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Abstract:

Hintergrund: Cholezystokinin (CCK) ist ein anoreogenes Hormon. Den Neuropeptiden
NUCB2/Nesfatin-1, Corticotropin-releasing-factorRE), Oxytocin (OXY) sowie dem Cocaine
and amphetamine-regulated-transcript (CART) windeeRolle bei der zentralen Vermittlung
von CCK-Effekten auf die Nahrungsaufnahme zugesbken. Das orexinogene Ghrelin
vermittelt seine Wirkung vornehmlich tGber den NusleArcuatus im Hypothalamus (ARC).
Unklar ist, ob Ghrelin auch in weiteren Hirnkerneime vermehrte neuronaler Aktivitat
induziert. Ziel der vorliegenden Arbeiten war efi@a zu untersuchen, ob CCK eine vermehrte
Aktivitat in Neuronen induziert, welche NUCB2/Netsfal-, CRF-, OXY- bzw. CART-positiv
sind. Zudem wurde untersucht, ob Ghrelin noch ideaen Hirnkernen aufRer dem ARC zu
vermehrter neuronaler Aktivitat fuhrt.

Methodik: In den Studien 1 und 2 wurde ungefast&atten CCK-8S in den Dosierungen 6 und
10 pg/kg/KG intraperitoneal (i.p.) injiziert. In &te 1 wurde anschlielend mittels
Immunfluoreszenz die neuronale Aktivitat in NUCB2fitin-1 Neuronen im paraventrikuléren
Nucleus (PVN) und Nucelus tractus solitarii (NTSételt. Zudem wurden die aktivierten
NUCB2/Nesfatin-1-Neurone auf Kolokalisation mit OXZRF und Tyrosinhydroxylase (TH)
gepruft. In Studie 2 wurde die neuronale AktivitiiCART-Neuronen im PVN ermittelt. In der
dritten Studie bekamen ungefastete Ratten 3 nmal@h.p. injiziert. AnschlielRend wurde die
neuronale Aktivitat im ARC und dorsomedialen Nuslales Hypothalamus (DMH) gemessen.
Zudem erfolgte eine Uberprifung auf Kolokalisatioon aktivierten Neuronen auf Agouti-
related peptide und cocaine und Amphetamine-reggilatanscript peptide (AgRP) und
Neuropetide Y (NPY).

Ergebnisse: Eine i.p. Injektion von CCK-8S fuhrtsgabhangig zu einer Steigerung der
neuronalen Aktivitdt in NUCB2/Nesfatin-1-Neuronem iPVN und NTS sowie in CART-
Neuronen im PVN. Es findet sich partiell eine Kabg&ation von NUCB2/Nesfatin-1 mit OXY
bzw. CRF in PVN-Neuronen. NUCB2/Nesfatin-1-Neuramed zusatzlich in ein Netzwerk aus
TH-positiven Fasern eingebettet. Ghrelin fuhrt zoee vermehrten neuronalen Aktivitat im
DMH und ARC. Aktivierte Neurone im DMH sind auf3endeson einem Netzwerk AgRP-
haltiger Nervenfasern umgeben.

Schlussfolgerung: Die zentralnervosen Effekte voreripherem CCK-8S auf die

Nahrungsaufnahme scheinen zumindest teilweise dNCICB2/Nesfatin-1- bzw. CART-
Neurone im PVN und NTS vermittelt zu werden.OXY-REsowie TH-Neurone scheinen

ebenfalls in diese Kaskade involviert zu sein. Asdas bisher bekannt kann auch der DMH



durch die periphere Applikation von Ghrelin beaisBt werden. Moglich erscheint eine
Modulation von Neuronen in diesem Hirnkern durciReghaltige Nervenfasern aus dem ARC,

welche durch Ghrelin aktiviert werden.

Abstract:

Background: Cholecystokinin (CCK) is an anorexigerihormone. The neuropeptides
NUCB2/Nesfatin-1, corticotropin-releasing-factor RE), oxytocin (OXY) and cocaine and
amphetamine regulated transcript (CART) could @lagle in mediating the effects off CCK on
inhibition of food intake. Ghrelin mediates its wigenic effects on food intakea nerv fibers in
the nucleus arcuatus of the hypothalamus (ARC)han lirainsteam. It is unclear, if ghrelin
activates other specific neuronal areas in the tgd@amus, involved in food intake regulation.
Therefore, it was the aim of these studies to tmtl if CCK affects the neuronal activity in
NUCB2/Nesfatin-1-, CRF-, OXY- and CART-neurons. dddition it was tested, if ghrelin
affects the neuronal activity in other nuclei inethhypothalamus than the ARC.
Methods: In the studies 1 and ad libitum fed rats received 6 and 10ug/kg CCK-8S
intraperitoneal (i.p.). In the 1st study neuronefivaty in NUCB2/Nesfatin-1 neurons in the
paraventricular nucleus (PVN) and nucleus tractuditasii (NTS) was testedvia
immunofluorescence. Also, it was examined if acedaNUCB2/Nesfatin-1 neurons show a co-
localization with OXY, CRF and Tyrosine hydroxyla@eH). In the 2nd study, we examined the
activity of CART neurons in the PVN. Finally, inel8rd study unfasted rats receive 3nmol
Ghrelin i.p., afterwards the neuronal activity etARC and the dorsomedial nucleus of the
hypothalamus (DMH) was measured. In addition wemerad if activated neurons show co-
localization with  Agouti-related peptide (AgRP) andneuropetide Y (NPY).
Results: The i.p. injection of CCK-8S leads to aa@ldependent increase of neuronal activity in
NUCB2/Nesfatin-1 neurons in the PVN and NTS. Thenesaeffect was shown for CART
neurons in the PVN. Some of the activated NUCB2fates1 neurons in the PVN also show
expression of CRF or OXY. NUCB2/Nesfatin-1 neuramghe PVN are encircled in a dense
network of TH positive fibers. The i.p. injectiorf ghrelin leads to an increase of neuronal
activity in the DMH and ARC. Activated neurons lretDMH are embedded in a dense network
of AgRP fibers.

Conclusion: The results show that the effects oK@@D food intake could, at least in parts, be
mediated by NUCB2/Nesfatin-1 and CART neurons | BYN and NTS. It seems like OXY,
CRF and TH positive neurons are also involved ia dascade. In contrast to other studies we

showed, that peripheral ghrelin affects the nedrantvity in the DMH. It seems feasible that
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those neurons in the DMH are modulated by AgRPtpesfibers, emerging from the ARC.

1 Einleitung

Durch eine zunehmende Verbreitung von Adipositagl uvAdipositas-assoziierten
Erkrankungen gewinnt das physiologische Verstandigs Nahrungsaufnahme- sowie der
Sattigungsregulation bei Menschen zunehmend an UBedg Nach heutigem Stand der
wissenschatftlichen Erkenntnisse wird bei Saugere dahrungsaufnahme durch ein
kompliziertes Zusammenspiel von humoralen und mealem Faktoren gesteuert. Zahlreiche
regulierende Mediatoren werden hierbei im Gastesitmaltrakt (Gl-Trakt) gebildet und bei
Bedarf im Organismus freigesetzt. Die freigesetzZiéediatoren wirken entweder direkt im
Gehirn oder aber wirken indirekt Gber afferentedragles Nervus vagus auf das Gehirn ein. Die
bidirektionale Informationstbermittlung zwischenha und GI-Trakt erfolgt hierbei Uber die

sogenannte "brain-gut"-Achse.

Im Mittelpunkt dieser Forschungsarbeit stehen zgastrointestinale Peptide, die in die oben
genannten Regulationsvorgéange involviert sind: Basrexinogen wirksame Cholecystokinin

(CCK), sowie das orexinogen wirksame Ghrelin.

