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1. Einleitung

1. Einleitung

Fur die Aufrechterhaltung lebenswichtiger Funktionen eines Organismus ist eine adaquate
Nahrungsaufnahme unabdingbar. Zur Steuerung von Hunger und Séttigung hat sich im Laufe der
Evolution ein hoch differenziertes System entwickelt, das sowohl die Nahrungsaufnahme als
auch den Energieverbrauch dem aktuellen Bedarf anpasst und dadurch eine ausgeglichene
Kaorienbilanz sichert. Stérungen der Appetitregulation und damit der Energiehomoostase
flhren indes zu schwerwiegenden Krankheitsbildern wie Adipositas oder Kachexie. Da
insbesondere die Uberernghrung und assoziierte Folgeerkrankungen weltweit epidemische
Ausmal3e annehmen (WHO 2004), sind die Mechanismen der Appetitregulation Gegenstand
intensiver Forschung.

Nach derzeitigem Kenntnisstand erfolgt die Steuerung der Nahrungsaufnahme durch das
komplexe Zusammenwirken zahlreicher humoraler Komponenten, die als Indikator der aktuellen
Stoffwechsellage des Organismus dienen. Eine etablierte Hypothese zur Appetitregulation
basiert auf der glukostatischen Theorie, wonach fur die kurzfristige Sicherung der Energie-
homd@ostase das Angebot bestimmter Stoffwechselsubstrate, beispielsweise der Blutglukose-
Spiegel, von Bedeutung ist (Mayer, 1953). Auch die vermutete langfristige Regulierung der
Nahrungsaufnahme durch Energiespel cher-assoziierte Signale (Kennedy, 1953) wurde durch die
Entdeckung des Hormons Leptin bestétigt (Zhang et al., 1994).

Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden diese Theorien durch die Entdeckung weiterer wichtiger
Mechanismen zur Sicherung der Energiehomdostase erganzt. Zahlreiche Untersuchungen zeigten,
dass insbesondere viele nahrungsabhangig sezernierte gastrointestinale Peptide mal3geblich an
der Steuerung von Hunger und Séttigung betelligt sind (Konturek et a., 2004). Der
Hypothalamus fungiert in diesem Zusammenhang as wichtigste Schnittstelle zwischen
Endokrinium und Nervensystem, da in diesem Areal die humoral vermittelten Informationen
registriert und integriert werden (Konturek et al., 2004).

Diese Interaktion zwischen dem zentralen Nervensystem und den Verdauungsorganen uber
peptiderge Mediatoren sowie Uber neuronale Schaltkreise wird als brain-gut-axis (Hirn-Darm-
Achse) zusammengefasst (Konturek et al., 2004). Zahlreiche gastrointestinale Neuropeptide wie
beispielsweise Cholecystokinin (CCK), Glucagone-like Peptide 1 (GLP-1), Peptid YY (PYY)
und andere sind als humorale Komponenten der brain-gut-axis maf3geblich an der kurzfristigen

Appetitregulation beteiligt.
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Die Abbildung 1.1 zeigt eine Ubersicht der Syntheseorte sowie der Wirkung dieser peptidergen

Faktoren, die in die Steuerung von Hunger und Sittigung involviert sind.
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Abbildung 1.1: Bildungsorte peripherer und zentraler Peptide, die durch die Inhibition (])
oder die Stimulation (1) der Nahrungsaufnahme an der Regulation der Energichomoostase

beteiligt sind (modifiziert nach Arora und Anubhuti, 2006).

Die meisten gastrointestinalen Mediatoren wirken anorexinogen (vgl. Abb. 1.1) und werden
wihrend des Essens sezerniert, um die Nahrungsaufnahme zu begrenzen beziehungsweise zu
beenden (Druce et al., 2004; Konturek et al., 2004; Woods, 2004).

Eine Ausnahme bildet in diesem Kontext das erst 1999 entdeckte Ghrelin, das als einziges
bislang bekanntes peripheres Neuropeptid einen orexinogenen Effekt aufweist (Kojima et al.,
1999). Aktuelle Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass das Ghrelin-System in die
Adipositas-Entwicklung bei hochkalorischer Erndhrung involviert ist (Wortley et al., 2005;
Zigman et al., 2005) und einen potentiellen Angriffspunkt zur therapeutischen Modulation der
Nahrungaufnahme und der Koérpergewichtsentwicklung darstellt (Kobelt et al., 2006a; Zigman
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und Elmquist, 2006; Zorrilla et al., 2006). Eine Voraussetzung der gezielten pharmakol ogischen
Beeinflussung ist jedoch ein fundiertes Wissen beziglich der Wirkweise des Peptids. In diesem
Zusammenhang untersucht die vorliegende Studie die zentralen Mechanismen, die der
Stimulation der Nahrungsaufnahme durch Ghrelin zugrunde liegen.

Auch die Ghrelin-verwandten Peptide desacyl-Ghrelin und Obestatin finden in der aktuellen
wissenschaftlichen Diskussion grof3e Beachtung, da sie eventuell als anorexinogene Mediatoren
ebenfalls in die Appetitregulation involviert sind (Asakawa et a., 2005; Chen et al., 2005; Zhang
et al., 2005).

Interessanterweise sind desacyl-Ghrelin und Obestatin, trotz der vermuteten antagonistischen
Wirkung, auf genetischer und molekularbiologischer Ebene mit Ghrelin assoziiert, da diese drel
Peptide, wie in Abb. 1.2 dargestellt, durch unterschiedliche posttranslationale Prozessierung aus
dem gemeinsamen V orlauferprotein Praproghrelin entstehen (Zhang et a., 2005).
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Abbildung 1.2: Posttrangationale Prozessier ung des Praproghrelins (Zhang et al., 2005)
Durch Proteolyse (Zhu et a., 2006) und Acylierung (Yang et a., 2008) entstehen die Derivate
Ghrelin und desacyl-Ghrelin (Peptidkette jeweils rot) sowie Obestatin (grin) mit jewells
unterschiedlichen Wirkungen. (AS = Aminosauren; C8:0 = Oktanoyl-Rest)



1. Einleitung

Bislang liegen nur beziiglich der appetitregulatorischen Effekte von Ghrelin fundierte und
vielfach validierte Erkenntnisse vor, wobei jedoch die zugrunde liegende Signaltransduktion nur
teilweise verstanden ist. Diese Aspekte sind hingegen sowohl bei desacyl-Ghrelin als auch bei
Obestatin weitgehend ungekléart und werden in der aktuellen Literatur kontrovers diskutiert.

Somit ergibt sich aus der momentanen Datenlage die Frage nach der zentralen Vermittlung der
Ghrelin-Wirkung sowie nach den physiologischen Effekten von desacyl-Ghrelin und Obestatin.
Um die hierauf basierende Thematik dieser Studie zu erldutern, wird im Folgenden der aktuelle
Kenntnisstand zur physiologischen Rolle der untersuchten Substanzen zusammengefasst und
anschlieBend die daraus resultierenden Fragestellungen dieser Arbeit zur appetitregulatorischen

Wirkung der Peptide erldutert.

