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1 Zusammenfassung

1.1 Abstract

Hintergrund: Cholecystokinin (CCK) ist ein im Gastrointestinaltrakt und Gehirn synthetisiertes
Peptidhormon mit séttigender Wirkung. Bislang ist unklar, ob das zentrale CCK;-
Rezeptorsystem im Gehirn einen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme austibt.

Es wird eine Beteiligung der Serin/Threonin-Kinase mammilian Target of rapamycin (mTor) an
der neuronalen Integration verschiedener Sittigungssignale im Gehirn vermutet. Ein
Zusammenspiel von mTor und peripherem CCK scheint moglich.

Serotonin und CCK zeigen einen dhnlichen Effekt auf die Nahrungsaufnahme. In der dritten
Studie wird der Frage nach einer mdglichen Interaktion von Serotonin und peripherem CCK
nachgegangen.

Methodik: Fiir die erste Studie erhielten ménnliche Ratten nach einer Fastenperiode eine
intrazerebroventrikuldre (izv)-Injektion des CCK,-Rezeptorantagonisten CI988 in Kombination
mit einer izv-Injektion des Corticotropin Releasing Factor ; (CRF;)- Rezeptorantagonisten CP
376395 oder des CRF,-Rezeptorantagonisten K 41498. Eine weitere Versuchsgruppe erhielt eine
izv-Injektion von CI988 in Kombination mit einer intraperitonealen (ip)-Injektion des Dopamin-
Rezeptorantagonisten Flupentixol. Im  Anschluss an die Injektionen wurde die
Nahrungsaufnahme der Tiere quantitativ bestimmt.

Fiir die zweite Studie erhielt eine Gruppe ad libitum gefiitterter méinnlicher Ratten eine ip—
Injektion CCK-8S. AnschlieBend wurde mittels Immunfluoreszenzhistologie die Anzahl der c-
Fos positiven Neuronen im PVN und Nucleus arcuatus (ARC) des Hypothalamus sowie im
Nucleus tractus solitarii (NTS) des Hirnstammes bestimmt. Des Weiteren wurde eine
Doppelfarbung von c-Fos und phospho-mTor sowie eine Dreifachfiarbung zur Darstellung von c-
Fos, phospho-mTor und Oxytocin im Bereich des PVN durchgefiihrt, um eventuelle
Kolokalisationen dieser Peptide zeigen zu konnen.

In der dritten Studie erhielten ad libitum gefiitterte ménnliche Ratten eine ip-Injektion von CCK-
8S. In der Immunfluoreszenzhistologie wurde die c-Fos-Immunreaktivitit und die Intensitit der
Fluoreszenz von Serotonin in Nervenfasern des PVN, ARC, NTS und Nucleus dorsalis nervi
vagi (DMV) bestimmt.

Ergebnisse: Die izv-Injektion von CI988 fiihrte zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme.

Diese wurde durch die Kombination mit dem Dopamin-Rezeptorantagonist Flupentixol



aufgehoben. Der CRF;- und der CRF;,-Rezeptorantagonist zeigten keinen Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme der Tiere.

Eine ip-Injektion von CCK-8S fiihrte zu einer dosisabhidngigen Steigerung der neuronalen
Aktivitdt von phospho-mTor-positiven Neuronen im PVN, die zum Teil mit Oxytocin-Neuronen
kolokalisiert waren.

Die ip-Injektion von CCK-8S fiihrte zu einer Steigerung der Aktivitdit von phospho-mTor-
positiven Neuronen des NTS und des PVN, die zum Teil mit Oxytocin kolokalisiert waren.

Nach der ip-Injektion von CCK-8S kam es zu einer Reduktion der Serotonin-Immunreaktivitét
im NTS und DMV.

Schlussfolgerung: CCK, ist nach einer Fastenperiode unter Umstinden an der zentralen

Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt. Mdglicherweise vermittelt peripheres CCK seine
Wirkung im PVN iiber eine mTor-abhidngige Signalkaskade.
Serotonin scheint eine Rolle bei der zentralen Signalvermittlung von peripherem CCK zu

spielen.

Background: Cholecystokinin (CCK) is an anorexigenic peptide synthesized in the
gastrointestinaltract and brain. It remains to be established whether the central CCK,-
receptorsystem is involved in the regulation of food intake.

It is suggested that the serin/threonin-kinase, mammalian target of rapamycin (mTor) plays a role
in the integration of satiety signals in the brain. The aim of the second study was to elucidate,
whether mTor plays a role in the mediation of CCK-8S’s anorexigenic effects.

Serotonin and CCK have similar effects on food intake. Therefore, we investigated a possible
interaction of peripheral CCK and Serotonin in several brain feeding-regulatory nuclei.

Methods: For the first study male Sprague-Dawley rats were fasted for 24 h and received an
intracerebroventricular (ICV) injection of the CCK, receptor antagonist CI988 alone or followed
by a second consecutive ICV injection consisting of a CRF; or CRF, receptor antagonist.
Another group received an IP injection of the dopamine receptor antagonist flupentixol alone or
in combination with an ICV injection of CI988. Finally cumulative food intake was quantified.
For the second study ad libitum fed rats received an IP injection of CCK-8S at two different
doses. Subsequently the number of c-Fos-immunoreactive (IR) neurons, neurons that were
positive for c-Fos and phospho-mTor and neurons IR for c-Fos, phospho-mTor and oxytocin

were assessed in the PVN, ARC and NTS.



For the third study ad libitum fed rats received an IP injection of CCK-8S at two different doses.
Neuronal activity and the fluorescence of serotonin in nerve fibers in the PVN, ARC, NTS and
dorsal motor nucleus of the vagus (DMV) were assessed by means of immunohistochemistry.
Results: The CCK,; receptor antagonist CI988 injected ICV reduced food intake in rodents after a
fasting period significantly. The dopamine receptor antagonist flupentixol injected IP abolished
this effect. However the CRF; and CRF, receptor antagonists showed no effect.
Immunohistochemistry showed an increase of activated phospho-mTor neurons in the PVN after
an IP injection of CCK-8S, which were partly co-localized with oxytocin.

In the NTS we detected an increase of neuronal activity after IP injection of CCK-8S and a
decrease of serotonin-IR in the NTS and DMV.

Conclusion: Our results suggest, that the CCK, receptor system is involved in the regulation of
food intake in rats. Phospho-mTor seems to be part of the neuronal circuits mediating the effects
of peripheral CCK-8S on food intake.

Serotonin might be involved in the mediation of CCK-8S’s effects in the brainstem.



1.2 Abkiirzungsverzeichnis

ABC-Komplex Avidin-Biotin-Peroxidase Komplex
ANOVA Varianzanalyse

ARC Nucleus arcuatus

BSA Bovines Serumalbumin

CCK Cholecystokinin

CCK-8S sulfatiertes CCK-8

c-Fos Transkriptionsfaktor

CRF Corticotropinreleasinghormon
DABCO 1,4-Diazabicyclo [2.2.2] octane
DAPI 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol
DMSO Dimethylsulfoxid

DMV Nucleus dorsalis nervi vagi
FITC Fluoresceinisothiocyanat

IgG Immunglobulin G

ip intraperitoneal

izv intrazerebroventrikuldr

mNTS medialer Nucleus tractus solitarii
mTor Serin/Threonin-Kinase mammilian Target of rapamycin
n Anzahl

NAcc Nucleus accumbens

NTS Nucleus tractus solitarii

P Signifikanzniveau

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung
PVN Nucleus paraventrikularis

SEM standard error of the mean

w/v Masse pro Volumen

ZNS Zentrales Nervensystem



1.3 Einleitung

Die Steuerung der Nahrungsaufnahme unterliegt einem komplexen Zusammenspiel zwischen
zahlreichen Neuropeptiden, Hormonen und nutritiven Signalen. Es besteht eine Wechselwirkung
zwischen Substanzen aus verschiedenen peripheren Strukturen, wie zum Beispiel dem
Gastrointestinaltrakt und dem Fettgewebe und Strukturen des zentralen Nervensystem (ZNS).
Man spricht bei dem Zusammenspiel von Gastrointestinaltrakt und ZNS von der brain-gut-axis
(Hirn-Darm-Achse) (1).

