiltnis zwischen freiem Cortisol und
freiem Cortison im Blut (3 : 2 = 1,5) entspricht in etwa den physiologischen Bedingungen (17).

Grafik mit freundlicher Genehmigung adaptiert aus der Habilitationsschrift von S. Diederich (18).
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2) Zum Anderen fungiert die 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2 (11B-
HSD2) ausschlieBlich als eine Dehydrogenase, welche aktives Cortisol in
inaktives Cortison Uberflhrt. Sie ist hauptsachlich in Colon, Plazenta und
Nierengewebe zu finden (19). In Niere und Colon schitzt die 118-HSD2 den
Mineralocorticoidrezeptor vor einer Aktivierung durch Cortisol und bewahrt
dadurch die Selektivitat des Aldosterons als Mineralocorticoid. Aldosteron ist
kein Substrat der 11B-HSD2 und kann dadurch ungestért den
Mineralocorticoidrezeptor erreichen. In allen 11B-HSD2-exprimierenden
Organen wird durch dieses Enzym aber auch gleichzeitig der Zugang des

Cortisols zum Glucocorticoidrezeptor reguliert (Abb. 2).

Blut Niere
MC-
11-OH- 11-Oxo- Rezeptor,
Steroid Steroid §
11-OH- 11-OH-
Steroid > Steroid > GC-
Rezeptoy Nucleus

11-OH- 11-OH- - -

11-OH- 11-OH-
Steroid |:> B YP Rezepto

Abb. 2: Regulation renaler Mineralocorticoid (MC)- und Glucocorticoid (GC)-Rezeptoren durch
die 118-HSD?2. Die 118-HSD?2 in der Niere ist hauptsichlich in den Mineralocorticoid-Zielzellen
(distaler Tubulus, Sammelrohr) exprimiert (20-22) . Es zeigt sich aber in Untersuchungen von
Homogenaten des gesamten Organs eine eindeutig stirkere Expression als die der 113-HSD1 (23).
Sie ist somit der determinierende Faktor fiir das 11-Hydroxy-/11-Oxo-Gleichgewicht
(Cortisol/Cortison) in der Niere (24). Grafik mit freundlicher Genehmigung adaptiert aus der
Habilitationsschrift von S. Diederich (18).
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Beide 11BHSD-Enzyme sind somit sehr entscheidende Determinanten der

Cortisolwirkung in den Zielorganen (19).

Denkbar ist, dass eine erhdhte Cortisolkonzentration in den Zielgeweben als
Folge einer lokal erhéhten Aktivitat der 11B-HSD1 eine pathogenetische Rolle
in der Entstehung des metabolischen Syndroms spielt.

Diese kdnnte in der Leber zu einer Erhdhung der Schliisselenzyme der
Gluconeogenese  fihren und damit eine erhdhte  hepatische
Glucoseproduktion bewirken. Letztlich kénnte hierdurch dann eine erhdhte

hepatische Insulinresistenz resultieren.

Ubereinstimmend mit dieser Annahme fanden Koteletsev et al. bei 113-HSD1
Knockout-Mausen eine erhdhte Resistenz gegentber Hyperglykamie als Folge
abgeschwéachter  Aktivierung der hepatischen Schllsselenzyme der
Gluconeogenese (25).

Daten von Morton et al. weisen ebenfalls bei Mausen auf eine Verbesserung
des Lipidprofils, der  Glucosetoleranz und  der hepatischen
Insulinempfindlichkeit bei 118-HSD1- Defizienz hin (26).

Bei einer spezifischen Uberexpression der 11B-HSD1 im Fettgewebe und
vermehrter Aktivierung endogener Glucocorticoide entwickeln transgene
M&use eine zentrale Adipositas. Bei diesen Tieren wurden zusétzlich eine
gestorte Glucosetoleranz, eine Insulinresistenz und eine Hyperlipidamie, alles

Symptome des metabolischen Syndroms, festgestellt (27).

Zusammenfassend lassen diese Erkenntnisse die lokale Aktivierung von
Cortison durch die 11B-HSD1 als Ursache der Entwicklung einer

Insulinresistenz und eines metabolischen Syndroms vermuten.



-12-

1.1.3 Metabolisches Syndrom, freie Fettsauren und Insulinresistenz der
Leber

Es ist bekannt, dass eine Erhdéhung der freien Fettsduren (FFA) im Blut zu
peripherer und hepatischer Insulinresistenz fuhrt und das Risiko zur
Entwicklung eines Diabetes bei erhdhten Triglyceriden steigt, was bei den
meisten Ubergewichtigen der Fall ist (28-30).

Experimentell 1asst sich eine Insulinresistenz durch kurzzeitige Infusion von
freien Fettsduren nach zwei bis vier Stunden herbeifihren. Diese hélt nach

Beendigung der Infusion fir etwa vier Stunden an (30-33).

Die hepatische Insulinresistenz entstent durch die Blockierung der
hemmenden Insulinwirkung auf Glykogenolyse und Gluconeogenese durch
Fettsauren (31-38). Genauere Mechanismen sind unklar.

Es finden sich aber wie beim Skelettmuskel (s.u.) vermehrte Konzentrationen
intrazellularer Triglyceride in der Leber (39-44).

Werden die freien Fettsduren im Plasma gesenkt, so verbessert sich die

Insulinsensitivitat (45).

1.1.4 Metabolisches Syndrom, freie Fettsauren und Insulinresistenz der
Skelettmuskulatur

Mehr als 80 % der durch freie Fettsauren vermittelten Insulinresistenz findet in
der Skelettmuskulatur statt. Ein Mechanismus ist ein verminderter Glucose-
transport in die Muskelzellen. Dressner et al. konnten mittels C13 markierter
Glucose und Magnetresonanzspektiroskopie zeigen, dass die intrazellulare
Glucoseaufnahme wahrend fettsdurevermittelter Insulinresistenz nicht ansteigt
(46).
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Es lasst sich mittels Wasserstoffmagnetresonanzspektroskopie zeigen, dass
vier Stunden nach Erhéhung der freien Fettsduren im Plasma die
intrazellularen Triglyceride ansteigen (45).

Die Tatsache, dass dieser Effekt zwei bis vier Stunden nach artifizieller
Fettsdureexposition auftritt, gibt Grund zu der Annahme, dass freie Fettsduren
intrazellular wieder verestert werden mussen, um eine Insulinresistenz zu
verursachen.

Diese Hypothese wird auch durch Tierexperimente unterstitzt, die den engen
Zusammenhang zwischen intrazellularem Fett und Insulinresistenz belegen
(47).

Des Weiteren haben transgene Mause mit einer muskelspezifischen
Uberexpression der Lipoproteinlipase einen erhdhten Gehalt an
intrazellularem Fett und sind insulinresistent (44).

Diese Daten liefern aber keinen Beweis fir einen direkten biochemischen
Zusammenhang zwischen Insulinresistenz und intrazellul&rer
Triglyceridkonzentration. Vielmehr ist die Insulinresistenz ein Phanomen,
welches bei der intramyozellularen Triglyceridsynthese oder auch deren

Abbau auftreten konnte.

So aktivieren beispielsweise in verschieden Versuchen am Menschen und am
Tier die Metabolite des Triglyceridstoffwechsels, Diacylglycerol und
langkettiges Acylcoenzym A, die Proteinkinase C, eine Serin/Threonin-Kinase,
welche die Insulinwirkung durch Phosphorylierung des Serins des
Insulinrezeptors hemmen kann (48-53). Bei gesunden Probanden erhdht ein
Anheben der freien Fettsduren im Plasma die Aktivitat der
membranassoziierten Proteinkinase C um das Vierfache und die
intramyozelluldre Diacylglyceridkonzentration um das Dreifache (54).

Es qibt also Hinweise darauf, dass Insulinresistenz im Rahmen des

intrazellularen Triglyceridstoffwechsels entsteht.
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1.2 Beeinflussung der Konzentration adrenaler Androgene unter

Fettsaureinfusion und Insulinresistenz in vivo

1.2.1 Polyzystisches Ovar-Syndrom (PCOS)

Das Polyzystische Ovar-Syndrom ist eine haufige endokrine Stérung und
betrifft etwa eine von 15 Frauen weltweit (55), wobei Ubergewichtige oder
adipése Frauen etwa sechs Mal &éfter betroffen sind als normalgewichtige
(56,57). Aufgrund der klinischen Symptomatik (Zyklusstérungen und
Hirsutismus) sind PCOS-Patientinnen oftmals einfach zu identifizieren. Es
existieren aber verschiedene Definitionen zur Diagnosestellung des PCOS, bei
denen mdgliche paraklinische Befunde unterschiedlich gewichtet werden (57).
Laut Definition der Konferenz der ,European Society of Human Reproduction
and Embryology® (ESHRE) und der ,American Society for Reproductive
Medicine“ (ASRM), die 2003 in Rotterdam vorgestellt wurde (58,59), liegt ein

PCOS vor, wenn zwei der drei folgenden Kriterien erfillt werden:

- Polyzystische Ovarien
- Oligo- und/oder Anovulation
- klinische oder laborchemische Zeichen eines Hyperandrogenismus,

nach Ausschluss anderer endokriner Erkrankungen (60).

Polyzystische Ovarien sind kein zwingendes Diagnosekriterium mehr, da sie
auch bei unauffalligem Zyklus héaufig vorkommen. Daher werden sie als
begleitende Erscheinung, wenngleich historisch namengebend, betrachtet.

Es besteht also ein Syndrom, bei dem die klinischen und paraklinischen
Symptome Zyklusstérung, Hyperandrogenamie, gestérte Glucosehomdostase,
Hirsutismus und Ubergewicht auftreten. Da diese Befund im Einzelnen oder
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zusammen auch bei anderen Erkrankungen auftreten kdénnen, ist es wichtig,
andere endokrine Ursachen auszuschlieBBen.

Krankheitswert erféahrt die Stérung neben den durch die Virilisierung
entstehenden teils betrachtlichen kosmetischen Problemen auch durch ein
erhdhtes Risiko flr die Entwicklung eines Diabetes mellitus und damit
erhdhtem kardiovaskuldren Risiko, eines Endometrium-Carcinoms und von
Infertitilitat (61-64).

1.2.2 PCOS und Insulinresistenz

Die Insulinresistenz ist ein haufiges Merkmal und wird als eine flhrende
Ursache in der Entwicklung der Hyperandrogenamie angesehen, zumal
Androgenspiegel und Hyperinsulindmie positiv korrelieren (65). Basale und
durch ACTH stimulierte Androgenspiegel sind im Blut bei PCOS-Patientinnen
mit Diabetes mellitus im Vergleich zu solchen mit normaler Glucosetoleranz
erhoht (66). Der Mechanismus der durch Hyperinsulinamie induzierten
Hyperandrogenamie kdnnte sein, dass dabei die Menge an Sexualhormon-
bindendem Globulin (SHBG) reduziert ist und es somit zu einer erhdhten
Bioverfligbarkeit von Testosteron kommt. Auch ist ein direkter Einfluss auf den
Hypothalamus oder die Hyophyse durch Hyperinsulindmie und somit auf die
Freisetzung von Gonadotropinen denkbar, was zur Erhéhung der
Androgenspiegel fuhrt.