1.1 Ghrdlin

Ghrelin besteht aus 28 Aminosduren und weist eine kovalente Bindung des Serin-Rests an
Position drei (vgl. hierzu Abb. 1.3) mit einer Oktanoylkette auf (Kojima et al., 1999). Diese
Veresterung wird durch die Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) katalysiert und iiberfiihrt das
Peptid in die biologisch aktive Form (Yang et al., 2008). Uberdies ermdglicht die Acylkette den
gerichteten Transport durch die Blut-Hirn-Schranke (Banks et al., 2002).

Humanes Ghrelin im Vergleich zum Ghrelin der Ratte

O =C—-(CH,)s — CH;
[
(0]

| Ratte:
H — Gly — Ser — Ser — Phe — Leu — Ser — Pro — Glu — His — GIn
| |
Arg Lys
| |
Pro — Lys — Lys —Ser — Glu —Lys — Arg — Gln — GIn — Val —Ala

|
Pro
|
Ala —Lys — Leu — Gln — Pro — Arg — NH;

Abbildung 1.3: Aminosauresequenz des humanen Ghrelinsim Vergleich zum Ghrelin der
Ratte (Kojima et al., 1999)
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Ghrelin wird Uberwiegend in den mukosalen X/A-Zellen des Magenfundus synthetisiert und
endokrin sezerniert (Kojima et a., 1999; Date et a., 2000). Auch in anderen Organen wie im
Pankreas, Duodenum, Jejunum, lleum und Z6kum sowie in Herz und Aorta wird Ghrelin in
geringerem Umfang produziert (Date et al., 2000; Hosoda et a., 2000). Weitere Syntheseorte
dieses Peptids sind im Gehirn lokalisiert. Ghrelin-enthaltende Neurone konnten sowohl in der
Hypophyse als auch im Nucleus arcuatus des Hypothalamus identifiziert werden (Korbonits et
al., 2001; Mondal et al., 2005). Zudem wurde eine Ghrelin-positive Neuronengruppe in einem
hypothalamischen Gebiet in der Nahe des dritten Ventrikels entdeckt (Cowley et al., 2003).

Der Name Ghrelin ist an die protoindoeuropéischen Bezeichnungen ghre fir ,wachsen® und
relin, das Ubersetzt ,freigeben* bedeutet, angelehnt und beschreibt die Induktion der
hypophysdren GH-Sekretion als eine der Hauptwirkungen dieses Peptids (Kojima et al., 1999).
Des Welteren stimuliert exogen zugefuhrtes Ghrelin die Nahrungsaufnahme sowohl in Nagern
(Tschop et al., 2000; Wren et a., 2000; Nakazato et a., 2001; Wren et al., 2001b; Date et d.,
2002a; Wang et al., 2002) als auch bei Menschen (Wren et a., 20014). Eine im Rahmen des
Prader-Willi-Syndroms erhéhte Plasmakonzentration endogenen Ghrelins resultiert ebenfalls in
einer ausgepragten Hyperphagie (DelParigi et a., 2002).

Neben der Beeinflussung der Energiehomoostase ist Ghrelin auch in die Steuerung diverser
anderer intestinaler und extraintestinaler Prozesse involviert. Die Tabelle 1.1 zeigt eine Ubersicht
Uber die zahlreichen weiteren Effekte dieses Peptids, die fur die vorliegende Untersuchung
jedoch von untergeordneter Bedeutung sind.

Tab. 1.1: Zusammenfassung der physiologischen Effekte von Ghrelin

Referenz Physiologische Effekte von Ghrelin

Masuda et a., 2000; Dornonville et al., 2004 | Erhthung der gastrointestinalen Motilitéat
Masuda et a., 2000; Date et a., 2001 Beeinflussung der Magensauresekretion

Leeet al., 2002 Stimulation der Insulinsekretion

Nagayaet al., 2001 Senkung des arteriellen Blutdrucks

Baldanzi et al., 2002 Apoptosehemmung in Kardiomyozyten

Cassoni et al., 2001 Proliferationshemmung in Mamma-Karzinomen
Weikel et al., 2003 Verlangerung der slow-wave-Schlaf-Dauer
Asakawa et al., 2001a; Carlini et al., 2002 Anxiogenese und Gedéchtniskonsolidierung
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Sowohl die Ghrelin-bedingte Stimulation der Nahrungsaufnahme als auch die Induktion der GH-
Sekretion wird durch die Interaktion des Peptids mit dem G-Protein-gekoppelten Growth
Hormone Secretagogue Receptor-1a (GHS-R1a) vermittelt (Sun et al., 2004). Folglich fuhrt die
zentrale Gabe von GHS-R1a-Antagonisten zu einer Inhibition des Fressverhaltens sowie zu einer
Reduktion der Ghrelin-induzierten GH-Ausschuttung (Asakawa et a., 2003). Unterstrichen wird
diese Erkenntnis durch die Beobachtung, dass Ghrelin in GHS-Rezeptor-defizienten M&usen
keine Stimulation der Nahrungsaufnahme bewirkt (Sun et a., 2004; Zigman et a., 2005).

Die Regulation der endogenen Ghrelin-Synthese ist eng mit der aktuellen metabolischen
Situation verbunden. Eine Erhdhung des Plasmaspiegels ist im gefasteten Zustand, nach
Gewichtsverlust, vor erwarteten Mahlzeiten sowie nach Leptin-Applikation zu beobachten
(Tschop et al., 2000; Cummings et al., 2001; Toshina et a., 2001; Lee et a., 2002). Hingegen
fahrt die Aufnahme kalorienreicher Nahrung, eine Gastrektomie oder die Injektion von GH zu
einer Reduktion der Ghrelin-Konzentration im Blut (Ariyasu et al., 2001; Lee et a., 2002; Shiiya
et al., 2002; Bang et a., 2007).

Im Kontext der humanen K oérpergewichtsregulation und des Metabolismus zeigten verschiedene
Studien, dass zwischen der Ghrelin-Konzentration im Plasma und dem body mass index (BMI)
eine starke negative Korrelation besteht (Ariyasu et al., 2001; Tschdp et a., 2001; Shiiya et a.,
2002). So weisen adipbse Menschen deutlich geringere Ghrelinspiegel auf als schlanke oder gar
anorektische Individuen (Tschop et al., 2001; Shiiya et a., 2002). Zudem sind bestimmte
Mutationen des Ghrelingens mit einem erhdhten Risiko der Entwicklung eines metabolischen
Syndroms assoziiert (Steinle et al., 2005).