Cholecystokinin (CCK) ist ein Peptidhormon mit anorexigener Wirkung (2). Es wird in den I-
Zellen des Diinndarms synthetisiert (3). Aus dem Prakursormolekiil (pripro-CCK) entstehen
nach posttranslationaler Modifikation unterschiedlich lange Fragmente des urspriinglichen
Molekiils (4). Biologisch aktive Formen des CCK sind CCK-12, CCK-8 und CCK-4 (4).

CCK vermittelt seine Wirkung iiber zwei verschiedene Rezeptorsubtypen, den CCK;- (CCKa-)
und den CCK,- (CCKg-) Rezeptor. Man geht davon aus, dass peripheres CCK iiber den CCK;-
Rezeptor eine Hemmung der Nahrungsaufnahme bewirkt (5). Bei einem Reiz bindet CCK an
CCK;-Rezeptoren auf vagalen Afferenzen (6, 7). Das Signal erreicht anschlieBend {iber
Nervenfasern des Nervus vagus den Nucleus tractus solitarii (NTS) im Hirnstamm, wo es zu
einer Aktivierung von katecholaminergen A2-Zellen kommt (8). AnschlieBend projizieren diese
Zellen zu verschiedenen hypothalamischen Kerngebieten wie dem Nucleus paraventrikularis
(PVN) und dem Nucleus supraopticus (8-10). Im Gehirn dominiert der CCK,-Rezeptor (11). Der
CCK;-Rezeptor ist an der Integration verschiedener kognitiver Leistungen und Emotionen wie
Schmerz, Angst, Sexualverhalten, Lernen und Gedéichtnis involviert (11). Man geht heute auch
von einer Beteiligung an den Regulationskreisldufen zur Steuerung der Nahrungsaufnahme aus.
Der genaue Wirkungsmechanismus ist jedoch nicht geklért. In einer Studie von Corp et al. kam
es nach einer izv-Injektion des CCK,-Rezeptorantagonisten L365,260 zu einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme von Ratten (12). In einer Studie an Méusen mit einem defekten CCK,-
Rezeptor wurde eine signifikante Steigerung der Nahrungsaufnahme (13-15), sowie Zeichen von
Adipositas (15) und ein Anstieg des Plasmalevels von Leptin und Insulin beobachtet (13). Kopin
et al. kamen dagegen bei Versuchen mit Miusen mit dem gleichen Defekt zu kontriren
Ergebnissen. Sie konnten keine Anderung des Fressverhaltens verzeichnen und auch
phénotypisch blieben diese Tiere unauffillig (16). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde in
den der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Studien die Rolle des CCK,-Rezeptorsystems
mit Hilfe des selektiven CCK,-Rezeptorantagonisten CI988 in Bezug auf die Steuerung der

Nahrungsaufnahme genauer untersucht.



Immunhistochemische Studien am ZNS von Ratten zeigen eine Kolokalisation von CCK mit den
Neuropeptiden Corticotropin-releasing-factor (CRF) und Dopamin in Kerngebieten des
Hypothalamus (17, 18). Eine Interaktion dieser Neuropeptide mit dem CCK,-Rezeptorsystem ist
denkbar, vor allem vor dem Hintergrund, dass sowohl CRF als auch Dopamin hemmend auf die
Nahrungsaufnahme wirken (19, 20).

Die Serin/Threonin-Kinase Mammalian Target of Rapamycin (mTor) ist Teil einer
intrazelluldren Signalkaskade. In Abhéngigkeit vom Energiestatus der Zelle fiihrt die
phosphorylierte aktivierte Form (phospho-mTor) zu einer gesteigerten Transkription und
Translation von Proteinen (21, 22). Tierexperimentelle Studien zeigten eine Reduktion der
Nahrungsaufnahme von Ratten in Folge eines Anstiegs der intrazelluliren mTor-Aktivitdt (23).
mTor ist im ZNS weit verbreitet, besonders hoch ist die Konzentration im Nucleus arcuatus
(ARC) und PVN des Hypothalamus (23). Bislang ist unklar, inwieweit peripheres sulfatiertes
CCK-8 (CCK-8S) und mTor im PVN bei der Sattigungsregulation interagieren.

Die periphere Injektion von CCK-8S fithrt unter anderem zu einer neuronalen
Aktivitdtssteigerung im PVN (24), gezeigt als Zunahme der Anzahl c-Fos-positiver Neuronen
(25). Ein GroBteil der durch CCK-8S aktivierten Neuronen des PVN ist positiv fiir eine Reihe
verschiedener Peptidhormone (CRF, Oxytocin, Nesfatin-1 und Cocain-amphetamine- regulated
Transcript) (26-28). Eine besondere Bedeutung spielt der Neurotransmitter Oxytocin, welcher
nach einer izv-Injektion zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme fiihrt (29). In einer Studie
von Olson et al. konnte der sittigende Effekt einer ip-Injektion von CCK-8S, durch die
Vorbehandlung der Versuchstiere mit einer izv-Injektion eines Oxytocin-Rezeptorantagonisten
aufgehoben werden (30).

Wie oben ausgefiihrt, fiihrt peripheres CCK-8S im ZNS zu der Aktivierung eines komplexen
Systems, in das unter anderem Kerne des Hypothalamus und Hirnstamms und verschiedene
Neurotransmitter involviert sind. Das Ergebnis dieser Aktivierung ist eine Hemmung der
Nahrungsaufnahme. Auch der Neurotransmitter Serotonin ist moglicherweise ein Teil dieses
Systems. In der Literatur finden sich einige Studien, die fiir ein Zusammenspiel von Serotonin
und CCK sprechen (31-35). Serotonin wird in den Raphekernen des Hirnstamms gebildet (36).
Bei intraluminaler Anwesenheit von Nahrung kommt es zu einer Sekretion des
Neurotransmitters aus enterochromaffinen Zellen des Diinn- und Dickdarms (37, 38). Uber
Rezeptoren an Afferenzen des Nervus vagus in der Mucosa vermittelt Serotonin seine Wirkung

auf das ZNS (39). Es resultieren eine verzdgerte Magenentleerung und eine Hemmung der



Nahrungsaufnahme (40, 41). Im NTS, der Area postrema und dem Nucleus dorsalis nervi vagi
(DMV) ist die Dichte von Serotoninrezeptoren sehr hoch (39).

