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1 Einleitung

1.1 Die Limbisch-Hypothalamisch-Hypophysir-Adrenale Achse

Die Limbisch-Hypothalamisch-Hypophysér-Adrenale-(LHPA, engl.: limbic-hypothalamic-
pituitary-adrenal)-Achse stellt den hormonellen Regelkreis zwischen limbischem System,
Hypothalamus, Hypophyse und Nebennierenrinde dar und ist neben dem autonomen
Nervensystem das wichtigste System, welches die Stressantwort des Organismus mediiert.

Eine Aktivierung der LHPA-Achse kann durch physische Reize wie Nahrungsaufnahme,
Verletzungen, Infektionen, aber auch durch psychosoziale Faktoren wie Arger, Furcht oder
Freude hervorgerufen werden. Afferenzen aus der Peripherie des Korpers bzw. Signale der
Sinnesorgane gelangen zum Zentralen Nervensystem (ZNS) und bewirken dort eine
Aktivierung der LHPA-Achse. Es kommt zunédchst zur Ausschiittung von Corticotropin-
Releasing-Hormon (CRH) welches als wichtigstes Steuerhormon in den Neuronen des
paraventrikuldren Nukleus (PVN) im Hypothalamus gebildet und freigesetzt wird (Rivier
et al. 1996). Von den Neuronen des Hypothalamus gelangt CRH iiber das
Portalvenensystem der Hypophyse zum Hypophysenvorderlappen (HVL). Es bindet dort
an spezifische Rezeptoren und stimuliert die Synthese und Ausschiittung von
Adrenocorticotrophen Hormon (ACTH) (Aguilera et al 2001). ACTH gelangt iiber den
peripheren Blutkreislauf zu den Nebennieren, bindet dort ebenfalls an spezifische
Rezeptoren und stimuliert die Cortisol-Produktion der Nebennierenrinde (NNR) (siehe
Abbildung 1). Cortisol spielt fiir die Bewiltigung von Stresssituationen eine essentielle
Rolle, indem es iiber mehrere Mechanismen - Stimulation der Gluconeogenese in der
Leber, Spaltung der Triglyceride, Abbau von Proteinen aus dem Muskel, katabole Wirkung
- die Energiereserven des Korpers mobilisiert und somit eine schnelle und effiziente
Reaktion des Organismus ermdglicht (Sapolsky et al. 2000). Parallel beeinflusst Cortisol
auch kognitive Funktionen und ist an der Gedéchtnisbildung beteiligt (Belanoff et al.
2001). Das Zusammenspiel dieser Systeme gestattet es Lebewesen, sich an Verdnderungen
threr Umwelt anzupassen. Eine chronische Aktivierung der LHPA-Achse kann allerdings

adverse Wirkungen haben und zu Krankheit fiihren.
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Abb.1 Schematische Darstellung der HPA-Achse und des negativen Feedback-

Mechanismus zur Regulation der peripheren Cortisolkonzentration

Das limbische System ist an allen neuronalen Vorgédngen beteiligt, die bei emotionalen
Reaktionen stattfinden und das Verhalten bestimmen. Es bildet ein funktionelles System,
das aus Hirnarealen besteht, die phylogenetisch den é&ltesten und urspriinglichsten
zuzuordnen sind. Anatomisch fasst es Grenzstrukturen aus Telencephalon und
Diencephalon zusammen. Die limbischen Hauptstrukturen liegen saumartig den Balken
umrahmend (Hippocampus, Indusium griseum, Gyrus cinguli, Gyrus parahippocampalis,
Corpus amygdaloideum, Corpora mamillaria, Nucleus habenulae) und im medialen
Temporallappen, ergéinzt um Kerngebiete des Hypothalamus. Es bestehen ausgeprégte,
reziproke Verbindungen zu Hypothalamus, Hirnstamm und Neokortex, welche afferente
Informationen aus dem Korperinneren libermitteln und Zugang zu den vegetativen und
endokrinen Systemen herstellen.

Eine Struktur des limbischen Systems ist der Hippocampus. Er stellt sich als
Neuronenformation des Temporallappens auf den medialen Seiten beider Hemisphiren
dar. Der Hippocampus besteht im wesentlichen aus Gyrus dentatus, Hippocampus proper
(aufgrund zytoarchitektonischer Merkmale aufgeteilt in die Felder CAl - CA4),

Subikulum, Prasubikulum, Parasubikulum und entorhinalem Kortex. Der Hippocampus



bildet ein groBes Integrationsgebiet, welches ihm zugeleitete Informationen in zahlreichen
Schaltkreisen verarbeitet. Es wird ihm eine entscheidende Rolle bei der Regulation der
LHPA-Achse in Form einer negativen Feedbackhemmung iiber Glucocorticoidrezeptoren
(GR) und besonders Mineralocorticoidrezeptoren (MR) zugeschrieben (Jacobson and
Sapolsky 1991, Goldmann and Wood 2000). Der Hippocampus stellt das Areal mit der
hochsten Dichte an Glucocorticoid- und Mineralocorticoidrezeptoren im Gehirn dar (van
Eekelen et al. 1988, de Kloet et al. 1998) und gilt als besonders glucocorticoidempfindlich
(McEwen 1999, McEwen 2002a, b). MR finden sich fast ausschlieBlich im Hippocampus,
wihrend GR diffus in verschieden Hirnarealen verstreut exprimiert werden.

Der hippocampaler Kontrolle unterliegende Hypothalamus ist an der Basis des
Diencephalons ventral des Thalamus lokalisiert. Als Struktur des Diencephalons ist er in
das limbische System eingebunden und besteht aus zahlreichen Kernen, die im Dienst
verschiedener vegetativer Funktionen stehen, wie Schlaf-Wach-Rhythmus, Erregung,
Kreislauf, Stress, Aufmerksamkeit, etc. Als Teil des Zentralnervensystems ist der
Hypothalamus durch die Blut-/Hirnschranke von der peripheren Blutzirkulation getrennt.
Hypothalamus und Hypophyse stellen als funktionelle Einheit die zentrale

Vermittlungsstelle zwischen ZNS und Endokrinium dar.



1.2 Regulationsmechanismen der LHPA-Achse

Die Aktivitdt der der LHPA-Achse unterliegt mehreren Regulationsprinzipien. Sie wird
durch 1) endogene (Zirkadianik), 2) exogene (z.B. Stress, Nahrungsaufnahme, korperliche
Aktivitit, etc.) Einfliisse und 3) corticosteroidale Feedbackmechanismen moduliert.

(siche Abbildung 2)
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Abb. 2 Regelkreislauf der Limbisch-Hypothalamisch-Hypophysar-Adrenalen-Achse
(de Kloet et al., Endocrine Reviews, 1998, 19:269-301)

Der zentrale, zirkadiane Rhythmus steuert den Blutcortisolspiegel durch Modifikation von
Amplitude und Anzahl der pulsatilen CRH- bzw. ACTH-Sekretion. Die
Cortisolkonzentration ist mit hohen Werten in den frilhen Morgenstunden und am
Vormittag gegeniiber den Werten am Nachmittag deutlich gesteigert. Nach
kontinuierlichem Abfall erreicht sie ihren Tiefpunkt nachts gegen 01.00 Uhr (siche
Abbildung 3).

Unabhédngig vom zirkadianen Rhythmus, unterliegt der Cortisolspiegel intra- und

interindividuellen Schwankungen, da Reize, wie Nahrungsaufnahme, korperliche



Anstrengung, Krankheit, aber auch Arger, Furcht oder Freude eine Aktivierung der LHPA-
Achse hervorrufen konnen. Akute Stresssituationen psychischer oder physischer Ursache
konnen so innerhalb von Minuten eine gesteigerte Cortisolsekretion ausldsen.

Als weiteres wichtiges Regulationsprinzip existiert ein Feedbackmechanismus
(Riickkoppelung), ein Vorgang, bei dem die Antwort (z.B. Hormonausschiittung) auf ein
Signal (z.B. Reiz) die ausschiittenden Zellen riickldufig beeinflusst. Der Glucocorticoid-
Feedbackmechanismus  wirkt inhibierend auf Hypophyse, Hypothalamus und
Hippocampus (Keller-Wood and Dallman 1984, Jacobson and Sapolsky 1991) (siehe
Abbildung 2). Cortisol als korpereigenes Glucocorticoid und wichtigster Effektor der
Stressachse spielt hier eine besondere Rolle. Es reguliert die Genexpression fiir Peptide im
Nucleus paraventricularis des Hypothalamus, die Peptidausschiittung der Eminentia
mediana und die corticotrophe Aktivitit der Hypophyse durch einen klassischen negativen
Feedback-Mechanismus (de Kloet et al. 1998) und koppelt zusétzlich auf hippocampaler
Ebene zuriick (Herman et al. 1989).
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Abb. 3 Abhingigkeit der Cortisol-Plasmaspiegel von der Tageszeit
(zirkadianer Rhythmus)



1.3 Mineralocorticoidrezeptoren und Glucocorticoidrezeptoren

Der oben beschriebene Feedback-Mechanismus wird liber zwei verschiedene Rezeptoren
vermittelt: Mineralocorticoidrezeptoren (MR) und Glucocorticoidrezeptoren (GR).