Gegenstand der aktuellen Forschung sind daher insbesondere jene Mechanismen, die der
Vermittlung der orexinogenen Wirkung von Ghrelin zugrunde liegen. Die Initiation sowie die
Beendigung der Nahrungsaufnahme werden, wie einleitend beschrieben, durch zentralnervose
Strukturen kontrolliert. Insbesondere hypothalamische Kerngebiete wie der Nucleus arcuatus
(ARC), der Nucleus paraventricularis (PVN), der ventromediale Hypothalamus (VMH), der
dorsomediale Hypothalamus (DMH) sowie laterale hypothalamische Areale (LHA) sind in die
Appetitregulation involviert. Dartiber hinaus sind auch der im Hirnstamm befindliche Nucleus
tractus solitarius (NTS) und die Area postrema (AP) an der Steuerung der Nahrungsaufnahme
beteiligt.

In diesem Zusammenhang untersuchten zahlreiche Studien die zentralen Effekte von exogenem
Ghrelin. Als Ergebnis dieser Forschung zeigte sich, dass die intrazerebroventrikulére (i.c.v.)
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Ghrelin-Applikation eine gesteigerte neuronale Aktivitat im ARC, im PVN, im DMH, in den
LHA, imNTS sowie in der AP induziert (Hewson und Dickson, 2000; Lawrence et al., 2002).
Hingegen liegen beziglich der zentralen Wirkung von peripher injiziertem Ghrelin widersprtch-
liche Resultate vor. Die intraperitonede (i.p.) Gabe von Ghrelin bewirkt eine Steigerung der
neuronalen Aktivitat im ARC und PVN, wahrend im NTS und in der AP keine Beeinflussung
derselben zu beobachten ist (Traebert et al., 2002; Riter et a., 2003). Neuere Untersuchungen
zeigten demgegenuber nach intravenoser (i.v.) Ghrelin-Applikation einen Anstieg der neuronalen
Aktivitdt im ARC, im PVN, im NTS sowie in der AP (Hashimoto et al., 2007) oder aber nur eine
gesteigerte neuronale Aktivitdt im ARC, NTS und der AP jedoch keine Verdnderung im PVN
und DMH (Takayamaet a., 2007).

Damit mehren sich einerseits die Hinweise, dass verschiedene zentrale Strukturen an der
Verarbeitung des Ghrelin-Stimulus beteiligt sind, andererseits ergibt sich jedoch ein sehr

uneinheitliches Bild bezlglich der zentralnervisen Effekte von peripher injiziertem Ghrelin.

Auch die sekundéren Mechanismen, die die zentrale Wirkung des Peptids vermitteln, sind
bisang nur unvollstandig verstanden. Ausfuhrliche Untersuchungen zur Klarung der zugrunde
liegenden Signaltransduktion befassen sich primér mit dem ARC, der nach Ghrelin-Injektion in
samtlichen bisherigen Studien Ubereinstimmend eine gesteigerte neuronale Aktivitdt aufwies
(Hewson und Dickson, 2000; Traebert et al., 2002; Wang et a., 2002; Ruter et al., 2003; Chen et
al., 2005; Takayama et a., 2007; Hashimoto et a., 2007). Zahlreiche Untersuchungen belegten,
dass die zentrale oder periphere Administration von Ghrelin zu einer gesteigerten Expression der
orexinogenen Neuromodulatoren Agouti-related Peptide (AgRP) und Neuropeptid Y (NPY) in
diesem hypothalamischen Kern fiihrt (Asakawa et al., 2001b; Kamega et al., 2001; Nakazato et
al., 2001; Shintani et a., 2001; Chen et al., 20043a).

Weiterfuhrende Untersuchungen zeigten in diesem Zusammenhang, dass Ghrelin in NPY-
IAgRP-defizienten Mausen keinen orexinogenen Effekt aufweist (Chen et a., 2004a). Diese
Beobachtungen und die Kolokalisation des Neuropeptids NPY mit dem Ghrelin-Rezeptor GHS-
Rla in Neuronen des ARC legen nahe, dass NPY- und AgRP-positive Neurone die
Voraussetzung fur die orexinogene Wirkung von Ghrelin darstellen (Kamegai et al., 2001,
Mondal et al., 2005).

Insgesamt beschranken sich die detaillierten Informationen zur zentralen Wirkung von Ghrelin
somit bislang weitgehend auf den ARC. Die in friheren Studien nach Ghrelin-Applikation
beobachtete neuronale Aktivierung zusétzlicher hypothalamischer und medulldrer Kerngebiete
(Ruter et d., 2003; Chen et al., 2005; Takayama et a., 2007; Hashimoto et a., 2007) sowie das
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Vorkommen des GHS-R1a in vielen weiteren Bereichen des Gehirns (Guan et al., 1997) wirft
jedoch die Frage auf, welche Hirnareale neben dem ARC an der Vermittlung des orexinogenen
Effekts von Ghrelin beteiligt sind.

Aufgrund der aktuellen Datenlage erscheint es somit sinnvoll, die bisherigen Erkenntnisse
beziiglich der zentralnervosen Mechanismen, die der Ghrelin-Wirkung zugrunde liegen, durch

weitere Untersuchungen zu erginzen.

1.2 Desacyl-Ghrélin

Das Peptid desacyl-Ghrelin weist die identische Aminosduresequenz wie Ghrelin auf (vgl. Abb.
1.3 und 1.4), ist jedoch im Gegensatz zu diesem nicht iiber den Serin-Rest an Position drei mit

einer Oktanoylgruppe verestert (Kojima et al., 1999).

Humanes desacyl-Ghrelin im Vergleich zum desacyl-Ghrelin der Ratte

Ratte:
H — Gly — Ser — Ser — Phe — Leu — Ser — Pro — Glu — His — GIn
| |
Arg Lys
| |
Pro — Lys — Lys —Ser — Glu —Lys — Arg — Gln — GIn — Val —Ala

|
Pro
|
Ala —Lys — Leu — Gln — Pro — Arg — NH;

Abbildung 1.4: Aminosauresequenz des humanen desacyl-Ghrelins im Vergleich zum
desacyl-Ghrelin der Ratte (Kojima et al., 1999)

Da der Ghrelin-spezifische Acylrest flir die Bindung an den GHS-R1a essentiell ist, interagiert
desacyl-Ghrelin, anders als Ghrelin, nicht mit diesem Rezeptor (Kojima et al., 1999). Aufgrund
dieser Beobachtung wurde desacyl-Ghrelin zunichst nicht weitergehend untersucht, sondern
lediglich als Abbauprodukt der Ghrelin-Degradierung angesehen (Kojima et al., 1999).

