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,In some ways we feel that we are as confused as ever,
but we think we are confused on a higher level

and about more important things.“

Earl Clarence Kelley
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Abstract

Das in den X/A-ahnlichen Zellen des Magens synthetisierte Peptidhormon Ghrelin und sein
Metabolit Desacyl-Ghrelin sind an der Regulation der Nahrungsaufnahme in Menschen und Nagern
beteiligt. Ghrelin induziert nach intraperitonealer Injektion sowohl einen Anstieg der
Nahrungsaufnahme wie auch einen signifikanten Anstieg der Anzahl der c-Fos-positiven Neurone als
Marker fir neuronale Aktivierung in drei hypothalamischen Nuclei. Im Einzelnen sind dies der Nucleus
arcuatus, der dorsomediale Hypothalamus und der Nucleus paraventricularis. Die Ghrelin-Effekte auf
die Nahrungsaufnahme werden Uber Neuropeptid Y-/Agouti related peptide-immunreaktive Neurone
vermittelt. Eine simultane Injektion von Desacyl-Ghrelin, welches sich von Ghrelin durch das Fehlen
einer Octanoyl-Gruppe unterscheidet, und Ghrelin bewirkt eine Blockade des Ghrelin-Effekts auf die
Nahrungsaufnahme. Zuséatzlich konnte beobachtet werden, dass die Anzahl c-Fos-positiver Neurone
im Nucleus arcuatus nach simultaner Injektion der Peptide signifikant erniedrigt ist im Vergleich zur
alleinigen Ghrelin-Injektion. Die singuldre Injektion von Desacyl-Ghrelin hat keine Suppression der
Nahrungsaufnahme zur Folge. Etwa die Halfte der aktiven Neurone nach simultaner Injektion der
beiden Peptide liel sich mittels immunhistochemischer Doppelfarbungen als Nesfatin-1-positiv
darstellen. Das anorexinogen wirksame Peptid Nesfatin-1 ist hierbei vermutlich an der Vermittlung des
inhibitorischen Effekts von Desacyl-Ghrelin auf die Ghrelin-induzierte Nahrungsaufnahme beteiligt. Die
Serin-Threonin-Kinase mammalian target of Rapamycin Iasst sich im Hypothalamus in Neuronen des
Nucleus arcuatus nachweisen. Eine erhéhte Konzentration der aktivierten, phosphorylierten Form
dieses Proteins im Nucleus arcuatus unterdriickt die Nahrungsaufnahme. Das Neuropeptid cocaine
and amphetamine regulated transcript ist ebenfalls an der Regulation der Nahrungsaufnahme
beteiligt. Es bewirkt nach peripherer Injektion, genau wie Nesfatin-1, eine Inhibition der
Nahrungsaufnahme. In einer Studie dieser Forschungsarbeit konnte durch Doppelfarbungen gezeigt
werden, dass die genannten Peptide intrazellular kolokalisiert sind. Denkbar sind hier sowohl
modulatorische als auch additive Effekte im Zusammenspiel dieser anorexinogenen neuronalen

Hormone.

Stichworte: Ghrelin, Desacyl-Ghrelin, c-Fos, Hypothalamus, Nahrungsaufnahme, Nesfatin-1
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1 Einleitung

Die Regulation der Nahrungsaufnahme der Saugetiere unterliegt vielfaltigen kurz- und
langfristigen  Steuerungsmechanismen. Es existieren zahlreiche Signalwege, die den
Gastrointestinaltrakt mit zentralnervésen Zentren, die die Nahrungsaufnahme regulieren, verbinden.
Die Beeinflussung erfolgt sowohl von zentral nach peripher als auch umgekehrt: Efferenzen mit
Ursprung im zentralen Nervensystem (ZNS) beeinflussen gastrointestinale Funktionen, und Stimuli
aus dem Gastrointestinaltrakt wiederum wirken Uber afferente Bahnen auf das zentrale Nervensystem
ein. Auch auf humoralem Weg erreichen Signale aus dem ZNS den Magen-Darm-Trakt und
umgekehrt (Konturek et al., 2004; Moran, 2004; Naslund und Hellstrém, 2007). Heutzutage sind
zahlreiche periphere Effektoren bekannt, die eine anorexinogene Wirkung im Organismus entfalten,
hingegen mit Ghrelin lediglich ein einziges Peptid, welches orexinogen wirkt (Kojima et al., 1999). Die

Gesamtheit der Signalwege wird als ,brain-gut“-Achse bezeichnet.

In dieser Forschungsarbeit liegt ein besonderes Augenmerk auf der Rolle gastrointestinaler
Peptidhormone, die abhangig von der metabolischen Situation des Organismus Uber humorale und

neuronale Signalwege kurzfristig die Nahrungsaufnahme beeinflussen.

Das in den X/A-dhnlichen Zellen des Magens synthetisierte Peptidhormon Ghrelin als
orexinogen wirksamer Effektor der ,brain-gut“-Achse besteht aus 28 Aminosauren (Kojima et al.,
1999; Dornonville de la Cour et al., 2001; Kojima und Kangawa, 2005; Zhu et al., 2006). Das Peptid ist
— wie erwahnt — das einzige bisher bekannte peripher produzierte Hormon mit zentraler orexinogener
Wirkung (Kojima et al., 1999). Das Enzym Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) verestert
posttranslational eine Octanoyl-Kette an die Aminosaure Serin in Position 3 des Molekiils (Gutierrez et
al., 2008; Yang et al., 2008). Kein anderes Enzym vermag diese Modifikation zu katalysieren, und
Ghrelin ist als sein alleiniges Substrat beschrieben (ebd.). Diese Acylgruppe ist essentiell fir die
Bindung von Ghrelin an seinen Rezeptor, den growth hormone secretagogue receptor 1a (GHS-R1a)
(Hosoda et al., 2000; van der Lely et al., 2004). Dieser Rezeptor lasst sich — neben anderen — auf
Neuronen hypothalamischer Hirnkerne nachweisen, welche an der Regulation der Nahrungsaufnahme
beteiligt sind (Guan et al., 1997).

Ghrelin steigert unter Beteiligung vagaler Afferenzen und auch auf humoralem Weg die
Nahrungsaufnahme und die Expression des Transkriptionsfaktor c-Fos im Hypothalamus,
insbesondere im Nucleus arcuatus (ARC; Hewson und Dickson, 2000). Dieser Hirnkern ist im Sauger
bedeutsam bei der Regulation der Nahrungsaufnahme (Lawrence et al.,, 2002). Der
Transkriptionsfaktor c-Fos wird hierbei als Parameter flr neuronale Aktivierung durch periphere
Stimuli verwendet (Dragunow und Faull, 1989; Hoffman et al.,, 1993). Zur Aufklarung der auf
hypothalamischer Ebene beteiligten Netzwerke dient die neuropeptiderge Charakterisierung der
aktivierten Neuronengruppen. Der die Nahrungsaufnahme induzierende Effekt von Ghrelin wird tber
Neuropeptid Y- (NPY) positive und Agouti related peptide- (AgRP) positive Neuronen vermittelt (Chen
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et al., 2004). Damit in Einklang steht, dass der Ghrelin-Rezeptor (GHS-R1a) auf hypothalamischen

Neuronen gefunden werden konnte, die NPY und AgRP exprimieren (Willesen et al., 1999).