Typ 1 bzw. Mineralocorticoidrezeptoren (MR) finden sich im Gehirn hauptsdchlich im
Hippocampus (Arriza et al. 1987, de Kloet et al. 1998, Sanchez et al. 2000) und in anderen
Regionen des limbischen Systems (de Kloet et al. 1998). Dabei sind in Neuronen der
Hippocampusregionen CA1 und CA2 und des Gyrus dentatus sowohl GR als auch MR
vertreten, die Neuronen der Regionen CA3 und CA4 dagegen weisen deutlich mehr
Mineralocorticoidrezeptoren als Glucocorticoidrezeptoren auf (van Eekelen et al. 1988, de
Kloet et al. 1998). Der Hippocampus mit seiner hohen Dichte an MR und GR gilt als
besonders glucocorticoidempfindlich (McEwen 1999, McEwen 2002a, b).

Typ 2 bzw. Glucocorticoidrezeptoren (GR) hingegen zeigen eine weitaus diffusere
Ausbreitung in Neuronen und Gliazellen des ZNS und in der Peripherie (Reul and de Kloet
1985, de Kloet et al. 1990). Sie sind im limbischen System, im paraventriculdren Nucleus
und supraoptischen Nucleus des Hypothalamus und in Zellen des Hirnstammes zahlreich;
etwas weniger ausgeprigt in anderen Thalamuskernen und im Cortex zu finden (de Kloet
et al.1991). Bemerkenswerterweise sind im PVN hauptsidchlich GR vertreten und MR fast
gar nicht vorhanden (Reul and de Kloet 1985, Seckl 1997, Sanchez et al 2000).

Sowohl MR als auch GR binden Cortisol, wobei die Mineralocorticoidrezeptoren eine bis
um 10-fach hohere Affinitdt zu Corticosteron (= Cortisol beim Menschen) aufweisen als
entsprechende Glucocorticoidrezeptoren (Arriza et al. 1988, Reul et al 1990b, Seckl 1997,
de Kloet et al. 1998). In vitro Studien konnten fiir Mineralocorticoidrezeptoren
Priferenzen  fiir  natiirliche  Glucocorticoide  (Corticosteron,  Cortisol)  und
Mineralocorticoide (Aldosteron, Desoxycorticosteron) verzeichnen; fiir
Glucocorticoidrezeptoren konnten hohe Affinitdten fiir synthetische Glucocorticoide (z.B.
Dexamethason und RU 28362), méBige fiir natiirliche Glucocorticoide und kaum Affinitit
fiir Mineralocorticoide darstellt werden (Veldhuies et al. 1982, Reul et al. 1990a, Seckl
1997, Reul et al. 2000). Mineralocorticoidrezeptoren weisen eine so hohe Affinitit zu
Cortisol auf, so dass selbst bei niedrigen Glucocorticoidkonzentrationen kaum freie
Rezeptoren mehr zur Verfiigung stehen. Da die MR des Hippocampus wihrend des
zirkadianen Nadirs der Cortisolkonzentration im Plasma zu iiber 70% gesittigt und
ebenfalls hippocampale GR zur gleichen Zeit kaum (10%) besetzt sind (Spencer et al.
1993, Reul et al. 2000) wird speziell den MR ein anterograder Mechanismus zur Erhaltung



basaler LHPA-Aktivitdt (Reul and de Kloet 1985, de Kloet et al. 1998, Born et al. 1997,
de Kloet 2000, de Kloet et al. 2000, Arvat et al. 2001) durch tonische Inhibition der Zellen
des PVN im Hypothalamus zugeschrieben (Herman et al. 1989). Als Stopmechanismus der
stressinduzierten LHPA-Aktivitdit wird eine Reaktion der durch den steigenden
Cortisolspiegel progressiv aktivierten GR (reaktiver Feedbackmechanismus) in
Kombination mit MR-Wirkung angesehen (de Kloet et al. 1998).

Im Tierversuch fiihrte eine hippocampale MR-Blockade nicht nur basal zu insgesamt
erhohten Glucocorticoidwerten, sondern auch zu einer deutlich verstirkten und
verldngerten Glucocorticoidantwort auf Stressreize (Ratka et al. 1989, de Kloet 1991) und
lasst eine Interaktion der beiden Rezeptortypen vermuten (Evans and Arriza 1989).

Gesing et al. (2001) konnte im Tierexperiment einen signifikanten Anstieg der MR-Dichte
im Hippocampus 24 Stunden nach Stressexposition verzeichnen mit anschliefend
funktionell verminderter LHPA-Aktivitdt. De Kloet (et al. 1990, 1991) beschrieb eine
Herunterregulation der GR bei chronischer Stimulation durch Glucocorticoide, wobei sich
die Expression der MR verstirkte und im Gegensatz dazu eine Abnahme der GR bei

,»down‘“-Regulation der Mineralocorticoidrezeptoren.

Die Glucocorticoidwirkungen werden jedoch nicht nur durch die Anzahl bzw. Plastizitit
der Rezeptoren, deren Affinitdt und die Steroidkonzentrationen an sich beeinflusst, sondern
unterliegen zudem einem prérezeptoriellen Metabolismus.

Das Enzym 118-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11B8-HSD) katalysiert die Umwandlung
von aktiven 11-Hydroxyglucocorticoiden und ihren inaktiven 11-Ketoformen. Es
existieren zweli, sich in Funktion und Auspridgung unterscheidende, Isoenzyme von 11B-
HSD (Typ 1 und Typ 2), welche modulierend auf den Metabolismus an Mineralocorticoid-
und Glucocorticoidrezeptoren wirken (Quinkler et al. 2001).

Typ 2 findet sich iiberwiegend in klassischen, Aldosteron-selektiven und sensitiven
Geweben wie Nierenepithelien, Colon oder Schweildriisen. Es inaktiviert die
Glucocorticoide zu ihren 11-Ketoformen wund gewdhrleistet eine alleinige
Aldosteronwirkung. Im Gehirn findet sich Typ 2 bis auf Regionen spezieller zentraler
Aldosteroneffekte kaum (Robson et al. 1998, Yau and Seckl 2001). Hippocampale MR
besitzen aufgrund ihres Mangels an 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 keine
Selektivitét fiir Aldosteron. Tatsdchlich spielt die Affinitdt der MR zu Glucocorticoiden im
Metabolismus eine weitaus groflere Rolle, da Aldosteron zu deutlich geringeren

Konzentrationen im Gehirn zirkuliert als die Glucocorticoide (de Kloet 1991).



Im Gegensatz zu 11B-HSD Typ 2 regeneriert Typ 1 durch Reduktion aktive
Glucocorticoide aus den vorhandenen inerten 11-Ketosteroiden und ist im entwickelten
Gehirn zahlreich vorhanden (Yau and Seckl 2001). Besonders hohe Konzentrationen sind
im Hippocampus, Kleinhirn und Neokortex zu finden (Moisan et al. 1990, MacKenzie et
al. 2000, Yau and Seckl 2001). Die auffillige Lokalisation von 11B-HSD Typ 1 an
Schliisselstationen der LHPA-Achse (Hippocampus, Hypothalamus und Hypophyse) lésst
einen modulativen Einfluss auf den Glucocorticoid-Feedbackmechanismus vermuten. Das
in unserer Studie eingesetzte Metyrapon hemmt sowohl die Cortisolsynthese in der
Nebennierenrinde als auch die 1168-HSD Typ 1 und erniedrigt dadurch die endogene

Cortisolkonzentration betrachtlich.

1.4 Hippocampale Mineralocorticoidrezeptoren als Modulator der LHPA-Achse

In Tierversuchen konnte bereits mehrfach die Beteiligung der hippocampalen
Mineralocorticoidrezeptoren an der Regulation der LHPA-Achse in Form einer Inhibition
dargestellt werden. Sowohl die Applikation eines spezifischen MR-Antagonisten (Oitzl et
al. 1995), als auch die Gabe von gegen mRNA der MR gerichteten Antisense-
Oligonukleotiden (Reul et al. 1997) flihrten zu basal erhohter Aktivitdt der LHPA-Achse.
Zudem konnte eine deutlich verstirkte und verldngerte Glucocorticoidantwort auf
Stressreize nach hippocampaler MR-Blockade verzeichnet werden (Ratka et al. 1989, de
Kloet 1991). Intracerebroventriculdr injiziertes Antimineralocorticoid (RU 28318)
bewirkte, im Gegensatz zu auf gleiche Art und Weise verabreichtem Antiglucocorticoid,
einen Cortisol-stimulierenden Effekt (Ratka et al. 1989).

Herman et al. (1989) konnte zeigen, dass Hippocampektomie mit einer vierfachen
Steigerung der mRNA Expression von CRH, also einer Aktivierung der LHPA-Achse
einhergeht.

Auch Forschungsergebnisse aus Humanversuchen weisen auf eine Beteiligung der
Mineralocorticoidrezeptoren an der Regulation der LHPA-Achse hin.