Serotonin und CCK haben einen sittigenden Effekt auf die Nahrungsaufnahme (2, 41).
AuBlerdem wirken beide Neuropeptide iiber Afferenzen des Nervus vagus (6, 40) und
beeinflussen teilweise die gleichen Hirnkerne (8, 39). In einer Studie von Hayes et al. zur
Interaktion von Serotonin und CCK wurde die von Ratten aufgenommene Menge an
Sucroselosung gemessen (34). Versuchstiere, die eine Mikroinjektion des selektiven Serotonin
Typ-3 Rezeptorantagonisten Odansetron in den medialen NTS erhalten hatten, nahmen eine
gesteigerte Menge der Zuckerldsung zu sich. Eine weitere Versuchsgruppe erhielt eine periphere
CCK-Injektion, was in einer reduzierten Aufnahme der Zuckerlosung resultierte. Dieser Effekt
konnte durch die Kombination mit einer Odansetron Mikroinjektion abgeschwicht werden (34).
Mikroinjiziert man Ratten beide Peptide unilateral in den PVN, kommt es zu einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme in der frilhen Dunkelphase (35). Zusitzlich konnte eine gesteigerte
Dopaminfreisetzung aus Neuronen des PVN der behandelten Tiere detektiert werden. Nach
alleiniger Injektion von CCK oder Serotonin war die Dopaminfreisetzung in geringerem Maf3e
gesteigert (35). Entsprechend der genannten Ergebnisse ist zu vermuten, dass es bei der
Hemmung der Nahrungsaufnahme zu einem Zusammenspiel von CCK und Serotonin kommt.

Der NTS des Hirnstamms und der PVN des Hypothalamus scheinen dabei eine Rolle zu spielen.



1.4 Zielstellung
Ziel der dieser Arbeit zugrundeliegenden Studien war es, die Wirkung und Interaktion des

Sattigungshormons Cholecystokinin mit verschiedenen Neuropeptiden zu untersuchen.

In den Studien der ersten Arbeit wurde unter Zuhilfenahme des selektiven CCKs-
Rezeptorantagonisten CI988, die Rolle des zentralen CCK,-Rezeptorsystems bei der Regulation
der Nahrungsaufnahme untersucht. Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, in wie weit
Dopamin und CRF in die durch CCK vermittelten Effekt auf die Nahrungsaufnahme involviert

sind und diese moglicherweise beeinflussen.

Ziel der zweiten Studie war es zu untersuchen inwiefern mTor und Oxytocin an dem durch

peripheres CCK-8S im PVN hervorgerufenen Regelkreis involviert sind.

In den Versuchen der dritten Studie wurde der Frage nachgegangen, inwieweit peripher
injiziertes CCK-8S die Konzentration von Serotonin in verschiedenen Kerngebieten des

Hypothalamus und des Hirnstamms moduliert.



1.5 Methodik

1.5.1 Genehmigung

Die Tierversuche wurden durch die Tierschutzkommission beim Landesamt fiir
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin genehmigt (Tierschutznummer G0053/06
und G0127/09, sowie ggf. entsprechende Erweiterungsantriage).

Versuchstiere

Fiir simtliche Experimente der Studien wurden ménnliche Sprague-Dawley Ratten mit einem
Gewicht von 170-300 g der Firma Harlan Winkelmann verwendet. Die Ratten wurden in
Gruppen von maximal 4 Tieren in Makrolon-Kéfigen Typ IV gehalten. Der Licht-Dunkel-Zyklus
wurde automatisiert geregelt. Die Lichtphase dauerte von 6.30 Uhr bis 18.30 Uhr. Nach Ankunft
der Tiere in der Tierhaltung wurde ihnen sieben Tage fiir die Eingew6hnung gewdhrt. Zur
Vorbereitung der ip- und izv-Injektionen absolvierten die Ratten anschlieBend fiir einen
Zeitraum von 14 Tagen ein tdgliches Training. Entsprechend der Korperposition fiir die ip-
Injektionen wurden die Tiere in Riicken- und gleichzeitiger Kopftieflage gehalten. Um die izv-
Injektion zu simulieren, wurden die Tiere mit beiden Hénden fiir 20 Sekunden umschlossen. Das
Training diente der Gewohnung an die bevorstehenden Injektionen und sollte eine iiberméfige
Stressinduktion wihrend der Experimente verhindern. Auflerdem wurden die Tiere schrittweise
an die Haltung in Einzelkéfigen gewohnt. In der Zeit vor den Experimenten wurden die Tiere

unter ad libitum Zugang zu Trinkwasser und Standard-Rattenfutter (Altromin®) gehalten.

1.5.2 Publikation 1: Untersuchungen zur Auswirkung einer Antagonisierung des CCKj,-
Rezeptorsystems auf die Nahrungsaufnahme von Ratten

1.5.2.1 Versuchsaufbau

Fiir die izv-Injektionen wurde den narkotisierten Tieren eine Fiihrungskaniile (22-Gauge,
Plastics One, Roanoke, USA) mit Hilfe eines stereotaktischen Apparates in den rechten lateralen
Ventrikel implantiert (Bregma: 0,8 mm posterior, 1,5 mm lateral rechts und 3,5 mm ventral). Fiir
die Platzierung der Kaniile wurden die Daten aus dem Atlas von Paxinos und Watson verwendet
(42). Nach der Operation wurden die Tiere fiir eine Erholungsphase von sieben Tagen in
Einzelkéfigen gehalten.

Fiir die izv-Injektionen wurde eine 28-Gauge-Kaniile iiber einen Plastikschlauch mit einer 25 ul

Hamiltonspritze verbunden und 10 ul der jeweiligen Versuchslosung injiziert.



1.5.2.2 Die Auswirkungen eines CCK,-, CRF; -, CRF,- und Dopamin- Rezeptorantagonisten auf

die Nahrungsaufthahme von gefasteten Ratten

Den Versuchstieren wurde bei freiem Zugang zur Trinkmenge fiir 24 Stunden die Nahrung
entzogen. Die izv-Injektionen wurden 30 Minuten vor Beginn der Lichtphase nach dem in

Tabelle 1 gezeigten Muster durchgefiihrt.

Tabelle 1

Metabolischer izv-Injektion ip-Injektion n

Status
ad libitum DMSO - 14
gefastet DMSO - 15
gefastet 10 nmol CI988 + DMSO - 8
gefastet 49 nmol CI988 + DMSO - 15
gefastet 2 nmol K41498 + DMSO - 6
gefastet 49 nmol CI988 + 2 nmol K41498 + DMSO - 6
gefastet 3 nmol CP 376395 + DMSO - 7
gefastet 49 nmol CI988 + 3 nmol CP376395 + - 6

DMSO

gefastet DMSO 197 nmol Flupentixol/kg 6
gefastet 49 nmol CI988 + DMSO 197 nmol Flupentixol/kg 7
gefastet DMSO 493 nmol Flupentixol/kg 6
gefastet 49 nmol CI988 + DMSO 493 nmol Flupentixol/kg 7

Nach den Injektionen wurden die Tiere in Einzelkdfige gesetzt. Kurz vor Beginn der Lichtphase
erhielten die Ratten Zugang zu einer zuvor abgewogenen Menge Futter. Anschlieend wurde die
Nahrungsaufnahme der Tiere zu den Zeitpunkten ‘2, 1, 2, 3, 4, 5 und 11 Stunden post
injectionem bestimmt.

1.5.2.3 Die Auswirkung einer Blockade des CCK,-Rezeptors auf die Nahrungsaufnahme von ad

libitum gefiitterten Ratten wihrend der Dunkelphase

30 Minuten vor Beginn der Dunkelphase erhielten ad libitum gefiitterte Ratten (n = 12) eine izv-
Injektion des CCK,-Rezeptorantagonisten CI988 (49 nmol). Nach der Injektion wurden die Tiere
in Einzelkéfigen gehalten. Unmittelbar vor Beginn der Dunkelphase wurde den Tieren freier
Zugang zum Futter gewidhrt. Die kumulative Nahrungsaufnahme wurde anschliefend fiir ein

Zeitintervall von 11 Stunden gemessen.