Desacyl-Ghrelin unterscheidet sich von Ghrelin durch das Fehlen der Octanoylkette am Serin
3. Es ist zurzeit Gegenstand der Diskussion, ob die deacylierte Form des Molekiils, die im peripheren
Blut deutlich Uberwiegt (Hosoda et al., 2000), eher als Vorstufe oder als Abbauprodukt aufzufassen ist
(Zhu et al., 2007; Yang et al., 2008). Die Studienlage zur Funktion von Desacyl-Ghrelin und seinem
Effekt auf die Nahrungsaufnahme ist derzeit uneinheitlich. Es gibt Hinweise darauf, dass Desacyl-
Ghrelin nach intraperitonealer (ip) oder intrazerebroventrikularer (icv) Injektion anorexinogene Wirkung
entfaltet (Asakawa et al., 2005). Mdglicherweise moduliert es auf zentralnervéser Ebene die Effekte
von Ghrelin (Matsuda et al., 2006). Diese Wirkung von Desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme

wird wahrscheinlich von Neuronen im ARC vermittelt (Chen et al., 2005).

Im ARC sind besonders zwei Proteine Gegenstand der Forschung: die genetisch hoch
konservierte Serin-Threonin-Kinase mTOR, welche Teil des TORC1- und TORC2-Signalweges ist
(Cota et al., 2006; Laplante und Sabatini, 2009) und das Peptid Nesfatin-1 (Oh-I et al., 2006). Diese
Ubernehmen sehr wahrscheinlich eine modulatorische Funktion bei der Regulation der
Nahrungsaufnahme. Die aktive, phosphorylierte Form von mTOR (pmTOR), kann im ARC in engem
Bezug zu NPY nachgewiesen werden (Shimizu et al., 2010), und die Arbeitsgruppe von Seeley konnte

zeigen, dass die pmTOR-Konzentration in gefasteten Versuchstieren vermindert ist (Cota et al., 2006).

Nesfatin-1 ist das N-terminale posttranslationale Spaltprodukt des Nucleobindin-2 (NUCB2)
und dessen einziges Spaltprodukt mit bekannter biologischer Funktion (Miura et al., 1992; Oh-I et al.,
2006; Shimizu et al., 2009). Die Aminosauresequenzen von NUCB2 des Menschen, der Maus und der
Ratte weisen eine hohe Homologie auf (Miura et al., 1992). NUCB2 besteht aus einem Signalpeptid
von 24 Aminosdauren (AS) Lange sowie einem Prohormon mit einer Lange von insgesamt 396
Aminosauren. Dieses wird durch posttranslationale Proteolyse in die Peptide Nesfatin-1 (AS 1-82),
Nesfatin-2 (AS 85-163) und Nesfatin-3 (AS 166—396) gespalten; nur fir Nesfatin-1 lieR sich ein Effekt
auf die Nahrungsaufnahme nachweisen (Oh-I et al., 2006). Nesfatin-1 inhibiert die Nahrungsaufnahme
in Nagern sowohl nach peripherer als auch nach intrazerebroventrikularer Injektion (Oh-I et al., 2006;
Shimizu et al., 2009). Nesfatin-1 kann in verschiedenen Geweben, wie der Magenmukosa (Stengel et
al., 2009), dem Fettgewebe (Ramanjaneya et al., 2010) und dem ZNS (Foo, Brismar und Broberger,
2008) nachgewiesen werden, und es passiert ungehindert die Blut-Hirn-Schranke (Pan, Hsuchou und
Kastin, 2007). Nesfatin-1-positive Neurone im ARC sind kolokalisiert mit CART-Neuronen (Oh-I et al.,
2006). Anhand funktioneller Studien an Gewebeschnitten konnte gezeigt werden, dass NPY-/AgRP-
Neurone durch Nesfatin-1-Applikation elektrophysiologisch gehemmt werden (Price, Samson und
Ferguson, 2008). Diese Neuronenpopulation wiederum wird fiir den stimulatorischen Effekt von

Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme verantwortlich gemacht (Chen et al., 2004).

10
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war, Funktion und Interaktion von Ghrelin und Desacyl-

Ghrelin bei der Regulation der Nahrungsaufnahme in mannlichen Ratten zu untersuchen.

Die in der ersten Publikation gezeigten Daten dienten dazu, die zentralnervdsen Strukturen zu
identifizieren, welche die Effekte von Ghrelin und Desacyl-Ghrelin vermitteln. Ferner sollte eine

neuropeptiderge Charakterisierung der daran beteiligten Neuronenpopulationen erfolgen.

In den Experimenten, welche in der zweiten Publikation dargestellt sind, sollte die biologische
Funktion von Desacyl-Ghrelin und dessen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme vor dem Hintergrund
der unklaren und zum Teil kontroversen Studienlage genauer erforscht werden. Ein besonderer Fokus
lag darauf, ob Desacyl-Ghrelin eine Wirkung auf den orexinogenen Effekt von peripher appliziertem
Ghrelin hat. Es sollte ferner aufgeklart werden, ob fir mdgliche modulatorische Effekte auf die

Nahrungsaufnahme auf zentralnervéser Ebene morphologische und funktionelle Korrelate existieren.

Die Studien, welche die dritte Publikation wiedergibt, dienten der Phanotypisierung der auf
hypothalamischer Ebene beteiligten orexinogenen und anorexinogenen Neuronenpopulationen.
Hierbei lag ein besonderes Augenmerk auf der potentiellen Interaktion mit weiteren Neuropeptiden
oder intrazellularen Regulatorproteinen, die anorexinogene Wirkung entfalten, insbesondere dem
phosphorylierten mammalian target of rapamycin und dem erst kirzlich identifizierten Nesfatin-1 in

Neuronen des Nucleus arcuatus.

11
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3 Methoden

In den Abschnitten 3.1 bis 3.3 werden Arbeitsschritte beschrieben, welche in allen
Experimenten in dhnlicher Weise durchgefuhrt wurden. Die Hersteller der Materialien werden bei der
ersten Erwahnung vollstadndig angegeben, danach nur noch mit dem Namen. Alle Materialen, fur die
keine Hersteller angegeben sind, wurden in pro analysi-Qualitat von der Firma Merck (Darmstadt,

Deutschland) bezogen.

3.1 Versuchstiere

In allen Versuchen wurden mannliche Ratten des Stamms Spraque-Dawley (Harlan-
Winkelmann Co., Borchen, Deutschland) verwendet. Die Tiere wurden mit einem durchschnittlichen
Kérpergewicht von 250 g bezogen und vor Beginn der Versuche 21 Tage lang unter kontrollierten
Bedingungen (Tag-Nachtzyklus im Verhaltnis 12:12 Stunden, Beleuchtung von 06:30 h bis 18:30 h,
60% Luftfeuchtigkeit, 20 £+ 2 °C Raumtemperatur) in Gruppen von 4 Tieren in Makrolon-Typ-IV-
Kafigen unter ad libitum Zugang zu Trinkwasser und Standard-Rattenfutter (R/M-H Extrudat, ssniff,
Soest, Deutschland) gehalten. Nach einer Eingewdhnungsphase von sieben Tagen wurden die Tiere
wahrend der folgenden 14 Tage vor Beginn der Experimente durch regelmaRiges Training an den
Kontakt mit dem Menschen gewohnt, und die Versuchstiere wurden in die zur intraperitonealen
Injektion notwendige dorsale Position gebracht, um die Bedingungen wahrend der Versuche zu
simulieren. Diese MaRnahmen sollten die Stressantwort der Tiere minimieren.