Die Behandlung mit dem MR-Antagonisten Spironolacton bewirkte einen signifikanten
Anstieg der basalen und mittleren Cortisolspiegel (Deuschle et al. 1998, Young et al. 1998,
Heuser et al. 2000a); auBerdem konnten erhdhte Cortisolkonzentrationen nach dem

kombinierten Dexamethason/ Corticotropin-Releasing-Hormon-(DEX/CRH)-Test ermittelt
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werden (Heuser et al. 2000b). Auch Arvat et al. (2001) demonstrierten eine Aktivierung
der LHPA-Achse durch Blockade der MR mittels Canrenoat (1. aktiver Metabolit von
Spironolacton). Wéhrend der Schlafphase konnte der inhibitorische Effekt hippocampaler
MR durch Canrenoat aufgehoben werden (Dodt et al. 1993, Born et al. 1997, Born and
Fehm 1998). Insgesamt konnte nach systemischer Verabreichung von MR-Antagonisten
ein Cortisolanstieg von allen Arbeitsgruppen (Dodt et al. 1993, Born et al. 1997, Deuschle
et al. 1998, Young et al. 1998, Heuser et al. 2000a, 2000b, Arvat et al.2001, Kellner et al.
2002) auBer einer (Michelson et al. 1994) festgestellt werden. Ein Anstieg der ACTH-
Konzentrationen unter Verabreichung von MR-Antagonisten konnten Born et al (1997),
Arvat et al. (2001) und Kellner et al. (2002) verzeichnen. Hingegen zeigten sich die
ACTH-Konzentrationen in den meisten Studien unveridndert (Dodt et al. 1993, Young et
al. 1998, Heuser et al. 2000a, 2000b) und nahmen bei einer sogar ab (Deutschle et al.
1998) (siche Abb. 4). Eventuell kam es zunichst iiber die Blockade der hippocampalen
MR zu einem ACTH Anstieg, der moglicherweise durch die konsekutiv steigenden
Cortisolkonzentrationen und den einsetzenden negativen Feedback-mechanismus der
Glucocorticoide auf hypophysdrer Ebene, via Glucocorticoidrezeptoren, maskiert wurde.
Dies ist auch relevant flir unsere Studie, in der durch Gabe eines MR-Agonisten nach

Metyrapongabe eine mdgliche Maskierung der ACTH-Reaktion umgangen werden soll.

Autor MR-Antagonist Cortisol ACTH
Dodt et al.1993 Canrenoat ) > €
Michelson et al. 1994 Spironolacton 2> € 2> €
Born et al. 1997 Canrenoat ) )
Deutschle et al. 1998 Spironolacton ) v
Young et al. 1998 Spironolacton ) > €
Heuser et al. 2000, a Spironolacton ) > €
Heuser et al. 2000, b Spironolacton ) > €
Arvat et al. 2001 Canrenoat ) )
Kellner et al. 2002 Spironolacton [\ )

Abb. 4 Tabellarische Ubersicht der Forschungsergebnisse beziiglich Cortisol- und ACTH-

Konzentrationen von Testpersonen nach Behandlung mit einem MR-Antagonisten.
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Die Wirkung verschiedener MR-Antagonisten auf die LHPA-Achse ist also von mehreren
Forschergruppen untersucht worden (s.0.), wohingegen keine publizierten Studien an
Testpersonen mit einem spezifischen MR-Agonisten vorliegen.

Jahn et al. untersuchte die Wirkung von Fludrocortison auf die LHPA-Aktivitit gesunder
Probanden wihrend der Nacht. Es war kein inhibitorischer Effekt auf die Cortisolwerte zu
verzeichnen (personliche Mitteilung). Goldman and Wood (2000) untersuchten die
Blockade der LHPA-Achse nach Primedikation mit Metyrapon durch Cortisolinfusion bei
gesunden und schizophrenen Menschen. Wilkinson et al. (2001) testeten Unterschiede der
negativen Feedbackwirkung von Cortisol nach vorheriger Metyrapongabe zwischen jungen
und édlteren gesunden Probanden. Beide Forschergruppen konnten die Inhibition der
LHPA-Achse durch Cortisol feststellen. Da Cortisol sowohl glucocorticoide, als auch
mineralocorticoide Aktivitdt besitzt, ldsst sich allerdings bisher keine Aussage beziiglich
der rezeptoriellen Zuordnung der negativen Feedbackreaktion machen. Aus diesem Grunde
wurden in der hiesigen Studie zwei hochpotente MR-Agonisten, Aldosteron und

Fludrocortison, eingesetzt.

1.5 Storungen der Limbisch-Hypothalamisch-Hypophysir-Adrenalen-Achse

Verdnderungen der LHPA-Achsenfunktion werden im Alter und bei einigen
psychiatrischen Stérungen beobachtet. Insbesondere Patienten mit Depression oder
Posttraumatischer ~ Belastungsstéorung ~ (PTSD)  weisen ~ Verdnderungen  des

Stresshormonhaushaltes auf.

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass es im Alter zu einer erniedrigten negativen
Riickkopplung der LHPA-Aktivitit kommt. Im Vergleich zur jiingeren Kontrollgruppe
wurde bei élteren Probanden eine erhohte zirkadiane Aktivitdt (van Cauter et al. 1996),
eine erhohte Stress-Antwort nach geringem psychischem Stress durch einen kognitiven
Test (Gotthardt et al. 1995), erhohte Cortisolkonzentrationen nach dem Dexamethason-
Suppressionstest und gesteigerte Aktivitdt nach dem DEX/CRH-Test (Heuser et al. 1994)
gefunden. Erhohte CRH-Konzentrationen im Liquor (Heuser et al. 1998) sowie eine
verringerte negative Feedback-Hemmung nach Gabe von Metyrapon und anschlieBend
Cortisol (Wilkinson et al. 1997, Wilkinson et al. 2001) konnte bei Alteren im Gegensatz zu

Jiingeren nachgewiesen werden. Dariiber hinaus wurde kiirzlich in einer Meta-Analyse
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dargelegt, dass es im Alter zu einer gesteigerten LHPA-Antwort auf verschieden Reize
kommt (Otte et al. 2005). Die erhohte LHPA-Aktivitdt fiihrt vermutlich zu einem
Mechanismus, durch den es im Hippocampus zu einer Kaskade altersabhingiger
neurodegenerativer Effekte kommt, wie der Atrophie von Dendriten, einer erhdhten
Vulnerabilitit gegeniiber Noxen, sowie einem Neuronenuntergang (de Kloet 1998, Kim
and Yoon 1998). Tatsdchlich wurde in mehreren Studien gezeigt, dass bei élteren
Probanden ein erhohter Cortisolspiegel im Vergleich zu einer gleichaltrigen,
normocortisoldmischen Kontrollgruppe sowohl mit Defiziten Hippocampus-assoziierter
Gedéchtnisleistungen (Lupien et al. 1997, Newcomer et al.1999, de Kloet et al. 2002), als
auch reduzierten Hippocampusvolumen in der Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT)

assoziiert ist (Lupien et al. 1998).

Ebenso ist bei Patienten mit Depression hiufig eine Uberaktivitit der LHPA-Achse
dokumentiert worden (Nemeroff et al. 1984, Holsboer and Barden 1996, Deutschle et al.
1997, Steckler et al. 1999, Zobel et al 1999), die durch eine antidepressive Behandlung
normalisiert werden konnte (Heuser et al. 1996, Holsboer and Barden 1996). Diese
Uberaktivitit beinhaltet erhéhte CRH-Konzentrationen im Liquor der Testpersonen
(Nemeroff et al. 1984, Banki et al. 1987, Heuser et al. 1998), die zu einer erhohten
Cortisolausschiittung und einer konsekutiven Herunterregulation bzw. Desensitivierung der
Glucocorticoidrezeptoren fithrt (de Kloet 1991, Holsboer and Barden 1996). Die
verminderte Glucocorticoidrezeptorfunktion bei Depressiven fiihrt zu einer Abschwichung
der negativen Feedback-Hemmung von Cortisol auf Hypothalamus und Hypophyse. Dies
zeigt sich in einer Non-Suppression im Dexamethason-Hemmtest (Evans und Nemeroff
1987) bzw. in vermehrter Cortisolausschiittung im Dexamethason/Corticotropin-
Releasing-Hormon Test (Heuser et al. 1996). Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass sich
die Uberaktivitit der LHPA-Achse in erster Linie durch einen erhdhten Tonus im
zirkadianen Nadir manifestiert (Halbreich et al. 1985, Young et al. 1994), wobei zu dieser
Zeit vor allem die hoch affinen MR im Hippocampus fiir die Inhibition der LHPA-Achse
verantwortlich gemacht werden. Kiirzlich wurden sogar Mineralocorticoidrezeptoren direkt

mit dem Pathomechanismus der Depression in Verbindung gebracht (Young et al 2003).