1.5.2.4 Die Auswirkung einer intraperitonealen Injektion von CI988 auf die Nahrungsaufhahme

von gefasteten Ratten

Fiir 24 Stunden gefastete Ratten wurde 30 Minuten vor Beginn der Lichtphase der CCKs;-
Rezeptorantagonist CI988 in zwei unterschiedlichen Dosierungen ip injiziert (488 nmol
Korpergewicht, n = 6; 1626 nmol/kg Korpergewicht, n = 6). Die Kontrollgruppe erhielt eine ip-
Injektion der Vehikellosung (DMSO; n = 6). Nach der Injektion wurden die Tiere in
Einzelkédfigen gehalten. Unter freiem Zugang zum Futter wurde die kumulative

Nahrungsaufnahme fiir 11 Stunden gemessen.

1.5.2.5 Statistische Auswertung der Daten

Die kumulative Nahrungsaufnahme der Tiere wurde nach den izv-Injektionen als
Futteraufnahme in g/Ratte und nach den ip-Injektionen als g/kg Korpergewicht angegeben. Die
Messwerte wurden als Mittelwerte + Standardfehler (x + standard error of the mean (SEM))
dargestellt. Die Auswertung erfolgte mittels Varianzanalyse (ANOVA). Die Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen wurden mit Hilfe der Fisher LSD Methode analysiert. Die
Evaluation der wihrend der Dunkelphase gemessenen Nahrungsaufnahme der ad [libitum
geflitterten Ratten erfolgte mittels t-Test. Fiir beide Verfahren wurde eine statistische Signifikanz

von P < 0,05 definiert.

1.5.3 Publikation 2: Die Auswirkung von peripher injiziertem CCK-8S auf phospho-
mTOR-positive Neurone des Hypothalamus
1.5.3.1 Peptide

In den meisten Studien zur Wirkung von CCK auf das Verhalten von Versuchstieren wird
sulfatiertes CCK-8 verwendet (43, 44). Auch in den Experimenten der vorliegenden Studien 2
und 3 wurde den Versuchstieren aufgrund der Vergleichbarkeit mit anderen Studien CCK-8S
injiziert. CCK-8S wurde in 1 ml Aqua ad iniectabilia zusammen mit 1% Ammoniumhydroxid
(NH4OH) gelost, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Vor Versuchsbeginn wurde die finale
Konzentration der Peptidldsung von 5,2 nmol/kg und 8,7 nmol/kg Kdrpergewicht (6 pg/kg und
10 pg/kg) durch weitere Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlosung als Tragerlosung
erreicht. In der Zeit zwischen Verdiinnung und Beginn der Injektion wurde die Peptidlosung auf
Eis gelagert. Die Dosierungen fir CCK-8S wurden wie in friiheren Studien beschrieben

verwendet (26, 27).



1.5.3.2 Versuchsaufbau

Die ad libitum gefiitterten Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt (n = 4 / Gruppe). Die
Versuchsgruppen erhielten entweder 5,2 oder 8,7 nmol/kg Korpergewicht CCK-8S als ip-
Injektion. Der Kontrollgruppe wurde 500 pl isotone Kochsalzlosung als Vehikellosung injiziert.
90 Minuten nach der Injektion wurden die Tiere durch zwei weitere ip-Injektionen mit Ketamin
(100 pg/kg Korpergewicht) und Xylazin (10pg/kg Korpergewicht) narkotisiert und mit 2500 TU
Liquemin® (Hoffmann-La Roche, Grenach-Wheylen, Germany) heparinisiert. Nach
Uberpriifung der Narkosetiefe erfolgte die transkardiale Perfusion nach dem von Kobelt et al.
2005 beschriebenen Protokoll (44). Fiir die Asservation wurden die Gewebeschnitte dehydriert,
kryokonserviert und bei -80° C gelagert. Die immunhistochemischen Farbungen erfolgten an 25
um dicken Gewebeschnitten. Fiir die mikroskopische Auswertung wurden alle Gehirnschnitte
nach den immunhistochemischen Firbungen auf Objekttriger aufgezogen und in 8 pl der
Antifading-Losung DABCO (100 mg/ml 1,4-Diazabicyclo [2.2.2] octane, Sigma, St.Louis, USA;
in 90% v/v Glycerin, 10 % v/v PBS, pH 4) eingebettet.

1.5.3.3 Immunhistochemie

1.5.3.3.1 Immunhistochemische Darstellung von c-Fos im Nucleus arcuatus und Nucleus tractus
solitarii

Die Hirnschnitte wurden nach der ,,free-floating“~-Methode in iiblicher Vorgehensweise fiir die
immunhistochemischen Firbungen vorbereitet (26, 45). Darauf folgend wurde der
Primirantikdrper anti-c-Fos (rabbit anti-c-Fos, Oncogene Research Products, Boston, USA), in
einer Verdiinnung von 1:3000 geldst in 1 % v/v BSA und 0,3 % v/v Triton X-100, fiir 24
Stunden bei Raumtemperatur auf die Gewebeschnitte gegeben. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation mit dem sekundiren Antikorper (Goat Biotin-SP-conjugated anti-Rabbit IgG,
Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA; 1:1000 in 1 % w/v BSA in
PBS). Nach Ablauf der Inkubationszeit von 12 Stunden wurde der Avidin-Biotin-Peroxidase
Komplex (ABC; 1:1000 in PBS; Vector Laboratories, UK) fiir sechs Stunden auf die
Hirnschnitte gegeben. Als nichster Schritt folgte die Amplifizierung mittels TSA™ Tetramethyl
Fluorescein Tyramide 1:150 in Amplifikationspuffer (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
USA) fiir 15 Minuten. Um das Kernchromatin der Neuronen darzustellen und so die
Orientierung im histologischen Pridparat zu erleichtern, erfolgte zuletzt die 15-miniitige

Gegenfarbung mit 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI).



1.5.3.3.2 Immunhistochemische Doppelfirbung von c-Fos und phospho-mTor im Nucleus
paraventricularis

Die Doppelfarbung zur Darstellung von c-Fos und phospho-mTor im PVN des Hypothalamus
erfolgte zundchst nach dem oben beschriebenen Protokoll. An die 15-miniitige Inkubation mit
TSA™ Tetramethyl Fluorescein Tyramide 1:150 in Amplifikationspuffer schloss sich eine 24-
stiindige Inkubation mit dem zweiten Primdrantikorper gegen phospho-mTOR (rabbit anti-
phospho-mTOR; Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA;) 1:100 in PBS mit 1 %
w/v BSA verdiinnt an. Darauf folgend wurde der Biotin-markierte Sekunddrantikdrper (Goat
Biotin-SP-conjugated anti-Rabbit IgG; 1:1000) fiir 12 Stunden auf die Gewebeschnitte gegeben.
Die Verstiarkung des Fluoreszenssignals erfolgte durch den ABC-Komplex (1:1000 in PBS) und
TSA™ Tetramethyl Rhodamine Tyramide (1:150). Im letzten Schritt wurden die Schnitte mit
DAPI gegengefirbt.

1.5.3.3.3 Immunhistochemische Dreifachfirbung von c-Fos, phopho-mTor und Oxytocin im
Nucleus paraventricularis

Fiir diese Dreifachfirbung wurde das oben beschriebene Protokoll mit leichten Anderungen
verwendet. Die Darstellung des c-Fos-Proteins erfolgte hier mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes
TSA™ Tetramethyl Rhodamine Tyramide und die Darstellung von phopho-mTor mit TSA™
Tetramethyl Fluorescein Tyramide.

Als dritter Primdrantikérper diente ein monoklonaler Antikdper gegen Oxytocin (Mouse anti-
oxytocin; Chemicon International, 1:6000 in 1 % w/v BSA und 0,1 % Natriumazid in PBS).
Nach einer 24-stiindigen Inkubation mit dem dritten Primérantikdrper folgte die Inkubation mit
dem Sekundérantikdrper goat anti-mouse IgG Antikorper, Alexa Fluor® 633 (Molecular Probes,
Leiden, Niederlande), in einer Konzentration von 1:300 in 1 % w/v BSA. Auch hier schloss sich

eine Gegenfarbung mit DAPI.