Samtliche Tierversuche wurden von der zustédndigen Kommission beim Landesamt fur

Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt (Tierversuchsnummer G0053/06).

3.2 Peptide

Ratten-Ghrelin (Peptides International, Louisville, USA, Publikation 1 und Tocris, Ellisville,
USA, Publikation 3) wurde in destilliertem Wasser geldst (1 mg/ml) und bei -20° C in Aliquots zu 50 pl
gelagert. Desacyl-Ghrelin (Peptides International) wurde analog zubereitet und in der Konzentration
0,5 mg/ml gelagert. Unmittelbar vor Beginn der Versuche wurden die Peptide mit steriler
Vehikellésung (0,15 M NaCl, Braun, Melsungen, Deutschland) auf die in den einzelnen Versuchen

verwendeten Konzentrationen diluiert und bis zur Injektion auf Eis aufbewahrt.

3.3 Die Fixierung und Préparation des Hirngewebes

Fir alle Versuche, in denen immunhistochemische Farbungen von neuronalem Gewebe
durchgefiihrt wurden, erfolgte, mit oder ohne vorherige periphere Injektion von Hormonen, eine
intraperitoneale Narkose (100 mg Ketamin/kg Korpergewicht (KG) (DeltaSelect, Dreieich,
Deutschland) und 10 mg Xylazin/kg KG (Bayer, Leverkusen, Deutschland)) und dann die transkardiale
Perfusionsfixierung der Versuchstiere nach dem Protokoll von Kobelt et al. (2004). Nach der
Praparation der Gehirne wurden diese in je vier koronare Blécke geteilt, dehydriert, kryokonserviert
und bei -80° C gelagert. Fur alle Farbungen wurden koronare Gewebeschnitte (Schichtdicke 25 um)

verwendet. Die Lagerung der Schnitte erfolgte einzeln in Multiwell-Platten und frei flottierend in

12
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Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS). Die anatomische Orientierung und Zuordnung der
hypothalamischen Hirnkerne zu den koronaren Bldcken erfolgte anhand der Darstellungen im Atlas
von Paxinos & Watson (1997).

3.4 Publikation 1: Die Untersuchung zur Aktivierung von hypothalamischen Neuronen nach
peripherer Injektion von Ghrelin in verschiedenen Nuclei des Hypothalamus

3.4.1  Versuchsdesign

Den Versuchstieren wurde Ghrelin (3 nmol/Tier, n=5) oder Vehikellésung (0,15 M NaCl, n=5)
mit einem Gesamtvolumen von 0,5 ml ip injiziert. Anschlielend wurde ihnen die Nahrung entzogen,
bei ad libitum Zugang zu Trinkwasserwasser. 90 min nach Injektion der Peptide erfolgte die unter 3.3

beschriebene Fixierung und Praparation der Gewebe.

3.4.2 Die c-Fos-Immunhistochemie

Die Farbung erfolgte im ,free-floating“-Verfahren (Schrell und Sofroniew, 1982; Kobelt et al.,
2004). Zur Vorbereitung wurden die Hirnschnitte fir 15 min mit NaBH, (1% m/v in PBS) behandelt, um
die Aldehyd-induzierte Autofluoreszenz im Gewebe zu vermindern. Im nachsten Arbeitsschritt erfolgte
eine Inkubation fir 60 min mit BSA (Sigma, St. Louis, USA) (5% m/v) und Triton X-100 (Serva,
Heidelberg, Deutschland; 0,3% v/v, alle in PBS) zur Reduktion unspezifischer Antikdperbindung im
Gewebe. Nachfolgend wurde der Primarantikérper appliziert (rabbit Anti-rat c-Fos (Oncogene
Research Products, Boston, USA) 1:4000 v/v in 5% m/v BSA (Sigma), 0,3% v/v Triton X-100 (Serva),
0,1% m/v NaNj; in PBS, 42 h bei RT). Nach dreimaligem Auswaschen der Primarantikbrper mit PBS
wurde der Sekundarantikdrper hinzugegeben (FITC-markierter goat-Anti-rabbit 1gG (Sigma) geldst
1:600 in 5% m/v BSA (Sigma), in PBS, 12 h bei RT). Auf erneutes 3-maliges Waschen mit PBS folgte
eine Farbung des Zellchromatins mit Propidiumiodid (2,5 ug/ml in PBS fir 15 min), um eine
Orientierung im Gewebe zu ermdglichen. Zuletzt wurden die Schnitte eingebettet in einer Antifading-
Lésung, um ein Ausbleichen der verwendeten Fluorochrome zu vermindern (Sigma; 100 mg/ml in
90% Glycerin, 10% PBS, pH 7,4). Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit einem konfokalen
Lasermikroskop (cLSM 510, Carl Zeiss, Jena, Deutschland).

3.4.3 Die Doppelfédrbung von c-Fos und AgRP

Die Vorbereitung der Schnitte erfolgte wie in 3.4.2 beschrieben, jedoch mit NDS (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, USA; 5% m/v in PBS) anstelle von BSA. Die
Gewebeschnitte wurden mit beiden Primarantikdrper (rabbit Anti-c-Fos (Oncogene Research
Products) 1:2000, Lésungsmittel wie in 3.4.2 und goat Anti-AgRP (Neuromics, Edina, USA) 1:500
geldst in 5% m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaN; in PBS) flr
42 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Blockierung mit
5% m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaN3 in PBS fiir 2 h. Nach
erneutem dreimaligem Waschen wurden die Sekundarantikdrper hinzugegeben, zunéachst der erste,

TRITC-markierte donkey Anti-goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) fir 12 h bei

13
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Raumtemperatur (1:200 in 5% m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) in PBS),
danach dreimaliges Waschen und Inkubation mit 3% m/v NGS (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaN; in PBS fir 2 h. AnschlieRend wurde der zweite
Sekundérantikdrper  zugegeben  (goat  biotin-SP-konjugierter  Anti-rabbit 1gG  (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc.) 1:1000 in 3% m/v NGS (Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc.) und 0,1% NaNj in PBS; 12 h bei Raumtemperatur). Nach dreimaligem Waschen folgte die
Behandlung mit Avidin-D-konjugiertem Fluorescein (Vector Laboratories, Burlingame, USA, in
Serensenpuffer (pH 8,0) 20 pg/ml, 5 h bei RT). Zuletzt wurde dreimal mit Sgrensenpuffer gewaschen
und es erfolgte die Chromatinfarbung mit DAPI (2 pg/ml in PBS) fur 10 min. Das Einbetten der

Hirnschnitte und die mikroskopischen Analysen wurden analog 3.4.2. durchgefiihrt.

3.4.4 Die Doppelférbung von NPY und AgRP

Die Vorbereitung der Hirnschnitte wurde analog 3.4.2 und 3.4.3 durchgefuhrt. Anschlie3end
erfolgte das Aufbringen der Primarantikérper (guinea pig Anti-NPY (Abcam, Cambridge, UK) 1:500
und goat Anti-AgRP (Neuromics) 1:500 in 5% m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.)
und 0,1% m/v NaNj3 in PBS fir 42 h bei RT). Nach dreimaligem Spulen mit PBS wurde dann mit 5%
m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaNj in PBS fiir 2 h inkubiert,
danach wurden die Sekundarantikdrper hinzugegeben (FITC-markierter donkey Anti-goat 1gG und
TRITC-markierter donkey Anti-guinea pig (beide Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) beide
1:200 in 5% m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) in PBS fir 12 h bei RT). Zuletzt
erfolgte erneut dreimaliges Waschen, danach die Chromatinfarbung, das Einbetten und die
mikroskopische Auswertung wie in 3.4.3 beschrieben.