Ahnlich wie bei den Verinderungen im Alter, gibt es auch bei PTSD-Patienten Hinweise
auf reduzierte Hippocampusvolumina (Sapolsky, 2000). Im Vergleich zu Depressiven

zeigen PTSD-Patienten sowohl gleichsinnige als auch gegensitzliche Verdnderungen der
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LHPA-AKktivitit. So ist, anders als bei Depressiven, das Cortisol im 24 h-Sammel-Urin
bzw. im Plasma im Vergleich zu Gesunden erniedrigt (Yehuda et al. 1993, 1995a,
Boscarino 1996, Kanter et al. 2001), die GR-Rezeptoren auf Lymphozyten erhoht (Yehuda
et al. 1995b), sowie die Cortisolsuppression nach Dexamethasongabe verstéarkt (Yehuda et
al. 1996, Stein et al. 1997). Smith et al. (1989) dokumentierte eine verminderte ACTH-
Antwort nach CRH-Infusion bei PTSD-Patienten im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe. Andererseits gibt es auch Befunde, die denjenigen der depressiven
Patienten &hneln. Durch mehrere Studien gibt es deutliche Hinweise fiir eine auch bei
PTSD-Patienten erhohte CRH-Aktivitit. Es zeigten sich im Vergleich mit einer
Kontrollgruppe erhohte CRH-Werte im Liquor (Bremner et al. 1997, Baker et al. 1999);
und auch der Metyrapon-Stimulationstest (Yehuda et al. 1996) zeigte erhohte ACTH-
Aktivitdt bei PTSD-Patienten. Eine kiirzlich durchgefiihrte Studie konnte allerdings keine
Verinderung der MR-Funktion bei PTSD darstellen (Kellner et al 2002). Insgesamt geht
man zurzeit von einer im Gegensatz zu den Depressiven verstirkten negativen Feedback-
Sensitivitit bei der Posttraumatischen Belastungsstorung aus. Diese Hypothese steht in
Einklang mit den zum Teil gleichsinnigen, zum Teil gegenldufigen Befunden beziiglich der
LHPA-Achse im Vergleich zu den depressiven Patienten, insbesondere den zunichst
widerspriichlich erscheinenden Befunden der erhohten zentralen CRH-Aktivitit und den

erniedrigten peripheren Cortisol-Werten (Kellner and Yehuda 1999).

1.6 Ziel und Fragestellung

Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss der hippocampalen Mineralocorticoidrezeptoren auf
die LHPA-Achse des Menschen durch einen Placebo-kontrollierten Vergleich des
synthetischen MR-Agonisten Fludrocortison und des natiirlichen Mineralocorticoids
Aldosteron unter Minimierung der endogenen Glucocorticoidwirkung durch
Metyraponpramedikation genauer zu untersuchen.

Nach vorangegangener Aktivierung der LHPA-Achse mittels Metyrapon soll die
Suppression durch zwei hochpotente MR-Agonisten an zwei Untersuchungstagen folgen.
Um zu gewidhrleisten, dass der endogene Glucocorticoideffekt auf die Stress-Achse
minimiert wird, wurde ein Zeitraum nahe des zirkadianen Nadirs (14.00 bis 21.00 Uhr) als
Untersuchungsphase gewdhlt. Zu dieser Zeit sind die hoch-affinen MR zu iiber 70%, die
minder-affinen GR lediglich zu 10% besetzt (Spencer et al. 1993, Reul et al. 2000). Durch
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die Pramedikation mit Metyrapon wird die Cortisolkonzentration zusitzlich gesenkt und
die MR im Hippocampus weiter depletiert. Folglich wire die Hemmung der LHPA-
Antwort nach Gabe der MR-Agonisten in erster Linie eine Funktion der hoch affinen
hippocampalen MR-Rezeptoren. Zusidtzlich ist Fludrocortison mit 125-fach starkerer
mineralotropen Wirkung als Cortisol ein potenter Vertreter der synthetischen
Mineralocorticoide (MC). Aldosteron ist wichtigster und potentester Vertreter der Gruppe
der natiirlichen Mineralocorticoide.

Da die hippocampalen MR aufgrund des Mangels an 118-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Typ 2 im Gehirn keine Selektivitdt fiir Aldosteron mehr besitzen, ist sowohl von
Fludrocortison als auch von Aldosteron eine Inhibition der zuvor durch Metyrapon
aktivierten LHPA-Achse zu erwarten.

Aus diesen Uberlegungen leiten sich folgende Kernfragen ab:

1) Ist die Beteiligung der hippocampalen Mineralocorticoidrezeptoren an der

LHPA-Regulation beim Menschen mittels MR-Agonisten belegbar?

2) Kann die so postulierte inhibitorische Wirkung der Mineralocorticoidrezeptoren des

Hippocampus durch eine Suppression der ACTH-Ausschiittung dokumentiert werden?

3) Gibt es Unterschiede der LHPA-Antwort nach Gabe des synthetischen
Mineralocorticoidagonisten ~ Fludrocortison im  Vergleich zu dem natiirlichen

Mineralocorticoidagonisten Aldosteron?
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2 Probanden, Material und Methoden

2.1 Die Probanden

Es wurden zehn junge, gesunde, mdnnliche Probanden im Alter von 20 bis 31 Jahren
(Altersdurchschnitt: 26.1 =+ Standardabweichung [SD] 2.9 Jahre) in die Studie
aufgenommen. Der Body Mass Index (BMI) der Probanden betrug im Mittel 22.5 + [SD]
2.6 und lag damit im Bereich des Normalgewichts (BMI 20-25). Um die Anzahl moglicher
Storvariablen moglichst gering zu halten, wurden weibliche Probanden aufgrund des
hormonellen Zyklus, der mit grofen intra- und interindividuellen Schwankungen Einfluss
auf die LHPA-Achse nimmt, nicht fiir die Studie rekrutiert.

Die Anamnese der Probanden musste frei von neurologischen oder psychiatrischen
Erkrankungen sein. Zusitzlich wurde ein Mini International Neuropsychiatric Interview
(MINI) (Sheehan et al. 1989) zum standardisierten Ausschluss psychiatrischer
Erkrankungen durchgefiihrt. Es durfte weder eine Behandlung mit Medikation bestehen,
noch Substanzmittelabusus vorausgegangen sein oder vorliegen. Behandlungsbediirftige
internistische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Hypertonie, Nieren- oder
Schilddriisenerkrankungen waren Ausschlusskriterien; und die Teilnehmer mussten
mindestens zehn Tage medikamentenfrei sein. Schichtarbeiter wurden nicht in die
Probandengruppe aufgenommen. Probanden mit transkontinentalen Flugreisen innerhalb
der letzten vier Wochen oder schweren Traumata in der Lebensgeschichte wurden
ebenfalls ausgeschlossen.

Neben einer ausfiihrlichen internistischen und psychiatrischen Krankheitsanamnese
beinhaltete die Voruntersuchung eine orientierende korperliche Untersuchung und
weiterfilhrende klinische Diagnostik: Puls- und Blutdruckmessung, Routinelabor
(Differentialblutbild, BSG, Leber- sowie Nierenwerte, Gerinnungsfaktoren, Elektrolyte,
Blutzucker, Schilddriisenwerte und Entziindungsparameter), Urinstatus und ein

Urindrogenscreening.
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2.2 Ethik und Datenschutz

Die Studie wurde unter der Bearbeitungsnummer 1760 bei der Ethikkommission der
Arztekammer Hamburg beantragt und am 29. Januar 2001 genehmigt. Auch von der
Behorde fiir Arbeit, Gesundheit und Soziales (BAGS) und dem Bundesinstitut fiir
Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) wurden die Studienpléne iiberpriift und
genehmigt.

Alle Probanden unterschrieben nach ausfiihrlicher schriftlicher und miindlicher Aufklarung
eine schriftliche Einverstindniserkldrung. Versicherungsschutz gegen etwaige Risiken war
allen Teilnehmern gegeben. Zur Wahrung des Datenschutzes wurden die Probandendaten

durch Codierung anonymisiert.

2.3 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen erstreckten sich pro Testperson tiber drei Nachmittage (14.00 Uhr bis
21.00 Uhr). Sie fanden einfach-blind, randomisiert und balanciert statt, wobei zwischen
den jeweiligen Untersuchungstagen wochtenliche Abstinde lagen. Wéhrend einer
Untersuchung befanden sich die Testpersonen unter stidndiger Aufsicht sowie
Erreichbarkeit drztlichen Personals. Die Probanden nahmen eine liegende und entspannte
Position im Untersuchungsbett ein. Lesen und leises Musik horen war wéhrend der
gesamten Zeit erlaubt. Zudem war es den Testpersonen moglich, max. 500 ml
Mineralwasser bis zum Ende der Beobachtung zu trinken. Rauchen, essen und schlafen
war den Probanden untersagt. Toilettenginge waren begrenzt und nur direkt nach einer
Blutentnahme erlaubt.

Die Testpersonen erhielten an allen drei Nachmittagen um 14.00 Uhr einen intravendsen
Zugang, welcher mit physiologischer Kochsalzlosung (NaCl 0.9%) bei einem Fluss von

50 ml/h via Infusomat (Infusomat ® fm, Typ 871942/0, B/Braun Melsungen AG) offen
gehalten wurde. Ebenfalls um 14.00 Uhr erfolgte an allen drei Untersuchungstagen die
Gabe von 3g Metyrapon (Metopiron®, Novartis, London, United Kingdom) per os (p.o.)
mit einem Glas Milch, um mdglichen Nebenwirkungen in Form von Magenbeschwerden

vorzubeugen.
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Die Bedingung 1 beinhaltete eine Placebo-Gabe p.o. um 15.00 Uhr und eine intravendse
(i.v.) Injektion von 5 ml NaCl 0.9% als Placebo um 16.00 Uhr.