Tatséchlich entsteht desacyl-Ghrelin sowohl im Magen als auch im Plasma durch die
Deacylierung von Ghrelin, die unter anderem durch die Butyrylcholinesterase und die

Lysophospholipase I katalysiert wird (De Vriese et al., 2004; Shanado et al., 2004). Bislang ist
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jedoch nicht belegt, ob desacyl-Ghrelin ausschliefdlich auf diesem Wege entsteht oder auch direkt
aus dem Vorlauferprotein Préproghrelin prozessiert wird (s. hierzu auch Abb. 1.2) (Zhu et al.,
2006; Yang et a., 2008). Der ungeklarte Syntheseweg lasst somit keine exakte Aussage zum
Produktionsort zu. Die Existenz von desacyl-Ghrelin wurde jedoch in vielen Regionen des
Gastrointestinaltrakts, im Plasma sowie im Hypothalamus und in der Hypophyse nachgewiesen
(Kojimaet al., 1999; Date et al., 2000; Hosoda et al., 2000; Ariyasu et al., 2001; Korbonits et dl.,
2001; Date et d., 2002b; Sato et al., 2005).

Desacyl-Ghrelin kommt im Organismus in wesentlich groferem Umfang vor as acyliertes
Ghrelin. Der Antell der nicht-acylierten Form des Peptids an intrazellul&r gespeichertem
Gesamtghrelin im Gastrointestinaltrakt liegt zwischen 50 und 60%, wahrend er im Plasma sogar
80 his 98% betragt (Date et a., 2000; Hosoda et al., 2000; Toshinai et a., 2001; Lucidi et a.,
2004; Sato et al., 2005). Diese Beobachtung ist vermutlich auf die langere Plasmahalbwertszeit
von desacyl-Ghrelin von 27 bis 31 Minuten im Vergleich zu jener von Ghrelin mit neun bis 13
Minuten zurtckzufihren (Akamizu et al., 2004) und wird durch die einleitend beschriebene
Deacylierung von Ghrelin zu desacyl-Ghrelin sowie durch die Elimination von Ghrelin aus der
systemischen Zirkulation durch die Bindung an GHS-Rezeptoren bedingt (De Vriese et d., 2004,
Shanado et al., 2004).

Auch beziglich der Regulation der desacyl-Ghrelin-Synthese liegen bislang nur limitierte
Erkenntnisse vor. In Ratten wurde im gefasteten Zustand eine Reduktion der hypothalamischen
desacyl-Ghrelin-Freisetzung sowie eine Abnahme des Plasmaspiegels bel einer katabolen
Stoffwechsellage beobachtet (Sato et a., 2005). Im Mausmodell korrelierte die physiologische
desacyl-Ghrelin-Konzentration im Plasma hingegen negativ mit der t&glichen Nahrungsauf-
nahme und dem Kdrpergewicht der Tiere (Nonogaki et a., 2006).

Obwohl diese Beobachtungen auf einen Einfluss des Peptids auf die Nahrungsaufnahme und die
Energiehomdostase hindeuten, liegen trotz der zeitgleichen Entdeckung von desacyl-Ghrelin und
Ghrelin nur spérliche Erkenntnisse beziiglich der appetitregulatorischen Wirkung von desacyl-
Ghrelin vor (Kojima et al., 1999). Die wenigen bislang in diesem Zusammenhang
durchgeftihrten verhaltensbiol ogischen Studien kamen zudem zu unterschiedlichen Ergebnissen.
In zwel Untersuchungen bewirkte die intraperitoneale Injektion von desacyl-Ghrelin in Nagern
eine Reduktion der Nahrungsaufnahme (Asakawa et al., 2005; Chen et a., 2005), wahrend in
anderen Versuchsreihen keine Anderung des Fressverhaltens nach der i.p.-Applikation des
Peptids zu beobachten war (Neary et al., 2006; Toshina et al., 2006).



1. Einleitung

Gestiitzt werden die Resultate jener verhaltensbiologischen Studien, die einen anorexinogenen
Effekt des Peptids zeigten, durch erganzende Untersuchungen an transgenen Versuchstieren.
Méause mit einer genetisch bedingten Erhéhung der endogenen desacyl-Ghrelin-Produktion
zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine reduzierte Nahrungsaufnahme und entwickeln ein
geringeres Korpergewicht (Ariyasu et al., 2005; Asakawa et al., 2005). Zudem wurde bel den
desacyl-Ghrelin-Uberexprimierenden Tieren ein geringeres Langenwachstum, en niedrigerer
Korperfettanteil und eine Inhibition der Magenmotorik festgestellt, wohingegen Werte
metabolischer Funktionen der Tiere, wie die Korpertemperatur und der Sauerstoffverbrauch,
denen des Wildtyps entsprechen (Asakawa et a., 2005). Diese Beobachtungen legen nahe, dass
das niedrigere Korpergewicht vor alem auf die geringere Nahrungszufuhr und nicht auf einen
erhdhten Energieumsatz zurtickzufuhren ist (Asakawa et al., 2005).

Bisherige Versuchsergebnisse zur desacyl-Ghrelin-induzierten Modulation der Nahrungs-
aufnahme sprechen zudem fir eine Vermittlung Uber zentrale Mechanismen (Asakawa et al.,
2005; Chen et a., 2005). Verschiedene Studien beschrieben, dass das Peptid die Blut-Hirn-
Schranke durch transmembranére Diffusion passiert, eine Steigerung der neuronalen Aktivitat im
Nucleus arcuatus (ARC) sowie im Nucleus paraventricularis (PVN) induziert und die Synthese
der anorexinogen wirkenden Mediatoren Urocortin sowie Cocaine and Amphetamine Regulated
Transcript (CART) im Hypothalamus stimuliert (Banks et al., 2002; Asakawa et a., 2005; Chen
et a., 2005).

Insgesamt stiitzen diese Resultate die Vermutung eines appetithemmenden Effekts von desacyl-
Ghrelin und sprechen damit fur einen Einfluss auf die Regulation der Energiehomdostase.
Zudem unterstreichen auch zahlreiche weitere Untersuchungen, die verschiedene extraintestinae
Effekte von desacyl-Ghrelin beschreiben (vgl. Tab. 1.2), eine biologische Relevanz des Peptids.

Tabelle 1.2: Studien zur physiologischen Wirkung von desacyl-Ghrelin

Referenz Physiologische Effekte von desacyl-Ghrelin

Cassoni et al., 2001 Inhibition der Proliferation von Mamma-Karzinom-Zellen
Baldanzi et al., 2002 Zytoprotektive Wirkung in Kardiomyozyten und Endothelzellen
Bedendi et al., 2003 Reduktion der Spannung des kardialen Papillarmuskels

Cassoni et a., 2004 Hemmung des Zellwachstums in Prostata-K arzinomen
Thompson et a., 2004 Steigerung der medullaren Adipogenese in Rohrenknochen
Gaunaet a., 2007 Regulation des Glukosemetabolismus und der Insulinsekretion
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1. Einleitung

In Anbetracht der aktuellen Datenlage sind somit weder die physiologische Wirkung im Kontext
der Appetitregulation noch die zugrunde liegenden Wirkmechanismen ausreichend aufgeklirt.
Um die biologische Bedeutung von desacyl-Ghrelin umfassend zu untersuchen, erscheint es
daher sinnvoll, die Wirkung dieses Peptids auf die Nahrungsaufnahme, die Korpergewichts-
entwicklung sowie die neuronale Aktivierung in Hypothalamus und Hirnstamm weitergehend zu

erforschen.