Das Peptidhormon CCK wird u.a. in den I-Zellen @sndarms gebildet (Buffat al, 1976).
Durch postranslationale sowie extrazellulare Mddifionen entstehen aus einem
Vorlaufermolekil verschiedene CCK-Fragmente. Daba die Varianten CCK-8, CCK-33 und
CCK-58 im Plasma am haufigsten nachweisbar (Eyssekeal, 1987; Larssoret al, 1979;
Reeveet al, 1994; Rehfelet al, 1985; Rehfelekt al, 1985). In den hier durchgefiihrten Studien
wurde mit sulfatiertem CCK-8 gearbeitet (CCK-8S)e Freisetzung von CCK erfolgt nach
einer Mahlzeit und wird vor allem durch die Aufnaévon Proteinen stimuliert (Becket al,
1984; Himencet al, 1983; Liddleet al, 1985; Liddleet al; 1986). Der Effekt von peripherem
CCK auf die Nahrungsaufnahme wird Uber den CCKleRewen vermittelt. Der CCK1-
Rezeptor ist u.a. auf afferenten Anteilen des Nemagus lokalisiert. (Smitét al, 1981; Ritter
et al, 1985; Dayet al, 1994;). Nach peripherer Injektion von CCK-8S dasssich in
verschiedenen Hirnkernen des Hypothalamus und démstmmes, so im Nucleus
paraventricularis (PVN), Nucleus dorsomedialis igatami sowie im Nucleus tractus solitarii,
vermehrt c-Fos immunpositive Neurone nachweiserefCRhY et al, 1993; Rinamaret al;
1995; Olsoret al, 1992; Monniket al, 1997; Kobeltet al, 2005; Kobeltet al, 2006, Chen J

et al, 2008). Der Transkriptionsfaktor c-Fos gilt als iker fir neuronale Aktivitat im Gehirn
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(Dragunow et al, 1989; Hoffman et al, 1993). Die o.g. Hirnkerne sind bei der
Nahrungsaufnahmeregulation von funktioneller Bedegt(Naslundet al, 2007; Moraret al,
2004; Kontureket al, 2004). Die periphere Injektion von CCK-8S induiziea. eine neuronale
Aktivierung von PVN-Neuronen, die immunpositiv filen Corticotropin-Releasing-Faktor
(CRF) oder fur Oxytocin (OXY) sind (Verbalet al, 1991; Olsoret al, 1992; Onakeet al,
1995). Beiden Neuropeptiden werden inhibitorischBekie auf die Nahrungsaufnahme
zugeschrieben. (Krahet al, 1988; Oh-let al, 2006; Olsoret al, 1991).

Eine potentielle Rolle bei der Vermittlung anoreogener Effekte im Hypothalamus wird dem
Neuropeptid Nesfatin-1 zugeordnet (@h al, 2006). Das aus 82 Aminosauren bestehende
Molekll entsteht als N-terminales, postranslatiesalSpaltprodukt des Vorlaufermolekils
Nucleobindin-2 (NUCB2) (Oh et al, 2006). Studien belegen, dass sowohl die
intrazerebroventrikulare (i.z.v.) Injektion alscaudie periphere Gabe von Nesfatin-1 zu einer
verminderten Nahrungsaufnahme fihren (&@hal, 2006; Shimizuet al, 2009). Nesfatin-1
konnte u.a. in Nervenzellen des PVN, des NTS soefeNucleus arcuatus (ARC) nachgewiesen
werden (Brailoiuet al, 2007; Kohnoet al, 2008; Goebeekt al, 2009; Fooet al, 2008). Des
Weiteren konnte eine Kolokalisation zwischen Nesfatund CRF bzw. OXY in Nervenzellen
des PVN beobachtet werden (®&hal, 2006; Focet al, 2008, Brailoiuet al, 2007; Kohnoet

al., 2008).

Ein weiteres Neuropeptid mit inhibitorischer Wirlgurauf die Nahrungsaufnahme ist das
Cocaine and amphetamine-regulated transcript (CAREPtid, welches u.a. im PVN sowie im
ARC synthetisiert wird (Couceyret al, 1997). So wurde beobachtet, dass CART nach i.z.v.
Injektion einen inhibitorischen Einfluss auf die MMangsaufnahme ausiibt (Asakaet al,
2001; Kiristensen et al, 1998; Stanley et al, 2001; Vrang et al, 1999).
Zudem konnte gezeigte werden, dass die 1ZV-Injektion CART, im PVN und ARC zu einer
generellen Steigerung der neuronalen Aktivitat fiiimd es im Speziellen zu einer Aktivierung
von CRF- und OXY-Neuronen kommt (Vraegal, 2000).

Wie oben beschrieben, finden sich verschiedenedyeptide, die einen anorexinogen Effekt im
Organismus austben. Im Gegensatz dazu wurde hisrdatein Peptidhormon identifiziert,
welches orexinogen wirksam ist. Dabei handelt ek am das in den X/A-Zellen des Magens
produzierte, aus 28 Aminosauren bestehende Peptidimo Ghrelin (Kojimaet al, 1999;
Tschopet al, 2000; Wrenet al, 2000, 2001; Nakazatet al, 2001; Ruteret al, 2003;

Dornonville et al, 2001). Das im Blut zirkulierende Ghrelin wird z80% in der
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Magenschleimhaut synthetisiert (Kojine al, 1999). Posttranslational erfolgt die kovalente
Bindung einer Octanoyl-Gruppe an die AminosaurenSerPosition 3 des Molekils durch die
Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) (Gutierret al, 2008; Yanget al, 2008). Fir die Bindung
von Ghrelin an seinen Rezeptor, den growth hornsmweetagogue receptor 1la (GHS-R1a) ist
die Acylgruppe unabdingbar (Hoso@a al, 2000; van der Lelyet al, 2004). Verschiedene
Untersuchungen berichten, dass peripher injizie@éselin zu einer gesteigerten neuronalen
Aktivitat im Bereich der hypothalamischen Kernen @Rind PVN fihrt (Riteet al, 2003;
Hashimotoet al, 2007). Insbesondere Neuronen im ARC, aber aucRWN, tragen auf ihrer
Oberflache den Ghrelin-Rezeptor (GHS-R1a) (Willestnal, 1999). Zusatzlich bewirkte
peripher injiziertes Ghrelin eine vermehrte neutenaktivitdt in ARC-Nervenzellen, die den
Neuromodulator Neuropeptide Y (NPY) und das Agoetated peptide (AgRP) bilden (Hewson
et al, 2000; Wanget al, 2002). Beiden Neuropeptiden wird eine orexinog&ekung
zugeschrieben (Clart al, 1984; Hagaret al, 2000). Man nimmt daher an, dass NPY-/AgRP-
Neuronen fur die Vermittlung der Ghrelin-Wirkung deeitsam sind (Cheret al, 2004).
Brobergeret al. konnten zudem mittels immunhistochemischen Maukigen zeigen, dass NPY

Neurone, ausgehend vom ARC, Neurone im PVN innexmiéBrobergeet al, 1999).

2 Zielsetzung

Im Mittelpunkt dieser Forschungsarbeit stehen dieiden gastrointestinalen
Peptidhormone Cholecystokinin und Ghrelin. Im Seéan wurde untersucht, welchen Effekt
die periphere Applikation dieser Peptidhormone dief neuronale Aktivitat in verschiedenen

Hirnkernen des Hypothalamus und Hirnstammes hat.

In der ersten Publikation wurde untersucht, obimti@peritoneale Injektion von CCK bei Ratten
einen dosisabhangigen Einfluss auf die neuronaletiviékdt von NUCB2/Nesfatin-1-
immunreaktiven Nervenzellen im PVN sowie im NTS ém@blin einem zweiten Arbeitsschritt
wurde Uberprift, ob aktivierte NUCB2/Nesfatin-1-immmeaktive Neurone im PVN kolokalisiert
sind mit CRF oder OXY. Zudem ist bekannt, dass A@KNTS vermehrt neuronale Aktivitat
induziert, und dass von diesen aktivierten NeuronerNTS katecholaminerge Fasern in den
PVN projizieren (Rinamanet al, 1995). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob afiest. -
immunreaktive Neurone im PVN und NTS zusatzlich haubnmunreaktivitit gegen

Tyrosinhydroxylase zeigen.



In der zweiten hier vorgelegten Studie wurde unights ob die periphere Injektion von CCK-8S
einen Einfluss auf die neuronale Aktivitat von CARaltigen PVN-Nervenzellen aufweist.