1.5.3.4 Mikroskopische und statistische Auswertung der Daten

Die mikroskopische Auswertung erfolgte am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop der Firma
Carl Zeiss (cLSM 510 Meta, Carl Zeiss, Germany). Fir die Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen wurde die absolute Anzahl der c-Fos-positiven Neuronen in
jedem vierten Gewebeschnitt, jeweils bilateral im Bereich des PVN, ARC und NTS quantitativ
bestimmt. Fiir die anatomische Orientierung an den Gehirnschnitten wurde der Atlas von

Paxinos und Watson verwendet (42).



Fiir die Gewebeschnitte, an denen die Doppelfarbung durchgefiihrt wurde, wurde die absolute
Anzahl von c-Fos-positiven Nervenzellen gezéhlt sowie die Neuronen bestimmt, die ein
doppeltes Signal fiir c-Fos und phopho-mTor aufwiesen. Aus dem Ergebnis wurde der
prozentuale Anteil der Neuronen mit doppeltem Fluoreszenzsignal fiir c-Fos und phospho-mTor
berechnet. Zuletzt wurde der prozentuale Anteil der Neuronen bestimmt, die ein dreifaches
Fluoreszenssignal aufwiesen und somit positiv fiir c-Fos, phospho-mTor und Oxytocin waren.

Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM wiedergegeben und mittels ANOVA ausgewertet. Die
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mit dem Student-Newman-Keuls oder dem

Fisher LSD Test berechnet, wobei ein P < 0,05 als signifikant definiert wurde.

1.5.4 Publikation 3: Die Auswirkung von peripherem CCK-8S auf die
Serotoninkonzentration von Nervenfasern im Hirnstamm von Ratten

1.5.4.1 Peptide

CCK-8S wurde in der oben beschriebenen Weise (s. 1.5.3.1) fiir die Experimente vorbereitet.

1.5.4.2 Versuchsaufbau

Ad libitum gefiitterten Ratten wurde eine ip-Injektion mit dem finalen Volumen von 500 ul und
einer Konzentration von CCK-8S von 5,2 nmol/kg bzw. 8,7 nmol/kg (6 png/kg bzw. 10 pg/kg
Korpergewicht) (n = 3/Gruppe ) verabreicht. 90 Minuten nach der CCK-8S-Injektion wurden die

Tiere wie unter 1.5.3.2 beschrieben transkardial perfundiert.

1.5.4.3 Immunhistochemie

1.5.4.3.1 Immunhistochemischer Nachweis von c-Fos in Neuronen des Nucleus arcuatus,
Nucleus paraventricularis, Nucleus tractus solitarii und dem Nucleus dorsalis nervi vagi

Die immunhistochemische Darstellung von c-Fos erfolgte in leicht modifizierter Weise nach
dem in 1.5.3.3.1 beschriebenen Protokoll. Anstelle von TSA™ Tetramethyl Fluorescein
Tyramide wurde das Fluoreszenssignal fiir c-Fos hier mit TSA™ Tetramethyl Rhodamine
Tyramide amplifiziert. Fiir die Farbung wurden Gewebeschnitte aus Bereichen des ARC, PVN,
NTS und DMV verwendet.

1.5.4.3.2 Immunhistochemische Doppelfirbung zur Darstellung von c-Fos und Serotonin in
Neuronen des Nucleus arcuatus, Nucleus paraventriculais, Nucleus tractus solitarii und dem

Nucleus dorsalis nervi vagi



Zur Darstellung von c-Fos wurde das in 1.5.4.3.1 beschriebene Protokoll verwendet. Nach der
Amplifikation des c-Fos-Signals mit TSA™ Tetramethyl Rhodamine Tyramide, folgte die 24-
stiindige Inkubation mit dem zweiten Primérantikdrper gegen Serotonin in einer Verdiinnung
von 1:1000 in PBS mit 1 % w/v BSA (rabbit anti-serotonin; Novus Biologicals; Littleton, CO,
USA). AnschlieBend wurde der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
markierte Sekunddrantikdrper (goat anti-rabbit IgG; Sigma Aldrich) in PBS fiir 12 Stunden auf
die Gewebeschnitte gegeben. Die Darstellung des Zellchromatins erfolgte durch eine

Gegenfarbung mit DAPI.

1.5.4.3.3 Dreifachfirbung zur Darstellung von c-Fos, Serotonin und Tyrosinhydroxylase im
Nucleus tractus solitarii

Fiir die Dreifachfiarbung von c-Fos, Serotonin und Tyrosinhydroxylase wurde das in 1.5.4.3.2
beschriebene Protokoll verwendet. Erginzt wurde das Protokoll durch eine Inkubation mit dem
dritten Primérantikorper gegen Tyrosinhydroxylase (anti-tyrosine hydroxylase; Sigma-Aldrich;
1:6000 in 1 % w/v BSA und 0,1 % v/v Natriumazid in PBS) fiir 24 Stunden bei
Raumtemperatur. Als sekunddrer Antikorper wurde ein Antikdrper aus der Ziege in einer
Verdiinnung von 1:400 in 1 % w/v BSA verwendet (goat anti-mouse IgG; Alexa Fluor® 633;
Molecular Probes, Leiden, Niederlande). Der Sekundirantikdrper wurde iiber Nacht auf den

Schnitten belassen. Zuletzt erfolgte die Gegenfdarbung mit DAPI.

1.5.4.4 Mikroskopische und statistische Auswertung der Daten

Neurone, die ein rotes Fluoreszenssignal zeigten, wurden, entsprechend der
immunhistochemischen Firbung von c-Fos mit dem Fluorochrom TSA™ Tetramethyl
Rhodamine Tyramide, als c-Fos-positiv gewertet. Die c-Fos-Immunreaktivitit wurde in jedem
dritten Gewebeschnitt jeweils bilateral im Bereich des PVN, ARC, NTS und DMV quantitativ
bestimmt. An den iibrigen Gewebeschnitten wurden die Doppel- und Dreifachfirbung
durchgefiihrt. Fiir die semi-quantitative Analyse der Fluoreszensintensitit wurde das Programm
Imagel] 1,47v verwendet. Die Intensitdt des Fluoreszenzsignals wurde via Graustufenwert/pro
Kernschnitt (px/Kern) gewertet.

Sédmtliche Daten wurden als Mittelwerte £ SEM wiedergegeben und mittels ANOVA
ausgewertet. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mit dem Fisher LSD post

hoc Test bestimmt. Ein P von < 0,05 wurde als signifikant definiert.



1.6 Ergebnisse

1.6.1 Publikation 1: Untersuchungen zur Auswirkung einer Antagonisierung des CCKj,-

Rezeptorsystems auf die Nahrungsaufnahme von Ratten

1.6.1.1 Der Effekt des CCK,-Rezeptorantagonisten CI988 auf die Nahrungsaufnahme von Ratten
Nach einer Fastenperiode von 24 Stunden fiihrte eine izv-Injektion von 49 nmol CI988 zu einer
signifikanten Reduktion der Nahrungsaufnahme bei Ratten im Vergleich zu den Tieren, die die
Vehikellosung erhalten hatten (4,43 + 0,64 g/Ratte vs. 6,4 + 0,61 g/Ratte, P < 0,05). Die
Verminderung der Nahrungsaufnahme begann zwei Stunden nach der Injektion und blieb tiber
den gesamten Beobachtungszeitraum von 11 Stunden verringert (14,07 = 1,91 vs. 18,38 = 0,99,
P < 0,05). Zudem konnte ein dosisabhidngiger Effekt von CI988 auf die Reduktion der
Nahrungsaufnahme gezeigt werden.