3.4.5 Datenauswertung

Die Bewertung der Aktivitdt der Neurone erfolgte anhand der c-Fos-Immunreaktivitat. Es
wurde die absolute Anzahl der c-Fos-positiven Zellen in jedem dritten koronaren Schnitt in finf
hypothalamischen Nuclei (Nucleus paraventricularis (PVN), Nucleus arcuatus (ARC), ventromedialer
Hypothalamus (VMH), dorsomedialer Hypothalamus (DMH), Nucleus tractus solitarii (NTS), jeweils
bilateral) sowie in der Area postrema (AP, unilateral) ermittelt. Die anatomische Zuordnung erfolgte
anhand des stereotaktischen Atlas’ von Paxinos und Watson (2007). Die Auswertung der c-Fos-
Immunreaktivitat erfolgte verblindet. Alle Ergebnisse wurden angegeben als Mittelwert £+ SEM, eine
Uberpriifung der Daten hinsichtlich ihrer Normalverteilung erfolgte mittels Varianzanalyse.
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Student-t-Test berechnet, p<0,05 wurde als

signifikant angesehen.
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3.5 Publikation 2: Die Untersuchung der Effekte von Ghrelin und Desacyl-Ghrelin auf die

Nahrungsaufnahme und das neuronale Aktivierungsmuster im Nucleus arcuatus

Die Akklimatisierungsphase der Versuchstiere und die Vorbereitung der Peptide erfolgten wie
in 3.1 und 3.2 beschrieben.

3.5.1 Die Effekte von Ghrelin und Desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme

Die Untersuchungen wurden 2,5 h nach Beginn der Tagphase durchgefiihrt. Den 6
Versuchsgruppen wurden folgende Ldsungen in einer Gesamtmenge von je 0,5 ml pro Tier
intraperitoneal injiziert: Vehikelldsung (0,15 M NaCl, n=13), Ghrelin (13 pg/kg KG, entsprechend 4
nmol/kg KG, n=12), Desacyl-Ghrelin (64 pg/kg KG, entsprechend 20 nmol/kg KG, n = 13; oder 127
pg/kg KG Desacyl-Ghrelin, entsprechend 40 nmol/kg KG, n=10), sowie Ghrelin und Desacyl-Ghrelin
simultan (13 pg/kg KG Ghrelin mit 64 ug/kg KG Desacyl-Ghrelin oder 127 pg/lkg KG Desacyl-Ghrelin;
alle n= 12). Nach Injektion der Versuchsldsungen wurden die Tiere vereinzelt, erhielten zu jeder Zeit
ad libitum-Zugang zu Wasser sowie definierte Mengen an Futter, um so nachfolgend die kumulative
Nahrungsaufnahme zu messen. Die Nahrungsaufnahme wurde dann fiir 5 h in den Intervallen 30 min,
1,2, 3,4 und 5 h erfasst.

3.5.2 Der Effekt von Desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme bei gefasteten Ratten

Den Versuchstieren wurde 12 h vor Beginn der Untersuchung das Futter entzogen und sie
wurden in Einzelkafigen separiert. Drei Versuchsgruppen erhielten zu Beginn der Tagphase folgende
Lésungen: 0,15 M NaCl (n=7) und Desacyl-Ghrelin (64 (n=9) oder 127 (n=6) pyg/kg KG). Die Messung

der kumulativen Nahrungsaufnahme erfolgte wie in 3.5.1.

3.5.3 Die Effekte von Ghrelin und Desacyl-Ghrelin nach alleiniger oder simultaner Injektion auf die
c-Fos- und Nesfatin-1-Expression im Nucleus arcuatus
Es wurden vier Versuchsgruppen, ahnlich dem Studiendesign wie unter 3.5.1 beschrieben,
gebildet. Gruppe 1 erhielt Ghrelin (13 pg/kg KG), Gruppe 2 erhielt Desacyl-Ghrelin (64 pg/kg KG),
Gruppe 3 erhielt beide Peptide simultan (13 und 94 pg/kg KG) und Gruppe 4 erhielt als Kontrollgruppe
NaCl (alle n=4). Nach der ip Injektion der Versuchslésungen wurde den Tieren die Nahrung, nicht
jedoch das Trinkwasser entzogen. 90 min nach Injektion erfolgte die Organfixierung durch eine

transkardiale Perfusion und die Praparation des Gehirns wie unter 3.3 beschrieben.

3.5.3.1 Die c-Fos-Immunhistochemie

Die Vorbereitung der Hirnschnitte erfolgte wie unter 3.4.2 beschrieben. Die Gewebeschnitte
wurden fur 24 h mit dem Primarantikérper (rabbit Anti-c-Fos (Oncogene Research Products) 1:8000
geldst in 3% m/v NGS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaN; in PBS) bei
RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und 1-stlindiger Inkubation mit 3% m/v NGS
(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaN; in PBS wurde mit dem
Sekundarantikérper (goat biotin-SP-konjugierter Anti-rabbit 1gG (Jackson ImmunoResearch

Laboratories Inc.) 1:1000 in 3% m/v NGS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% m/v
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NaNj; in PBS) fir 12 h bei RT inkubiert. Anschlieend erfolgte dreimaliges Waschen mit PBS, danach
eine 5-stiindige Inkubation mit ABC-Komplex (Vector Laboratories, 1:1000 v/v in PBS), gefolgt von
erneutem dreimaligen Waschen mit PBS. Nun wurde fir 10 min die Behandlung mit dem Chromogen
durchgefiihrt (0,6 mg/ml 3,3-Diaminobenzidin, 9,3 mg/ml Ammoniumnickelsulfat, 2,3 mg/mi
Ammoniumchlorid und 2,3 mg/ml Kobalt-(ll)-Chloridhexahydrat). Die Peroxidasereaktion wurde mit
0,3% H,0, gestartet und nach 15 min durch dreimalige PBS-Spulung beendet. Die Gegenfarbung mit
Propidiumiodid erfolgte wie in 3.4.2. Die gefarbten Schnitte wurden auf Chrom-Aluminium-Gelatine-
behandelte Objekttrager aufgezogen, luftgetrocknet (im Inkubationsschrank bei 35° C) und mittels
aufsteigender Ethanol-Reihe sowie Xylen dehydriert. Nach Eindecken mit Entellan Neu erfolgte die

mikroskopische Analyse mit einem Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop (Axiophot 1, Carl Zeiss).