Es ist bekannt, dass Insulinresistenz an den Geweben selektiv auftreten kann.
Wahrend also z.B. der Stoffwechsel der Skelettmuskulatur bei Vorliegen einer
Insulinresistenz unbeeinflusst von Insulin bleibt, kbnnten andere Organe, wie
beispielsweise die Nebenniere und die Ovarien in ihrem Stoffwechsel
beeintrachtigt werden (57).

Die Nebennierenrinde ist die Hauptsynthesestatte fir DHEA, DHEAS und

Androstendion bei Frauen. Androgene werden aber auch im Fettgewebe
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gebildet (67,68). Beim PCOS werden sie in relevanten Mengen in den Ovarien
gebildet.

Dass ein Zusammenhang zwischen Hyperinsulindmie bzw. Insulinresistenz
und Hyperandrogenamie bestehen muss, zeigt sich in der Erkenntnis, dass die
Behandlung mit Medikamenten, die die Insulinempfindlichkeit der Gewebe
positiv beeinflussen, auch die Merkmale der Hyperandrogenamie verbessern
(69-72). WeiterfUhrende Beobachtungen diesbezliglich zeigen eine erhdhte
Aktivitat der 5a-Reduktase (SRD5) bei Patientinnen mit PCOS. Von diesem
Enzym existieren zwei |lsoformen] die als 5a-Reduktase Typ | und 5a-
Reduktase Typ Il bezeichnet werden und deren Gene (SRD5A1 und SRD5A2)

auf verschiedenen Chromosomen liegen. Beide Isozyme ermdglichen die

Umwandlung des |Sexualhormons||Testosteron|in das biologisch wirksamere

Dihydrotestosteron

Interessanterweise scheint ein Zusammenhang zwischen Hyperinsulinamie
und 5a-Reduktase-Aktivitat bei Patientinnen mit PCOS, unabhangig vom
Korpergewicht, zu bestehen, d.h. dass diese Beobachtung auch bei schlanken
Frauen mit PCOS gemacht werden kann. Auch kann man unter Therapie mit
Medikamenten, die die Insulinsensitivitdt verbessern, einem Abfall der 5a-
Reduktase-Aktivitdt sehen. Pathophysiologische Zusammenhange sind
bislang unklar. Es kann aber spekuliert werden, ob eine genetisch bedingte
Fehlfuktion einer Serin/Threonin-Kinase sowohl den Insulinrezeptor im Sinne
einer Resistenzentwicklung und Enzyme der Androgensynthese im Sinne der
Entwicklung einer Hyperandrogenamie verursacht und somit eine
pathophysiologische Verbindung zwischen den Ph&dnomenen Insulinresistenz
und Hyperandrogenamie besteht (73-75).


http://de.wikipedia.org/wiki/Isoenzym
http://de.wikipedia.org/wiki/Sexualhormon
http://de.wikipedia.org/wiki/Testosteron
http://de.wikipedia.org/wiki/Dihydrotestosteron
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1.2.3 PCOS und freie Fettsauren

Wie bereits erwahnt, ist eine Erhdhung freier Fettsauren ebenfalls mit
Insulinresistenz verbunden und kommt bei Frauen mit PCOS gehauft vor (76).
Sie stimulieren die Insulinsekretion und fihren zu peripherer und hepatischer
Insulinresistenz (s.o. sowie 30, 76-78, 79).

Daher kann man spekulieren, ob freie Fettsduren alleine, die
Hyperinsulinamie oder beides gemeinsam die Hyperandrogenamie
verursachen.

Interessanterweise lassen sich offenbar bei Mannern durch fettreduzierte Diat
die Androgenspiegel im Blut senken (80-83).

Bei gesunden Mannern scheint eine hohe Fettzufuhr mit geringem
Ballaststoffanteil zu einem Anstieg des Testosterons zu fihren (69). DHEAS,
Androstendion, Testosteron und 5a-Dihydrotestosteron fallen bei fettarmer,
faserreicher Diat ab (84).

Es konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme einer fettreichen Mahlzeit
schnell zu reduzierten Testosteronwerten flihrt, wobei die LH-Sekretion nicht
beeinflusst wird (80). Auch das spricht fir die Annahme, dass freie Fettsduren
den Androgenhaushalt modulieren.

In klinischen Studien wird die Auswertung dadurch kompliziert, dass die
Androgenregulation gewebeabhangig sein kéonnte und freie Fettsduren
unterschiedliche Effekte auf Ovarien und Nebennierenrinde haben kdnnten.
Dass ovarielle sowie adrenale Hyperandrogenamie eine Rolle beim PCOS
spielen, ist bekannt (85). Wenngleich die Nebennierenrinde eine wichtige
Quelle von Androgenen bei Frauen ist, so werden DHEA, DHEAS und
Androstendion offenbar auch in relevanten Mengen in den Ovarien gebildet
(86,87).
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1.2.4 Androgene und Steroidhormonbiosynthese

Die Nebennierenrinde ist die Hauptsynthesestatte fir DHEA, DHEAS und
Androstendion bei Frauen.

Bei Mannern werden diese Androgene nahezu ausschlieBlich, wenn nicht
sogar ganzlich, von der Nebennierenrinde sezerniert. Eine weitere
Umwandlung in Testosteron findet allerdings wohl nicht statt. Damit liegt die
Hauptproduktionsstatte flr Testosteron beim Mann in den Hoden. In der
Nebennierenrinde gebildetes DHEA wird sulfatiert, als DHEAS ins Plasma
abgegeben, von den Testes aufgenommen und als Testosteronvorlaufer
verwendet. Im Folgenden soll ein Uberblick tber die Produktion der einzelnen
Steroidhormone gegeben werden:

Steroidhormone bestehen aus den Grundbausteinen der Lipide, weisen aber
eine zyclische Konfiguration auf. Aus AcetylCoA entsteht Isopren, woraus
Squalen synthetisiert wird, welches letztlich die Vorstufe zu ,der”
Steroidvorldufersubstanz, dem Cholesterin, darstellt. Hierfir werden 6
Isoprenmolekile bendtigt. Fertiges Cholesterin hat 27 C-Atome und wird
verestert im Cytosol von Steroidhormon-produzierenden Zellen in Form von
Lipidtrépfchen gespeichert. Geschwindigkeitsbestimmendes Enzym ist die
HMG-CoA-Reduktase  (B-Hydroxy-B-methylglutaryl-CoA-Reduktase).  Die
Freisetzung erfolgt, durch cAMP stimuliert, Gber die Aktivierung einer
Proteinkinase A, welche die Phosphorylierung und somit Aktivierung der
Cholesterinesterhydrolase bewirkt.

Die weitere Androgensynthese findet in den Mitochondrien sowie im
endoplasmatischen Retikulum statt. Produktionsstatte von Steroidhormonen
sind die Nebennierenrinde sowie die Gonaden. Die Enzymausstattung ist
nahezu identisch. In der Nebenniere lassen sich histologisch drei Zonen
unterscheiden, von auBBen nach innen die Zonae glomerulosa, fasciculata und
reticularis. In der Zona glomerulosa werden hauptsachlich Mineralokortikoide,
in der Zona fasciculata hauptsachlich Glukokortikoide und in der Zona

reticularis vorwiegend Androgene gebildet.
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CRH (Coroticotropin-releasing-Hormon)  erreicht (ber das portale
GefaBsystem den Hypophysenvorderlappen und stimuliert dort die Sekretion
von ACTH (Adrenocorticotropes Hormon), welches Gber den Blutkreislauf die
Nebennierenrinde erreicht und dort vorwiegend die Freisetzung von Cortisol
und DHEA reguliert (88,89).

Glukokortikoide und Mineralokortikoide sind C-21-Steroide (21 C-Atome),
wohingegen Androgene, egal welchen Ursprungsgewebes, immer C-19-
Steroide sind und durch Abspaltung zweier C-Atome in Position 17 entstehen.
Das Ovar, aber auch im geringeren MaB die Testes, kdnnen durch
Aromatisierung des A-Ringes aus C-19-Steroiden Ostrogene produzieren.

Zu Nomenklatur und Biosyntheselbersicht siehe bitte Abb. 3 und das
Ubersichtsschaubild Abb. 4.

21 24 CH3

N 26 C=0

2 = ——>
- 20,22 Desmolase
3 7 OH
OH 4 5 6
Cholesterin Pregnenolon
Abb. 3 Cholesterin ist der Grundbaustein aller Steroidhormone.

Nach Transport ins Mitochondrium findet mittels 20,22-
Desmolase (P450scc, StaR=Steroidogenic acute regulatory
Protein) die Umsetzung in Pregnenolon statt. Der weitere
Stoffwechsel findet dann im endopl. Retikulum statt (Abb. 4).
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Abb. 4 Biosynthese der Steroidhormone. Produktionsstatte von Steroidhormonen sind die
Nebennierenrinde sowie die Gonaden. Glucokortikoide und Mineralokortikoide sind 21-C Steroide,

Ostrogene und Androgene 19-C Steroide.

CH3

www@@

HO
Pregnenolon 17 OH-Pregnenolon
13 CH3 3 CH3
Cc=0 C=0
:' OH
o o
0
Progesteron 17-OH-Progesteron
CH20H CH20H
5 I 5 |
C=0 C=0
OH
/ /
o 0

11-Desoxycorticosteron 11-Desoxycortisol

6 6
CH20H

=0 =0
HO HO OH

V7 V

(6] (0]

Cortico teron Cortisol
7

CHZOH CHZOH

H2CCO OHCCO

@@b@@b

18 OH-Corticosteron Aldosteron

Androstendion

Dehydroeplandrosteron D1hydroxyandroster0n

Fo

OH
9
,@ng
—
4
0]

Testosteron

HO

y Ostradiol

11-OH-Androstendion

Enzyme:

1) 20,22-Desmolase (P450scc)

2) 170-Hydroxylase (P450c17)

3) 3B-Hydroxydehydrogenase

4) 17-Reduktase

5) 21B-Hydroxylase (P450c21)

6) 11B-Hydroxylase (P450c11)

7) Aldosteronsynthetase (P450c18AS)
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2 Fragestellung und Zielsetzung

2.1 Freie Fettsauren und 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1

Freie Fettsauren vermitteln hepatische und skelettmuskulare Insulinresistenz
und koénnten somit Teil der Pathophysiologie bei der Entstehung des
Diabetes mellitus Typ 2  sein. Verantwortlich fir diesen Effekt scheinen
intrazellulare Mechanismen zu sein, die ihrerseits eng mit der Konzentration
freier Fettsauren (FFA) verknipft zu sein scheinen.