Bei ad libitum gefiitterten Tieren zeigte eine izv-Injektion von 49 nmol CI988 30 Minuten vor
Beginn der Dunkelphase keinen Effekt auf die Menge der konsumierten Nahrung. Auch eine ip-
Injektion von CI988 in einer Dosierung von 488 nmol/kg blieb ohne Effekt auf die
Nahrungsaufnahme von gefasteten Versuchstieren. Nach einer Dosissteigerung auf 1626
nmol/kg CI988 konnte zu den Zeitpunkten 2, 4 und 5 Stunden post injectionem dagegen ein

anorexigener Effekt im Vergleich zu den Vehikeltieren beobachtet werden.

1.6.1.2 Die Effekte einer Blockade des zentralen CRF;- und CRF,-Rezeptorsystems auf die

Nahrungsaufnahme von gefasteten Ratten

Die izv-Injektion des CRF;-Rezeptorantagonisten CP376395 und des CRF»-

Rezeptorantagonisten K41498 zeigten keinen Effekt auf die Nahrungsaufnahme von gefasteten
Ratten. Die durch CI988 hervorgerufene Reduktion der Nahrungsaufnahme blieb durch die

Kombination mit einer ivz-Injektion einer der beiden CRF-Rezeptorantagonisten unbeeinflusst.

1.6.1.3 Der durch den Dopamin-Rezeptorantagonisten Flupentixol hervorgerufene Effekt auf die

Nahrungsaufnahme von gefasteten Versuchstieren

Eine ip-Injektion von 197 und 493 nmol/kg Korpergewicht (KG) des Dopamin-
Rezeptorantagonisten Flupentixol hatte keinen Effekt auf die Nahrungsaufnahme von gefasteten
Ratten. Nach einer Vorbehandlung der Tiere mit 197 nmol/kg KG Flupentixol und
nachfolgender izv-Injektion von 49 nmol CI988 blieb der durch CI988 hervorgerufene

inhibitorische Effekt auf die Menge der konsumierten Nahrung der Versuchstiere unbeeinflusst.



Eine Vorbehandlung mit Flupentixol in einer Dosierung von 493 nmol/kg KG fiihrte zu einer
Kompensation des durch CI988 hervorgerufenen Effekts {iber den gesamten
Beobachtungszeitraum. Die Versuchstiere zeigten eine dhnlich hohe Nahrungsaufnahme wie die
Vehikeltiere (Flupentixol + CI988: 16,06 = 0,95 g/Ratte vs. Vehikel + CI988: 12,37 + 1,22
g/Ratte nach 10 Stunden, P < 0,05).

1.6.2 Publikation 2: Die Auswirkung von peripher injiziertem CCK-8S auf phospho-
mTOR-positive Neurone des Hypothalamus
Die ip-Injektion von CCK-8S in einer Dosierung von 5,2 und 8,7 nmol/kg K&rpergewicht fiihrte
zu einer signifikanten dosisabhédngigen Steigerung der Anzahl c-Fos-positiver PVN-Neuronen (x
+ SEM: 5,2 nmol/kg: 103 £+ 13 und 8,7 nmol/kg: 165 + 14 Neuronen/Hirnschnitt, P < 0,05) im
Vergleich zu der Vehikelgruppe (4 £ 1 Neuronen/Hirnschnitt). Im ARC kam es zu keinem
Anstieg der neuronalen Aktivitdit (5,2 nmol’kg: 1 + 1 und 8,7 nmolkg: 3 + 1
Neuronen/Hirnschnitt vs. Vehikelgruppe: 3 + 1 Neuronen/Hirnschnitt, P < 0,05). Im NTS konnte
dagegen ebenfalls eine dosisabhéngige Steigerung der Anzahl c-Fos-positiver Neurone
beobachtet werden (5,2 nmol/kg: 51 + 2 und 8,7 nmol/kg 155 + 11 Neuronen/Hirnschnitt vs.
Kontrolle: 2 = 1 Neuronen/Hirnschnitt, P < 0,05).
Die immunhistochemische Farbung zur Darstellung von phospho-mTor an Gewebeschnitten im
Bereich des NTS konnte keine phospho-mTor-positiven Neuronen nachweisen.
Die ip-Injektion von CCK-8S fiihrte zu einer signifikanten dosisabhidngigen Steigerung der
neuronalen Aktivitdt von phospho-mTor immunreaktiven Neuronen im PVN. Das Ergebnis der
Doppelfarbung zur Darstellung von c-Fos und phospho-mTor zeigte bei einer Dosierung von 5,2
nmol/kg KG eine Steigerung von 17 + 2 %, eine Dosierung von 8,7 nmol/kg KG fiihrte zu einer
Steigerung von 24 + 1 %. In der Vehikelgruppe konnten keine aktivierten phospho-mTor-
positiven Neuronen nachgewiesen werden.
Die immunhistochemische Doppelfirbung zum Nachweis von phospho-mTor und Oxytocin
zeigte keinen signifikanten Anstieg von phospho-mTor-positiven Oxytocin-Neuronen (5,2

nmol/kg: 62 £ 11 % und 8,7 nmol/kg: 64 + 6, Vehikelgruppe: 48 + 5 %, P > 0,5).

Nach der Dreifachfiarbung gegen c-Fos, phospho-mTor und Oxytocin zeigten 9,78 + 3,64 % (5,2
nmol/kg) und 19,45 + 3,3 % (8,7 nmol/kg) der Oxytocin-Neuronen ein zusitzliches Signal fiir c-
Fos und phospho-mTor.



1.6.3 Publikation 3: Die Auswirkung von peripherem CCK-8S auf die
Serotoninkonzentration von Nervenfasern im Hirnstamm von Ratten
Nach der ip-Injektion von CCK-8S (5,2 nmol/kg und 8,7 nmol/kg) kam es zu einer
dosisabhingigen Steigerung von c-Fos-positiven Neuronen im Bereich des NTS (72 £4 und 112
+ 5 Neuronen/Hirnschnitt) im Vergleich zu der Vehikelgruppe (7 + 2 Neuronen/Hirnschnitt, P <
0,05). Im Bereich des DMV konnte keine signifikante Steigerung der c-Fos-positiven Neuronen
gegeniiber der Vehikelgruppe festgestellt werden (5,2 nmol/kg KG: 16 + 4 Neuronen/Hirnschnitt
und 8,7 nmol/kg KG: 15 £+ 4 Neuronen/Hirnschnitt, Vehikelgruppe: 7 + 1 Neuronen/Hirnschnitt).
90 Minuten nach der ip-Injektion von CCK-8S konnte im Bereich des DMV und des NTS eine
Abschwichung des Fluoreszenzsignals flir Serotonin im Vergleich zu der Vehikelgruppe (5,2
nmol/kg KG: 46 £ 2 px/Kern und 8,7 nmol/kg KG: 49 + 8 px/Kern, Vehikelgruppe: 81 + 8
px/Kern, P < 0,01) registriert werden. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Dosierungen von CCK-8S (P =0,81).
Das Ergebnis der Doppelfarbung zur Markierung von c-Fos und Serotonin ergab einen Hinweis
darauf, dass c-Fos-immunreaktive Neuronen in ein dichtes Netzwerk aus serotoninhaltigen
Nervenfasern eingebettet sind. In der Dreifachfirbung an Gewebeschnitten des NTS konnte
zusitzlich gezeigt werden, dass aktivierte Tyrosinhydroxylase-positive Neuronen von einem
Netzwerk serotoninhaltiger Nervenfasern umgeben sind.
An Gehirnschnitten des PVN konnte eine dosisabhidngige Steigerung der c-Fos-positiven
Neuronen nach einer ip-Injektion von CCK-8S im Vergleich zur Vehikelgruppe gezeigt werden
(5,2 nmol/kg: 128 + 14 und 8,7 nmol/kg: 218 £ 15 Neuronen/Hirnschnitt, P < 0,002,
Vehikeltiere: 19 = 5 Neuronen/Hirnschnitt, P < 0,001). Im ARC blieb die Anzahl der c-Fos-
positiven Neuronen nach der ip-Injektion von CCK-8S im Vergleich zur Vehikelgruppe
unverdndert (5,2 nmol/kg KG: 5 = 3 und 8,7 nmol’kg KG: 8 + 1 Neuronen/Hirnschnitt,
Vehikelgruppe: 7 £ 1, P = 0,635). Sowohl im Bereich des PVN als auch im Bereich des ARC
blieb die Intensitit des Fluoreszenzsignals fiir Serotonin nach der ip-Injektion von CCK-8S
unverdndert (PVN: 5,2 nmol/kg KG: 16 + 1 px/Hirnschnitt und 8,7 nmol/kg KG: 15 + 1 px/
Hirnschnitt; ARC: 5,2 nmol/kg KG: 16 + 2 px/Hirnschnitt und 8,7 nmol’kg KG: 16 + 1
px/Hirnschnitt). Im Vergleich dazu zeigten die Tiere der Kontrollgruppe 14 + 1 px/Hirnschnitt
im Bereich des PVN (P = 0,389) und 20 + 1 px/Hirnschnitt im ARC (P = 0,850).