In den Experimenten, welche der dritten Publikadagrunde liegen, wurde geprtift, ob peripher
injiziertes Ghrelin bei Ratten das neuronale Ak#itsniveau im DMH moduliert. Zudem sollte
evaluiert werden, ob durch Ghrelin aktivierte DMHNone umgeben sind von AgRP-haltigen
Nervenfasern. AgRP wird exklusiv und gemeinsamMil in ARC-Neuronen gebildet, welche
durch Ghrelin aktiviert werden kénnen (Waetgal, 2002; Hewsort al, 2000)

3. Methoden

Die nachfolgenden Arbeitsschritte wurden so oderahnlicher Weise in allen
Experimenten durchgefuhrt. Abweichende Arbeitsstehmverden ab 3.3 gesondert aufgefihrt.
Die Angaben zu Herstellern von Materialien und Cikafiren erfolgen bei Erstnennung
vollstdndig mit Namen und Herstellungsort, bei Védwlung nur noch namentlich. Ist im Text
kein Hersteller genannt, wurden die Chemikalien vder Firma Merck (Darmstadt,

Deutschland) bezogen.
3.1Versuchstiere

Fur alle Versuche in den hier veroffentlichten ationen wurden méannliche Sprague-
Dawley Ratten verwendet (Harlan-Winkelmann GmbH, rdBen, Deutschland). Das
Korpergewicht der Ratten lag wéahrend der Versuoheschen 250 — 300g/Tier. Die Tiere
wurden fir mindestens 21 Tage vor Versuchsbegirtar ontrollierten Umweltbedingungen
(12:12h-Licht/Dunkel-Zyklus; Luftfeuchtigkeit 60%;Raumtemperatur 20 = 2°C) in
Standardkafigen (Makrolon-Kéfige Typ 1IV) gehaltddie Tiere hatterad libitum Zugang zu
Trinkwasser und Standardnagerfutter (Altromin ®gé&aDeutschland). Durch vierzehntagiges
tagliches Training mit Einnehmen der fir die ipjektion notwendigen Rickenlage, wurden die
Tiere auf die Versuchsanforderungen vorbereitedl &War es hierbei, den Einfluss von Stress auf
die Versuchsergebnisse zu minimieren. Samtlicheldgschriebenen Versuche wurden von den
zustandigen Behorden beim Landesamt fur Gesundiedt Soziales Berlin genehmigt
(G0053/06; G0089/03).

3.2 Die Fixierung und Praparation des Hirngewebes
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Die ad libitum gefitterten Ratten erhielten zu Versuchsbeginn tidRep in
unterschiedlichen Dosierungen oder eine Vehikefigs{0,15M NaCl) entsprechend den unten
aufgefuhrten Versuchen i.p. injiziert. Nach 90 Mgluwurden die Tiere mit 100 mg Ketamin/kg
Kdrpergewicht (KG) (Ketanest®, Curamed, Karlsrubeutschland) und 10 mg Xylazin/kg KG
(Rompun® 2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland) igokatisiert. Im Anschluss erfolgt eine i.p.
Injektion mit 2500 IE Heparin (Liguemin®, Hoffmarlre Roche, Grenzach-Whylen,
Deutschland) um eine intrakranielle Thrombenbildung verhindern. Nach Uberpriifung der
Narkosetiefe erfolgte die transkardiale Perfusiomesfung der Versuchstiere nach Kobettal.
(2004). Nach Beendigung der Perfusion wurden desrehi die Gehirne enthommen. Die
Gehirne wurden mit einer Kunstoffmatrix in vier koare Blocke aufgeteilt (Frontalhirn,
Dienzephalon inklusive Hypothalamus, Mesenzephaioth Rhombenzephalon). AnschlielRend
erfolgte die Dehydrierung der Gewebeblocke durcijeStunden Lagerung in Saccharose-
Phosphatpuffer-Losungen aufsteigender Konzentrg§éé 15%, 27,3%) (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland). Nach Beendigung dieser Prozedur wumdie Gewebebldcke mittels eines
Einbettmediums auf Korkplatten fixiert und dannarmdnwendung von Flissigstickstoff (AGA
GmbH, Schwechat, Osterreich) mit einer Temperatom v70°C kryokonserviert. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die gefrorenen Hirnbédioki -80°C gelagert.

Zu Beginn der immunhistologischen Aufarbeitung vwarrdnit Hilfe eines Kryotom (Typ HM
500 OM, Mikrom GmbH, Walldorf, Deutschland) 25unctid Gehirnschnitte angefertigt. Zur
neuroanatomischen Orientierung wurde der sterastdid Atlas von Paxinos und Watson
genutzt (Paxinos & Watson, 1997). Die Aufbewahrdieg Gewebeschnitte erfolgte einzeln in
Multiwell-Platten (Sarstedt, Newton, USA). Um eiAeastrocknung der Schnitte zu verhindern
wurden die Multiwell-Platten mit Phosphat-gepuféerSalzlosung (PBS) befuillt.

3.3 Publikation 1: CCK-8S activates c-Fos in a dospatelent manner in nesfatin-1
immunoreactive neurons in the paraventricular nuslef the hypothalamus and in the nucleus

of the solitary tract of the brainstem
3.3.1Peptid

1mg sulfatiertes CCK-8 (CCK-8S) wurde in 1ml 0,®mmoniumhydroxid (NHOH)
gel6st. Es erfolgte die Aliquotierung in Einzelft@ken von je 50ul, welche dann bei -20°C bis
zum Versuchsbeginn gelagert wurden. Zu Beginn desMhe wurde die Peptidlésung mittels

0,15M steriler NaCl-Losung auf die fur die Versudisen bendétigten Konzentrationen (6 und
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10 pg/kg CCK-8S (5.2 und 8.7 nmol/kg)) verdinnt und bisnittelbar vor Injektion auf Eis

gelagert.
3.3.2Versuchsdesign

Die Versuchstiere wurden randomisiert und in @rippen (n=4/Gruppe) aufgeteilt. Die
Gruppe 1 bekam 6 pg/kg CCK-8S (Bachem AG, Heidglb®eutschland) i.p. injiziert und
Gruppe 2 erhielt 10 pg/kg CCK-8S i.p.. Eine weit&rippe erhielt Vehikelldsung (0,15M
NacCl) i.p. injiziert. Nach der Injektion wurde ddieren die Nahrung entzogen, laal libitum
Zugang zu Trinkwasser. 90 min nach Peptid-Injektesfolgte die unter 3.2. beschriebene
Fixierung und Praparation der Gehirne.

3.3.3Die c-Fos-Immunhistochemie

Im ersten Schritt wurden die Gewebeschnitte irgffloating”-Verfahren (Schreét al,

1982; Kobeltet al, 2004) fur 15 Minuten mit Natriumborhydrid (NaBH(1%m/v in PBS)
behandelt, um eine Aldehyd-induzierte Autofluoreszem Gewebe abzuschwachen. Nach
dreimaligem Waschen der Gewebeschnitte mit PBEatfernung des NaBterfolgte eine 60-
mindtige Inkubation mit 5%m/v RinderserumalbuminS@& Sigma, St. Louis, USA) sowie
0,3%v/v Triton X-100 (Serva, Heidelberg, DeutschlanMit diesem Arbeitsschritt sollten
maogliche unspezifische Antikorperbindungen im Gesvedlockiert werden. Nach erneutem
dreimaligen Wachen mit PBS erfolgte die Applikatates Primarantikérpers gegen c-Fos (rabbit
anti-rat c-Fos (OncogeneResearch Products, Bost®A) 1:4000 v/v in 5% m/v BSA (Sigma),
0,3% v/v Triton X-100 (Serva), 0,1% m/v Nabh PBS). Nach 42 Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur wurden nicht gebundene Primarapgkérm Gewebe durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Zur Detektion des Primtékérpers wurde ein fluoreszierender
Sekundarantikorper verwendet (FITC-markierter garati-rabbit IgG (Sigma) gelodst 1:600 in
5% m/v BSA (Sigma), in PBS). Nach 12 Stunden Inkiginaund drei weiteren Waschvorgangen
in PBS erfolgte die Gegenfarbung mit dem Fluoresteghstoff Propidiumiodid (2,mg/ml in
PBS fur 15 Minuten). Die Gegenfarbung wurde genuiatdas Zellchromatin darzustellen und
diente somit zur Orientierung und zum Auffindung delevanten Hirnkerne im Gewebe. Zum
Abschluss wurden die Gewebsschnitte in einer Aditifig-Losung eingebettet (Sigma; 100
mg/ml 1,4-Diazabizyklo[2.2.2]oktan (DABCO) in 90%ly@erin, 10% PBS, pH 7,4), um ein
Ausbleichen der verwendeten Fluoreszenzfarbstofenvermindern. Zur mikroskopischen
Auswertung wurde ein konfokales Laserscanmikroskeputzt (cLSM 510, Carl Zeiss, Jena,

Deutschland).
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3.3.4Immundoppelmarkierung gegen c-Fos und NUCB2/Nesiati