Ein Uberschuss an Cortisol, wie er z.B. bei einem Cushing-Syndrom auftritt,
iatrogen verursacht wird oder auch tierexperimentell durch Uberexpression der
11 BHydroxysteroiddehydrogenase herbeizuflhren ist, verursacht eine gestérte
Glucosetoleranz wie sie beim metabolischen Syndom zu finden ist. Ein sehr
wichtiger para- und autokriner Mechanismus zur Regulation der intrazellularen
Konzentration des Cortisols ist die 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1,
welche das Gleichgewicht zwischen inaktivem Cortison und aktivem Cortisol
einstellt.

Inwieweit freie Fettsduren die Aktivitat der 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase
Typ 1, die in allen Geweben vorkommt, beeinflussen und somit ein Hinweis
auf die Entwicklung des metabolischen Syndroms als ,FFA-induziertes

Cushingsyndrom® besteht, sollte in dieser Versuchsreihe geklart werden.
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2.2 Freie Fettsauren und Hyperandrogenamie beim PCO-Syndrom

Fette scheinen einen Einfluss auf Androgenspiegel im Blut zu haben. Es ist
bekannt, dass freie  Fettsduren Insulinresistenz vermitteln. Dieses ist ein
haufig beobachtetes Phdnomen beim PCOS.

Ob freie Fettsauren in vivo einen direkten Einfluss auf ins Blut sezernierte
Androgenmengen haben, ist bisher nicht geklart.

In dieser Doktorarbeit sollte durch euglykdmischen Clamp geklart werden, ob
freie Fettsduren selbst oder/und die etwas verzdgert einsetzende konsekutive

Insulinresistenz zur Erh6hung von Androgenen fuhrt.
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3 Material, Methoden und Probanden

3.1  Probanden

Nach 10stindigem né&chtlichen Fasten wurden sechs gesunde, leicht Gberge-
wichtige junge Méanner in einer prospektiven Studie untersucht.

Alter, Kérpergewicht, GréBe, Waist-to-hip-Ratio, BMI und Blutdruck sind in Ta-
belle 1 ersichtlich.

In der medizinischen Vorgeschichte waren arterielle Hypertonie, Typ 2-
Diabetes mellitus, Nieren-/Lebererkrankungen, Dyslipiddmie oder Herzfehler
ausgeschlossen.

Familienanamnestisch bestanden kein Diabetes mellitus oder andere endok-
rine Erkrankungen.

Uber den Zeitraum der Untersuchung nahm keiner der Probanden Medika-
mente ein. Bei allen Probanden wurde initial eine kérperliche Untersuchung
inklusive einer Bestimmung von Standardlaborwerten durchgeflhrt, um aktuel-
le systemische Erkrankungen oder eine gestdrte Nierenfunktion auszuschlie-
Ben (siehe Tabelle 2). Hierbei ergaben sich keine Auffalligkeiten. Diabetes,
gestérte Glukosetoleranz oder erhéhte Nichternglukose wurden mittels ora-
lem Glukosetoleranztest (90) ausgeschlossen. Das Kérpergewicht war wah-
rend der letzten zwei Monate stabil.

Eine schriftliche Einverstandniserklarung wurde von jedem Patienten unter-
zeichnet. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommision der Charité,

Universitatsmedizin Berlin, genehmigt (Ethikvotumnummer: ek. 211-02a).
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Jeder Proband unterzog sich einem 4-Tages-Protokoll in zufalliger Reihenfol-
ge. Um Interaktionen der einzelnen Versuchstage untereinander zu vermei-
den, wurden mindestens zwei Tage Abstand eingehalten. Zur besseren Uber-

sicht sind die einzelnen Versuchstage im Verlauf fortlaufend durchnummeriert.
Nach 10stindigem Fasten wurden um 08.00 Uhr morgens zwei Venen-

Verweilkandlen, jeweils eine an jedem Unterarm, zum Einen flr die Infusionen

und zum Anderen fur die Blutenthnahmen, gelegt.

Tabelle 1: Probandendaten

MW SD
Alter (Jahre) 280 + 29
Gewicht (kg) 927 + 114
Grdsse (cm) 183,7 + 45
BMI (kg/m?) 275 + 3,1
Systolischer Blutdruck (mmHg) 1333 + 6,8
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 77,5 + 12,5

WHR (waist-to-hip ratio) 0,98

I+

0,08
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Tabelle 2: Laborwerte der Probanden

MW + S.E.M.

Cholesterol (mmol/l) 5.0+£0.3
HDL-cholesterol (mmol/l) 1.4 +0.1

LDL-cholesterol (mmol/l) 3.0+£0.2
Triglyceride (mmol/l) 1.4+0.2
Protein (g/l) 65.6 +2.3
CRP (mg/l) 09104
Kreatinin (umol/l) 85.8+3.0
Nuchtern Insulin (mU/I) 6.1+£1.1

Nuchtern Glucose (mmol/l) 53+0.2
2-Stunden Glucose (mmol/l) 4.7+0.5

3.2 Studienablauf

Auf den folgenden Seiten wird der Ablauf der einzelnen Versuchstage erklart
und tabellarisch dargestellt. Wie erwahnt, wurden mindestens zwei Tage Ab-
stand zwischen den einzelnen Versuchstagen eingehalten um eine gegensei-

tige Beeinflussung zu vermeiden (Abb. 5-8).

3.3 Euglykamischer, hyperinsulinamischer Clamp mit Fettsauren- oder
Kochsalzinfusion

Am ersten Tag (Abb. 5) wurde eine 0,9 %ige Kochsalzlésung (lsotonische
Kochsalzlésung Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany) mit Heparin (0,4
U/kg/min., Heparin-Natrium, Ratiopharm GmbH, Ulm, Germany) mit einer Ge-

schwindigkeit von 1,5 ml/min. Uber sechs Stunden infundiert.
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Vier Stunden nach Start der Kochsalzinfusion wurde ein euglykdmischer, hy-
perinsulindmischer Clamp (91) durchgeflhrt. Zuvor hielten die Patienten Ruhe
und es wurden in stindlichem Abstand Blutentnahmen far Insulin, freie Fett-
sauren, Kalium,Glucose ACTH und Androgene gewonnen. Beginn des Clamps
war um 12.00 Uhr mittags. Dieser dauerte 2 2 Stunden.

Es wurden 40 mlU/m%min. humanes Insulin (Actrapid®, Novonordisk, Bags-
waard, Denmark) und eine variable Infusion von 10 %iger Glukose (Glucose
10%, Serag-Wiesner, Naila, Germany) infundiert. Die Insulininitialdosis wurde
wie von DeFronzo beschrieben berechnet (91). Die kapillare Blutglukose wur-
de alle finf Minuten gemessen und zwischen 4,0 und 4,9 mmol/l mittels variie-

render Glukoseinfusionsrate gehalten (steady-state).

Versuchstag 1

h 01 2 (3|4 (5|6 [|7]8|9]10]| M1 12 | 13 | 14 15 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 22 | 23

Kochsalzinfusion

Fettsdureinfusion

Clamp

Cortisonkinetik

Medikation

Sammelurin S L, A A AL AN o -
— bis 08:00

Abb. 5

Urin wurde in je zwei Portionen von 08.00 bis 20.00 h und 20.00 bis 08.00h des Folgetages
gesammelt
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Am zweiten Tag (Abb. 6) erfolgte ein identischer Versuchsaufbau mit dem Un-
terschied, dass jetzt anstatt Kochsalzinfusion eine Lipidinfusion (Lipovends
20 %; Fresensius Kabi GmbH, Bad Homburg, Germany) mit Heparin mit einer
Geschwindigkeit von 1,5 ml/Min. Gber sechs Stunden infundiert wurde. Blut-
proben wurden vor Lipid/Heparin- oder Kochsalzinfusionen, vor Clamp-Beginn
und zwei Stunden nach Erreichen einer konstanten Euglycamie enthommen.
Alle Infusionen wurden Uber denselben vendsen Zugang verabreicht, wahrend
die Blutentnahmen Uber den zweiten Zugang am kontralateralen Arm erfolgte.
Die Blutproben wurden zentrifugiert, Plasma und Serum wurden unmittelbar

bei —80° C eingefroren.

Versuchstag 2

h 0|1 2 (383|4 |56 |7 [8]9]|10]| M1 12 | 13 | 14 15 16 | 17 [ 18 | 19 | 20 | 21 22 | 23

Kochsalzinfusion

Fettsdureinfusion

Clamp
Cortisonkinetik
Medikation
- Ve A A ﬂ( o {ﬂ"' ”
Sammelurin 7777
— bis 08:00
Abb. 6

Urin wurde in je zwei Portionen von 08.00 bis 20.00 h und 20.00 bis 08.00h des Folgetages
gesammelt
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3.4 Cortison-Kinetik mit Fett- oder Kochsalzinfusion

Eine Methode um die Aktivitat der hepatischen 11-B-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1 beim Menschen zu bestimmen, ist das
Messen der Plasma-Cortisol-Werte nach oraler Einnahme von Cortisonacetat
(92, 93).

Um die endogene Cortisol-Produktion zu unterdriicken, nahm jeder Proband
am dritten Versuchstag (Abb. 7) um 24.00 Uhr vor Testdurchfihrung 1 mg ora-
les Dexamethason (Fortecortin®, Merck KGaA Darmstadt, Deutschland) sowie
ein weiteres Mal 0,5 mg um 10.00 Uhr morgens nach 10stliindigem nachtlichen
Fasten ein.

Am né&chsten Morgen wurde eine Venenverweilkanile gelegt und eine
0,9 %ige Kochsalzlésung mit Heparin (0,4 U/kg/min.) mit einer Geschwindig-
keit von 1,5 ml/min. Uber sechs Stunden infundiert. Vier Stunden nach Infusi-
onsbeginn nahm jeder Proband 37,5 mg Cortisonacetat ein (Cortisonacetat
Ciba, CIBA AG, Basel, Schweiz).

Uber einen Venenkatheter am kontralateralen Arm erfolgten tiber fiinf Stunden
halbstiindliche Blutenthahmen zur Bestimmung von Serum-Cortisol und Se-
rum-Cortison. Eine basale Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor Einnahme
von Cortisonacetat. Auch hier wurden die Blutproben zentrifugiert, Serum und

Plasma wurden unmittelbar bei —80° C eingefroren.
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Versuchstag 3

h 01 2 (3|4 (5|67 ]|8|9]10]|1M11 12 | 13 | 14 15 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21

Kochsalzinfusion

Fettsdureinfusion

Clamp

Cortisonkinetik

Medikation I D L

Sammelurin

Abb. 7
Medikation: D: 00:00 h 1mg Dexamethason oral; 10:00 h 0,5 mg Dexamethason oral;
C:12:00 h 37,5 mg Cortisonacetat oral.

Am vierten Versuchstag (Abb. 8) wurde derselbe Versuchsaufbau durchge-
fihrt. Auch jetzt wurde anstelle von Kochsalzlésung eine Lipidlésung mit He-
parin (0,4 E/kg/Min.) mit einer Geschwindigkeit von 1,5 I/Min. Uber sechs

Stunden infundiert.