3.5.3.2 Die Doppelférbung gegen c-Fos und Nesfatin-1 im Nucleus arcuatus

Die Vorbereitung der Schnitte wurde wie in 3.4.2 beschrieben durchgefiuhrt. Die Applikation
des Primarantikdrpers (rabbit Anti-c-Fos (Oncogene Research Products) 1:8000 geldst in 3% ml/v
NGS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% NaNj; in PBS) erfolgte fir 24 h bei RT.
Nach dreimaligem Waschen und einstiindiger Inkubation mit 3% m/v NGS (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaN; in PBS folgte der erste Sekundarantikérper (goat Biotin-SP-
konjugierter Anti-rabbit 1IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) 1:2000 in 3% m/v NGS
(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1% m/v NaN; in PBS) fur 12 h bei RT. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte fir 5 h mit ABC-Komplex (1:1000 in PBS; Vector
Laboratories) inkubiert, danach dreimaliges Waschen mit TNT-Waschpuffer (0,1 M Trizma
Hydrochlorid, 0,15 M v/v NaCl und 0,05% v/v Tween 20; pH 7,5). Anschlielend wurde Fluorescein-
Tyramide (in der mitgelieferten Verstarkerlésung; PerkinElmer, Waltham, USA) fir 10 min bei RT
hinzugegeben, danach dreimaliges Waschen mit TNT-Waschpuffer. Es folgte die Inkubation mit dem
zweiten Primarantikérper (Anti-rabbit-nesfatin-1 (Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, USA) 1:500 in
1% NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) in PBS; 24 h bei RT). Wieder dreimaliges
Waschen mit TNT, sodann erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Sekundarantikérper (TRITC-
markierter donkey Anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) 1:200 in PBS; 12 h
bei RT). Zuletzt wurde dreimal mit PBS gewaschen, die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI und das
Gewebe wurde eingebettet in Antifading-Lésung. Die mikroskopische Analyse wurde analog 3.4.2 und
3.4.3 durchgefihrt.

3.5.4 Datenauswertung

Die Ergebnisse der Messung der kumulativen Nahrungsaufnahme wurden als Mittelwerte +
SEM angegeben und mit dem Kruskal-Wallis One Way ANOVA statistisch untersucht. Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden mit dem Dunn’s Test ermittelt, p<0,05 wurde als signifikant
angesehen. Die Bewertung der c-Fos-Immunreaktivitdt im VMH und im ARC erfolgte analog 3.4.4,
jedoch in jedem vierten Schnitt. Die durchschnittliche Anzahl der c-Fos-positiven Neurone fir die
jeweiligen Kerne wurde in jeweils 10 Schnitten von 4 Tieren ermittelt. Alle Ergebnisse wurden als
Mittelwert £ SEM angegeben, die Analyse erfolgte mittels ANOVA, Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen wurden mit der Fisher LSD-Methode ermittelt, p<0,05 wurde als signifikant
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angesehen. Der Untersucher war beim Quantifizieren der c-Fos-positiven Neurone in Bezug auf die
vorherige Behandlung der Versuchstiere verblindet. Die Auswertung der Doppelfarbungen erfolgte
durch Auszahlen aller c-Fos-immunreaktiven Neurone sowie derjenigen, die zusatzlich Nesfatin-1-ir

waren (n=3/Gruppe). Die Darstellung aller Ergebnisse erfolgte als Mittelwert + Standardabweichung.

3.6 Publikation 3: Eine Untersuchung zum Verteilungsmuster von Nesfatin-1, pmTOR,

CART und NPY in Nervenzellen des Nucleus arcuatus

3.6.1 Versuchsdesign

Die Haltung der Versuchstiere und die Gewinnung und des Gewebes erfolgte analog 3.1 und
3.3. Es wurden Gewebe von Tieren (n=4) verwendet, die ad libitum Zugang zu Wasser und Futter
hatten und die zu Beginn der Tagphase mittels transkardialer Perfusionsfixierung geopfert wurden.
Die koronaren 25 pm-Schnitte wurden zunachst fir 15 min mit NaN3 (1% m/v in PBS) behandelt.
AnschlieRend erfolgte eine 15-minttige Inkubation mit H,O, (3% v/v in PBS) zur Blockade endogener
Peroxidaseaktivitdt. Nach dreimaligem Waschen mit TNT-Waschpuffer (0,1 M Trizma Hydrochlorid,
0,15 M NaCl und 0,05% v/v Tween 20; pH 7,5) wurde fiir 1 h TNT Blockierpuffer (0,1 M Trizma
Hydrochlorid, 0,15 M NaCl und 1% m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.), pH 7,5)
auf die Schnitte gegeben. Es folgte die Inkubation mit den jeweiligen Primarantikdrpern (rabbit Anti-
CART (Phoenix Pharmaceuticals Inc.) 1:2000; oder rabbit Anti-Phospho-mTOR (pmTOR,
CellSignaling Technology Inc., Danvers, USA, 1:100; oder rabbit Anti-NPY, Phoenix Pharmaceuticals,
1:500; jeweils in TNT-Blockierpuffer) fir 48 h bei RT. Nach dreimaligem Waschen mit TNT-
Waschpuffer und Inkubation mit 3% m/v NGS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) und 0,1%
m/v NaNj in TNT-Puffer fir 1 h folgte der Sekundarantikérper (goat biotin-SP-konjugierter Anti-rabbit
IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) 1:2000 in TNT, 12 h bei RT). Anschliefend wurde
dreimal mit TNT Waschpuffer gespllt, danach folgte eine 5-stiindige Inkubation mit dem ABC-
Komplex (1:1000, Vector Laboratories), zuletzt erneut dreimaliges Waschen mit TNT-Waschpuffer.
Nun erfolgte die Inkubation mit TSA-Fluorescein oder Tetramethyl-Rhodamin-Tyramide (PerkinElmer)
fir 10 min bei RT. Nach dreimaligem Auswaschen mit TNT-Waschpuffer wurde nun mit dem zweiten
Primarantikérper inkubiert (rabbit Anti-Nesfatin-1, 1:500, oder rabbit Anti-CART, USA, 1:400, oder
rabbit Anti-NPY, 1:500; jeweils in PBS mit 1% m/v NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.);
jeweils 48 h bei RT, alle Antikérper Phoenix Pharmaceuticals Inc.). Nun erfolgte die Applikation des
zweiten Sekundarantikdrpers (FITC-markierter donkey Anti-rabbit 1I9G, 1:200; oder TRITC-markierter
donkey Anti-rabbit 19G, 1:200; beide Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.; jeweils in 1% m/v
NGS (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) mit 0,1% NaNj; in PBS, 12 h bei RT). Die weiteren
Schritte (Auswaschen der Sekundarantikdrper, Chromatinfarbung, Einbetten und mikroskopische

Analyse) wurden wie in 3.4.2 und 3.4.3 beschrieben durchgefihrt.
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3.6.2 Datenauswertung

Jeder achte koronare 25 ym-Schnitt wurde ausgewertet. Es wurden Nesfatin-1-, Phospho-
mTOR-, NPY-, and CART-ir Neurone und alle doppelt markierten Neurone (CART + pmTOR;
Nesfatin-1 + CART; pmTOR + Nesfatin-1; NPY + Nesfatin-1; NPY + pmTOR) bilateral im ARC

gezahlt. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Publikation 1

4.1.1 Die Effekte von Ghrelin auf die c-Fos-Expression im Nucleus arcuatus und im dorsomedialen

Hypothalamus

Nach intraperitonealer Injektion von 3 nmol Ghrelin pro Versuchstier (entsprechend 10 pg)
findet sich im ARC eine Verdopplung der Anzahl der c-Fos-positiven Neuronen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (49 + 2 vs. 23 + 2 Neurone/Schnitt, p=0,001). Diese Neurone sind hauptséachlich im
medialen Abschnitt des ARC lokalisiert. Im PVN erhéht sich diese Anzahl ebenfalls um das 2-fache
(69 + 5 vs. 34 + 3 Neurone/Schnitt, p=0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch im DMH induziert
Ghrelin eine signifikante Steigerung der Anzahl der c-Fos-positiven Neurone im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (142 + 5 vs. 83 + 5, p < 0,001). Hier sind nach Injektion von Ghrelin die meisten c-Fos-
positiven Neurone im ventralen Subnukleus des DMH lokalisiert (87 + 6 Neurone/Schnitt). Im VMH, im
NTS und in der AP fand sich keine signifikante Zunahme der Anzahl der c-Fos-positiven Neurone
nach Ghrelin-Injektion im Vergleich zur Kontrollgruppe (VMH: 53 + 3 vs. 48 + 3, p=0,177; NTS: 42 + 2
vs. 40 £ 3, p=0,603; AP: 7 £ 1 vs. 5 + 1, p=0,096; Neurone/Schnitt).