Als Bedingung 2 wurden 0.5 mg Fludrocortison (Astonin®H, Merk AG, Darmstadt,
Deutschland) um 15.00 Uhr p.o. verabreicht, anschlieBend folgte eine i.v. Placebo-Gabe
(s.0.) um 16.00 Uhr. Bedingung 3 bestand aus einer p.o. Placebo-Medikation um 15.00 Uhr
und einer i.v. Gabe von 0.2 mg Aldosteron (Aldosterone, Clinalfa AG, Léaufelingen,
Schweiz) in 5 ml 0.9% NaCl um 16.00 Uhr. (siche Tabelle 1)

Bedingung 1 Bedingung 2 Bedingung 3
3g 3g 3g
14.00 Uhr Metyrapon Metyrapon Metyrapon
p.o. p.o. p.o.
0.5 mg
15.00 Uhr Placebo Fludrocortison Placebo
p.o. p.o. p.o.
0.2 mg
16.00 Uhr Placebo Placebo Aldosteron
Lv. Lv. Lv.

Tabelle 1 - Versuchsplan

Die Blutentnahmen von jeweils 10 ml Vollblut zur Bestimmung der ACTH-, Cortisol- und
11-Desoxycortisolkonzentrationen erfolgten von 14.00 bis 16.00 Uhr stiindlich, von

16.00 Uhr bis zum Ende der Untersuchung um 21.00 Uhr in halbstiindigen Absténden.
Parallel zu den Blutentnahmen erfolgte die Kontrolle der Kreislaufparamenter (Blutdruck
und Puls) mit einem vollautomatischen Gerét (Dinamap® Compact T, Johnson & Johnson

Medical Inc., United Kingdom).
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2.4 Medikation

2.4.1 Metyrapon

Metyrapon (Metopiron ®, Wirkstoff: Methyl-2bis(pyridyl-1)-1,2propanon) senkt den
Cortisolspiegel, indem es selektiv die Hydroxylierung von 11-Desoxycortisol zu Cortisol
durch Blockade der 11-Desoxyhydroxylase inhibiert und somit die Cortisolsynthese in der
Nebenniere  reduziert.  Zusidtzlich  blockiert ~ Metyrapon  selektiv  die  11-
Oxoreductasefunktion der 118-HSD Typ 1 (Raven et al. 1995) und verhindert so die
Regeneration von Glucocorticoiden aus seinen inerten 11-Ketoformen. Durch das
Absinken der Cortisolkonzentration im Blut und im ZNS kommt es {iber einen reduzierten
negativen Feedback-Effekt des Cortisols zu einer Stimulation des Adrenocorticotropen
Hormons in der Hypophyse. Der Metyrapon-Kurztest wird seit langem in der Inneren
Medizin als gute und sichere Methode zur Priifung der LHPA-Achsenaktivitit verwendet
(Fiad et al. 1994).

Im Tierversuch passiert Metyrapon die Blut-Hirn-Schranke und wirkt sowohl im ZNS (v.a.
auf Hippocampus und Hypothalamus) (Stith et al. 1976), als auch in peripheren Geweben
wie z.B. den Nebennieren. Es wird nach oraler Gabe rasch resorbiert und wieder eliminiert.
Maximale Konzentrationen im Plasma sind nach etwa 60 Minuten erreicht, die
Eliminationshalbwertzeit betridgt 20-26 Minuten. Metyrapon kann in geringem Ausmaf die
Biosynthese von Aldosteron mindern. Unerwiinschte Wirkungen koénnen in Form von
Schwindel, Kopfschmerz, Sedierung, gelegentlich Hypotonie oder gastrointestinalen

Beschwerden auftreten.

2.4.2 Fludrocortison

Fludrocortison ist ein synthetisch hergestelltes Mineralocorticoid. Von Cortisol
(= Hydrocortison) unterscheidet es sich chemisch lediglich durch ein Fluor-Atom an
Position C9. Die Fluorierung verschiebt die Relation Glucocorticoid- zu
Mineralocorticoidwirkung stark in Richtung der Mineralocorticoidwirkung (Goldfien et al.
1955). Fludrocortison erlangt im Vergleich mit Cortisol eine 10-fach hdhere
glucocorticoide Wirkungsstérke, aber auch eine 125-fach starkere

Mineralocorticoidwirkung. In einem Dosisbereich von 0.1-0.4 mg Fludrocortison pro Tag

19



tritt fast ausschlieBlich die mineralotrope Wirkung in Erscheinung. Die Resorption von
Fludrocortison (Resorptionsquotient 100%) setzt nach oraler Applikation sehr rasch ein
(10-20 Min.), wobei das Konzentrationsmaximum im Plasma nach 1,7 Stunden erreicht
wird. Die Eliminationshalbwertszeit im Plasma betrégt ca. 3,5 Stunden (Olin 1990).
Neben einer guten und raschen Resorption ist ebenfalls eine gute Liquorgingigkeit der
Substanz bekannt, wobei sich das Verhiltnis der Konzentration von Fludrocortison im
Liquor zu der im Plasma 5,5 Stunden nach oraler Gabe auf 1: 6 belduft. (Vogt et al. 1971)
Bei einmaliger Applikation von 0,5 mg Fludrocortison sind keine Nebenwirkungen zu

erwarten.

2.4.3 Aldosteron

Aldosteron ist ein natiirliches Mineralocorticoid. Es wird in der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde synthetisiert und ist vorwiegend an der Regulation des Elektrolyt- und
Wasserhaushaltes beteiligt. Bildung und Ausschiittung des Aldosterons wird hauptséchlich
durch das Renin-Angiotensin-System gesteuert. Andere Regelkreise wie das sympathische
Nervensystem, Blutdruck und Hypophyse nehmen zusétzlich Einfluss auf die Sekretion,
wobei die Hypophyse durch Sekretion von Adenocorticotropem Hormon die
Aldosteronproduktion in der NNR kurzfristig stimuliert. Aufgrund der raschen hepatischen
Metabolisierung ist Aldosteron nicht zur oralen Gabe geeignet und wird daher intravends
appliziert. Die Normwerte im Blut betragen beim liegenden Erwachsenen 29-145 ng/l. Die
Plasmahalbwertszeit fiir Aldosteron liegt konzentrationsabhéngig zwischen 27-39 Minuten
(Schmidt et al. 1999). Unerwiinschte Wirkungen sind bei einmaliger Gabe nicht zu

erwarten.
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2.5 Analyse der Blutproben

Jede Blutprobe (a 10 ml) wurde sofort nach der Entnahme in ein vorgekiihltes, mit 150 ul
(3000 IE) Trasylol und 250 ul (0,01 g) EDTA (Ethylendiamintetraacetat) versetztes
Polyethylenrohrchen gegeben und bis zum Abschluss der Untersuchung auf Nasseis
platziert. Das anschlieBende 10-miniitige Zentrifugieren der Proben fand bei 4000
Umdrehungen (U)/min und 4°C statt (Zentrifuge: Sigma 4K15, Schnakenberg Medizin &
Labortechnik GmbH). Der Uberstand wurde unter kontinuierlicher Kiihlung abpipettiert
und sofort bei —80°C bis zur endgiiltigen Analyse gelagert.

2.5.1 ACTH

Die ACTH Messungen erfolgten durch einen Antikdrper-Immunoradiometrischen Assay
(RIA) des International Nicols Institute Diagnostics GmbH, Bad Nauheim. Jeweils 200 ul
der Standardldsung bzw. des Plasmas wurden zur Bestimmung der ACTH-Konzentration
in ein Rohrchen gefiillt und mit 100 ul radioaktivem Tracer versetzt. Die Tracer-Losung
enthélt zwei Antikorper, welche je an die N-terminale bzw. C-terminale Region des ACTH

125 radioaktiv markiert ist. Es entsteht ein ACTH-

binden und wovon lediglich einer mit J
Antikorper-Sandwich-Komplex. Nach Durchmischung auf dem Whirlmix wurde pro
Rohrchen eine Avidin-beschichtete Kugel hinzu gegeben, welche den entstandenen
Komplex bindet. Nach einer 20-stiindigen Inkubation bei Raumtemperatur folgten zwei
Waschginge mit einem Gemisch aus 50 ml Waschlosung und 550 ml Aqua. Die
Radioaktivitit der an die Kiigelchen gebundenen Komplexe ist der in der Probe
vorhandenen Menge an intaktem ACTH direkt proportional und konnte anschlieBend im

Gamma-Counter (Riastar®, Canberra Packard GmbH) gemessen werden. Die untere

Nachweisgrenze lag bei 2 pg/ml.
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2.5.2 Cortisol

Die Bestimmung der Cortisolkonzentrationen erfolgte mit Hilfe eines RIA-Kits (DRG
Instruments GmbH, Marburg), bei welchem die Messrohrchen mit einem spezifischen
Cortisol-Antikdrper beschichtet sind. Es wurden 25 ul der Probe in ein Messréhrchen

125_Tracer versetzt und durchmischt, danach 45 Minuten bei 37°C im

gegeben, mit 1 ml J
Wasserbad inkubiert, der Inhalt dekantiert und die Rohrchen im Gamma-Counter
(Riastar®, Canberra Packard GmbH) gemessen. Die untere Nachweisgrenze lag bei

0.5 ng/ml.