Versuchstag 4

h o[ 1 2 (3|4 (5|67 ]|8|9]10 |11 12 | 13 | 14 15 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21

Kochsalzinfusion

Fettsdureinfusion %

Clamp

Cortisonkinetik

Medikation D D L

Sammelurin

Abb. 8
Medikation: D: 00:00 h 1mg Dexamethason oral; 10:00 h 0,5 mg Dexamethason oral;
C:12:00 h 37,5 mg Cortisonacetat oral.
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3.5 Steroidmetabolite im Urin

Die Aktivitaten der 11-pB-Hydroxysteroiddehydrogenasen lassen sich anhand
der Konzentrationen des Cortisonmetaboliten Tetrahydrocortison (THE) und
der Cortisolmetaboliten 53-Tetrahydrocortisol und 5a-Tetrahydrocortisol (THF
und 5a-THF) im Urin bestimmen. Fir die Aktivitat der 11-g-HSD 1 bildeten wir
den Quotienten (5-a-THF + THF)/THE und fir die 11-p-HSD 2 den Quotienten
aus freiem Cortisol und freiem Cortison (UFF/UFE).

Die Aktivitaten der 5-a- und 5-B-Reduktasen wurden Uber die Bildung des
THF/a-THF-Quotienten bestimmt. Desweiteren wurde der Quotient aus 5- a-
THF/UFF, THF/UFF und THE/UFE bestimmt (94).

Der Urin wurde hierflr an allen Versuchstagen mit euglykamischem, hyperin-
sulindmischem Clamp in zwei Portionen gesammeli:

Eine Portion wurde von 08.00 Uhr morgens des Versuchstags bis 20.00 Uhr
gesammelt, die zweite ab 20.00 Uhr bis 08.00 Uhr am Morgen des Folgeta-
ges. Diese Aufteilung sollte ermdglichen, evtl. nur kurzfristig auftretende Ver-

anderungen wéahrend oder unmittelbar nach Clamp zu erfassen.

3.6 Androgene

An den Tagen mit euglykdmischem, hyperinsulinamischen Clamp (Versuchs-
tage eins und zwei) wurden vor, sowie zwei und vier Stunden nach Clamp-
Beginn, als auch unter konstanter Euglykamie, Blutproben fir DHEA, Andros-
tendion, 17-OH-Progesteron, Testosteron, Ostron, LH, FSH, ACTH und Corti-

sol abgenommen.
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3.7 Labormethoden und Statistik

Die kapillare Blutglukose wurde mittels Glukose-Oxidase-Methode an einem

Dr. Maller Super GL Messgerat, Freital, Germany, gemessen.

Insulinkonzentrationen wurden mittels Elisa (DRG, Marburg, Germany) be-

stimmt.

Freie Fettsauren im Serum wurden kalorimetrisch mit einem Cobas Mira (Ro-

che, Basle, Switzerland) gemessen.

Serumkreatinin, Triglyceride, Cholesterin, HDL-Cholesterin, Protein und CRP
wurden nach Standardlabormethoden bestimmt. Zur Berechnung des LDLs

wurde die Friedewaldformel verwendet.

Serumsteroide wurden mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt. Urinste-
roide wurden mit Tritium versehen, dann mittels Chromatographie isoliert und
mit Antikérpern markiert durch Radioimmunoassay bestimmt (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany). Es bestehen folgende Kreuzreaktivi-
taten:

Fir Cortisol-Antiserum zu Cortison 0.5%; zu 17-Hydroxyprogesteron 2.6%; zu
THE, THF und 5a-THF <0.2%. Fir Cortison-Antiserum zu Cortisol 2.9%; zu
THE 2.6%; zu THF und 5a-THF 0.2%. Fir THE-Antiserum zu Cortisol 0.2%:;
zu Cortison 0.3%; zu THF 9.7%; zu 5a-THF 0.1%. Fir THF-Antiserum zu Cor-
tisol und Cortison <0.1%; zu THE 0.3%; zu 5a-THF <0.1%. FiOr 5a-THF-
Antiserum zu Cortisol und Cortison <0.1 %; zu THF 0.7 % und zu THE < 0,1 %
(95).

Blutproben fir ACTH, Cortisol und Testosteron wurden vollautomatisch mit

dem chemilumineszenz-immunoassay System IMMULITE DPC Biermann
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(Bad Nauheim, Deutschland) (Intra-assay CV von 6.7 bis 9.5%, 5.2 bis 7.4%
und 7.2 bis 16.3%; Inter-assay CV 8.5%, 7.8% und 12.0%).

Ostron, 17-OH-Progesteron, DHEA und Androstendion wurden durch spezifi-
sche RIAs bestimmt (Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Sinsheim, Ge-
rmany) (Intra-assay CV von 4.4 bis 9.4%, 8.1 bis 9.5%, 2.7 bis 3.8% und 2.7
bis 5.9%; Inter-assay CV 9.1%, 8.9%, 6.5% und 6.0%).

DHEA und Androstendion wurden zum Ausschluss eines systematischen Feh-
lers nach Hinzufligen von Lipid in vitro gemessen. Es wurde eine Konzentrati-
on von 2,5 % Lipidinfusion gewahlt, was in vivo erreichten Triglyceridwerten

entspricht. DHEA- und Androstendionwerte wurden nicht beeinflusst.

LH und FSH wurden mittels eines immunoradiometrischen Systems gemessen
(Immuno-Biological Laboratories, Inc., Hamburg, Deutschland) (Intra-assay
CV von 1.6 bis 3.1% und 3.5 bis 6.5% und Inter-assay CV von 4.7% und
6.7%).

Statistische Berechnungen wurden mittels SPSS-Software, V 11.5, SPSS Inc.
(Chicago, IL, USA) durchgefihrt.

Testverfahren waren t-Test flr normalverteilte paarige und Mann-Whitney-
Test fur nicht normalverteilte paarige Variable.

Als signifikant galten Ergebnisse bei beidseitigem a < 0,05. Werte wurden als
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) oder Standardfehler (SEM) angege-

ben.
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4 Ergebnisse

4.1 Freie Fettsauren:

Vor Beginn der Lipid/Heparin- oder Kochsalz/Heparin-Infusionen gab es
keinen Unterschied in der Konzentration freier Fettsauren (0,48 + 0,20 mmol/l
vs. 0,78 + 0,41 mmol/l; p = n.s.) (Abb. 9). Unter Lipid/Heparin-Infusion kam es
zum Anstieg der freien Fettsauren von 0,48 + 0,20 mmol/l auf 4,82 + 1,45
mmol/l nach zwei Stunden, auf 5,41 + 1,0 mmol/l nach vier Stunden und
4,76 + 1,89 mmol/l bei konstanter Euglykamie (6h-Wert) wahrend Clamp (p <
0,005). Es gab keinen Anstieg der freien Fettsdauren wahrend der
Kochsalz/Heparin-Infusion (0,78 + 0,41 mmol/l, 1,17 + 0,47 mmol/l, 1,17 + 0,45
mmol/l und 0,22 + 0,13 mmol/l. p = n.s.) (Abb. 9).

Freie Fettsduren (mmol/l)

Zeit (h)
Abbildung 9: Freie Fettsauren unter
Lipid/Heparin-Infusion (W) und
Kochsalz/Heparin-Infusion (O).
MW + SEM der Serumkonzentration
freier Fettsauren. * = p < 0,005.
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Vier Stunden nach Beginn der Lipid/Heparin-Infusion gab es keinen
Unterschied in der Konzentration freier Fettsduren vor Beginn des Clamps
(siehe Kapitel 3.2) und vor Einnahme von Cortisonacetat bei der
Cortisonkinetik (siehe Kapitel 3.3) (5,41 + 1,00 mmol/l vs.5,45 + 0,79mmol/l;
p=n.s.). Ebenso konnte kein Unterschied in den freien Fettsduren wahrend
Kochsalz/Heparin-Infusion vor Beginn des Clamps oder der Cortison-
Kinetikbestimmung gesehen werden (1,17 + 0,45 mmol/l vs. 1,16 + 0,43

mmol/l; p = n.s.).

4.2 Glukose, Glukoseinfusionsrate (GIR) und Insulin

Wahrend konstanter Euglykamie beim Clamp war die kapillare
Blutglukosekonzentration unter Lipid/Heparin-Infusion im Mittel 4,19 +
0,43 mmol/l und unter Kochsalz/Heparin-Infusion 3,81 + 0,33 mmol/l.

Die mittlere Glukoseinfusionsrate war unter Lipid/Heparin-Infusion signifikant
niedriger als unter Kochsalz/Heparin-Infusion (GIR 6,02 + 2,60 vs. 4,08 + 2,15
mg/kg/Min. p < 0,05) (Abb. 10).

12

p < 0,005

10 ~

GIR (mg/kg/min)

0 | T

Lipidinfusion Kochsalzinfusion

Abbildung 10:Glucoseinfusionsrate (GIR) bei konstanter
Euglykamie unter Lipid/Heparin-
oder Kochsalz/Heparin-Infusion. MW + SD.



-35-

Wahrend des euglykamischen, hyperinsulinamischen Clamps stieg die
Insulinkonzentration von 6,74 + 3,59 mU/I vor eigentlichem Clamp-Beginn auf
56,4 + 13,59 mU/l wahrend konstanter Euglykamie (p < 0,01) unter
Lipid/Heparin-Infusion an. Unter der Kochsalz/Heparin-Infusion gab es einen
Anstieg von 2,87 + 2,07 mU/I vor eigentlichem Clamp-Beginn auf 54,19 + 6,56
mU/I wahrend konstanter Euglykamie (p < 0,001).

Zu Beginn und zwei Stunden nach Kochsalz/Heparin- oder Lipid/Heparin-
Infusion gab es keinen signifikanten Unterschied in der Insulinkonzentration
(4,76 £ 3,18 mU/l vs. 6,29 + 5,10 mU/l und 5,65 + 3,66 mU/l vs. 4,91 + 3,06
muU/l).

Zu Beginn des eigentlichen Clamps, also nach vier Stunden Infusion, zeigte
sich allerdings ein signifikanter Unterschied in den Insulinkonzentrationen
unter Lipid/Heparin-Infusionen bzw. Kochsalz/Heparin-Infusionen (6,74 + 3,59
mU/l vs. 2,87 + 2,07 mU/I; p < 0,05).