4.1.2 Die Doppelfdrbungen gegen c-Fos und AgRP sowie gegen AgRP und NPY im dorsomedialen
Hypothalamus
Die Doppelfarbungen mit Anti-c-Fos und Anti-AgRP ergaben, dass ein GroRteil derjenigen
Neurone, die nach Ghrelin-Injektion aktiviert sind, eine enge morphologische Beziehung zu AgRP-
positiven Fasern hat. Zusatzlich dazu ergaben die Doppelfarbungen mit Anti-AgRP und Anti-NPY,

dass zahlreiche AgRP- und NPY-ir Fasern im DMH kolokalisiert waren.

4.2 Publikation 2

4.2.1 Die Effekte von Ghrelin und Desacyl-Ghrelin nach alleiniger und nach simultaner Injektion auf

die Nahrungsaufnahme

Nach peripherer ip Injektion von Ghrelin (13 pg/kg KG) lie sich erwartungsgemafl im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Steigerung der kumulativen Nahrungsaufnahme
nachweisen. Dieser Effekt zeigte sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum und war zu jedem
Zeitpunkt statistisch signifikant (nach 30 min: 6,20 + 0,56 vs. 1,49 + 0,72 g/kg KG, p < 0,05; nach 1 h:
7,28 + 1,0 vs. 1,49 + 0,72 g/kg KG, p < 0,05; nach 2 h: 7,73 + 1,06 vs. 2,65 £ 0,93 g/kg KG, p < 0,05).
Simultan dazu verabreichtes Desacyl-Ghrelin vermochte in beiden Dosierungen (64 und 127 pg/kg
KG) die Ghrelin-induzierte Nahrungsaufnahme zu blockieren. Auch hier war die kumulative
Nahrungsaufnahme zu allen Beobachtungszeitpunkten signifikant erniedrigt gegeniber den

Versuchsgruppen, die ausschliellich Ghrelin erhalten hatten (nach 30 min: 2,44 + 0,77 und 2,50 %
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0,86 g/kg KG, p < 0,05; nach 1 h: 2,44 + 1,10 g/kg KG, p < 0,05 und 3,02 + 1,10 g/kg KG, p < 0,05;
nach 2 h: 2,44 + 0,77 g/kg KG, p<0,05 und 3,02 + 1,10 g/kg KG, p<0,05).

Desacyl-Ghrelin allein konnte zu keinem Zeitpunkt im Vergleich zur Kontrollgruppe in den
beiden Dosen (64 und 127 pg/kg KG) signifikant die kumulative Nahrungsaufnahme beeinflussen
(nach 30 min: 0,61 + 0,32 und 1,53 £ 0,92 g/kg KG, p > 0,05; nach 1 h: 2,05 + 0,99 und 2,34 + 1,00
g/kg KG, p > 0,05; nach 2 h: 2,85 + 1,45 und 3,38 + 1,77 g/kg KG, p > 0,05).

Nach 3, 4 und 5 h post Injektion waren nur noch wenige signifikante Veranderungen zwischen
den Versuchsgruppen nachweisbar.

4.2.2 Der Effekt von Desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme in gefasteten Tieren
Desacyl-Ghrelin hatte in keiner der im Versuch verwendeten Dosierungen einen statistisch

signifikanten Effekt auf die Nahrungsaufnahme.

4.2.3 Die Modulation der c-Fos-Expression im Nucleus arcuatus durch Ghrelin und Desacyl-Ghrelin

nach alleiniger oder simultaner Injektion

Nach peripherer ip Injektion von Ghrelin (13 pg/kg KG) konnte eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhéhte Anzahl an c-Fos-positiven Neuronen im ARC nachgewiesen
werden, vor allem im medialen Anteil dieses Kerns (109 £ 10 vs. 29 + 3 Neurone/Schnitt, p < 0,001).
Desacyl-Ghrelin (64 pg/kg KG) induzierte nach alleiniger Injektion im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine diffuse Aktivierung von Neuronen im gesamten ARC (77 £ 13 vs. 29 + 3 Neurone/Schnitt, p =
0,004). Der Effekt von peripherem Ghrelin (13 pg/kg KG) auf die neuronale Aktivierung im ARC war
bei simultaner Injektion von Desacyl-Ghrelin (64 pg/kg KG) signifikant reduziert (72 + 9
Neurone/Schnitt, p=0,038 vs. Ghrelin allein). Die c-Fos-positiven Neurone fanden sich verteilt im
gesamten ARC und nicht vermehrt im medialen Anteil des ARC wie nach alleiniger Ghrelin-Injektion
(siehe oben). Im VMH liel3 sich im Vergleich zur Kontrollgruppe kein Effekt der Peptide auf die Anzahl

der c-Fos-positiven Neurone nachweisen, weder allein noch in Kombination.

4.2.4 Die Doppelfdrbung gegen c-Fos und Nesfatin-1

Die Doppelfarbung gegen c-Fos und Nesfatin-1 brachte das Ergebnis, dass 55 £ 7% der nach
simultaner Injektion von Ghrelin und Desacyl-Ghrelin aktivierten Neurone im ARC zusatzlich
immunreaktiv fir Nesfatin-1 waren. 43 + 4% der allein nach Injektion von Desacyl-Ghrelin aktivierten
Neurone waren auflerdem Nesfatin-1-ir, nach alleiniger Injektion von Ghrelin waren 18 + 3% der c-
Fos-ir Neurone auch Nesfatin-1-ir. Nesfatin war hierbei nur im Zytoplasma nachweisbar, wohingegen
der Transkriptionsfaktor c-Fos erwartungsgemal im Zellkern lokalisiert war. Die Nesfatin-1-ir Neurone

lieRen sich keinem anatomisch-morphologischen Abschnitt des ARC zuordnen.
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4.3 Publikation 3

4.3.1  Die Doppelfarbungen gegen CART und pmTOR, Nesfatin-1 und CART, pmTOR und Nesfatin-

1, NPY und Nesfatin-1 sowie NPY und pmTOR

Im ARC konnten durchschnittlich 53 + 10 CART-ir Neurone/Schnitt nachgewiesen werden
(23% der Gesamtzahl der gezahlten Neurone), des Weiteren 78 £ 18 pmTOR-ir Neurone/Schnitt (34%
der gezahlten Neurone). 97 + 23 Neurone/Schnitt (42% der gezahlten Neurone) zeigten Nesfatin-1-
Immunreaktivitdt und 65 + 22 Neurone/Schnitt (27% der gezahlten Neurone, alle n=4 Tiere). waren
pmTOR-positiv. Die CART-ir Neurone waren vornehmlich im lateralen Anteil des ARC, die NPY-ir
Neurone hingegen hauptséachlich im ventralen Abschnitt des ARC lokalisiert. Die pmTOR-ir Neurone
zeigten kein spezifisches Verteilungsmuster, die Nesfatin-1-ir Neurone fanden sich, wie die CART-ir
Neurone, ebenfalls gehauft im lateralen Abschnitt des ARC (vgl. hierzu auch die Abbildungen aus
Publikation 3).