Die Gehirnschnitte wurden analog zu 3.3.3 fur lIifu¥en mit 1% m/v NaBkibehandelt.
Die Behandlung wurde durch ein dreimaligen Wasog&og mit PBS sowie eine Inkubation mit
Wasserstoffperoxid (3% v/v 4@, in PBS) zur Blockierung der Aktivitdit von endogane
Peroxidasen im Gewebe gestoppt. Nachfolgend eefolgin Waschvorgang mit TNT-
Waschpuffer (0,1 M Tris(hydroxymethyl)-aminometh@mis) Hydrochlorid, 0,15 M NaCl und
0,05% v/v Tween 20, pH 7,5) mit folgender Inkubatiom TNT-Blockpuffer (0,1 M Tris
Hydrochlorid, 0,15 M NaCl und 1% w/v Normal Serumnv Esel (NDS), pH 7,5) fur 1 Stunde.
Nach Beendigung der Inkubation wurde dd¥as Primarantikdrper fir 24 Stunden aufgetragen
(1:3000 in TNT-Blockpuffer). Nach Ablauf der Inkuimnszeit wurden die Gewebe dreimal mit
TNT-Waschpuffer gewaschen und mit dem ersten Selmantikdrper fir 12 Stunden inkubiert
(horseradish peroxidase labeled donkey anti-rdbfit(Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc.) 1:200 in TNT-Blockpuffer). Durch erneutes idnaliges Waschen mit TNT-Waschpuffer
wurde der nichtgebundene Antikdrper entfernt. Inahs&en Schritt erfolgte die Entwicklung mit
TSA™ fluorescein oder tetramethyl rhodamin tyrami@erkin ElImer, Waltham, Massachusetts,
USA) fur 10 Minuten. Nach dreimaligen Spulen derndchnitte mit TNT-Waschpuffer wurde
der zweite Priméarantikorper fur 24 Stunden hinzegel{rabbit anti-nesfatin-1 (Phoenix
Pharmaceuticals, Inc., Burlingame, Kalifornien, JSIA500 in PBS und 1% m/v NDS). Der
nichtgebundene zweite Primarantikbrper wurde dudobimaliges Spulen in PBS entfernt.
Alsdann erfolgte die Inkubation mit dem zweiten @Qeddrantikdrper (tetramethyl rhodamine
isothiocyanat (TRITC) labeled donkey anti-rabbiGlgJackson ImmunoResearch Laboratories
Inc.) 1:200 in PBS). Die Inkubation erfolgte fir 3dunden. Zum Abschluss wurden die Gewebe
auf Objekttragern aufgebracht und mit Antifadingsudg eingedeckt (siehe 3.3.3).

3.3.5Immundreifachmarkierung von c-Fos, NUCB2/NesfafiGRF oder OXY

Die ersten Arbeitsschritte der Dreifachmarkierungentsprechen den in 3.3.4
beschriebenen Arbeitsvorgangen bis zur Applikatiemd Inkubation des zweiten
Sekundarantikorpers. Abweichend wurde fur die [Rahfnarkierung gegen c-Fos,
NUCB2/Nesfatin-1 und OXY ein anderer Sekundarampko (goat anti rabbit IgG antibody
Alex Fluor® 633 (Molecular Probes, Leiden Niededah1:200 in PBS) zur Detektion des Anti-
Nesfatin-1-Primarantikorpers benutzt. Die Inkubatioerfolgte flur 24 Stunden bei

Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschvorgang i8 PBolgte die Inkubation in 1% m/v
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Ziegenserum (NGS) in PBS fiur 1 Stunde. AnschlieRendden die Gewebeschnitte mit der
jeweiligen, dritten Primarantikorperlosung behahd@RF-Protokoll: guinea pig anti-CRF
(Bachem AG, Heidelberg, Deutschland) 1:200 in 1% NGS; Oxytocin-Protokoll: monoclonal
mouse anti-oxytocin (Chemicon International) 1:7000% m/v NGS). In beiden Féllen erfolgte
die Inkubation fur 42 Stunden. Im Anschluss wurdenGewebeschnitte erneut dreimal in PBS
gespult. In beiden Protokollen wurden die Schnifte 12 Stunden in der dritten
Sekundarantikérperlésung inkubiert (CRF-Protokatiti-guinea pig IgG antibody Alexa Fluor®
633 (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) 1:200% m/NGS; Oxytocin-Protokoll: FITC-
labeled goat anti-mouse antibody (Sigma) 1:200% /v NGS). Anschlie3end erfolgte die
erneute dreimalige Spulung in PBS. Zur Fluoreszemkimrung des Zellchromatins wurden die
Gewebeschnitte fir 15 Minuten in DAPI',@Diamidin-2-phenylindol) gebadet. Nach einem
letzten dreifachen Waschvorgang mit PBS erfolgte &iinbettung der Hirnschnitte mit
Antifading-L6ésung. Die Auswertung wurde mit dem katalen Laserscanmikroskop
durchgeflhrt.

3.3.6Immundoppelmarkierung gegen NUCB2/Nesfatin-1 und TH

Analog zu 3.3.3 und 3.3.5 erfolgte zunachst eirle rhinttige Inkubation der
Gewebeschnitte in einer 1%igen m/v Nagkbsung. Dem schloss sich die Inkubation in einer
Lésung aus 3% m/v NDS und 0,3% v/v Triton X-100RBS fur 60 Minuten zur Blockade
unspezifischer Antikérperbindungen an. Im Anschlussrde eine Lésung mit beiden
Primarantikorpern fir 42 Stunden hinzugegeben (tabtti-nesfatin-1 1:400 und mouse anti-
tyrosine hydroxylase (Sigma) 1:7000 in einer Losang 3%m/v NDS und 0.1% v/v Nalih
PBS). Einem erneuten, dreimaligen Waschvorgang RBIE schloss sich eine zweistlindige
Inkubation mit einer Losung aus 3% m/v NDS und 048 in PBS an. Nach Entfernung der
Inkubationslésung wurden die Praparate fur 12 Sgondnit einer Losung mit beiden
Sekundarantikdrpern gegen die Priméarantikorper rddia (FITC-labeled donkey anti-rabbit
IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.)0Li2@d TRITC-labeled goat anti-mouse
(Sigma) 1:400 in 3% m/v NDS plus 3% m/v NGS und®x/v NaN;in PBS). Die Hirnschnitte
wurden erneut in PBS gewaschen und alsdann in 8IA&-Losung fir 15 Minuten gebadet
um das Zellchromatin darzustellen. Die Einbettungy d€Gewebeschnitte erfolgt in einer
Antifading-Lésung. Die Auswertung der Immunmarkiegen im Gewebe erfolgte wiederum

mittels eines konfokalen Laserscanmikroskops.
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3.3.7Datenerhebung und statistische Auswertung

Die Quantifizierung der neuronalen Aktivitdt edt# anhand der Auszahlung c-Fos-
immunpositiver Nervenzellen. Hierbei wurden Neurom# einer grinen Fluoreszenz im
Zellkern als c-Fos-positiv klassifiziert. Jedertdrikonsekutive koronare Hirnschnitt wurde im
Bereich des PVN, des ARC und des NTS bilateralcakbs-Signale ausgezahlt. Alle weiteren
Schnitte wurden fur die o0.g. Doppel- und Dreifachkierungen verwendet. Die Lokalisierung
der Hirnkerne im Gewebe erfolgte nach dem Atlas Waxinos and Watson (1997). Die
mikroskopische Auswertung der Hirnschnitte durchn d&ntersucher wurde verblindet
durchgefuhrt. Zur Auswertung der Doppelmarkierumg «-Fos und Nesfatin 1 wurde in den
Hirnkernen PVN und NTS die Gesamtzahl aller c-FosHpren Zellkerne bestimmt. Zuséatzlich
wurden die Neurone gezahlt, die sowohl eine Immaktreitat fir c-Fos im Zellkern als auch
fur NUCB2/Nesfatin-1 im Zytoplasma zeigten. Aussdie Daten konnte der Prozentsatz der
NUCB2/Nesfatin-1-immunreaktiven Nervenzellen errezth werden, die gleichzeitig eine
Immunreaktion gegen c-Fos zeigten. Zusatzlich wulele Prozentsatz von aktivierten (c-Fos-
positiven) NUCB2/Nesfatin-immunreaktiven Neuronessttimmt, die gleichzeitig positiv fur
OXY oder CRF waren. Alle Ergebnisse werden angegedls Mittelwert + Standardfehler
(SEM). Die Daten wurden durch eine Varianzanalydd@VA, analysis of varicance)
ausgewertet. Die Unterschiede zwischen den einzeBehandlungsgruppen wurde mit dem

Turkey post hoc Test evaluiert. P <0,05 wurde igisifskant erachtet.