1.3 Obestatin

Obestatin wurde im Jahre 2005 im Rahmen bioinformatischer Untersuchungen der Forschungs-
gruppe um Zhang entdeckt (Zhang et al., 2005). Durch den Vergleich der Aminoséduresequenz
des Priproghrelins verschiedener Spezies konnte neben der fiir Ghrelin kodierenden N-
terminalen Sequenz (rote Peptidkette in Abb. 1.5) eine weitere hochkonservierte Region des
Ghrelin-Gens ermittelt werden (Zhang et al., 2005). Diese kodiert fiir jenen C-terminalen
Abschnitt des Priaproghrelins, aus dem durch posttranslationale Modifikation das 23 Amino-
sauren umfassende Peptid Obestatin (griine Peptidkette in Abb. 1.5) entsteht (Zhang et al., 2005).

Posttranslationale Prozessier ung von Praproghrelin zu Obestatin

Priaproghrelin (117 AS) — Proghrelin (94 AS)  ——— Obestatin (23 AS)

Humanes Obestatin im Vergleich zum Obestatin der Ratte

H — Phe — Asn — Ala — Pro — Phe — Asp — Val — Gly — Ile — Lys — Leu
|
Ser

|
H,N — Leu — Ala — GIn — Ser — His — GIn — GIn — Tyr — GIn — Val — Gly

Ratte: —Arg-Gly - —Ala—

Abbildung 1.5: Posttrandationale Prozessierung von Praproghrelin zu Obestatin sowie die
Aminosauresequenz des humanen Obestatins im Vergleich zum Obestatin der Ratte
(Zhang et al., 2005). (AS = Aminosauren)
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1. Einleitung

Obestatin  wurde initial aus Zellen des Magens isoliert (Zhang et a., 2005), neuere
Untersuchungen zeigten zudem auch eine Synthese des Peptids in welten Tellen der
gastrointestinalen Mukosa, in Zellen des Plexus myentericus sowie in den Leydigzellen des
Hodens (Dun et a., 2006).

Die Annahme, dass Obestatin ein eigenstandiger, physiologisch relevanter Mediator und nicht
ein Nebenprodukt der Ghrelin-Synthese ist, basiert nicht nur auf der ausgepragten Sequenz-
homologie des kodierenden Genabschnitts in vielen Saugetierspezies, sondern wird zudem durch
die differierenden Sekretionsmuster beider Peptide gestitzt (Zizzari et al., 2007). Sowohl
Obestatin as auch Ghrelin werden pulsatil in einem ultradianem Rhythmus sezerniert, allerdings
unduliert die Obestatin-Ausschittung niederfrequenter als die Ghrelin-Freisetzung, sodass die
plasmatische Obestatinkonzentration nicht mit dem Ghrelinspiegel korreliert (Zizzari et a.,
2007). Auch die Regulation der Freisetzung bel metabolischer Stimulation unterscheidet die
beiden Peptide. Wahrend die Obestatin-Plasmakonzentration bel langerer Nahrungskarenz je
nach Studie sank oder keine Verédnderung zeigte, stieg der Ghrelinspiegel unter diesen
Bedingungen stets an (Tschop et a., 2000; Zhang et ., 2005; Zizzari et a., 2007).

Trotz dieser Indizien, die fir eine physiologische Bedeutung von Obestatin sprechen, gibt es
jedoch auch Befunde, die eine biologische Relevanz des Peptids fragwirdig erscheinen lassen.
So weist etwa das Praproghrelin einiger Affenspezies eine Aminosduresequenz auf, die eine
Entstehung von Obestatin aus dem Vorlauferprotein durch proteolytische Spaltung in diesen
Arten unwahrscheinlich macht (Garg, 2007). Auch der direkte Nachweis einer in vivo-Synthese
von Obestatin steht noch aus (Garg, 2007). Zudem zeigten aktuelle methodi sche Untersuchungen
von Bang et d. in diesem Kontext, dass die bisherigen Assays andere Nebenprodukte der
Ghrelin-Synthese anstelle des Obestatin-Spiegels erfasst haben kénnten (Bang et al., 2007). Des
Weiteren lassen sehr unterschiedliche Messwerte der plasmatischen Obestatin-K onzentration bel
vergleichbaren Populationen auf eine fehlende Standardisierung und Genauigkeit dieser Tests
schlief3en (Garg, 2007).

Hieraus ergibt sich die Hypothese, dass der hochkonservierte C-Terminus des Préproghrelins
nicht flr das separate, biologisch aktive Peptid Obestatin kodiert, sondern lediglich im Rahmen
der Ghrelin-Synthese an der Veresterung des Proghrelins mit einem Oktanoylrest durch die
Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) beteiligt sein kénnte (Yang et al., 2008).

Neben der widersprtchlichen Datenlage bezlglich der Synthese und der Sekretion von Obestatin
umfasst die wissenschaftliche Kontroverse auch die Frage nach den physiologischen Effekten
des Peptids und den zugrunde liegenden Wirkmechanismen.
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1. Einleitung

Der Name Obestatin verweist auf den initial von Zhang et a. postulierten anorexinogenen Effekt
dieses Mediators und setzt sich aus den Wortteilen obedere, dem lateinischen Ausdruck fir
»verschlingen”, sowie dem Suffix -statin, bezeichnend fir eine inhibitorische Wirkung,
zusammen (Zhang et al., 2005). Allerdings zeigten die zahlreichen, seit der Entdeckung des
Peptids im Jahre 2005 durchgefthrten verhaltensbiol ogischen Studien zur appetitregul atorischen
Wirkung von Obestatin unterschiedliche Resultate.

So bewirkte die Applikation des Peptids in Nagern entweder eine signifikante Inhibition (Zhang
et a., 2005; Bresciani et al., 2006; Green et al., 2007; Lagaud et a., 2007), lediglich eine
tendenzielle Reduktion (Holst et al., 2006; Samson et a., 2006; Sibilia et al., 2006) oder aber gar
keine Modulation der Nahrungsaufnahme (Gourcerol et a., 2006; Nogueiras et a., 2006; Seoane
et al., 2006; De Smet et al., 2007; Zizzari et al., 2007).