2.5.3 11-Desoxycortisol

Die Bestimmung der 11-DOC Plasmawerte erfolgte ebenfalls mit einem RIA-Kit der DRG
Instruments GmbH, Marburg. Das Prinzip dieses Radioimmunoassays basiert auf der
Konkurrenz zwischen J'*>-markiertem 11-DOC und nichtradioaktiv-markiertem 11-DOC
um eine begrenzte Anzahl an Bindungsstellen eines spezifischen Antikorpers. Nach einem
Inkubationsschritt (90 Minuten bei Raumtemperatur) mit je 10 ul Plasma ist die Menge an
markiertem 11-DOC-Antikdrper-Komplex umgekehrt proportional der Menge an
unmarkiertem 11-DOC in den zu bestimmenden Proben. Zur Trennung von Antikorper-
gebundenem und freiem 11-Desoxycortisol wird die Doppelantikérpermethode eingesetzt,
wobei ein Antikdrper-Antikdrper im Uberschuss zugegeben wird. Durch Zentrifugieren
(20 Minuten bei 4°C und 3000 U/Min.) wird der gebildete Antikdrper-Antikorper-Antigen-
Komplex abgetrennt, ungebundenes Antigen entfernt und die Radioaktivitit im
Niederschlag des Testrohrchens mittels eines Gamma-Counters gemessen. Die untere

Nachweisgrenze lag bei 0.5 ng/ml.

Bei allen drei Verfahren wurde anhand von mitgelieferten Standards fiir jedes RIA-Kit eine
Standardkurve gemessen. Durch rechnerischen Vergleich mit letzteren konnten die ACTH,
Cortisol, bzw. 11-DOC-Konzentrationen der Proben ermittelt werden. Die kontinuierliche
Qualititskontrolle  ergab fir alle Hormonbestimmungen eine Inter- und

Intraassayvariabilitét von jeweils weniger als 8 %.
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2.6 Statistische Auswertung

Die Daten aller zehn Testpersonen konnten in die Auswertung aufgenommen werden.
Insgesamt fiinf fehlende Werte verschiedener Probanden wurden vor der Ermittlung der
Indikatoren durch lineare Interpolation substituiert.

Zunichst wurde gepriift, ob zwischen den Bedingungen Unterschiede der
Hormonkonzentrationen um 14.00 Uhr, also vor Gabe von Medikation, bestanden. Da
Metyrapon in jeder Bedingung um 14.00 Uhr, Fludrocortison und Aldosteron jedoch zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (15.00 Uhr bzw. 16.00 Uhr) verabreicht wurden, legten wir
einen Basiswert (14.00 Uhr) und zwei Zeitrdume fest, um zwischen frithen und spéten
Effekten zu differenzieren. Das frithe Intervall (Intervall 1) enthilt die Werte zwischen
16.00 und 18.00 Uhr, das spédte Intervall (Intervall 2) jene zwischen 18.00 und 21.00 Uhr.
Zur Analyse der endokrinen Daten wurden die Mittelwerte (M), die ,,area under the curve*
(AUC) ohne Abzug des linearen Hintergrundes und die maximale Konzentration in Bezug
zum Basiswert (DELTA) fiir die jeweiligen Phasen errechnet. Zeit- und
Behandlungseffekte zwischen Placebo, Fludrocortison und Aldosteron wurden mit einer
multivariaten Varianzanalyse (MANOVA) erarbeitet. Dabei waren sowohl der Faktor
»Zeit als auch ,,.Behandlung® Intra-Subjekt-Faktoren. Berechnet wurden die Ergebnisse

mit dem Statistikprogramm SPSS Version 6.1.3.

Zu Beginn der Auswertung wurden der Basiswert und die Mittelwerte, AUC und DELTA
von Intervall 1 und 2 zur Priifung der Zeit- und Behandlungseffekte beziiglich ACTH,
Cortisol und 11-Desoxycortisol genutzt. Um die Behandlungsunterschiede innerhalb der
einzelnen Intervalle bzw. die Zeitunterschiede innerhalb der einzelnen Behandlungen zu
prifen wurden multivariate Wilks-Tests durchgefiihrt. Ergaben sich signifikante
Unterschiede, so folgten post-hoc (univariate) F-Tests, um die Variable herauszuarbeiten,
die ausschlaggebend zu dem Ergebnis beigetragen hatte. Zum Beispiel um zu ermitteln,
zwischen welchen Behandlungen innerhalb eines bestimmten Intervalls signifikante
Unterschiede bestehen.

Es wurde ein Signifikanzniveau von p<0.05, zweiseitig, festgelegt. Alle weiterfiilhrenden
Tests (= univariate F-Tests) wurden unter Berlicksichtigung eines herabgesetzten
Signifikanzniveaus (nach Bonferroni) gerechnet, um den Fehler erster Art (Typ 1) kleiner

bzw. gleich 0.05 zu halten.
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3 Ergebnisse

3.1 Basiswerte

(siche Diagramme 1-3)

Es gab keine signifikanten Unterschiede der ACTH-, Cortisol-, sowie 11-Desoxycortisol-
Konzentrationen um 14.00 Uhr beim Vergleich der drei Behandlungen (Behandlungseffekt:
F(6,4) = 0.831, sig of F =0.601). Univariate F-Tests bestétigten dies im Einzelnen.

3.2 ACTH

(siche Diagramm 1)

Erwartungsgemdl kam es durch die Metyraponpramedikation zu initial signifikant erhdhten
ACTH- Werten bei allen drei Behandlungen (,,Test mit Kontrasten®, p< 0.05) mit deutlich
erhohten Mittelwerten beider Intervalle beim Vergleich mit den Basiswerten um 14.00 Uhr.
Zeiteffekte der Indikatoren M, DELTA und AUC erreichten statistische Signifikanz
[multivariater Wilks Test; F (3,7) = 18.48, sig of F = 0.001], der Behandlungseffekt war
marginal signifikant [F(6,4) = 5.46, sig of F = 0.061], wobei die AUC- Werte den
wesentlichen Ausschlag gaben (univariate F-Tests, p<0.05).

Beim Vergleich der AUC-Werte zwischen den einzelnen Behandlungen konnten Effekte
(,,Test mit Kontrasten®, p<0.05) im zweiten Intervall (18:00 bis 21:00) mit signifikant
erniedrigten Werten bei Fludrocortisonbehandlung im Gegensatz zu Placebo und Aldosteron

dargestellt werden.
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Diagramm 1. ACTH-Mittelwerte und SEM (engl.: standard error of the mean =
Standardfehler) nach Pramedikation mit 3g Metyrapon (Met) p.o. um 14.00 Uhr und
zusiatzlich Placebo (Pla) p.o., 0.5 mg Fludrocortison (Flu) p.o. (15.00 Uhr) oder 0.2 mg
Aldosteron (Ald) i.v. (16.00 Uhr)

3.3 Cortisol

(siche Diagramm 2)

Metyrapon bewirkte bei allen drei Behandlungen einen signifikanten Abfall der
Cortisolkonzentrationen beider Intervalle im Vergleich zum Basiswert (,,Tests mit
Kontrasten* in MANOVA, p<0.05).

Die Indikatoren M, AUC und DELTA offenbarten Signifikanzen fiir Behandlungs-, Zeit-
sowie Interaktionseffekte [multivariater Wilks Test; Behandlungseffekt F(6,4) = 12.61, sig of
= 0.014; Zeiteftekt: F(3,7) = 22.75, sig of F = 0.001, Interaktionseffekt F(6,4) = 12.15 sig of F
= (0.015]. Die univariaten F-Tests zeigten fiir alle Indikatoren eine signifikanten Reduktion der
Cortisolkonzentrationen nach Behandlung mit Fludrocortison im Gegensatz zu Placebo

(,,Tests mit Kontrasten®, p<0.05).
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Diagramm 2. Cortisol-Mittelwerte und SEM nach Primedikation mitt 3g Metyrapon
(Met) p.o. um 14.00 Uhr und zusitzlich Placebo (Pla) p.o., 0.5 mg Fludrocortison (Flu)
p-0. (15.00 Uhr) oder 0.2 mg Aldosteron (Ald) i.v. (16.00 Uhr)

3.4 11-Desoxycortisol

(siche Diagramm 3)

Bei allen drei Behandlungen kam es nach Metyraponapplikation zundchst zu einem
signifikanten 11-DOC Konzentrationsanstieg im Vergleich zum Basiswert (,,Tests mit
Kontrasten in MANOVA, p<0.05).