3.4. Publikation 2: Peripherally injected CCK-8S actigat CART positive neurons of the

paraventricular nucleus in rats
3.4.1Versuchsdesign

Die Vorbereitung, Haltung und das Training der s¢mhstiere entsprach dem in 3.1.
geschildertem Vorgehen. Die Vorbereitung der Peptatfolgte analog zu den in 3.3.2
dargestellten Ablaufen. Die Versuchstiere wurdendoaisiert und in 3 Gruppen (n=4)
aufgeteilt. Diese erhielten 6pg/kg KG (Gruppe 1yvbi0ug/kg KG CCK8-S (Gruppe 2) i.p.
verabreicht. Die dritte Gruppe erhielt Vehikelloguf0,15M NaCl). 90 Minuten nach i.p.
Injektion von CCK-8S bzw. von Vehikellésung erf@glie unter 3.2. beschriebene Gewinnung

des fixierten Hirngewebes.

3.4.2Die c-Fos-Immunhistochemie
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Die Arbeitsschritte der immunhistochemischen c-Maskierung entsprechen den in
3.3.3 geschilderten Ablaufen.

3.4.3Immundoppelmarkierung gegen c-Fos und CART

Die Hirnschnitte wurden zun&chst mit NaBEbsung fur 15 Minuten inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurde das Gewebe fig 8tunde in PBS-Blockpuffer (0,1M
PBS, 1% m/v BSA, 0,3% v/v Triton X-100 und 0,05% Whenylhydrazin, pH 7,5) gebadet.
Nachfolgend wurde der erste Primarantikérper fir Sdnden appliziert (rabbit anti-c-Fos,
1:3000 in PBS-Blockpuffer). Die Hirnschnitte wurdgann erneute einem dreimaligen
Waschvorgang in PBS unterzogen. Im Anschluss wulideSekundarantikorperlésung (goat
biotin-SP-conjugated anti-rabbit-IgG (Jackson ImoRasearch Laboratories, Inc., West Grove,
PA, USA) 1:1000 in 1% m/v BSA in PBS) zugegeben diedGewebe fur 12 Stunden inkubiert.
Nach dreimaliger Spulung in PBS wurden die SchnitteAvidin-Biotin-Peroxidasekomplex
(ABC-Komplex (Vector Laboratories, Peterborough, )UK 1000 in PBS) fir 5 Stunden
inkubiert. Im néachsten Arbeitsschritt wurden allendchnitte erneut in PBS gespiilt und dann
mit TSA™ (Tyramide Signal Amplification) fluoreseetyramide (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA) fiur 15 Minuten behandelt. Nachfolgend wurdea Hirngewebe, nach erneuter PBS-
Spulung, zunachst fur 1 Stunde in PBS mit 1% m/MB&d im Anschluss fur 24 Stunden die
zweite Primarantikérperlésung (anti-rabbit-CART @ehix-Pharmaceuticals, Inc.) 1:1500 in
PBS und 1% m/v BSA) aufgetragen. Nach Ablauf deSB4hden wurden die Gewebeschnitte,
nach PBS-Waschung, in der zweiten Sekundarantikogeng (tetramethyl rhodamine
isothiocyanate (TRITC) labeled donkey anti-rabpi&1(Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc.) in PBS) fur 12 Stunden inkubiert. Zur Gegebnfing des Zellchromatins, wurden die
Schnitte fir 15 Minuten in DAPI gebadet. Im letz#&rbeitsschritt wurden die Gewebeschnitte
nochmals in PBS gewaschen, dann einzeln auf Okijgktt aufgebracht und abschlie3end in
Antifading-L6sung eingebettet. Die Analyse der ilmhistochemischen Doppelfarbung erfolgte

mittels konfokaler Laserscanmikroskopie.
3.4.4Datenerhebung und statistische Auswertung

Die Quantifizierung der neuronalen Aktivitat (cd-positive Neurone) erfolgte wie in
3.3.7 beschrieben. Die Quantifizierung der c-Fasd @CART-positiven Nervenzellen wurde
durch Auszéhlen von c-Fos-, CART- sowie c-Fos- GART-immunreaktiven Neurone bilateral
in den Hirnkernen PVN, ARC und NTS erreicht. AngeRénd wurde der Prozentsatz der

sowohl CART- als auch c-Fos-positiven Neurone daret Alle Ergebnisse sind dargestellt als
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Mittelwert + SEM. Die Daten wurden mittels Kruskdéallis ANOVA analysiert. Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden mit der Student—Newkams Methode berechnet. Es wurde P

< 0,05 als Signifikant festgelegt.

3.5 Publikation 3: Peripheral injection of ghrelin indes Fos expression in the dorsomedial

hypothalamic nucleus in rats
3.5.1Versuchstiere

Auch in der Publikation 3 wurden mannliche SpraDaavley Ratten mit einem Gewicht
zwischen 250-300g verwendet. Die Vorbereitung, Hizgtung und das Training der Tiere mit

Einnehmen der fur die i.p. Injektion notwendigerckénlage erfolgten wie in 3.1. dargestellt.
3.5.2Peptid

In dieser Versuchsreihe wurde das orexinogeneidPdphrelin verwendet (Tocris,
Ellisville, USA). Zunachst wurde 1 mg/ml Ratten-@lm in sterilem, destilliertem Wasser
geldst und es wurden Aliquots mit einem Volumen y®B0ul gebildet. Anschliel3end wurden
die Peptid-Losungen bei -20°C gelagert. UnmitteNo@r Versuchsbeginn erfolgte eine weitere
Verdinnung mit 0,15M NaCl auf eine finale Konzetitma von 3 nmol Ghrelin in einem

Volumen von 0,5ml.
3.5.3Versuchsdesign

Die Ratten wurden wie in den vorherigen Versuclaomisiert und zu Versuchsbeginn
in 2 Gruppen & 5 Tiere aufgeteilt (n=5). Der ers@mppe wurde Ratten-Ghrelin in einer
Dosierung von 3 nmol/0,5ml i.p. injiziert. Die zweiGruppe erhielt isotone Vehikellosung i.p.
injiziert (0,15M NaCl/0,5 ml). Unmittelbar nach démektionen wurde den Tieren die Nahrung
entzogen (Trinkwasserad libitum). Nach 90 Minuten wurde dann die transkardiale
Perfusionsfixierung unter Vollnarkose durchgefubyie Praparation der Gehirne erfolgte wie in

3.2. dargestellt.
3.5.4.Die c-Fos-Immunhistochemie

Auch in dieser Versuchsreihe wurde eine c-Fos-Immaiochemie durchgefihrt. Dabei
entsprachen die durchgeflhrten Arbeitsschritte dede bereits in Abschnitt 3.3.3 ausfihrlich

dargestellt wurden. Auf eine erneute Darstellunglwiaher an dieser Stelle verzichtet.

3.5.5 Immundoppelmarkierung von c-Fos und AgRP
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Die in Multiwell-Platten frei flottierenden Hirnbaitte wurden zunéchst fir 15 Minuten
mit NaBH, (1% m/v) vorbehandelt. Anschlie3end erfolgte dikubation in einer Losung aus
NDS (5% ml/v), Triton X-100 (0,3% v/v) und PBS zurloBkade unspezifischer
Antikérperbindungen. Nach Ablauf von 60 Minuten dereine Losung bestehend aus zwei
Primérantikdrpern (rabbit anti-c-Fos 1:2000 undtgo#i-AgRP (Neuromics, Minnesota, USA)
1:500 sowie 5% m/v NDS und 0,1% v/v NgNur 42 Stunden aufgetragen. Nach Ablauf der
Inkubationszeit sowie dreimaligem Spulen in PBSlgté eine zweistiindige Inkubation der
Gewebe in einer Losung aus NDS (5% m/v) und NaN % v/v). Im Anschluss wurde der erste
Sekundarantikorper (TRITC-markierter donkey-antagolgG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.) 1:200 in 5% w/v NDS in PBS) Ziget und die Schnitte fir 12 Stunden in
dieser Losung gebadet. Nach dreimaligem SpullerBi& ®urde wiederum fir 2 Stunden eine
Inkubationslésung (3% m/v NGS und 0,1% v/v NaN PBS) appliziert. Der zweistiindigen
Inkubation folgte die Zugabe des zweiten Sekunddé@pers (goat biotin-SP-conjugated anti-
rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratorieg id000 in 3% m/v NGS und 1% v/v
NaN; in PBS). Nach 12 Stunden Inkubation in der Sekrarttikdrperlosung wurden die
Schnitte in PBS gespdlt, um nichtgebundene Anti&bgu entfernen. Im nachsten Arbeitsschritt
wurde Avidin-D-konjugiertes Fluorescein (20pg/mledtor Laboratories, Burlingame, USA) in
Sgrensenpuffer (pH8,0) hinzugegeben und die Getglie Stunden in dieser Losung belassen.
In einem vorletzten Arbeitsschritt wurde das Zelchatin mittels DAPI markiert. Zum
Abschluss erfolgte das Aufziehen der GewebeschaiifeObjekttragern sowie die Eindecken
des Gewebes mit Antifading-Losung und Deckglas. Bréparate konnten nun im cLSM