Auch im Kontext einer eventuellen Gewichtsregulation durch exogenes Obestatin liegen
widersprichliche Resultate vor. Wahrend einige Studien eine Abnahme des Korpergewichts
nach Obestatin-Applikation zeigten (Zhang et al., 2005; Samson et a., 2006; Lagaud et a.,
2007), wurde in anderen Untersuchungen kein Einfluss auf die Gewichtsentwicklung festgestel It
(Nogueiras et al., 2006; Sibiliaet al., 2006).

Die Beeinflussung der gastralen und jgunalen Motorik durch Obestatin ist ebenfalls umstritten.
In diesem Zusammenhang deuteten erste in vitro-Experimente eine inhibitorische Wirkung auf
die Magenentleerung an (Zhang et al., 2005), wadhrend weitere Untersuchungen weder in vivo
noch in vitro einen Effekt auf die gastrointestinale Matilitét zeigten (Gourcerol et al., 2006; De
Smet et ., 2007; Bassil et al., 2007).

Zizzari et d. postulierten zudem eine Ghrelin-antagonistische Wirkung von Obestatin an GHS-
Rl1ain vivo, nicht aber in vitro (Zizzari et a., 2007), wahrend weitere Studien keine derartigen
Effekte (Zhang et al., 2005; Bresciani et a., 2006; Nogueiras et a., 2006; Samson et al., 2006;
Seoane et al., 2006) und auch keinen Einfluss von Obestatin auf die Sekretion anderer
Peptidhormonen feststellten (Y amamoto et al., 2007). Somit 18sst sich konstatieren, dass anhand
der bisang durchgefuhrten Studien zu Obestatin keine eindeutige Aussage beziglich der
biologischen Relevanz des Peptids im Kontext der Appetitregulation getroffen werden kann.
Einen moglichen Erklarungsansatz fur die differierenden Untersuchungsergebnisse bietet jedoch
die Beobachtung von Samson et a., dass die zentrde Applikation von Obestatin die
Angiotensin-l1-induzierte Wasseraufnahme bei Ratten dosisabhangig senkt (Samson et al., 2006).
Somit konnte der in einigen Untersuchungen beschriebene appetithemmende Effekt von
Obestatin sekundar durch die verminderte Wasseraufnahme verursacht sein, bedingt durch ein
Phanomen, das als Dehydratations-Anorexie bezeichnet wird (Watts et al., 1999).

13



1. Einleitung

Dennoch ist bislang nicht geklért, Gber welchen Rezeptor die eventuelle Modulation des Trink-
verhaltens, der Nahrungsaufnahme und des Schlafrhythmus (Szentirma und Krueger, 2006)
vermittelt wird. Zhang et a. postulierten zundchst, dass Obestatin mit hoher Affinitét an den G-
Protein-gekoppelten Rezeptor 39 (GPR-39) bindet und Uber diesen Mechanismus zu einer
verzogerten Magenentleerung fuhrt (Zhang et al., 2005). Auch in anderen Organen, wie zum
Beispiel in Duodenum, Ileum, Leber, Hypophyse und Hypothalamus, wiesen Zhang et a. die
Expresson der GPR-39-Rezeptor-mRNA mittels real-time RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) nach (Zhang et a., 2005). In weiteren Studien konnte jedoch
mittels in situ-Hybridisierung und real-time PCR keine GPR-39-mRNA im Hypothalamus, also
dem Ort der zentralen Appetitregulation, nachgewiesen werden (Nogueiras et al., 2006; Jackson
et al., 2006).

Inzwischen wurde die Hypothese der Interaktion von Obestatin mit dem GPR-39-Rezeptor
vollends verworfen, da weder andere Arbeitsgruppen (Holst et al., 2006; Lauwers et al., 2006;
Chartrel et d., 2007) noch Zhang et a. selbst (Zhang et al., 2007) die spezifische Bindung von
Obestatin an den Rezeptor reproduzieren konnten. Somit ist weiterhin unklar, tUber welchen
Rezeptor Obestatin seine Wirkungen vermittelt und auch bezlglich der zentralen Wirkung von
Obestatin liegen derzeit noch keine Erkenntnisse vor.

Zusammenfassend liefern die bisherigen Publikationen zur appetitregulatorischen Wirkung von
Obestatin somit kein schltissiges Konzept hinsichtlich der physiologischen Rolle dieses Peptids,
da in diessm Zusammenhang weder die verhatensbiologischen Effekte noch die zugrunde
liegenden Mechanismen ausreichend erforscht sind. Hieraus ergibt sich fur die vorliegende
Studie die Fragestellung, ob Obestatin einen modulierenden Effekt auf das Fressverhaten von
Ratten aufweist und inwiefern das Peptid die neuronale Aktivitdt appetitregulatorischer
Kernegebiete in Hypothalamus und Hirnstamm beeinflusst.

1.4 Zide der Untersuchungen zu Ghrelin, desacyl-Ghrdin und Obestatin

Das komplexe System humoraler Faktoren, die in die Regulation der Nahrungsaufnahme und der
Energiehdmoostase involviert sind, ist aufgrund der rasant zunehmenden Zahl Ubergewichtiger
Menschen von enormem wissenschaftlichen Interesse. In diesem Zusammenhang stehen ins-
besondere peptiderge Mediatoren, die im Rahmen der brain-gut-axis an der Appetitregulation
beteiligt sind, im Fokus der aktuellen Forschung.
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1. Einleitung

Drei dieser gastrointestinalen Neuropeptide sind die Substanzen Ghrelin, desacyl-Ghrelin und
Obestatin, die durch eine jeweils unterschiedliche posttranslationale Prozessierung als Derivate

des gemeinsamen Vorlauferproteins Praproghrelin entstehen.

Ghrelin ist das einzige bisang bekannte periphere Orexinogen. Wahrend der stimulierende
Effekt auf die Nahrungsaufnahme unumstritten ist, sind die Mechanismen, die der Vermittlung
der Ghrelin-Wirkung zugrunde liegen, nur unvollstandig verstanden. Verschiedene Studien
zeigten, dass die Applikation von Ghrelin zu einer neuronalen Aktivierung in zentralen
Kerngebieten der Appetitregulation in Hypothalamus und Hirnstamm fuhrt und dass die
orexinogene Wirkung des Peptids durch die Neuromodulatoren NPY und AgRP vermittelt wird.
Hingegen ist nur teilweise bekannt, welche Interaktion bel der Verarbeitung des Ghrelin-
Stimulus zwischen den verschiedenen appetitregul atorischen Hirnkernen stattfindet.