1.7 Diskussion

Die Versuche der ersten Studie zeigen, dass der CCK,-Rezeptorantagonist CI988 nach einer
Fastenperiode von 24 Stunden zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme von Ratten fiihrt.
Dieser Effekt auf die Nahrungsaufnahme lie sich durch eine Vorbehandlung der Tiere mit dem
Dopamin-Rezeptorantagonisten Flupentixol autheben.

Peripheres CCK wirkt iiber einen auf dem CCK;-Rezeptor basierenden Signalweg hemmend auf
die Nahrungsaufnahme (46, 47). Die Wirkung von zentralem CCK auf die Nahrungsaufnahme
wird in der Literatur kontrovers diskutiert. In einer Studie von Corp et al. aus dem Jahr 1997
nahmen die Versuchstiere nach einer izv-Injektion des CCK,-Rezeptorantagonisten L.365,260
weniger Nahrung zu sich (12). Dorre et al. zeigten dagegen, dass eine izv-Injektion des CCK5-
Rezeptorantagonisten PD135158 zu einer Steigerung der Nahrungsaufnahme der Versuchstiere
fiihrt (48). Eine mogliche Ursache fiir die abweichenden Versuchsergebnisse dieser Studien
konnte der als zu kurz einzuschédtzende Beobachtungszeitraum von einer Stunde gewesen sein.
Auch in unseren Experimenten blieb die Nahrungsaufnahme der Tiere innerhalb dieses
Zeitraums unbeeinflusst. Zusdtzlich finden sich in der Literatur Hinweise fiir die Existenz
unterschiedlicher CCK;-Rezeptorsubtypen im Gehirn. Beispielhaft sei hier eine Studie von
Ladurelle et al. genannt, in der es nach der Applikation von verschiedenen CCK;-
Rezeptoragonisten zu kontrdren Auswirkungen auf das Putzverhalten von Versuchstieren kam
(49). Im Gegensatz zu den bisher durchgefiihrten Experimenten wurden die Ratten vor unseren
Versuchen fiir 24 Stunden gefastet. Wihrend die Nahrungsaufnahme von ad libitum gehaltenen
Tieren in der Dunkelphase unbeeinflusst blieb, wirkte sich die izv-Injektion von CI988 bei den
gefasteten Tieren hemmend auf die Nahrungsaufnahme aus. Es ist zu vermuten, dass der
metabolische Status der Versuchstiere einen Einfluss auf die pharmakologische Wirkungsweise
von CI988 auf die Nahrungsaufnahme hat.

CRF und CCK sind im ZNS hiufig kolokalisiert (17). CRF wirkt ebenfalls séttigend (50). Um
einer moglichen Interaktion von CCK und CRF nachzugehen, erhielten unsere Versuchstiere vor
der Applikation des CCK,-Rezeptorantagonisten einen CRF;- bzw. einen CRF»-
Rezeptorantagonisten. Keiner der beiden CRF-Rezeptorantagonisten war in der Lage, den durch
CI988 hervorgerufenen Effekt auf die Nahrungsaufnahme der Versuchstiere zu beeinflussen.
Eine Interaktion von zentralem CCK mit zentralen CRF-Schaltkreisen scheint damit
unwahrscheinlich.

Auch der Neurotransmitter Dopamin wirkt appetithemmend (51). Eine Injektion des Dopamin-

Rezeptoragonisten Apomorphin fiihrt zu einer Senkung der Nahrungsaufnahme (52). Durch eine



zusitzliche ip-Injektion des Dopamin-Rezeptorantagonisten Flupentixol wird dieser Effekt auf
die Nahrungsaufnahme aufgehoben (52). Ausgehend von diesen Ergebnissen erhielten unsere
Versuchstiere vor der CI988-izv-Injektion Flupentixol als ip-Injektion. Die Ergebnisse zeigen,
dass der durch CI988 hervorgerufene inhibitorische Effekt auf die Nahrungsaufnahme von
gefasteten Versuchstieren durch eine Vorbehandlung mit Flupentixol aufgehoben werden kann.

Im lateralen Hypothalamus kommt es wihrend der Nahrungsaufnahme zu einem Anstieg der
Dopaminkonzentration und zu einer Normalisierung derselben nach Beendigung der Mahlzeit
(53-55). Der Anstieg der Dopaminkonzentration wirkt hemmend auf den Appetit der Tiere (54-
57). Ergénzend dazu kamen Corwin et al. in einer in vivo Mikrodialysestudie an Neuronen des
Nucleus accumbens (NAcc) zu dem Ergebnis, dass es nach der izv-Injektion von CI988 zu einer
Stimulation der Dopaminfreisetzung aus Neuronen des NAcc kommt (58). Diese Ergebnisse
untermauern die Hypothese, dass das =zentrale CCKj,-Rezeptorsystem wéhrend einer
Fastenperiode eine Hemmung der Dopaminfreisetzung aus Nervenzellen bewirkt. Es ist moglich,
dass zentrales CCK {iber diesen Mechanismus zu einer Steigerung der Nahrungsaufnahme fiihrt

(siche Abbildungen 1 bis 3).
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Abbildung 1: Wiahrend einer Fastenperiode Abbildung 2: Nach einer izv-Injektion des
hemmt das zentrale CCK,-Rezeptorsystem CCK;y-Rezeptorantagonisten CI988 ist die
die  Freisetzung von Dopamin  aus Nahrungsaufnahme von Ratten verringert.
Dopaminneuronen und stimuliert so die Dieser Effekt wird durch eine
Nahrungsaufnahme von Ratten. Dopaminfreisetzung induziert.
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Abbildung 1: Eine izv-Injektion des CCK,-Rezeptorantagonisten CI988 fiihrt zu einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme. Dieser Effekt lidsst sich durch eine Injektion des Dopamin-Rezeptorantagonisten
Flupentixol aufheben. Die Nahrungsaufnahme ist in der Folge wieder gesteigert.