-36 -

4.3 Cortisol, Cortison, Cortisol/Cortison-Ratio, ACTH und Urinsteroide

Nach Unterdrickung der endogenen Cortisol-Produktion mit Dexamethason
gab es keinen signifikanten Unterschied in der Cortisol- und Cortison-
Konzentration unter vierstundiger Lipid/Heparin-Infusion oder
Kochsalz/Heparin-Infusion vor der Einnahme von Cortisonacetat (36,0 + 24,1
nmol/l vs. 26,2 + 11,1 nmol/l und 7,4 + 4,2 nmol/l vs 11,0 = 4,6 nmol/l; p =
n.s.). Nach oraler Einnahme von Cortisonacetat gab es keinen Unterschied in
der Serum-Cortisol-Konzentration oder bei der Cortisol/Cortison-Ratio unter
Kochsalz/Heparin- oder Lipid/Heparin-Infusion (AUC 16857 + 3032 vs. 18381
+ 2093 nmol/l x min., p =0,31 und 2314 + 463 vs. 2259 + 355 nmol/l x min,

p = 0,79). Wir fanden unter Kochsalz/Heparin-Infusion und Lipid/Heparin-
Infusion zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der Cortisolkonzentration und

Cortisol/Cortison-Ratio nach Einnahme von Cortisonacetat (Abb. 11,12).

1000

800 A

600 A

Cortisol (mmol/l)

400 A

200 A

0 60 120 180 240 300
Zeit (min)

Abbildung 11: Cortisol nach der Einnahme von Cortison-
acetat unter Lipid/Heparin-Infusion (m)
und unter Kochsalz/Heparin-Infusion (d).
Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 12: Cortisol/Cortison nach Einnahme von Corti-
sonacetat unter  Lipid/Heparin-Infusion (=)
und unter  Kochsalz/Heparin -Infusion (o).
Mittelwerte £+ SEM.
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Die ACTH-Konzentrationen wahrend Lipid/Heparin- oder Kochsalz/Heparin-
Infusion (ohne Einnahme von Dexamethason) waren nicht unterschiedlich
(Abbildung 13).

60

50

40 A

ACTH (pg/ml)

30

20 A

10 1

0 - - . ;

0 2 4 6
Zeit (h)

Abbildung 13: ACTH wahrend Lipid/Heparin-Infusion (H)
und Kochsalz/Heparin Infusion (3O).
Mittelwerte + SEM
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4.4 Urinsteroide

Erlauterung zu den Ergebnissen in Tabelle 3 und den Abbildungen 14 und 15

Die Aktivitaten der 11-pB-Hydroxysteroiddehydrogenasen lassen sich anhand

der Konzentrationen des

Cortisonmetaboliten Tetrahydrocortison (THE) und der
Cortisolmetaboliten 5B-Tetrahydrocortisol (THF) und
5-a-Tetrahydrocortisol (5-a-THF)

im Urin bestimmen.

Fir die Bestimmung der Aktivitat der 11-B-HSD 1 bildeten wir den Quotienten
(5-0-THF + THF)/THE.

Fir die Bestimmung der Aktivitat der 11-p-HSD 2 bildeten wir den Quotienten
aus freiem Cortisol und freiem Cortison (UFF/UFE).

Die Aktivitaten der 5-a- und 5-B-Reduktasen wurden Uber die Bildung des

THF/5-a-THF-Quotienten bestimmt.
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Wahrend Lipid/Heparin- oder Kochsalz/Heparin-Infusionen gab es keinen
Unterschied in den Konzentrationen von UFF, UFE, THF, 5-a-THF und THE
(Tabelle 3).

Tabelle 3: Cortisol/Cortison-Metabolite im Urin unter Lipid/Heparin-Infusion
und unter Kochsalz/Heparin-Infusion. Mittelwerte + SD.

Lipid/Heparin-Infusion Kochsalz/Heparin-Infusion

Sammelzeiten 55 10.90.00 20.00-08.00 08.00-08.00  08.00-20.00 20.00-08.00 08.00-08.00

UFF [ug] 314+155 246+102 56,0150 355+19,3 31,8+21,4 66,8348
UFE [ug] 515+125 353+7,9 868152 57,7+26,4 434+217 101,1+29,7
THF [mg] 222+0,62 175+0,66 3,97+1,12 217+0,85 191+101 408+1,75

oa-THF [mg]  196+0,76 1,59+0,94 3,54+1,46 214+121 185+145 3,99+264
THE [mg] 385+1,05 30+137 686218 414+1,97 3,71+2,04 7,86+ 3,88

UFF/UFE 0,59+021 0,69+021 0,64+0,15 0,63+024 072+0,34 0,680,228

Sa-THE+THE 4 101021 1,220,221 1,11%0,17 1,07+£0,18 099+0,15 1,03+0,16

THE

THF/50-THF 129+ 068 1,36+0,61 1,29+ 0.66 1194053 140+1,04 1,29+0,77

THF/UFF 80 + 23 88 + 61 76 + 28 69 + 23 79 + 56 65 + 22
THE/UFE 80 + 31 90 + 45 84 + 36 82 + 47 97 + 47 83 + 40
Sa-THF/UFF 78435 78 + 58 69 + 33 65 + 31 7970 62+ 33

UFF: Freies Cortisol im Urin; UFE: Freies Cortison im Urin; THF: 50i-
Tetrahydrocortisol, 5a-THF: 5a-Tetrahydrocortisol, THE: Tetrahydrocortison
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Die UFF/UFE-Ratio wahrend der Lipid/Heparin- oder Kochsalz/Heparin-
Infusion war nicht unterschiedlich (0,64 + 0,15 vs. 0,68 + 0,28; p = n.s.). Auch
zeigte sich diese Ratio bei getrennter Betrachtung der Sammelurinperioden
von 8.00 Uhr bis 20.00 Uhr und von 20.00 Uhr bis 08.00 Uhr am Morgen des
Folgetages nicht unterschiedlich (Abbildung 14).
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Abbildung 14: UFF/UFE wahrend Lipid/Heparin-Infusion und
Kochsalz/Heparin-Infusion. Gesamte Sammel-
periode von 08:00h - 08:00h. Mittelwert + SD.

UFF = Freies Cortisol im Urin; UFE = Freies Cortison im Urin
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Die (5-a-THF + THF)/THE-Ratio wahrend Lipidinfusion war nicht von der unter
Kochsalz/Heparin-Infusion unterschiedlich 1,11 + 0,17 vs. 1,03 =+ 0,16; p =
n.s.). Diese war auch bei aufgeteilter Betrachtung der Sammelurine von 08.00
Uhr bis 20.00 Uhr und von 20.00 Uhr bis 08.00 Uhr des Folgetages nicht
unterschiedlich (Abbildung 15). Zu keinem Zeitpunkt war ein Unterschied in
den zwei Quotienten der 5-a- und 5-B-reduzierten Metabolite des Cortisols in

den Sammelurinen zu beobachten (Tabelle 3).

p=n.s.
1,4 -

0,8

(50-THF+THF)/THE

0,4

Kochsalzinfusion Lipidinfusion

Abbildung 15: (5a-THF+THF)/THE wahrend Lipid/Heparin-Infusion und
Kochsalz/Heparin-Infusion. Gesamte Sammelperiode
von 08:00h — 08:00. Mittelwerte £ SD.

THF = 5R-Tetrahydrocortisol, 5a-THF = 5a-Tetrahydrocortisol,
THE = Tetrahydrocortison



-43 -

4.5 Androstendion

Androstendion fiel stetig nach zwei und vier Stunden unter Kochsalz/Heparin-
Infusion ab (2,09+0,12 ng/ml vs. 1,53+0,11 ng/ml und 1,49 +0,08 ng/ml;
p<0,05), wohingegen unter Lipid/Heparin-Infusion kein solcher Abfall nach
zwei und vier Stunden beobachtet werden konnte.

Androstendion war also unter Lipid/Heparin-Infusion signifikant hoher als unter
Kochsalz/Heparin-Infusion (p<0.05).

Die AUC von Androstendion war signifikant hdher unter Lipid/Heparin-Infusion
als unter Kochsalz/Heparin-Infusion (479133 ng/ml x min vs. 397+23 ng/ml x
min; p<0,05).

Wahrend konstanter Euglykamie im Rahmen des Insulin-Clamps gab es keine
signifikanten Veranderungen des Androstendions, unabhangig von der
Infusionsart (Abb. 16).
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Abbildung 16: Androstendion wahrend Lipid/Heparin-Infusion (m)
vs. Kochsalz/Heparin-Infusion (O). * = p < 0,05.
AUC 479 + 33 ng/ml x min. wahrend Lipid/Heparin-Infusion
vs. 397 + 23 ng/ml x min wahrend Kochsalz/Heparin-Infusion
(p<0,05). Mittelwerte + SEM.
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4.6 17-OH-Progesteron, DHEA

17-OH-Progesteron zeigte unter Kochsalz/Heparin-Infusion den
physiologischen circadianen Abfall, der aber auch unter Lipid/Heparin-Infusion
zu beobachten war (0 h vs. 6 h, p<0.05). Erwartungsgemal} unterschied sich
die AUC wahrend Lipid/Heparin und Kochsalz/Heparin nicht (619+85 ng/ml x
min vs. 526£39 ng/ml x min, p=n.s.) (Abb. 17A).

6
A

= 57
£
()]
£ 4
C
o
s 3
N
Q
o))
S 2 1
-
I
Q 1
~

0

B
25 - *
*
20 f .
£
> 15 1
£
<
1]
I 10 |
()]
Clamp
5 r r r r
0 2 4 6

Zeit (h)

Abbildung 17: 17-Hydroxyprogesteron und DHEA wahrend Lipid/Heparin- Infusion (M)
und Kochsalz/-Heparin-Infusion (O).
AUC 619485 und 4263+461 ng/ml x min wahrend Lipid/Heparin- Infusion
vs. 526139 und 34591380 ng/ml x min bei Kochsalz/Heparin-Infusion fur
17-Hydroxyprogesteron und DHEA (p=n.s. und p<0.05).
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DHEA fiel wahrend Kochsalz/Heparin-Infusion nach zwei und vier Stunden ab.
(21,3+2,1 ng/ml vs. 12,3+2,2 ng/ml vs. 11,5+ 0,8 ng/ml; p<0,05), wohingegen
unter Lipid/Heparin-Infusion nach zwei und vier Stunden kein Abfall zu
beobachten war. Verglichen mit Kochsalz/Heparin-Infusion war DHEA also
nach zwei und vier Stunden signifikant erhdht (p<0,05).

Die AUC von DHEA unter Lipid/Heparin-Infusion war signifikant
unterschiedlich zu der unter Kochsalz/Heparin-Infusion (42631461 ng/ml x min
vs. 34591380 ng/ml x min, p<0.05).

Unabhangig von der Infusionsart waren wahrend konstanter Euglykdmie im
euglykamischen, hyperinsulinamischen  Clamp keine  signifikanten
Anderungen bei DHEA zu beobachten. (Abb. 17B).

4.7 Testosteron, Ostron

Testosteron wahrend Lipid/Heparin-Infusion war nicht von dem wahrend
Kochsalz/Heparin-Infusion unterschiedlich. Auch gab es keinen Unterschied in
der AUC (12468+1243 nmol/l x min vs. 12384+1951 nmol/l x min ; p=n.s.)
(Abb. 18A).