In dieser Studie wird deshalb die modulierende Wirkung von intraperitoneal injiziertem Ghrelin
auf die neuronde Aktivitdt in Hirnstamm und Hypothaamus anhand des Fos
Expressonsmusters (vgl. hierzu Abschnitt 2.2.3.1) Uberpriift. Im Fokus steht hierbel
insbesondere der dorsomediale Hypothalamus (DMH), dem zahlreiche Autoren eine wesentliche
Bedeutung als Integrations-system der zentralen Appetitregulation zuschreiben (Elmquist et al.,
1997; Dai et a., 1998; Elias et al., 2000; Kobelt et al., 2006b; Zhu et al., 2007). Zudem erfolgt
die Phanotypisierung intrahypothalamischer Projektionsfasern mittels immunhistochemischer
Detektion der Neuropeptide NPY und AgRP, da diese Transmitter fir den orexinogenen Effekt
von Ghrelin essentiell sind (Chen et al., 2004a) und ihre Lokalisation somit Aufschluss tber die

zentralen Wirkmechanismen des Peptids liefern kénnte.

Die Datenlage beziiglich der physiologischen Wirkung von desacyl-Ghrelin ist indes weit
weniger eindeutig. Zum einen wurden nur wenige Studien zu dieser Thematik durchgefihrt, zum
anderen differieren die Ergebnisse dieser Untersuchungen stark. Insgesamt weisen jedoch einige
Anhaltspunkte auf einen appetitregulatorischen Effekt des Peptids hin.

Um diese Hypothese zu tberprifen, wird in verhaltensbiol ogischen Experimenten die Wirkung
von intraperitoneal injiziertem desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme und der Effekt einer
regelméalligen desacyl-Ghrelin-Applikation auf die Korpergewichtsentwicklung in mannlichen
adipdsen Zucker-Ratten (fa-/fa-Ratten, s. Abschnitt 2.1.4) untersucht. Mdgliche zentrale Effekte
des Peptids werden in einer molekularmorphologischen Studie zur desacyl-Ghrelin-induzierten
neuronalen Aktivierung in Hypothalamus und Hirnstamm im Verlauf der Dunkel phase, also dem

Zeitraum der hdchsten physiologischen Nahrungsaufnahme evaluiert.
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1. Einleitung

Auch die inhibitorische Wirkung von Obestatin auf die Nahrungsaufnahme ist in der aktuellen
wissenschaftlichen Literatur umstritten. Ferner liegen widerspriichliche Resultate beziglich der
Biosynthese des Peptids, der Sekretion sowie anderweitiger physiologischer Effekte vor. Hierbel
ist insbesondere unklar, ob das Peptid Uberhaupt eine biologische Relevanz besitzt und ob die
kontroversen Ergebnisse bisheriger Untersuchungen aus den unterschiedlichen Versuchs
bedingungen der verschiedenen Experimente resultierten. Dartiber hinaus befasste sich bislang
noch keine Studie mit der zentralen Wirkung von Obestatin.

In einer verhaltensbiologischen Versuchsreihe wird deshalb zu unterschiedlichen Tageszeiten
und unter verschiedenen metabolischen Ausgangsbedingungen die beschriebene anorexinogenen
Wirkung von Obestatin mit der Suppression der Nahrungsaufnahme durch Cholecystokinin
(CCK) verglichen. Zudem wird in der vorliegenden Studie erstmals Uberprift, welchen Einfluss
die intraperitoneale Gabe des Peptids auf die neuronale Aktivitét appetitregulatorischer Zentren
in Hirnstamm und Hypothalamus ausiibt. Untersucht wird hierbei die Obestatin-induzierte
Neuronenaktivierung im Vergleich zur Aktivitatsdnderung nach der Applikation von CCK oder
Vehikell6sung.
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2. Materia und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1.1 Peptide

Cholecystokinin (CCK) Bachem AG, Heidelberg, peutschiand
Desacyl-Ghrelin Peptides International, Louisville, usa
Ghrelin Tocris, Ellisville, usa

Obestatin Bachem AG, Heidelberg, peutschiand
2.1.1.2 Antisera

Biotin-SP-goat-anti-rabbit-1gG Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, usa

Bovine serum albumin (BSA) Sigma, St. Louis, usa

FITC-donkey-anti-goat-19gG Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, usa
FITC-donkey-anti-rabbit-1gG Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, usa
FITC-goat-anti-rabbit-19G Sigma, St. Louis, usa

Goat-anti-AgRP Neuromics, Minnesota, usa

Guinea-pig-anti-NPY Abcam, Cambridge, uk

Normal donkey serum (NDS) Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, usa
Normal goat serum (NGS) Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, usa
Rabbit-anti-rat-c-Fos Oncogene Research Products, Boston, usa
TRITC-donkey-anti-goat-19gG Molecular Probes, Eugene, usa

TRITC-rabbit-anti-guinea-pig-lgG  Sigma, St. Louis, usa

2.1.1.3 Medikamente

Dextran 75 (Longasteril®) Fresenius, Bad Homburg, peutschiand
Heparin (Liquemin®) Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Whylen, peutschiand
Ketamin DeltaSdlect, Dreieich, peutschiand

Natriumchloridlosung (NaCl 0,9%) Fresenius, Bad Homburg, peutschiand
Xylazin (Rompun® 2%) Bayer, Leverkusen, peutschiand
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2. Materia und Methoden

2.1.1.4 Chemikalien

1,4-Diazabizyklo-2,2,2-oktan (DABCO)  Sigma, St. Louis, usa
4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma, St. Louis, usa

Ammoniumhydroxid (NH4OH) Sigma, St. Louis, usa
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na;HPO,4-2H,0) Merck, Darmstadt, peutschiand
Einbettmedium (Tissue freezing medium®) Leica instruments GmbH, Nussloch, peutschiand

Fluoreszein-konjugiertes Avidin D Vector Laboratories, Burlingame, usa
FlUssigstickstoff (N2) AGA GmbH, Schwechat, oserreich
Glutardialdehyd (CsHgO,) Carl Roth, Karlsruhe, peutschiand
Glyceral (C3HgOs3) Merck, Darmstadt, peutschiand
Kaiumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, peutschiand
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POy,) Merck, Darmstadt, peutschiand

n-Hexan (CgH1s) Carl Roth, Karlsruhe, peutschiand
Natriumazid (NaN3) Merck, Darmstadt, peutschiand
Natriumborhydrid (NaBH,) Carl Roth, Karlsruhe, peutschiand
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, peutschiand
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4-H,O) Merck, Darmstadt, peutschiand
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth, Karlsruhe, peutschiand
Paraformaldehyd (CH.0), Sigma, St. Louis, usa

Pikrinsdure (Trinitrophenol) Fluka Chemie, Buchs, schweiz
Propidiumjodid Sigma, St. Louis, usa

Saccharose (C12H22011) Carl Roth, Karlsruhe, peutschiand

Triton X-100 Serva, Heidelberg, peutschiand

2.1.1.5 Gerate

Binokulares Mikroskop Zeiss Opton, Oberkochen, peutschiand

Gefrierschrank (Liebherr Premium -20 °C) Liebherr, Ochsenhausen, peutschiand

Gefrierschrank (Ultralow freezer -80 °C) New Brunswick Scientific, New Brunswick, kanada
Heizplatte (Rec-G) IKA Labortechnik, Staufen, peutschiand