analysiert werden.
3.5.6lmmundoppelmarkierung von AGRP und NPY

Die Vorbereitung der Schnitte bis zum Auftrages éeimarantikdrpers erfolgte wie in
3.5.5 dargestellt. Die Schnitte wurden dann in reingsung mit den Primarantikdrpern (anti-
NPY guinea pig (Abcam, Cambridge, UK) 1:500 undtgaai-AgRP (Neuromics, Minnesota,
USA) 1:500 in 5% m/v NDS und 0.1% v/v Nghh PBS) fir 42 Stunden inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS und Inkubation in elrimung aus 5% m/v NDS, 0,1% v/v NaN
und PBS fur 2 Stunden erfolgte die Zugabe der Sdfaantikorper (FITC-labeled donkey-anti-
goat IgG 1:200 und TRITC-labeled donkey-anti-guinpay (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.) 1:200 in 5% m/v NDS in PBS).cNa&2 Stunden erfolgte das Entfernen der
Sekundarantikorper durch dreimaliges Spulen deseBGesvmit PBS. AnschlieRend wurden die

Hirnschnitte fir 15 min in DAPI gebadet. Nach eneen Waschen in PBS erfolgte das
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Aufziehen des Gewebes auf Objekttrdgern und dibdfiang in einer Antifading-Losung. Die
mikroskopische Auswertung erfolgte wie in 3.3.3géstellt.

3.5.7Datenerhebung und statistische Auswertung

Die Quantifizierung der neuronalen Aktivitat egt# Anhand der Auszahlung c-Fos
positiver Nervenzellen. Zellen mit einem grinendréaszenzsignal im Zellkern wurden als c-
Fos-positiv gewertet. Jeder dritte Gewebeschnitdewzur Quantifizierung der c-Fos-positiven
Neurone ausgewahlt. Die Ubrigen Praparate wurderditl Doppelmarkierungen verwendet.
Untersucht wurden verschiedene Hirnkerne PVN, ARIMH, NTS und der Nucleus
ventromedialis hypothalami (VMH) sowie die Area pema (AP). In diesen Hirnkernen wurde
jeweils die Anzahl der c-Fos-positiven Neuronentibest. Dabei wurde bei paarig angelegten
Hirnkernen jeweils beiden Seiten ausgezéhlt. ImaAres DMH wurde im Rahmen der
Doppelmarkierungen zusatzlich die Anzahl c-Fos4pesi Neurone bestimmt die entweder eine
Immunreaktion auf AQRP oder NPY zeigten. Zudemdeuwlie Anzahl von Neuronen im DMH
gezahlt, die sowohl AgRP- und NPY-positiv warenahimingig von c-Fos. Zur anatomischen
Orientierung im Bereich des Hypothalamus und deadthmmes wurde der Atlas von Paxinos
und Watson (Paxinos G et al., 1997) benutzt. Di&raskopische Begutachtung und die
Auszahlung der Schnitte erfolgten verblindet. Na&hschluss der Auszahlung wurde die
durchschnittliche Anzahl c-Fos positiver Zellen filie jeweiligen Hirnkerne errechnet. Alle
Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM angegeben wadlen auf Normalverteilung gepruft.
Unterschiede wurden mit dem Student t-Test errhittgbbei fur P ein Wert von <0,05 als
signifikant angesehen wurde.

4. Ergebnisse

4.1 Publikation 1: CCK-8S activates c-Fos in a doseatgent manner in nesfatin-1
immunoreactive neurons in the paraventricular nuslef the hypothalamus and in the nucleus

of the solitary tract of the brainstem

4.1.1 Die Effekte von CCK-8s auf die Anzahl c-Fos pasitiMeurone im paraventricularen

Nucleus des Hypothalamus, im Nucleus arcuatus wadeNs tractus solitarii des Hirnstamms

Die i.p. Injektion von CCK-8S flhrte in beiden Dersingen (6 und 10pg/kg KG) zu

einem signifikanten Anstieg von c-Fos-positiven Wazellen im PVN. Dabei war ein
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dosisabhangiger Effekt (Mittelwert + SEM: 207 = Bjug/kg KG)vs 293 + 22 (10pg/kg KG)
Neurone/Schnitt, P <0,05) gegentber der Vehikelp@eu(27 = 1 Neurone/Schnitt, P<0,05) zu
beobachten. Im Gegensatz dazu hatte die i.p. lojekton CCK-8S keinen Einfluss auf die
neuronale Aktivitdt im ARC (25 = 4 (6pg/kg KG) u2® + 1 (10pg/kg KG) Neurone/Schnitte)
im Vergleich zur Vehikel-Gruppe (25 £ 4 Neurone/&itfh P>0,05). Im Bereich des NTS konnte
wie im PVN eine dosisabhangige Steigerung der maleo Aktivitat nach Behandlung mit
CCK-8S (6 und 10pg/kg KG) beobachtet werden.

4.1.2Die Ergebnisse der Immundoppelmarkierung von ctfasNUCB2/Nesfatin-1

Im PVN wurden 218 + 29 NUCB2/Nesfatin-1-immunreai&tNeurone/Schnitt gezahilt.
Diese Neurone wurden sowohl im magno- als auch amvgzellularen Subnucleus des PVN
beobachtet. Die Doppelmarkierung von NUCB2/Nesfatiund c-Fos zeigte, dass nach
peripherer Injektion von CCK-8S (6 und 10pg/kg Kéi¢ Anzahl der c-Fos-positiven Zellen,
die auch mit NUCB2/Nesfatin-1 kolokalisiert sinchstéieg. Dabei zeigte sich, im Vergleich zur
Vehikelgruppe, ein ~ 4-facher (6pg/kg KG CCK-8Sybein ~ 7-facher (10png/kg KG CCK-8S)
Anstieg. Unter hoher mikroskopischer Vergréfl3eruog Neuronen mit Immunreaktivitat fir c-
Fos und NUCB2/Nesfatin-1 war erkennbar, dass siak dngefarbte NUCB2/Nesfatin-1
ausschliel3lich im Zytoplasma darstellte, wahrertebs-nur in den Zellkernen zu beobachten
war.
Im NTS und in der AP wurde ebenfalls die Anzahh WUCB2/Nesfatin-1-immunreaktiven
Neuronen ausgezahlt. Im NTS wurden 132 + 25 NUCB2fatin-1-immunreaktive
Neurone/Schnitt gefunden. Im NTS konnte eine sigguite, dosisabhangige Steigerung der
neuronalen Aktivitat in NUCB2/Nesfatin-1-Neuronermch IP-Gabe von CCK-8S (6 und
10pg/kg KG) im Vergleich zur Vehikel-Gruppe beob@thwerden (9 + 3(6pg/kg KG) und 26 +
2 (10pg/kg KG) Neurone/Schnitt vs. 0,06 + 0,06 Nee/Schnitt, P<0,05). In der AP konnten
keine NUCB2/Nesfatin-1-immunreaktiven Zellen bediiatwerden.