Ostron zeigte unter Kochsalz/Heparin-Infusion keine Anderung nach zwei und
vier Stunden, wohingegen sich unter Lipid/Heparin-Infusion nach zwei und vier
Stunden Unterschiede zeigten (60.6+8.1 pg/ml vs. 133.9£12.7 pg/ml und
186.7+30.1 pg/ml vs. 132.5+19.9 pg/ml; p<0.05). Daher wurde Ostron
insgesamt hoher wahrend Lipid/Heparin-Infusion als unter Kochsalz/Heparin-
Infusion gemessen. Erwartungsgemall war die AUC unter Lipid/Heparin-
Infusion erhdht (Abb. 18B).
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Abb. 18: Testosteron (A) und Ostron (B) wahrend Lipid/Heparin-Infusion —m—
vs. Kochsalz/Heparin-Infusion —3— . AUC 12468+1243 nmol/l x min
und 3086312647 pg/ml x min wahrend Lipid/Heparin-Infusion vs.
12384+1951 nmol/l x min und 17238+1970 pg/ml x min wahrend

Kochsalz/Heparin-Infusion fiir Testosteron bzw. Ostron (p=n.s. und
p<0.05). Mittelwerte + SEM. * = p<0,05.
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48 LHundFSH

LH und FSH unterschieden sich nicht wahrend Lipid/Heparin- bzw.
Kochsalz/Heparin-Infusion (AUC: LH 945189 U/l x min vs. 1045+109 U/l x min,
und FSH 935198 U/l x min vs. 9711153 U/l x min; p=n.s.) (Abb. 19).

FSH (U/)
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Abb. 19: FSH (A) und LH (B) wahrend Lipid/Heparin-Infusion —a— VS,
Kochsalz /Heparin-Infusion —o— . AUC 945189 and 935198 U/l x
min wahrend Lipid/Heparin-Infusion vs. 1045+109 and 971+£153 U/l x

min wahrend Kochsalz/Heparin-Infusion fur LH und FSH (p=n.s.).

Mittelwerte + SEM.
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4.9 Insulinkonzentration und r-Homa innerhalb der ersten vier Stunden

Wahrend der Lipidinfusion wurde die Insulinresistenz zusatzlich Gber den r-
HOMA-Score berechnet. Wie erwartet, zeigten sich zum Zeitpunkt Null und
zwei Stunden nach Infusionsbeginn unveranderte HOMA-Werte (1.23+0.29 vs.
1.17+0.24; p=n.s.). Mittlere Insulinkonzentrationen und HOMA-Werte sind in

Tabelle 3 ersichtlich.

Tab. 4 Insulin und HOMA unter Kochsalz/Heparin-Infusion und unter
Lipid/Heparin-Infusion. Mittelwerte + SEM. *= p<0,05 gegenuber
HOMA 4h-Wert unter Lipidinfusion.

Lipid-Infusion  Lipid-Infusion KI;’::‘;?)': KI;’::‘;?)':
Zeitpunkt Insulin [mU/I] HOMA Insulin [mU/1] HOMA
oh 53212 123029 7.19+1.98 160048
2h 5314115 1172027 4.85+0.91 1.06 £ 0.20
4h 5.811.26 1271028 3.3720.70 0.70%0.13"

Unter Kochsalzinfusion féallt der HOMA-Index als Parameter der
Insulinresistenz entsprechend der Tagesrhythmik physiologisch ab.

Hingegen bleibt der HOMA-Index als Ausdruck der Insulinresistenz unter
Lipid-Infusion entgegen der Tagesrhythmik unverandert. Dieser Effekt ist
allerdings erst nach 4 h signifikant, so dass nach 2 h, passend zur Literatur

(37), noch keine Insulinresistenz zu sehen ist.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Probanden

In einem in vivo Experiment beim Menschen ist die spezifische Aktivitat der
11-B-HSD in verschiedenen Organen nicht gut zu evaluieren. Daher konnten
wir mit unserem Versuchsaufbau nur exakt die hepatische 11-B-HSD1-Aktivitat
bestimmen (Abb. 11,12) (92,95). Um zwischen der Aktivitat in Leber- und
Fettgewebe (von besonderem Interesse ware omentales Fett) unterscheiden
zu kdnnen, waren aufwendige bioptische Verfahren notwendig, die einer
schnellen, Zeit- und Kostenintensiven Weiterverarbeitung bedtrfen und auch
aufgrund der erheblichen Mehrbelastung der Probanden so nicht durchflhrbar
waren.

Um gegensinnige Effekte freier Fettsduren auf die Androgensynthese in den
Ovarien und der Nebennierenrinde auszuschlieBen und zunachst ausschlie3-
lich das Verhalten der Nebennierenrinde beobachten zu kénnen, entschlossen

wir uns, gesunde junge Manner als Probanden zu nehmen.

Clamp-Technik

Die Bestimmung der Glucoseinfusionsrate im hyperinsulindmischen euglyka-
mischen Clamp als Funktion der Gewebsempfindlichkeit fir exogenes Insulin
ist eine standardisierte Methode. Unsere Ergebnisse bei sechs jungen mannli-
chen Probanden sind mit denen von DeFronzo, der die Methode 1979 zur
Ermittlung der Insulinresistenz etablierte, vergleichbar (91). Andere Methoden
zur Errechnung der Insulinresistenz bzw. Sensitivitat (Homa, QUICKI, WBIS,
OGTT) sind zwar hinsichtlich ihrer relativ guten Korrelation zum Clamp-Test

evaluiert, verwenden allerdings zur Bestimmung jeweils Nlchternglucose- und
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NUchterninsulinwerte und waren daher fir diesen Versuchsaufbau nicht im
Sinne eines Goldstandard-Tests anwendbar. In Korrelation zu den Clamp-
Resultaten zeigte aber auch die HOMA-Bestimmung die Insulinresistenz unter
Lipidinfusion an (Tabelle 4). In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass
ACTH-stimuliertes Cortisol in der Leber die 11-p-HSD 1 induziert (96). Eine
stressinduzierte ACTH-Ausschittung scheint in unserer Studie keine Rolle zu
spielen, da die Werte unter Kochsalz- bzw. Lipidinfusion nicht unterschiedlich
waren (Abb. 13).

Urinsteroide

Die Bestimmung von Cortisol, Cortison und deren Metabolite und Betrachtung
deren Ratio im Urin ist eine Methode zur Einschatzung der Gesamtaktivitat der
11-B-HSDs (95). Die Kreuzreaktivitat der hier eingesetzten Antikérper zur Be-
stimmung der Steroide ist so gering, dass die hier eingesetzte Radioimmu-
noassay-Methode ahnlich valide ist wie die Gaschromatographie-Methodik,
welche als Goldstandard gilt (95).

Wir halten unter Bertcksichtigung der 11-B-HSD 2-Aktivitat der Niere diese
Methode unter Kenntnis des Risikos, schnelle gegenregulatorische Effekte
nicht erfassen zu kénnen, fir ausreichend (s.u.). Um in der Urinanalytik auch
Veranderungen im zeitlichen Ablauf zu erkennen, wahlten wir sowohl 12h- als

auch 24h-Sammelperioden (Tab. 3).

Cortisonkinetik

Die Ermittlung der Cortisol- und Cortisonwerte im Plasma nach Einnahme von
Cortisonacetat ist eine Methode, um die hepatische 11--HSD 1-Aktivitat zu
erfassen (92,12). Wir fihrten diese Messungen unter Kochsalz- bzw. Lipidin-
fusion zu mehreren Zeitpunkten durch, um deren Kinetik zu erfassen. Gegen-
regulatorische Mechanismen bei der zuvor in den Clamp-Versuchen erwiese-

nen Insulinresistenz unter Lipidinfusion sollten so erfasst werden. Um Interak-
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tionen mit in den Vorversuchstagen verabreichten Dexamethason zu vermei-
den, hielten wir mindestens zwei volle Tage Abstand zwischen diesen Versu-
chen. Auch waren die bis dahin verabreichten Mengen an Dexamethason je-

weils gleich.

Statistik

Ein grundsatzliches Problem dieser Studie kénnte die geringe Anzahl an Pro-
banden sein. Die Standardabweichung flr Cortisol beispielsweise nach oral
eingenommenem Cortison bei gesunden jungen Probanden betragt etwa 11
bis 25 % (12). Daher konnten wir bei nur sechs Probanden eine Differenz der
Serum-Cortisolwerte nach Cortisonacetat-Einnahme von bis zu 40 % feststel-
len.

Steward und Kollegen konnten einen auf 40 % reduzierten Anstieg des Se-
rum-Cortisols bei Ubergewichtigen Probanden mit gestérter Insulinsensitivitat
im Vergleich zu schlanken Probanden 180 Min. nach Einnahme von Corti-
sonacetat feststellen (12). Eine Differenz von 39 % (AUC) in den Cortisol-
Konzentrationen konnte bei Gbergewichtigen und schlanken Mannern und
Frauen beobachtet werden (15). Also scheint die physiologische Schwan-
kungsbreite in dieser GréBenordnung zu liegen und unsere Fallzahl ausrei-

chend.
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5.2 11B-HSD und freie Fettsauren bzw. Insulinresistenz

5.2.1 Freie Fettsauren und Insulinresistenz

Die im euglykdmischen, hyperinsulindmischen Clamp bestimmte Glukoseinfu-
sionsrate ist ein Marker fur die periphere Glukoseaufnahme (91), wenngleich
der durch freie Fettsduren verursachte Anstieg an peripher verfigbarer Gluko-
se von einem Anstieg der hepatischen Glukoseproduktion wahrend  hyperin-
sulindmischem, euglykdmischen Clamp begleitet wird.

In dieser Studie weist eine Verminderung der Glukoseinfusionsrate (Abb. 10)
unter Lipid/Heparin-Infusion auf eine gesteigerte Insulinresistenz hin. Uber-
einstimmende Ergebnisse anderer Studien zeigen, dass freie Fettsduren

periphere und hepatische Insulinresistenz verursachen (30-33).

5.2.2 Freie Fettsauren und hepatische 11B-HSD1-Aktivitat

Bei unseren leicht Gbergewichtigen jungen Mannern (BMI = 27,5 + 3,1) (Tab.
1) wurde die Aktivitat der hepatischen 11-f-HSD Typ 1 Uber die Konversion
von Cortison zu Cortisol gemessen. Diese Methode ist ein gutes Verfahren um
die hepatische 11-B-HSD 1 zu erfassen (12,15,92). Im Vergleich zu Koch-
salz/Heparin-Infusionen waren die Ratios und die Cortisolwerte wahrend der
Lipid/Heparin-Infusion unverandert (Abb. 11 und 12).