Neben dem Zeit- und Behandlungseffekt konnte ein signifikanter Interaktionseffekt fiir die
11-Desoxycortisolkonzentrationen  aufgezeigt werden [multivariater Wilks  Test;
Behandlungseffekt F(6,4) = 7.07, sig of F = 0.04; Zeiteffekt: F(3,7) = 21.86, sig of F = 0.001,
Interaktionseffekt F(6,4) = 23.10, sig of F = 0.005], welche hauptsichlich durch die
Mittelwerte und AUC-Werte bedingt waren (univariate F-Tests, p<0.05). Fludrocortison
verursachte einen signifikanten Abfall der Indikatoren M und AUC zwischen 18:00 und 21:00

im Vergleich zu Placebo und Aldosteron (,,Tests mit Kontrasten*, p<0.05).
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Diagramm 3. 11-DOC-Mittelwerte und SEM nach Priamedikation mit 3g Metyrapon
(Met) p.o. um 14.00 Uhr und zusitzlich Placebo p.o. (Pla), 0.5 mg Fludrocortison (Flu)
p-0. (15.00 Uhr) oder 0.2 mg Aldosteron (Ald) i.v. (16.00 Uhr)

3.5 Nebenwirkungen

Es wurden keine wesentlichen Nebenwirkungen beobachtet. Gastrointestinale Beschwerden
oder Ubelkeit traten bei keiner der getesteten Personen auf. Fiinf Teilnehmer beschrieben
leichten Schwindel und Benommenheit etwa eine Stunde nach Metyraponeinnahme
beginnend, wobei die Beschwerden nach ldngstens zwei Stunden wieder vollstindig

abgeklungen waren.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Rahmen dieser Studie wurden erstmals nach Metyrapon-Vorbehandlung spezifische MR-
Agonisten in ihrer Wirkung auf die hippocampalen Mineralocorticoidrezeptoren der LHPA-
Achse des Menschen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der synthetische
Mineralocorticoidagonist Fludrocortison nach Vorbehandlung mit Metyrapon eine
signifikante inhibitorische Wirkung auf Plasmawerte von ACTH, Cortisol und 11-DOC bei
gesunden, jungen Probanden aufweist. Dieser Effekt war drei bis sechs Stunden nach
Fludrocortisonapplikation am stirksten ausgeprédgt. Dies ist mit einer tonisch-inhibierenden
Funktion hippocampaler Mineralocorticoidrezeptoren auf die Aktivitit der LHPA-Achse.
vereinbar. Im Gegensatz dazu war nach Behandlung mit dem natiirlichen Mineralocorticoid

Aldosteron kein signifikanter Konzentrationsabfall der getesteten Parameter zu verzeichnen.

4.2 Spezifitiat hippocampaler Mineralocorticoidrezeptor-Wirkung

Im Tierexperiment konnte eine hohe Expression von Mineralocorticoidrezeptoren im
Hippocampus und eine geringe Zahl extrahippocampaler MR in anderen Regionen des
limbischen Systems (Arriza et al. 1987, Arriza et al. 1988, van Eekelen et al. 1988, Jakobson
and Sapolsky 1991) dargestellt werden. Moguilewsky and Raynaud (1980) und Spencer et al.
(1993) konnten bei Untersuchungen an Ratten auch MR in der Hypophyse nachweisen. Auch
beim Menschen sind die Mineralocorticoidrezeptoren im Hippocampus besonders stark
vertreten (Watzka et al. 2000); jedoch liegen bislang keine Studien zur Expression von MR in
der Hypophyse des Menschen vor. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass
hypophysédre MR zum inhibitorischen Effekt des Fludrocortisons auf die LHPA-Achse
beitragen. Dagegen spricht jedoch, dass Mineralocorticoidrezeptoren in den Hypophysen von
hoheren Primaten nicht lokalisiert werden konnten, diese aber im Hippocampus zahlreich

vertreten waren (Sanchez et al. 2000).

Vorangegangene Studien untersuchten bereits die Wirkung von nicht-selektiven MR-
Agonisten auf die hippocampalen Mineralocorticoidrezeptoren des Menschen: Goldman and

Wood (2000) und Wilkinson et al. (2001) fiihrten Untersuchungen zur Inhibition der LHPA-
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Achse nach Priamedikation mit Metyrapon und anschlieBender Infusion von Cortisol durch.
Die Behandlung mit Cortisol 16ste eine negative Riickkopplung der LHPA-Achse wihrend
des zirkadianen Nadirs bei den Probanden aus. Cortisol ist allerdings kein spezifischer
Mineralocorticoidagonist und besitzt gleichermallen glucocorticoide wie mineralocorticoide
Wirkstidrke. Im Vergleich mit Fludrocortison weist es eine 125-fach schwéchere
mineralotrope Wirkkraft auf. Da Cortisol einen zusétzlichen inhibitorischen Effekt {iber die
Glucocorticoidrezeptoren der Hypophyse und des Hypothalamus ausiibt, konnte der

Mechanismus der LHPA-Inhibition in diesen Studien nicht vollstéindig geklért werden.

4.3 Fludrocortison

Fludrocortison ist ein potentes synthetisches Mineralocorticoid, dessen Verhiltnis
glucocorticoide zu mineralocorticoider Wirkung 10 : 125 betrdgt. In seiner
mineralocorticoiden Wirkkraft wird es dem Aldosteron gleichgestellt (Thorn et al. 1955,
Sekihara 1994), unterscheidet sich jedoch in seiner Pharmakokinetik vom Aldosteron.
Fludrocortison wird, oral eingenommen, bei einem Resorptionsquotienten von 100%
innerhalb von 20 Minuten resorbiert. Es weist eine gute Liquorgingigkeit auf, wobei sich 5.5
Stunden nach oraler Gabe im Vergleich zur Plasmakonzentration eine 6-fach geringere
Konzentration der Substanz im Liquor des Menschen zeigt (Vogt et al. 1971). Die
Eliminationshalbwertszeit im Plasma betrdgt ca. 3,5 Stunden, die biologische Halbwertszeit
belduft sich auf 18-36 Stunden (Olin 1990), was den lang andauernden inhibitorischen Effekt
des Fludrocortisons auf die LHPA-Achse in unserer Studie veranschaulicht.

Obwohl Fludrocortison eine geringe glucocorticoide Wirkkraft besitzt, ist die
mineralocorticoide ~ Wirkkraft 12,5-mal so stark und die Affinitdit zum
Mineralocorticoidrezeptor sogar grofler als jene des natiirlichen Mineralocorticoids
Aldosteron (Agarwal et al. 1977). Vor diesem Hintergrund untersuchte unsere Forschergruppe
die Wirkung von Fludrocortison (0.5 mg) auf die LHPA-Aktivitit wihrend der Nacht an
gesunden Probanden. Es war kein inhibitorischer Effekt auf die Cortisolwerte zu verzeichnen
(Jahn et al., personliche Mitteilung); dies spricht gegen eine relevante GR-Wirkung des
Fludrocortison. Auch Peterson et al. (1998) konnten bei Patienten mit chronischem
Miidigkeitssyndrom unter Behandlung mit Fludrocortison keine Reduktion der
Cortisolkonzentrationen bewirken. Wiirde Fludrocortison eine betrichtliche glucocorticoide

Wirkung aufzeigen, wire eine Inhibition der Cortisolkonzentrationen, @hnlich wie bei
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Dexamethason, zu erwarten gewesen. Folglich ist bei Anwendung von Fludrocortison ein
modulierender inhibitorischer Einfluss auf die LHPA-Achse durch Aktivierung der
Glucocorticoidrezeptoren unwahrscheinlich.

Um dies zu untermauern bedarf es dennoch weiterer Studien. So konnte unter vorheriger
Anwendung von Mineralocorticoid- bzw. Glucocorticoidantagonisten und anschlieBender
Gabe von Fludrocortison gepriift werden, ob die hier dokumentierten Ergebnisse mit einem
abgewandelten Versuchsschema reproduzierbar sind und ob signifikante glucocorticoide
Wirkkraft besteht. Ebenso konnte eine systematische Studie mit verschiedenen
Fludrocortison-Dosierungen ~ ohne  Vormedikation und  stattdessen  intensivierter
Probengewinnung dazu beitragen, die mineralocorticoiden und moglichen glucocorticoiden
Anteile der Fludrocortisonvermittelten Hemmung der LHPA-Achse zu offenbaren. Mit Blick
auf die Limitationen unserer Studie wire dies umso mehr interessant. So ist nicht bekannt, zu
welchem Malle die Mineralocorticoidrezeptoren nach Metyrapongabe tatséchlich von
endogenem Cortisol depletiert sind, aufgrund Unsicherheiten beziiglich der exakten
Konzentration von Metyrapon und Cortisol im zerebrospinalen Liquor, der genauen Affinitét
der Mineralocorticoidrezeptoren fiir Cortisol beim Menschen und des intracerebralen
Metabolismus von Cortisol, welcher durch die 118-Hydroxysteroiddehydrogenase beeinflusst
wird.

Zudem gibt es Hinweise, dass Mineralocorticoide zusétzlich zu den klassischen, langsamen
genomischen Effekten, welche iiber Steroid bindende cytosolische Rezeptoren moduliert
werden und innerhalb von Stunden bis Tagen ablaufen, innerhalb von Sekunden bis Minuten
schnelle, nicht-genomische Effekte auslosen konnen (Loesel and Wehling 2003).
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Deoxycorticosteron, ein als Mineralocorticoid
aktives Neurosteroid, mit dem GABA-Rezeptor interagieren kann (Lucas et al. 1997). Dies

konnte ebenso zum inhibitorischen Effekt von Fludrocortison beigetragen haben.