Die Ergebnisse der zweiten Studie zeigen, dass die ip-Injektion von CCK-8S zu einer
dosisabhdngigen Aktivierung von phospho-mTor-Neuronen im PVN fiihrt. Hierbei waren einige
der Neurone mit Oxytocin kolokalisiert. Dieses Ergebnis ist analog zu den Erkenntnissen dlterer
Studien, in denen die periphere Injektion von CCK-8S zu einer Steigerung der Aktivitit von
zahlreichen autonomen Hirnkernen im Hypothalamus und Hirnstamm fiihrte (10, 26, 27, 59).
Diese Neurone konnten als Oxytocin-, CRF- und Nesfatin-1-Neuronen detektiert werden (26-
28). Auch von diesen Neuropeptiden ist ein inhibitorischer Effekt auf die Nahrungsaufnahme
bekannt (60-62). Weiterfilhrende Studien untersuchten ein mogliches Zusammenspiel von
Oxytocin und CCK. In einem Experiment von Olson et al. blieb der durch CCK-8S
hervorgerufene anorexigene Effekt auf die Nahrungsaufnahme nach der izv-Injektion eines
Oxytocin-Rezeptorantagonisten aus (30). In den Versuchen der zweiten Studie waren 48 % der
Oxytocin-Neuronen im magnozelluldren Bereich des PVN mit phospho-mTor kolokalisiert. Bei
den Tieren die eine CCK-8S-Injektion erhalten hatten, stieg diese Zahl dosisabhingig um
weitere 14 bzw. 16 %. Ein Teil dieser Neurone war zusétzlich immunpositiv fiir c-Fos. Diese
Ergebnisse sprechen fiir eine Beteiligung von phospho-mTor an der oxytocinergen
Signaltransduktion im PVN nach einer CCK-8S-Injektion.

Phospho-mTor ist Teil einer intrazelluldren Signalkaskade, die unter anderem an der Integration
von verschiedenen Séttigungssignalen beteiligt ist (23, 63, 64). Aus immunhistochemischen
Studien ist ein weites Verbreitungsmuster flir phospho-mTor im ZNS mit hoéheren
Konzentrationen im Bereich des PVN und des Nucleus arcuatus bekannt (23). Der PVN gehort
zum autonomen Nervensystem und ist konstant an der Integration verschiedener Signale aus der
Peripherie, unter anderem zum metabolischen Status, Stress, Reproduktion und Wachstum,
involviert (65). Diese stindige Beteiligung an verschiedenen autonomen Funktionen kénnte eine
Erkldrung dafiir sein, dass nach der ip-Injektion von CCK-8S keine signifikante Steigerung der
Anzahl phospho-mTor-positiver Neuronen detektiert werden konnte.

In der dritten Publikation wird gezeigt, dass eine ip-Injektion von CCK-8S zu einer signifikanten
Abnahme der Fluoreszensintensitit von serotoninergen Nervenfasen im NTS und DMV fiihrte.
Im NTS und PVN stieg nach der CCK-8S-Injektion zusétzlich die Anzahl der c-Fos-positiven
Neuronen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen dlterer Studien (44, 66).

Die ip-Injektion von CCK-8S fiihrt zu der Aktivierung eines komplexen neurohormonalen
Systems im Hypothalamus und Hirnstamm, was in einer Hemmung der Nahrungsaufnahme
resultiert (67, 68). Eine Beteiligung des Neurotransmitters Serotonin an diesem System ist

moglich. Verschiedene Studien implizieren eine Interaktion von CCK und Serotonin (31-35).



Die ip-Injektion des Serotonin-Rezeptorantagonisten Odansetron bewirkt eine Abschwéchung
der CCK-induzierten Hemmung der Nahrungsaufnahme von Ratten (33). Eine direkte
Mikroinjektion von Odansetron in den medialen NTS (mNTS) fiihrt zu einer vollstindigen
Authebung des sittigenden Effekts von CCK (34). Auf Grundlage dieser Ergebnisse folgerten
Hayes et al., dass Serotonin die CCK induzierte Séttigung im mNTS beeinflusst (34). Die
Ergebnisse unserer Versuche bekriftigen die Hypothese, dass der NTS eine Rolle bei der
Interaktion von Serotonin und CCK spielt. Die Abnahme der Fluoreszensintensitit von
serotoninergen Nervenfasen im NTS und DMV nach der ip-Injektion von CCK-8S kdénnte durch
eine Serotoninfreisetzung aus Nervenfasern im Bereich dieser Hirnkerne erkldrt werden. Es ist
davon auszugehen, dass eine Bestitigung dieser Hypothese durch eine Bestimmung der
extrazelluldren Serotoninkonzentration an den fiir die Versuche verwendeten Gewebepraparaten
nicht moglich ist, da das sezernierte Serotonin durch die transkardiale Perfusion und
anschlieBende immunhistochemische Aufarbeitung des Gewebes vermutlich aus dem
Extrazellularraum gewaschen wurde. Zukiinftige in vitro Studien sollten auf zelluldrer Ebene
versuchen, eine mogliche Serotoninsekretion direkt zu messen.

Afferenzen des Nervus vagus terminieren im Bereich des NTS (69). Huang et al. gelang es eine
Serotoninsekretion von NTS-Neuronen nachzuweisen (70). In den Versuchen der dritten
Publikation fiihrte die periphere CCK-8S-Injektion zu einer signifikanten Aktivitétssteigerung
von Neuronen des NTS und einer simultanen Abnahme der Serotoninimmunreaktivitit.
Basierend auf den genannten Ergebnissen scheint moglich, dass peripheres CCK-8S {iiber den
Nervus vagus zu einer Serotoninfreisetzung aus Neuronen des NTS fiihrt.

Das Ergebnis der Dreifachfarbung zur Markierung von c-Fos, Serotonin und Tyrosinhydroxylase
zeigt, dass die ip-Injektion von CCK-8S zu einer Aktivierung von Tyrosinhydroxylase-positiven
Neuronen des NTS fiihrt. Diese Neuronen sind in ein Netzwerk aus serotoninhaltigen
Nervenfasern eingebettet. Aus einer Studie von Rinaman et al. ist bekannt, dass die periphere
Injektion von CCK-8S zu einer Aktivierung von katecholaminergen Neuronen des NTS mit
Projektion zum PVN fiihrt (8). In einem Versuch von Lam et al. kam es nach der intravendsen
Injektion eines Serotoninagonisten zu einer Aktivierung katecholaminerger Neuronen des NTS
(71). In Anbetracht dieser und der hier publizierten Ergebnisse ist denkbar, dass die CCK-8S-
induzierte Aktivierung von NTS-Neuronen nachgeschaltet zu einer Aktivierung von
Serotoninneuronen flihrt. Das Ergebnis dieser Interaktion konnte die fiir peripheres CCK-8S
typische = Hemmung  der  Nahrungsaufnahme  sein. Es  obliegt  zukiinftigen

elektronenmikroskopischen Studien diese Hypothese auf zelluldrer Ebene zu iiberpriifen.
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paraventricular nucleus in rats
Lembke V*, Goebel M*, Frommelt L, Inhoff T, Lommel R, Stengel A, Taché¢ Y,
Grotzinger C, Bannert N, Wiedenmann B, Klapp BF, Kobelt P.
Peptides. 2011 Jan;32(1):65-70

Peripheral injected cholecystokinin-8S modulates the concentration of serotonin in nerve fibers
of the rat brainstem.
Engster KM, Frommelt L, Hofmann T, Nolte S, Fischer F, Rose M, Stengel A, Kobelt P.
Peptides 2014 Sep;59:25-33

Vortriage
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