Diese Ergebnisse belegen, dass wahrend fettsaureinduzierter Insulinresistenz
keine akuten Veranderungen in der hepatischen 11-p-HSD Typ 1-Aktivitat bei
leicht Gbergewichtigen jungen Mannern auftritt, was nahe legt, dass die hepa-
tische 11--HSD 1 eine geringe Rolle in der Entwicklung der akuten fettsaure-

induzierten Insulinresistenz spielt.
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5.2.3 Urinsteroide

Die Messung der Urincortisol- und —cortisonmetabolite erbrachte keine Ande-
rung der 11-B-HSD 1-Aktivitdt wahrend fettsdureinduzierter Insulinresistenz
(Tabelle 3). Die 5-a-THF und 5-B-THF/THE-Ratio war nicht verandert. Diese
allerdings konnte nicht nur allein durch die 11-B-HSD 1-Aktivitat beeinflusst
werden. Die Aktivitdten der 11-B-HSD 2 sowie der 5-a-Reduktase und der 5-p-
Reduktase beeinflussen diesen Quotienten ebenfalls (42,43,63). Wir konnten
jedoch keine Unterschiede fir 5-a-THF, THF und die UFF/UFE-, 5-a-
THF/UFF-, THE/UFE- und THE/5-a-THF-Ratio finden, was eine unverénderte
Aktivitat der 11-p-HSD 2- und der 5-a- sowie 5-B-Reduktase-Aktivitat belegt.
Daher sprechen unsere Ergebnisse flr eine unveranderte Ganzkdérper-11-3-
HSD 1-Aktivitat.

Dies kénnte durch eine unveranderte 11-p-HSD 1-Gesamtaktivitat oder aber
durch unterschiedliche Effekte der durch freie Fettsauren induzierten Aktivitat

der 11-B-HSD in einzelnen Geweben verursacht sein (s.0.).

5.2.4 Selektive Betrachtung der 11B8-HSD1-Aktivitat in verschiedenen
Geweben

Bei transgenen Mausen filhrt die Uberexpression von 11-p-HSD 1 im Fettge-
webe zu gestorter Glukosetoleranz, Insulinresistenz, arterieller Hypertonie und
Hyperlipidamie sowie einer zentralen Adipositas (97). Im Gegensatz zu die-
sem voll entwickelten metabolischen Syndrom sind die Effekte bei selektiver
Uberexpression der 11-B-HSD 1 in der Leber weniger stark ausgepragt mit nur
geringer Insulinresistenz, Lipidamie und arterieller Hypertonie, jedoch un-
beeintrachtigter Fettmasse. Die Tatsache, dass hierbei keine erhdhte Nich-

ternglukose zu finden ist sowie die hepatische Phosphoenolpyruvatcarboxyki-
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nase-Expression unbeeintrachtigt ist, legt nahe, dass keine ausgepragte Akti-
vierung der Glukoneogenese bei hepatischer 11-p-HSD 1-Uberexpression
stattfand (97,98).

In unserem Versuchsaufbau wurden keine Unterschiede in der Gesamtaktivitat
der 118-HSD1 und 2 festgestellt. Inwieweit allerdings die Aktivitdten der 118-
HSD1 in unterschiedlichen Organen gegenregulatorisch erhéht oder vermin-
dert sein kdnnten, muss in weiteren Studien untersucht werden. Wir konnten in
unserem Versuchsaufbau keinen akuten Effekt auf die hepatische 11-B-HSD1
nachweisen. Chronische oder indirekte Effekte von freien Fettsduren auf die

11-B-HSD1 sind hierdurch aber nicht auszuschlieBen.

Studien an Mausen belegen den Effekt einer dauerhaften Stimulation des
PPAR o auf die hepatische 11-B-HSD 1-Aktivitat (99). Diese Rezeptoren wer-
den durch freie Fettsduren aktiviert (100). Andererseits hatten sowohl kurzfris-
tige als auch dauerhafte diatetische Erhéhungen der freien Fettsauren keinen
Effekt auf die hepatische 11-B-HSD 1-Aktivitat, senkten jedoch deren Aktivitat
im Fettgewebe (101).

Ein Effekt der freien Fettsduren auf die 11-p-HSD 1 ist allerdings nicht auszu-
schlieBen. Auf die durch freie Fettsduren induzierte periphere Insulinresistenz
kdnnte ein gegenregulatorisches Herunterregulieren der hepatischen Aktivitat
folgen.

Unsere Ergebnisse basieren auf einer integrativen Messung der hepatischen
11-B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1-Aktivitat. Wir kdnnen daher nicht
ausschlieBen, dass eine durch Fettsauren vermittelte Erhéhung der hepati-
schen 11-B-HSD-Aktivitat unmittelbar durch Signale aus der Peripherie, die
durch die periphere Insulinresistenz ausgeldst wird, herunter reguliert wird
und somit die hepatische Gesamtaktivitat der 11-B-HSD1 unbeeinflusst bleibt.
Dass solche Mechanismen existieren, wird unter anderem durch die Ergebnis-
se bei Ubergewichtigen Zucker-Ratten unterstitzt (102). Bei der Zucker-Ratte
handelt es sich um eine Spontanmutation die zum sogenannten "obese"-bzw.

"fatty"-Phanotyp fuhrt. Beide Begriffe kennzeichnen Ratten, die Ubergewichtig
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und fettstchtig sind. Die Zucker-Ratte entwickelt schon friihzeitig eine Hyper-
phagie, woraus ein rapider Anstieg der Kérpermasse (Ubergewicht) resultiert.
Schon im Alter von 5 bis 6 Wochen kommt es zum Entstehen von Hypertrigly-
zeridamie, Hyperlipdmie, Insulinresistenz, was mit der Entwicklung von Gluco-
seintoleranz und Hyperinsulindmie einhergeht. Im Alter von12 Wochen wird
die Glucosetoleranzstérung manifest und es kommt zur Entwicklung einer Hy-
perglykdmie und damit zur Manifestation eines Typ 2-Diabetes ahnlichen
Krankheitsbildes.

Diese Experimente zeigen eine Herunterregulation der hepatischen 11-3-HSD-
Aktivitat bei diesen Tieren. Diese gegensatzlichen Effekte wahrend der Fettin-
fusion kénnten sich also gegenseitig aufheben.

Hier besteht der Bedarf nach weiterer Forschung, um diese Hypothese aus-
zuarbeiten. Méglich wéare die Untersuchung der HSD1-Aktivitat in Proben sub-
kutanen Fettgewebes, die sich an einen ahnlichen Versuchsaufbau anschlieft.
Interessant ware die Untersuchung omentalen Fettes, was aber aus ethischen

Grinden und technisch beim Menschen kaum durchfihrbar ist.

5.2.5 11-B-HSD1-Aktivitit bei Diabetes mellitus und Ubergewicht

Beim Menschen sind Ubergewicht und Typ 2-Diabetes mit erhéhter 11-p-HSD-
1-Aktivitat im abdominellen und viszeralen Fettgewebe assoziiert, wohingegen
die Aktivitat in der Leber herabgesetzt ist (103,14).

Daher kann angenommen werden, dass eine erhéhte 11-p-HSD 1-Aktivitat im
abdominellen Fettgewebe von speziellem Interesse bei der Pathogenese des
metabolischen Syndroms ist.

Mdoglicherweise stellt die Herunterregulierung der hepatischen 11-p-HSD 1-
Aktivitat einen Gegenmechanismus zur verstarkten Aktivitat im adipdsen Fett-
gewebe dar und somit keinen primaren Prozess bei der Entwicklung eines me-

tabolischen Syndroms.
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Es gelang nicht, eine akute Beeintrachtigung der Aktivitat der 11-B-HSD Typ 1-
Aktivitat unter Lipid/Heparin-Infusion nachzuweisen, aber ein indirekter oder

chronischer Effekt auf deren Aktivitat kann nicht ausgeschlossen werden.

5.3 Androgene und freie Fettsduren bzw. Insulinresistenz

5.3.1 Freie Fettsauren und Androgene

Es konnte gezeigt werden, dass Infusion freier Fettsduren die Sexualhormone
DHEA, Androstendion und Ostron in vivo erhdhen. Dieser Effekt ist unabhén-
gig von der darauf folgenden Erhéhung der Insulinresistenz, da er bereits zwei

Stunden nach Infusionsbeginn eintrat (Abb. 16 bis 18).

5.3.1.1 17-Hydroxyprogesteron

In dieser Studie erhdhen freie Fettsduren die messbare Konzentration von
Androstendion im Blut (Abb. 16), dieses kann aus 17-OH-Progesteron oder
aus DHEA (Dehydroepiandrosteron) synthetisiert werden (Abb. 20).

Wahrend DHEA unter Lipid/Heparin-Infusion angestiegen ist (Abb. 17B), ist
17-OH-Progesteron nicht erhéht gemessen worden (Abb. 17A). Vorausge-
setzt, die intrazellularen Spiegel korrelieren mit den Blutkonzentrationen, lasst
sich daraus schlieBen, daB Androstendion nicht Uber diese Vorstufe vermehrt
gebildet wurde, sondern Uber DHEA, was zu erhéht gemessen Konzentratio-
nen dieses Androgens in unserem Versuchsaufbau passt (Abb. 18). Da diese
Erhéhung innerhalb von zwei Stunden eintritt, ist es unwahrscheinlich, dass
freie Fettsauren zu vermehrter Expression der mRNA fiir Syntheseenzyme

fGhren. Vielmehr spricht dies fUr eine direkte Beeinflussung der Enzymkinetik.
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Abbildung 20: Androgenbiosynthese

2a: Hydroxylaseaktivitat der P450C17
2b: Lyaseaktivitat der P450C17
3 : 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase

5.3.1.2 DHEA

Da DHEA und DHEAS Androgene sind, die vornehmlich aus der Nebennieren-
rinde sezerniert werden (104-108), kann man davon ausgehen, dass der durch
freie Fettsauren vermittelte Effekt auf erhdhte Synthese in der Nebenniere zu-
rickzufthren ist.

Interessanterweise traten keine erhdéhten Werte fiir 17-OH-Progesteron auf.
Eine erhdhte Aktivitat der 17a-Hydroxylase des P450c17 wiirde zu erhdhten
Werten fur 17-Hydroxypregnenolon, DHEA und 17-Hydroxyprogesteron flh-
ren. Jedoch wirde eine relative Erhéhung der Lyaseaktivitat des Enzyms zu
erhéhtem DHEA, aber nicht zu erhéhtem 17-Hydroxyprogesteron fihren, pas-

send zu den hier erhobenen Ergebnissen.
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Passend zu unseren Ergebnissen ist eine unterschiedliche Regulation dieses
Enzyms bei Patienten mit schlecht eingestelltem Diabetes mellitus Typ 2, die
erhohte freie Fettsauren haben, beschrieben (109). Ein akutes Anheben des
Insulins in den hochnormalen Bereich fihrt wiederum zu selektiver Hemmung
der 17,20-lyase Aktivitat der Nebenniere (110). Man kdnnte vermuten, dass
dieser Effekt durch den Insulin-induzierten Abfall freier Fettsauren hervorgeru-

fen wird.