4.1.3 Die Ergebnisse der Immundreifachmarkierung vonos;ANUCB2/Nesfatin-1 und CRF
bzw. OXY

Die Dreifachmarkierung im PVN gegen c-Fos, NUCB&#tin- 1 und CRF zeigte, dass
51 + 7,5% (6pg/kg KG CCK-8S) bzw. 60 = 7.3% (10ipKG CCK-8S) der c-Fos- und
NUCB2/Nesfatin-1-immunreaktiven Nervenzellen auolipv fur das Neuropeptid CRF waren.
Bei der Dreifachmarkierung gegen c-Fos, NUCB2/Nesfh und OXY konnte beobachtet

werden, dass 37,5+ 4,7% (6ug/kg KG CCK-8S) bzw8 494,8% (10ug/kg KG CCK-8S) der c-
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Fos- und NUCB2/Nesfatin-1-immunreaktiven Neuroneneei Kolokalisation mit dem

Neuropeptid OXY aufweisen.
4.1.4Die Ergebnisse der Immundoppelmarkierung von NUGB&fatin-1 und TH

In PVN-Zellen konnte keine Kolokalisation von NU@MBlesfatin-1 und TH beobachtet
werden. Allerdings sind die NUCB2/Nesfatin-1-Nerzellen im PVN in einem dichten

Netzwerk aus TH-haltigen Nervenfasern eingebettet.

4.2 Publikation 2: Peripherally injected CCK-8S actigat CART positive neurons of the

paraventricular nucleus in rats

4.2.1 Die Effekte von CCK-8S auf die Anzahl c-Fos-pasitiMeurone im paraventricularen

Nucleus, Nucleus arcuatus und Nucleus tractusasolit

Im PVN fihrte sowohl die i.p. Gabe von 6ug/kg K&KG8S als auch von 10ug/kg KG
CCK-8S zu einem signifikanten Anstieg von Zellee anmunpositiv fur c-Fos waren (102 = 6
(6pg/kg KG) und 150 £ 5 (10ug/kg KG) Neurone/Sahwst 18 £ 7 Neurone/Schnitt P<0,05).
Auch im NTS konnte dieser Effekt auf die neurond@lktivitait nach CCK-8S-Injektion
beobachtet werden (65 + 13 (6pg/kg KG) und 182 £10f1g/kg KG) Neurone/Schniis. 7 + 1
Neurone/Schnitt, P < 0,05). Im ARC zeigt sich hipgre kein signifikanter Effekt auf die

neuronale Aktivitat im Vergleich zur Vehikelgruppe.

4.2.2Die Ergebnisse der Immundoppelmarkierung von c4ius CART nach intraperitonealer
Injektion von CCK-8S

Nach intraperitonealer Injektion von CCK-8S komtosisunabhangig 116 + 11 CART
immunreaktive Neurone/Schnitt (P > 0,05) ausgezé@mdtden. Die CART-Neurone waren
hauptséachlich im parvozellularen Anteil des PVN moiv der periventrikularen Zone lokalisiert.
Die Doppelmarkierung von c-Fos und CART zeigte sdag steigender Dosierung von CCK-8S
die Anzahl von CART Neuronen, die auch c-Fos-positaren anstieg (19 + 3 (6ug/kg KG
CCK-8S) und 29 + 7 (10pg/kg KG CCK-8S) Neurone/Sithvs. 1+0 Neurone/Schnitt, P <
0,05). Zudem konnte bei hoher mikroskopischer \td#igrung festgestellt werden, dass die
CART-Markierung nur im Zytoplasma und in Axonen vlervenzellen zu finden war. C-Fos

konnte hingegen nur im Zellkern detektiert werden.

4.3 Publikation 3: Peripheral injection of ghrelin indas Fos expression in the dorsomedial

hypothalamic nucleus in rats
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4.3.1 Die Effekte von peripher injizierten Ghrelin aufedAnzahl c-Fos positiver Neurone in
verschiedenen hypothalamischen Kernen

Die i.p. Injektion von 3 nmol Ghrelin /Ratte inde#e bei Ratten eine Verdopplung der
Anzahl c-Fos-positiver Neurone im Bereich des AR@ Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (49 = 2 vs. 23 £ 2 Neurone/SchniRe0,001). Im PVN stieg die Anzahl der c-
Fos positiven Neurone um den Faktor 1,9 (69 ¥s534 + 3 Neurone/Schnitt, P = 0,001) im
Vergleich zur Vehikelgruppe. Interessanterweisetgildie i.p. Injektion von Ghrelin auch im
DMH der Versuchstiere zur einer 1,7-fachen Steiggrder neuronalen Aktivitat (142 £5.83
+ 5 Neurone/Schnitt, P<0,001). Die Mehrzahl dercdughrelin aktivierten Neurone befand sich
im ventralen Anteil des DMH (87+6 Neurone/Schnilt). Bereich des VMH (53 £ 85.48 + 3
Neurone/Schnitt, P=0,177), des NTS (42 ¥240 + 3 Neurone/Schnitt, P=0,603) und in der
Area postrema des Hirnstammes (7 ¥s15 + 1Neurone/Schnitt, P= 0,096) fuhrte die i.pb&a

von Ghrelin zu keiner Steigerung des neuronalenvAdt.

4.3.2Die Ergebnisse der Doppelmarkierung gegen c-FosAgiP bzw. NPY im dorsomedialen
hypothalamischen Nucleus (DMH)

Bei der immunhistologischen Markierung von c-Fosl WgRP wurde beobachtet, dass
die Mehrzahl der durch Ghrelin aktivierten Neurame DMH in ein Netzwerk aus AgRP-
positiven Nervenfasern eingebettet ist. In der &kalfen Laserscanmikroskopie konnte
beobachtet werden, dass diese Nervenzellen von afteventralen Anteil des DMH lokalisiert
sind. Die Doppelmarkierung gegen AgRP und NPY egigtlass die AgRP-positiven
Nervenfasern im ventralen DMH mit dem NeuropeptRM\kolokalisiert sind.

5 Diskussion

In den ersten beiden Publikationen berichten da&ss peripher injiziertes sulfatiertes
Cholezystokinin-8 (CCK-8S) zu einer neuronalen xiktiung im PVN und NTS fuhrt. Unsere
Beobachtungen zur neuronalen Aktivierung in diesimkernen nach peripherer CCK-8S-
Injektion sind im Einklang mit zahlreichen andeféorschungsarbeiten (Chen &t al, 1993;
Rinamanet al; 1995; Olsoret al, 1992; Ménnikest al, 1997; Kobeltet al, 2005; Kobeltet
al., 2006, Chen @t al, 2008).
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In der ersten Publikation konnte gezeigt werdessdane i.p. Injektion von CCK-8S die Anzahl
von c-Fos-positiven PVN-Neuronen steigert, und ddserbei eine dosisabhéngige
Kolokalisation mit NUCB2/Nesfatin-1 zu beobachtenarw Zusatzlich konnte mittels
Dreifachmarkierungen nachgewiesen werden, dass 85% (6pg/kg KG CCK-8S) bzw. 60 +
7.3% (10pg/kg KG CCK-8S) der aktivierten NUCB2/N#sif-1-ZellenCRF bzw. zu 37. 5 £
4.7% (6pg/kg KG CCK-8S) bzw. 49.8 + 4.8% (10pg/k@ ICCK-8S)OXY enthalten. Fir die
drei Neuropeptide CRF, OXY und Nesfatin-1 ist bekardass sie alle eine inhibitorische
Wirkung auf die Nahrungsaufnahme haben (Verlstlial, 1991 Rinamaret al, 1995, Krahret
al., 1988; Olsoret al, 1991; Ohet al, 2006; Shimiziet al, 2009).

Uchoaet al konnten 2009 nachweisen, dass die Nahrungsaumalum Ratten nach einer
langeren Fastenphase die Anzahl von c-Fos-positBRR-Neuronen im PVN erhoht (Uchea

al. 2009). In einer Untersuchung von Kohetaal zeigte sich, dass es bei Nahrungsaufnahme bei
Ratten nach einer 48-stindigen Fastenphase zu edwrtlichen Anstieg der neuronalen
Aktivitat von NUCB2/Nesfatin-1-Neuronen im PVN korhiiKohnoet al, 2008). Eine mdgliche
Erklarung fur die neuronale Aktivierung von NUCB2®%atin-1-Zellen im PVN konnte durch

eine postprandiale Freisetzung von CCK bedingt sein

Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Neurd@@KY im PVN eine funktionelle Rolle
bei der inhibitorischen Wirkung von peripheren Ca@k Nahrungsaufnahme spielt (Olseiral,
1991; Olsoret al, 1992). Zudem belegen Studien, dass die i.z.ektign vona-melanocyte-
stimulating hormoneatMSH) zu einer vermehrten Aktivierung von Oxytodieuronen im
PVN, sowie zu einer erhohten Expression von NUG@B2NA fiihrt. (Ohet al, 2006; Sabatier
et al, 2006; Caquineatet al, 2006). Eine Vorbehandlung von Versuchstieren detn
MC3/MC4-Rezeptorantagonisten SHU9119 hingegen éihrti einer Verminderung des
inhibitorischen Effektes von peripherem CCK auf Nehrungsaufnahme (Blevies al, 2009).
Damit ist es denkbar, dass die in der vorliegenidreit beobachtet neuronale Aktivierung von

NUCB2/Nesfatin-1-Neuronen mit Kolokalisation von ®Xibera-MSH vermittelt sein konnte.