Die Doppelfarbungen ergaben, dass 59 + 5% der pmTOR-positiven Neurone/Schnitt auch
Nesfatin-1-immunreaktiv waren, ferner zeigte sich, dass 19 + 5% der NPY-positiven Neurone/Schnitt
ebenfalls Nesfatin-1-positiv waren, in gleicher Weise zeigte sich, dass 36 + 6% der CART-positiven
Neurone Nesfatin-1-positiv. waren. In den weiteren Doppelfarbungen konnte in 58 + 15%
Neurone/Schnitt eine Kolokalisierung von NPY und pmTOR nachgewiesen werden, und 70 + 17% der
NPY-Neurone waren ebenfalls pmTOR-immunreaktiv. Die Doppelfarbung gegen CART und pmTOR
ergab, dass 38 + 5% der CART-Neurone ebenfalls positiv fir pmTOR waren.
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5 Diskussion

Die periphere Injektion von Ghrelin aktiviert verschiedene hypothalamische Hirnkerne. In den
vorliegenden Experimenten konnte erstmalig beobachtet werden, dass Ghrelin die neuronale Aktivitat
im dorsomedialen Hypothalamus (DMH) signifikant steigert. Ferner lieRen sich Ergebnisse anderer
Studien reproduzieren, laut derer nach Ghrelin-Injektion Neurone des ARC aktiviert sind (Hewson et
al., 2002; Wang et al., 2002; Takayama et al., 2007). Die Tatsache, dass sich im DMH AgRP-ir Fasern
in enger anatomischer Beziehung zu aktivierten Neuronen finden, deutet darauf hin, dass die
Aktivierung dieser Neurone von AgRP-haltigen Neuronen im ARC vermittelt wird, da dieser
hypothalamische Kern als einziger Ort im Gehirn eine AgRP-Synthese betreibt (Broberger et al.,
1998). Es ist sehr wahrscheinlich, dass dem DMH eine Rolle bei der Vermittlung des Ghrelin-Signals
zur Induktion der Nahrungsaufnahme zukommt, nicht zuletzt auch deshalb, weil von hier aus
Projektionen in den PVN ausgehen (Williams et al., 2001). Der PVN wiederum zeigt nach peripherer
Ghrelin-Injektion ebenfalls eine verstarkte c-Fos-Expression (Ruter et al., 2003). Es gibt verschiedene
weitere Studien, welche auf eine Beteiligung AgRP-und NPY-positiver Neurone mit Ursprung im ARC
bei der Integration orexinogener Signale verweisen (Asakawa et al., 2001; Kamegai et al., 2001;
Shintani et al., 2001; Chen et al., 2004). Beispielhaft genannt sei die Publikation von Nakazato et al.
(2001), in welcher gezeigt werden konnte, dass Antiképer gegen AgRP die Ghrelin-induzierte

Nahrungsaufnahme inhibieren.

Mégliche Kritik an der Erkenntnis, dass peripher appliziertes Ghrelin Neurone im DMH aktiviert,
ergibt sich aus der Tatsache, dass dem DMH ebenfalls eine Funktion bei Stressreaktionen des
Organismus beigemessen wird (DiMicco et al. 2002). Obwohl die Tiere durch das wahrend der
Akklimatisierungsphase durchgefiihrte Trainingsprogramm an die Versuchsbedingungen gewdhnt
werden, muss die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass der Entzug der Nahrung und die
Injektionen selbst mdglicherweise eine Stressreaktion der Tiere induzieren, die die
Versuchsergebnisse dahingehend verfalschen koénnte, dass die c-Fos-Aktivierung ihren Ursprung in
erster Linie in der Stressreaktion haben kénnte und die postulierte aktivierende Wirkung von Ghrelin

hierbei lediglich eine untergeordnete Rolle spielt.

Die Ergebnisse der Studie zur Aktivierung von Neuronen im DMH durch peripher appliziertes
Ghrelin stehen in Teilen in Widerspruch zu vorhergehenden Studien (Wang et al., 2002; Takayama et
al., 2007). In diesen konnte keine vermehrte c-Fos-Immunreaktivitdt im DMH nachgewiesen werden.
Hier ist zunachst darauf zu verweisen, dass in dieser Studie die mikroskopischen Analysen der
Hirnschnitte an einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop bei einer Schnittdicke von 25 pm
durchgefiihrt wurden. Dies erlaubt eine detailliertere und besser aufgeloste Analyse durch die
Méoglichkeit, verschiedene Ebenen innerhalb desselben Schnitts darzustellen. Bei der von Wang
genutzten Durchlichtmikroskopie ist das nicht moéglich. Die von Wang et al. (2002) durchgefiihrten
Versuche, in welchen eine Ghrelin-induzierte Steigerung der neuronalen Aktivitat im DMH negiert

wurde, erfolgten zudem an Mausen, nicht wie im hier beschriebenen Versuch an Ratten. Takayama et
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al. (2007) konnten hingegen bereits eine gesteigerte c-Fos-Immunreaktivitdit im DMH von Ratten
zeigen, diese erreichte in der zitierten Studie jedoch keine statistische Signifikanz, auch dort erfolgte
die Auswertung der Hirnschnitte am Durchlichtmikroskop. Zudem arbeiteten beide Gruppen mit einem
Enzym-gekoppelten Sekundarantikdrper, wahrend in den in Publikation 1 durchgefihrten

Experimenten Fluorochrom-gekoppelte Sekundarantikérper zur Anwendung kamen.

In Publikation 2 konnte erstmalig gezeigt werden, dass Desacyl-Ghrelin in Tieren mit ad libitum
Zugang zu Nahrung am Beginn der Tagphase bei simultaner Injektion mit Ghrelin die bei alleiniger
Ghrelin-Injektion induzierbare Nahrungsaufnahme unterdriickt. Ein vergleichbares Versuchsdesign an
Mammalia findet sich in der Literatur nicht. Ahnliche Ergebnisse zur Desacyl-Ghrelin-Wirkung lieferten
nur die Studien von Matsuda et al. an Goldfischen (2006). Auch hier war nach vorhergehender

Injektion von Desacyl-Ghrelin der Ghrelin-Effekt minimiert (ebd.).

Es ist anzunehmen, dass die in der Studie aus Publikation 2 nachgewiesene Wirkung von
Desacyl-Ghrelin durch zentrale Mechanismen vermittelt wird. Diese Hypothese wird dadurch gestarkt,
dass Desacyl-Ghrelin die Blut-Hirnschranke Uberschreiten kann (Banks et al., 2002; Chen et al., 2005)
und ebenso dadurch, dass eine chemische periphere Denervierung vermittels Capsaicin die Desacyl-
Ghrelin-Wirkung nicht aufhebt (Chen et al. 2005).