4.4 Aldosteron

Von dem natiirlichen Mineralocorticoid Aldosteron, welches eine gute Liquorgingigkeit
besitzt (Uhr et al. 2002), wire ebenfalls eine Inhibition der aktivierten LHPA-Achse zu
erwarten gewesen. Es zeigte sich jedoch ein divergierendes Ergebnis. Die
Aldosteronbehandlung (16.00 Uhr) resultierte in einem kurzen, biphasischen Effekt mit einem
initialen Abfall der ACTH Konzentrationen bis ca. 18.00 Uhr, gefolgt von einem kurzen
Anstieg der ACTH-, Cortisol- und 11-DOC-Werte (siche Diagramm 1, 2 und 3). Obwohl
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diese Verdnderungen keine statistische Signifikanz erreichten lédsst sich spekulieren, dass
tatsdchlich eine initiale Inhibition der LHPA-Achse statt fand, gefolgt von einem Rebound-
Phidnomen. Zwar sind Fludrocortison und Aldosteron in ihren mineralocorticoiden
Eigenschaften als gleichwertig anzusehen (Thorn et al. 1955, Sekihara 1994) und beide
Substanzen weisen eine gute Liquorgingigkeit auf. Dennoch ist die Ursache fiir die
unterschiedlichen Ergebnisse moglicherweise in den verschiedenen Applikationswegen
(intravends vs. oral) und den pharmakologischen Eigenschaften von Aldosteron und
Fludrocortison zu finden. Schmidt et al. (1999) zeigte, dass bei intravendser Gabe von 0,5 mg
Aldosteron die maximale Plasmakonzentration nach ca. drei Minuten erreicht wurde und
innerhalb von 15 bis 30 Minuten rasch wieder abfiel. Die Plasmahalbwertszeit von Aldosteron
ist konzentrationsabhingig und belduft sich bei einer applizierten Dosis von 0.05 bzw. 0.5 mg
auf 27 bis 39 Minuten (Schmidt et al. 1999). Im Gegensatz dazu ist das
Konzentrationsmaximum im Plasma nach oraler Fludrocortisonmedikation erst nach 1,7
Stunden erreicht und hilt sich mit hohen Werten noch nach 7 Stunden (Vogt et al., 1971).
Entsprechend dem raschen Anfluten von Aldosteron nach i.v. Applikation zeigen sich die
kardiovaskuldren Wirkungen Aldosteron auf Blutdruck, Auswurfvolumen des Herzens und
peripheren Gefalwiderstand innerhalb von Minuten. Dieser Effekt wird vermutlich durch
einen schnellen, DNS-unabhéngigen Mechanismus hervorgerufen (Schmidt et al. 1999, 2001,
Wehling et al.1998). Untersuchungen von Wehling et al. (1998) offenbarten ein Erschopfen
der kardiovaskuldren Aldosteroneffekte nach 10 Minuten, wobei Schmidt et al. (1999) ein
Abflachen der schnellen Wirkungen erst nach ca. 30 Minuten bestitigen konnte. Die
pharmakologische Kurzlebigkeit von Aldosteron ldsst vermuten, dass durch die, in dieser
Studie, gro3 gewihlten Zeitabstinde zur Probengewinnung ein schneller Effekt nicht erfasst
werden konnte.

Andererseits ist die gewéhlte Dosis von 0,2 mg Aldosteron moglicherweise zu niedrig
gehalten um signifikanten Einfuf3 auf die LHPA-Achse zu nehmen. Die kardiovaskuldren
Wirkungen von Aldosteron treten bei einer i.v. Medikation von 0.5 mg bzw. 1 mg in
Erscheinung (Schmidt et al. 1999, 2001, Wehling et al. 1998), wobei eine Wirkung bei
Applikation von 0.05 mg Aldosteron ausblieb. Zudem war mit der oralen Gabe von 0.5 mg
Fludrocortison eine relativ hohere Dosis gewéhlt worden.

Unklar bleibt daher ob es sich tatsichlich um ein Reboundphidnomen durch Aldosteron
handelt, wie sich Aldosteron auf die LHPA-Achse unter Beriicksichtigung verschiedener
Dosierungen auswirkt und ob eine engmaschigere Probengewinnung neue Erkenntnisse

verschaffen kann.
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4.5 Relevanz der Mineralocorticoidrezeptoren bei psychiatrischen Erkrankungen

Gesing et al. (2001) zeigte im Tierversuch, dass die Anzahl an Mineralocorticoidrezeptoren in
akuten, psychischen Stresssituationen unter permissiver CRH-Wirkung rasch hoch reguliert
werden kann. Von besonderer Bedeutung in jener Studie ist, dass die vermehrte MR-Anzahl
mit einem verstdrkten inhibitorischen Effekt auf die LHPA-Achse vergesellschaftet war.
Diese Ergebnisse zeigen, dass MR einer dynamischen Regulation unterliegen, welche durch
Stressoren ausgelost und durch adaptive Mechanismen im Gehirn moduliert werden kdnnen
(Reul et al. 2000). Besonders bei Erkrankungen wie Posttraumatischer Belastungsstdrung,
Depression und im Alter gibt es Hinweise auf eine Dysregulation der LHPA-Achse bzw. der
Mineralocorticoidrezeptoren. Einige Studien weisen darauf hin, dass die Ausprigung der
LHPA-Achsenstorung bei depressiven Patienten wihrend des zirkadianen Nadirs an Intensitét
gewinnt, genau in jener Zeitspanne in welcher die MR den stérksten tonisch-inhibitorischen
Impuls ausmachen (Halbreich et al. 1985, Young et al. 1994). Young et al. (2003) beschreibt,
trotz hoher Basiscortisolwerte, funktionell verstirkt aktive Mineralocorticoidrezeptoren bei
depressiven Patienten. Kellner et al. (2002) konnte hingegen beim Vergleich der MR Aktivitét

von PTSD-Patienten und einer Kontrollgruppe keine Unterschiede feststellen.

Einige Forschergruppen untersuchten bereits den therapeutischen Einsatz von modulierenden
Substanzen um Dysregulationen der LHPA-Achse auszugleichen. Trizyklische
Antidepressiva konnen die Uberaktivitit der LHPA Achse, vermutlich durch verinderte
Mineralocorticoidrezeptor-Expression im Hippocampus, normalisieren (Seckl and Fink 1992,
Heuser et al. 1996, Lopez et al. 1998, Reul et al. 2000). Spironolacton, ein MR Antagonist,
mindert die antidepressive Wirkung des Amitryptilins, bei zusétzlicher Verabreichung zur
bereits bestehenden antidepressiven Therapie des Patienten (Holsboer and Barden, 1996).

Es bleibt zu priifen, ob die Modulation der hippocampalen Mineralocorticoidrezeptoren und
der LHPA-Achse als Ganzes in Zukunft Ansatzpunkte fiir die Behandlung von Depressiven
und PTSD-Patienten bieten kann. Nicht nur aus diesem Grund werden die
Mineralocorticoidrezeptoren des Hippocampus weiterhin ein interessantes Forschungsfeld in

der Neuropsychiatrie darstellen.
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S Zusammenfassung

Wihrend im Tierversuch ein eindeutiger inhibitorischer Effekt der hippocampalen
Mineralocorticoidrezeptoren (MR) auf die Limbisch-Hypothalamisch-Hypophysér-
Adrenale (LHPA)-Achse festgestellt werden konnte, zeigen vorangegangene Studien mit
MR-Antagonisten am Menschen heterogene Ergebnisse.

Im Rahmen dieser Studie wurden erstmals spezifische MR-Agonisten (Fludrocortison und
Aldosteron) in ihrer Wirkung auf die hippocampalen Mineralocorticoidrezeptoren der
LHPA-Achse des Menschen nach Metyrapon-Vorbehandlung untersucht. Zur Beurteilung
der LHPA-Achsenaktivitit wurden die Plasmakonzentrationen von ACTH, Cortisol und
11-Desoxycortisol bestimmt. Um den Glucocorticoideffekt auf die Stress-Achse zu
minimieren, wurde ein Zeitraum (14.00 bis 21.00 Uhr) nahe des zirkadianen Nadirs als
Untersuchungsphase gewéhlt und der Cortisolspiegel zusétzlich durch Pramedikation mit
Metyrapon gesenkt. Es wurden an drei verschiedenen Nachmittagen mit wochentlichen
Abstinden zehn gesunde, junge Ménner untersucht. Die Probanden erhielten in einer
einfach-blinden, randomisierten Versuchsanordnung 3g Metyrapon p.o. und zusétzlich 0.5
mg Fludrocortison p.o., 0.2 mg Aldosteron i.v. oder Placebo. Die Blutentnahmen erfolgten
von 14.00 bis 16.00 Uhr stiindlich und von 16.00 Uhr bis 21.00 Uhr halbstiindlich. Die
statistische Analyse der endokrinen Daten wurde mittels multivariater Varianzanalyse
(MANOVA) durchgefiihrt.

Nach Gabe von Fludrocortison konnte eine inhibitorische Wirkung auf die ACTH-,
Cortisol- und 11-Desoxycortisol-Konzentrationen dokumentiert werden. Ein solcher Effekt
war weder nach Aldosteronbehandlung noch nach Placebo zu beobachten.

Die erhobenen Daten  weisen darauf hin, dass die  hippocampalen
Mineralocorticoidrezeptoren des Menschen an der Hemmung der LHPA-Achse wéhrend
des Zeitraumes der niedrigsten Glucocorticoidkonzentration mitbeteiligt sein diirften. Die
mogliche pathophysiologische Rolle einer verdnderten Mineralocorticoidrezeptorfunktion
bei verschiedenen psychiatrischen Stérungen lisst Ideen fiir innovative Therapieansitze zu

und erdffnet somit ein breites und spannendes Forschungsfeld in der Neuropsychiatrie.
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