Wir konnten demonstrieren, dass die intraperitanéajektion von CCK-8S auch im NTS zu

einer Steigerung der neuronalen Aktivitat von NU@NBXsfatin-1-Neuronen fuhrt. Peripher

injiziertes CCK-8S fluihrt zudem zu einer vermehmdaivitét von noradrenergen Neuronen im

NTS sowie in der ventrolateralen Medulla und im W®caeruleus (Rinamaat. al, 1995; Buller

et al, 1996; Monnikeset al, 1997; Kobeltet al, 2006;). Einzelne dieser noradrenergen

Nervenfasern aus dem NTS projizieren in den PVNvfBankoet al, 1982). Die Ergebnisse
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einer Arbeit von Uetaet al. von 1993 legen nahe, dass diese noradrenergenndergen
zwischen NTS und PVN eine Rolle bei der Modulativon CCK-Effekten auf die
Nahrungsaufnahme spielen. So konnte gezeigt weriss nach Blockade der noradrenergen
Transmission im PVN mittels Phentolamin die Anzaéi durch peripheres CCK-8S aktivierten
Oxytocin-Neuronen sank. (Uett al, 1993). Interessanterweise konnten wir nun bedbach
dass auch NUCB2/Nesfatin-1 immunreaktive PVN-Nearaimimgeben waren von einem
katecholaminergen  Nervenfasernetzwerk. Die Beobaght lasst vermuten, dass
NUCB2/Nesfatin-1-Neurone im PVN durch katecholamgee Nervenfasern aus dem NTS
moduliert werden koénnen, insbesondere da bekarint dass peripheres CCK zu einer
vermehrten Aktivitat in katecholaminhaltigen Neusanm NTS fuhrt, fir welche Projektionen
in den PVN beschrieben sind (Rinamath al, 1995). Weitere Untersuchungen muissen
Uberprifen, ob die von uns gefundene vermehrteva&tivon NUCB2/Nesfatin-1-Neuronen im

NTS, ebenfalls nach peripherer CCK-Injektion, ias#i Regelkreise involviert sind.

In der zweiten Publikation konnten wir beobachtsss peripher injiziertes CCK-8S zu einer
gesteigerten neuronalen Aktivitat in CART-positivedN-Neuronen fuhrt. Wie bereits erlautert
besitzt der PVN eine funktionelle Bedeutung bei ¥ermittiung der CCK-Effekte auf die
kurzfriste ~ Nahrungsaufnahmehemmung. Die  nahrungsiohischen  Neuropeptide
NUCB2/Nesfatin-1 (wie oben ausgefuhrt), CRF und OXi¥d in den dortigen Nervenzellen
lokalisiert und werden durch peripher injizierte€KG8S aktiviert (Verbaligt al, 1991; Olson
et al, 1991;). Erwdhnswert ist, dass fur CCK-8S und CA®Mhergistische Effekte auf die
Nahrungsaufnahme beschrieben wurden (Maletiretkal, 2008). Vor diesem Hintergrund
verwundert es nicht, dass CART-Neurone im PVN verigher injiziertem CCK-8S aktiviert
werden konnen. Zieht man in Betracht, dass die.ilnjektion von CART-Peptid zu einer
vermehrten neuronalen Aktivierung von CRF- und OM&udronen im PVN (Vrangt al, 1999)
fuhrt, erscheint es denkbar, dass die durch CCku&geloste neuronale Aktivierung von CRF-
und OXY-Neuronen im PVN durch CART vermittelt s&iinnte.

In der dritten Publikation haben wir uns mit den@xnogen wirksamen Ghrelin und seinen
Auswirkungen auf die neuronale Aktivierung versdeieer Hirnkerne befasst. Hier konnten wir
beobachten, dass peripher injiziertes Ghrelin aoclBereich des DMH zu einer gesteigerten
neuronalen Aktivitat (c-Fos) im Vergleich zur Kooitgruppe fihrt. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, dass die aktivierten DMH-Neuronein Netzwerk aus AgRP-haltigen
Nervenfasern eingebettet waren. Peripher injizer@hrelin induziert eine neuronale

Aktivierung im ARC (Wanget al, 2002; Hewsoret al, 2002; Takayamat al, 2007). Hierbei
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konnte gezeigt werden, dass diese neuronal akéwieARC-Nervenzellen die orexinogenen
Neuropeptide NPY und AgRP enthalten (Hewsstnal, 2000; Wanget al, 2002). Die
NPY/AgRP-Neuronen im ARC sind die einzig bekannymtBesequelle fir AgRP im Gehirn
(Brobergeret al, 1998). Vor diesem Hintergrund ist es wahrscheimlidass die neuronale
Aktivierung von DMH-Neuronen nach einer periphe@®hrelin-Injektion via AgRP-haltiger
Projektionen aus dem ARC induziert wird. Interessameise konnte gezeigt werden, dass der
stimulativ Effekt von Ghrelin auf die Nahrungsauinge durch i.z.v. Gabe von Anti-AgRP-

Antikdrpern gehemmt werden konnte (Nakazato efab]1).

Mogliche Kritikpunkte an den vorliegenden Arbeitbestehen darin, dass bekannt ist, dass
CCK-8S in hohen Dosierung eine Stressantwort béieRauslost (Zanoveli et al., 2004). Auch
konnte gezeigt werden, dass die 1ZV-Injektion vagsfdtin-1 gleichfalls eine Stressantwort bei
Ratten induziert (Merali et al., 2008). Demnach ikéndie beobachtete neuronale Aktivierung
nach CCK-8S-Injektion von NUCB2/Nesfatin-1-Nervelteme im PVN durch Stress ausgelost
sein. Dies kénnte insbesondere fur die Dosierung 10 pg/kg KG CCK-8S zutreffen. CCK-
8S-Dosen von kleiner 8 pg/kg KG induzieren keinertress (Morley, 1987).
Auch gibt es widersprichliche Studien (@&hal, 2006; Shimizuet al, 2009) zur Arbeit von
Merali et al, die berichten, dass die periphere Nesfatin-1ktige keinerlei Stresssymptome
induziert. In Hinblick auf die hier vorgelegte GhineStudie lasst sich kritisieren, dass die
Ergebnisse in Widerspruch zu friheren Studien stélhelenen Ghrelin keinerlei Effekt auf die
Anzahl c-Fos-positiver Neurone im DMH nach i.pekfjon auslésen konnte (Waegal, 2002;
Takayamaet al, 2007). Dieser Unterschied mag durch die von uexsvendete konfokale
Laserscanmikroskopie erklart sein, welche eine gerea optische Analyse der Hirnschnitte
zulasst.

Es bedarf weiterer Untersuchungen, um die Ergebrnusserer Studien im Gesamtkontext der
Nahrungsaufnahme- und Sattigungsregulation einngordSo ware es zum Beispiel interessant
zu sehen, ob NUCB2/Nesfatin-1 bzw. CART auch einedutatorische Rolle, z.B. eine
inhibitorische, bei der Vermittlung der zentralngen Ghrelin-Effekte spielen. Des Weiteren
wurde postuliert, dass die Aktivierung von NUCB2é&Rgin-1- und OXY-Neuronen uber-
MSH vermittelt sein konnte. Zudem sind NUCB2/Nesfdt Neurone im PVN in ein Netzwerk
aus TH-positiven Nervenfasern eingebettet welchglictierweise diese Neurone modulieren.
Interessant ware es zu beobachten, ob die Blockawldkatecholaminergen Nervenfasern bzw.
von a-MSH zu einer Verminderung der NUCB2/Nesfatin-1-lommeaktivitat nach i.p. CCK-
Gabe fuhrt. Von weiterem Interesse konnte aul3esim ob NUCB2/Nesfatin-1 und CART im
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PVN kolokalisiert sind und sich moglicherweise geggtig beeinflussen. Letztlich kdnnten
diese weiteren Untersuchungen dazu fuhren, dieuwsnhier dargelegten Ergebnisse und deren

Einordnung zu stitzen.
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