Es bleibt unklar, warum nach alleiniger peripherer Desacyl-Ghrelin-Injektion bei Tieren nach
einer Fastenperiode kein statistisch signifikanter Effekt erzielt werden konnte. Nach 12-stiindigem
nachtlichen Fasten sind die endogenen Ghrelin-Spiegel am Beginn der Tagphase deutlich erhdht
(Bodosi et al., 2004). Eine Unterdriickung des Effekts von endogenem Ghrelin gelang in diesem
Experiment jedoch nicht. Eine Erklarung kénnte darin gegeben sein, dass der Zeitpunkt der Desacyl-
Ghrelin-Administration unmittelbar vor Beginn der Messung nicht optimal, das heil3t zu spat, gewahlt
wurde und so keine humoral vermittelte Implementation der Desacyl-Ghrelin-Wirkung mehr erfolgen
konnte. Die endogenen Ghrelin-Spiegel steigen zudem bei nachtlichem Futterentzug kontinuierlich
(n@herungsweise linear) bis zu einem Maximum am Ende der Nachtphase an (ebd.), wohingegen in
der Studie in Publikation 2 das Ghrelin direkt am Beginn der Tagphase als Bolus verabreicht wurde.
Auch ist zu bertcksichtigen, dass in der hier vorgestellten Studie die simultane Ghrelin- und Desacyl-
Ghrelin-Injektion am Beginn der Tagphase ohne vorheriges Fasten vorgenommen wurde. Die

metabolische Situation des Gesamtorganismus ist somit nicht die gleiche.

Die Tatsache, dass nach alleiniger peripherer Desacyl-Ghrelin-Injektion kein Effekt auf die
Nahrungsaufnahme nachgewiesen werden konnte, ist konkordant mit den Experimenten von Chen et
al. Diese konnten in Studien an Wistar-Ratten unter vergleichbaren Versuchsbedingungen ebenfalls
keinen Effekt von Desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme zeigen (Chen et al., 2005). Auch die
Arbeitsgruppe von Bloom fand in C57BI6-Mausen keinen inhibitorischen Effekt von Desacyl-Ghrelin
auf die Nahrungsaufnahme (Neary et al., 2006). Asakawa et al. wiederum postulieren einen
inhibitorischen Effekt von Desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme in ddy-Mausen (2005).

Eine Erklarung fiur die diskrepanten Ergebnisse der zitierten Studien kann vordergriindig darin
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gegeben sein, dass die Dosierungen des Desacyl-Ghrelin sowie die in den Versuchen genutzten
Arten und Spezies unterschiedlich waren. Zudem muss davon ausgegangen werden, dass der
Zeitpunkt, an welchem die Versuche durchgefihrt werden, groRen Einfluss auf die Ergebnisse hat.
Der Abstand zum Beginn der Tagphase (bei Asakawa et al. 3 Stunden, im Artikel von Neary et al.
finden sich hierzu keine Angaben, in der in Publikation 2 prasentierten Studie 2,5 Stunden) ist hier

moglicherweise ein entscheidender Einflussfaktor.

Das anorexinogen wirksame Peptid Nesfatin-1 wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen im
ARC nachgewiesen (Oh-l et al., 2006; Brailoiu et al., 2007; Foo, Brismar und Broberger, 2008) und
zwar in enger Beziehung zu POMC/CART-Neuronen. Diese Neurone sind Teil neuronaler
Schaltkreise mit inhibitorischer Wirkung in Bezug auf die Nahrungsaufnahme (Kristensen et al., 1998;
Lambert et al.,, 1998; Cone, 1999). Bisher wurden jedoch keine Nesfatin-1-positiven Zellen in
Kolokalisation mit NPY- und AgRP-Neuronen nachgewiesen, welche Teil von orexinogenen
Regulationswegen sind. Nun lie3 sich zeigen, dass nach alleiniger ip Desacyl-Ghrelin-Injektion 43%
der c-Fos-ir Neurone ebenfalls Nesfatin-1-ir waren, nach simultaner ip Injektion von Ghrelin und
Desacyl-Ghrelin stieg dieser Anteil sogar noch leicht auf 55% an. Nach alleiniger Ghrelin-Injektion
hingegen waren lediglich 18% der c-Fos-ir Neurone gleichzeitig Nesfatin-1-positiv. In
Zusammenschau mit Studien, die zeigen konnten, dass NPY-Neurone elektrophysiologisch durch
Nesfatin-1 inhibiert werden konnte (Price et al., 2008), l&sst dies Raum fur die Hypothese, dass der
inhibitorische Effekt von Desacyl-Ghrelin auf die Ghrelin-induzierte Nahrungsaufnahme durch
Nesfatin-1-ir Neurone vermittelt werden koénnte, welche ihrerseits inhibitorisch auf NPY- und AgRP-ir

Neurone einwirken.

In dem Experiment zur Kolokalisierung von peptidergen Neuromodulatoren und intrazellularen
Signalmolekilen (CART und pmTOR, Nesfatin-1 und CART, pmTOR und Nesfatin-1, NPY und
Nesfatin-1 sowie NPY und pmTOR) in hypothalamischen ARC-Neuronen aus Publikation 3 konnten
frihere Studien bestatigt werden (Cota et al., 2006; Oh-| et al., 2006; Shimizu et al., 2009; zu Nesfatin
und kolokalisierten Molekilen siehe auch Review von Patasz et al., 2012). Analog zu den Ergebnissen
von Cota et al. (2006) konnte eine Vielzahl von Neuronen identifiziert werden, die phanotypisch NPY
und pmTOR gemeinsam exprimieren. Oh-| et al. beschrieben bereits 2006 eine Kolokalisation von
Nesfatin-1 und CART (Oh-I et al., 2006). Die bisher nicht beschriebene Kolokalisation von Nesfatin-1-
ir und pmTOR-ir Neuronen wirft Fragen nach der physiologischen Funktion dieser Verknipfung auf.
Ein Mechanismus reziproker Beeinflussung wie auch fir pmTOR und NPY beschrieben (Cota et al.,

2006) ist hier denkbar, wenn nicht sogar wahrscheinlich.

Ebenso interessant ist die Beobachtung, dass bis zu 19% der NPY-ir Neurone gleichzeitig
Nesfatin-1-Immunreaktivitdt zeigen. Auch hier stellt sich die Frage nach der Interaktion dieser
neuropeptidergen Systeme. Zunadchst untermauert dieses Ergebnis die Hypothese, dass Nesfatin-1
direkt inhibitorisch auf NPY-Neurone einwirken kénnte. Daneben ware auch denkbar, dass Uber
diesen Mechanismus die Integration von Einfliissen wie der Stressreaktion auf die Nahrungsaufnahme

erfolgt, da Nesfatin-1-Neurone, wie jlingst beschrieben, bei Anwesenheit externer Stressoren
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spezifisch aktiviert werden (Goebel et al., 2009).

An dieser Stelle sei noch eine methodische Schwache erwahnt, die die Doppelfarbungen
betrifft. Es gelingt auf diese Weise nur der Nachweis enger morphologischer Beziehungen zweier
Neuronen, beziehungsweise zweier Neuronenpopulationen, wenn die Untersuchungen — wie in den
hier dargestellten Experimenten — an konsekutiven Gewebeschnitte von Hirnkernen durchgefihrt
werden. Es sei ausdricklich gesagt, dass hiermit kein sicherer Nachweis einer uni- oder
bidirektionalen Beeinflussung der entsprechend phanotypisierten Neurone gefiihrt wird. Um diesen
Nachweis zu erbringen waren entweder eine elektronenmikroskopische Darstellung von Synapsen

oder elektrophysiologische Versuche nétig.
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