Ein weiterer potentieller Mechanismus, der zu erhéhtem DHEA flhren kdnnte,
ist ein modulierender Effekt der freien Fettsduren auf die hepatische Sulfot-
ransferaseaktivitat, der zu vermindertem DHEAS- und erhéhten DHEA-Werten
fihren kdnnte.

Es konnte keine Erniedrigung des DHEAS gemessen werden. Da die
DHEA/DHEAS-Ratio sich zudem unter Lipid/Heparin-Infusion nicht &nderte, ist
eine Veranderung in der hepatischen Sulfotransferaseaktivitat unwahrschein-
lich (s. Kap. 4.6).

5.3.1.3 Androstendion, Ostron

Androstendion ist sowohl die Vorlaufersubstanz von Testosteron als auch von
Ostron (Abb 4).

Tats&chlich fanden wir erhdhte Werte fiir Ostron, aber die Testosteronwerte
blieben unverandert. Interessanterweise belegen Studien Uber die Pharmako-
kinetik und Verstoffwechselung von DHEA ein unterschiedliches Verhalten far
Frauen und Manner mit signifikantem Anstieg der Androgene bei Frauen und
Anstieg der Ostrogene bei Mannern (111,112).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass DHEA geschlechtsspezifische, ge-
gensatzliche Effekte hat. Daher kann man spekulieren, dass die beschriebe-
nen Effekte auf DHEA und Androstendion durch freie Fettsduren zu Hyperan-

drogenamie bei Frauen flihren, wahrend diese bei gesunden jungen Mannern
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zu erhdht gemessenem Ostron filhren, wie es in diesem Versuchsaufbau der
Fall war.

Wir verzichteten auf eine zusatzliche Messung des Ostradiols, da wir keine
ErhGhung flr Testosteron fanden und somit keinen Hinweis auf eine verander-
te 17B-Hydroxysteroiddehydrogenaseaktivitat hatten. Die 17-B-HSD wandelt

sowohl Androstendion in Testosteron als auch Ostron in Ostradiol um.

5.3.2 Androgene und Hyperinsulinamie/Insulinresistenz

Insulinresistenz, Hyperinsulinamie und Hyperandrogendmie sind Kennzeichen
des PCO-Syndrom. Pathophysiologisch wird oft die Hyperinsulinamie als Aus-
|6ser fur das PCO-Syndrom diskutiert.

Hierzu gibt es aber widersprichliche Erkenntnisse. Rajkhowa et al. konnten
keinen Zusammenhang zwischen Hyperinsulindamie und Hyperandrogenismus
bei Frauen mit PCOS herstellen (113). Auch konnte bei Mannern keine Uber-
einstimmung von Insulinsensitivitat und Androgenspiegeln gefunden werden
(114). Eine Reduktion des DHEAS kann bei schnellem Erhéhen des Insulin-
spiegels bei Normgewichtigen gefunden werden. Erzeugt man kurzzeitig Hy-
perinsulindmie nach oraler Glucosegabe, kann man beobachten, dass sowohl
freie Fettsduren als auch Androgene bei Frauen mit PCOS abfallen (115-118).
Diese Befunde sind mit unseren in Ubereinstimmung, da das Absinken der
freien Fettsauren unter Insulin zu einem Abfall der Androgene geflhrt haben
kann.

In unserer Studie scheinen die Effekte der freien Fettsduren auch von der an-
schlieBend erzeugten Insulinresistenz unbeeintrachtigt zu bleiben. Die Insulin-
resistenz beginnt bei diesem Versuchsaufbau nach etwa 210 min. (37), die
Effekte auf die Androgene konnten bereits nach 120 Minuten Lipidinfusion be-
obachtet werden. Es ist daher unwahrscheinlich, dass zu diesem Zeitpunkt

bereits eine Insulinresistenz bestand, zumal zu diesem Zeitpunkt die Bestim-
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mung des r-HOMA im Vergleich zu Versuchsbeginn unveréndert blieb (Tab.
4).

Zusammenschauend scheint es einige Hinweise darauf zu geben, dass die
Hyperinsulinamie als pathogenetischer Faktor beim PCOS eher eine unter-
geordnete Rolle spielt.  Allerdings hatte unsere  Versuchsreihe nur einen
kurzen Beobachtungszeitraum. Die Regulation bei chronisch Kranken hat
moglicherweise andere Mechanismen, so dass auch hier Bedarf nach weite-
rer Forschung besteht. Unsere aktuellen Daten suggerieren allerdings, dass
die Hyperandrogenamie eher durch die Fettsduren selbst als durch die Insulin-

resistenz bedingt ist.

5.3.3 Androgene und ACTH

Die Aktivitat der Nebennierenrinde unterliegt bekanntermaBen zum groBen
Teil zentraler Steuerung. Die gemessenen Werte von ACTH waren durch die
Lipidinfusion nicht beeintrachtigt (Abb. 13), so dass wir davon ausgehen, dass
die gesehenen Effekte durch Mechanismen innerhalb des Organs zustande
kommen. Ubereinstimmend mit dieser Erkenntnis gibt es keine Hinweise auf
zentrale Beeinflussung bei durch dietatische MaBnahmen erzeugte Erniedri-
gung der Androgene (81).

Die genauen molekularen Mechanismen unserer Beobachtungen sind unklar

und somit Gegenstand weiterer Studien.
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5.3.4 Andere Ursachen der Hyperandrogenamie beim PCOS

Die in neueren Untersuchungen zum PCOS gezeigte vermehrte periphere
Androgen-Umwandlung (73) war nicht Gegenstand dieser Untersuchung,
spielt aber natirlich beim komplexen Krankheitsbild des PCOS auch eine Rol-
le. Eine veranderte Aktivitat der 5a-Reduktase konnten wir in unserem kurzen
Versuch nicht darstellen (Tab. 3), so dass es sich hier um langere
Regulationseffekte handeln muss. Ebenso war in unserem Versuch auch die
Ausscheidung der Cortisolmetabolite nicht erhdht.

Inwieweit die erhdhten Androgene in unserem Experiment durch eine vermin-
derte renale Clearance bedingt sind (119), konnten wir bei diesem Versuchs-

aufbau nicht klaren.
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6 Zusammenfassung

6.1 Freie Fettsauren und 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1

Der genaue Pathomechanismus der Entwicklung einer Insulinresistenz unter
erhdhten freien Fettsduren im Blut ist unklar. Geprift wurde die Hypothese, ob
eine Erhéhung der freien Fettsauren im Blut Gber eine Veranderung der Aktivi-
tat der hepatischen 11-B-HSD1 zur Insulinresistenz fihren kann. In unserer
Studie mit sechs gesunden, leicht Gbergewichtigen jungen Mannern konnten
wir wahrend akuter, durch Infusion freier Fettsauren induzierter Insulinresis-
tenz keinen Effekt auf die Aktivitat der 11B-Hydroxysteroidehydrogenase (11-
B-HSD1) in der Leber und im ganzen Kdérper sehen.

Somit scheinen Veranderungen der 11-B-HSD1-Aktivitat keine signifikante pa-
thophysiologische Bedeutung bei der Entwicklung der durch Fettsauren indu-
zierten Insulinresistenz zu haben. Allerdings kénnen wir durch unsere Inter-
vention nicht ausschlieBen, dass chronische Effekte auf die 11-B-HSD nicht
doch stattfinden oder auch ein organspezifischer Einfluss auf die pathophysio-
logisch wichtige omentale 11-B-HSD1 vorliegt.

6.2 Freie Fettsdauren und Hyperandrogenamie beim PCO-Syndrom

Die Hyperandrogenamie als Leitsymptom des PCOS ist bisher pathophysiolo-
gisch nicht abschlieBend geklart. Wir konnten in unserem Versuchsaufbau
erstmalig zeigen, dass die Erhéhung der freien Fettsauren alleine zu einer sig-

nifikanten Erhéhung der adrenalen Androgene flhrt. Dieser Befund war unab-
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héngig von der Insulinresistenz aufgetreten und eréffnet méglicherweise neue
therapeutische Optionen mit Medikamenten zur Senkung der freien Fettsduren
im Blut (z.B. Acipimox).

Unsere Befunde wurden bei Mannern erhoben, um isoliert die adrenale And-
rogensynthese beurteilen zu kénnen. Weitere Untersuchungen bei Frauen
sind notwendig, um den Effekt der freien Fettsauren auf die ovarielle Andro-
genproduktion zu untersuchen. Dennoch scheint der von uns gezeigte Zu-
sammenhang eine klinisch wichtige Ursache in der sicherlich multifaktoriellen

Genese des PCO-Syndroms zu sein.
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Abbildungen und Tabellen

Aktivierung der 11B-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 1 (11B-
HSD1)

Regulation renaler Glucocorticoid-Rezeptoren durch die 11B-
HSD2

Cholesterin-Grundgerist

Ubersicht Giber die Steroidbiosynthese
Versuchstag 1

Versuchstag 2

Versuchstag 3

Versuchstag 4

FFA unter Lipid/Heparin-Infusion und unter Kochsalz/Heparin-

Infusion. Mittelwerte + SEM.

Glucoseinfusionsrate wahrend konstanter Euglykdmie  beim
hyperinsulindmischen Clamp mit Lipid/Heparin-Infusion und

Kochsalz/Heparin-Infusion. Mittelwerte und SD.

Cortisol nach Einnahme von Cortisonacetat unter Lipid/Heparin-

Infusion und unter Kochsalz/Heparin-Infusion. Mittelwerte + SEM
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Cortisol/Cortison-Ratio nach Einnahme von Cortisonacetat unter
Lipid/Heparin- Infusion und unter Kochsalz/Heparin-Infusion.
Mittelwerte + SEM.

ACTH unter Kochsalz/Heparin- und unter Lipid/Heparin-Infusion.
Mittelwerte £ SEM.

UFF/UFE-Ratio wahrend Lipid/Heparin-Infusion und wahrend

Kochsalz/Heparin-Infusion. Mittelwert + SD.

(5a-THF+THF)/THE-Ratio wéahrend Lipid/Heparin-Infusion und

wahrend Kochsalz/Heparin-Infusion. Mittelwert + SD.

Androstendion wahrend Lipid/Heparin-Infusion VS.

Kochsalz/Heparin-Infusion. Mittelwerte + SEM.

17-Hydroxyprogesteron und DHEA wahrend Lipid/Heparin-

Infusion vs. Kochsalz/Heparin-Infusion.

Testosteron und Ostron wahrend Lipid/Heparin-Infusion vs.

Kochsalz/Heparin-Infusion. Mittelwerte + SEM.

LH und FSH wahrend Lipid/Heparin-Infusion vs.

Kochsalz /Heparin-Infusion. Mittelwerte + SEM.

Androgenbiosynthese

Probandenanthropometrie

Laborwerte der Probanden
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Tab. 3: Urinsteroide. Mittelwerte + SD

Tab. 4: Mittlere Insulinkonzentration und HOMA-Werte
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