Horizontal schiittler (HS 250 Basic) IKA Labortechnik, Staufen, peutschiand

Konfokales Laser Scanning Mikroskop Carl Zeiss, Jena, peutschiand

Kryotom (Typ HM 500 OM) Mikrom GmbH, Walldorf, peutschiand
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Kuhlschrank (Liebherr Premium)
Perfusionsmaschine

pH-Meter (Mikroprozessor pH 537)
Pipetten

Shaker (Typ MS1)

Thermometer

Waage (Scout Pro SPU 402)

2.1.1.6 Verschiedene M aterialien

Deckglaser (24x46 mm)

Faltenfilter

Ké&figeinstreu (Lignocel® 3/4)

Kanulen (BD Microlance® 0,4x19 mm)
Knochenzange

Makrolon-K&fig Typ 1|
Makrolon-K&fig Typ IV

Messer fur Kryotom (16 cm)
Objekttrager

Pasteurpipetten

Pinsel

Pipettenspitzen

Plastikgeféal3e (Blue Max®)
Plexiglas-Gehirnmatrix
Préparationsbesteck

Skalpelle (Feather® Nummer 21)
Spritzen (BD Plastipak®)
Standard-Rattenfutter (R/M-H Extrudat)
Transferpipetten

Zéellkulturplatten

Nicht aufgefuhrte Chemikalien wurden in pro analyss Qualitéat von der Firma Merck (Merck,

Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Liebherr, Ochsenhausen, peutschiand
Forschungslabore der Charité, Berlin, peutschiand
WTW, Weilheim, peutschiand

Eppendorf, Hamburg, peutschiand

IKA Labortechnik, Staufen, peutschiand

Carl Roth, Karlsruhe, peutschiand

Ohaus, Pine Brook, usa

Paul Marienfeld, Lauda-K 6nigshofen, peutschiand
Macherey-Nagel, Duren, peutschiand

ssniff, Soest, peutschiand

Becton Dickinson, Drogheda, irand

Braun Aesculap, Tuttlingen, peutschiand

Ebeco, Castrop-Rauxel, peutschiand

Ebeco, Castrop-Rauxel, peutschiand

Leica Instruments, Nussloch, peutschiand

Menzel, Braunschwelg, peutschiand

WU, Mainz, peutschiand

Pelikan, Hannover, peutschiand

Eppendorf, Hamburg, peutschiand

Becton Dickinson, Franklin Lakes, usa
Forschungslabore der Charité, Berlin, peutschiand
Braun Aesculap, Tuttlingen, peutschiand

pmf Medizin AG, K&ln, peutschiand

Becton Dickinson, Madrid, spanien

ssniff, Soest, peutschiand

Sarstedt, Numbrecht, peutschiand

Sarstedt, Newton, usa
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2.1.2 Versuchddsungen

2.1.2.1 Herstellung der Peptidlésungen

Die Peptide Ghrelin, desacyl-Ghrelin und Obestatin wurden jeweils in einer Konzentration von 1
mg/ml in aqua bidest. gel6st. 1 mg sulfatiertes Cholecystokinin-Oktapeptid (CCK-8S) wurde in
1 ml 0,2%igem Ammoniumhydroxid in Losung gebracht. Anschlief3end wurden diese Peptid-
[6sungen in Fraktionen zu 50 pl aliquotiert, eingefroren und bis zur experimentellen Verwen-
dung bei -20 °C gelagert. Unmittelbar vor Versuchsbeginn erfolgte die Verdinnung der Peptid-
[6sungen mit 0,15 M steriler Kochsalzlsung, um die jeweils bendtigten Endkonzentrationen zu
erreichen. Bis zur Injektion wurden die Lésungen auf Eis aufbewahrt.

2.1.2.2 Narkosemittel

Fur die Anasthesie vor Beginn der Perfusion erhielt jedes Tier ein Narkosegemisch aus 100 mg
Ketamin/kg KG kombiniert mit 10 mg Xylazin/kg KG intraperitoneal appliziert. Ketamin wirkt
as NMDA-Rezeptor-Antagonist sowohl analgetisch as auch sedierend und auch der oo-
Adrenorezeptor-Agonist Xylazin fuhrt zu Sedation und Analgesie sowie zu Muskelrel axation.

2.1.2.3 Fixierungsdsung

Als Fixiermittel zur Erhaltung der Gewebemorphologie wurde eine Lésung aus Formaldehyd,
Glutaraldehyd und Pikrinsdure verwendet. Formaldehyd und Glutaraldehyd vernetzen zelleigene
Proteine untereinander, Pikrinsdure bewirkt eine Ausfallung von Eiweissstoffen a's Proteinpikrat.
Auf diese Weise werden autolytische Prozesse unterbunden und eine Stabilisierung des Gewebes
erreicht. FUr die Herstellung von zwei Litern Fixierungslsung wurden 80 g Paraformaldehyd in
1500 ml aqua bidest. gelost und anschliefRend auf 60 °C erwarmt. Die entstandene Suspension
wurde durch die Zugabe von 300 pl 10 N Natriumhydroxid aufgeklart. Nach Abkuhlen auf
Raumtemperatur wurden der Losung 27,6 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, 4 ml
Glutardialdenyd sowie 333 ml geséttigte Pikrinsure hinzugefigt und mit aqua bidest. auf
insgesamt 2000 ml aufgefllt. Im Anschluss wurde der pH-Wert auf 7,4 titriert und die L6sung
filtriert. Aufgrund der Entwicklung toxischer Dampfe wurde die Fixierungslésung unter einer
Dampfabzugseinrichtung hergestellt. Die Lagerung erfolgte lichtgeschtitzt bei 4 °C.
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2.1.2.4 Sacchar osel 6sungen

Zur Dehydratation des Hirngewebes als VVorbereitung fir die immunhistochemischen Farbungen
wurden SaccharoselOsungen in drei verschiedenen Konzentrationen (5%, 15% und 27,3%)
verwendet. Zur Herstellung der Losungen wurden jewells 13,8 g Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat und die entsprechenden Mengen Saccharose (50 g, 150 g oder 273 g) in 500 mi
aqua bidest. gelost. Anschlief?end wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und die Losung mit
aqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von 1000 ml aufgefullt. Nach der Filtrierung wurde die
L6sung bei einer Temperatur von 4 °C im Kuhlraum gelagert.

2.1.2.5 Phosphatpuffer

Zur Herstellung eines Liters einmolaren Phosphatpuffers (PBS) wurden 80 g Natriumchlorid, 2 g
Kaliumchlorid, 2 g Natriumhydroxid, 14 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat und 2 g
Natriumazid in 800 ml aqua bidest. gelost. Nach der Titration des pH-Werts auf 7,4 wurde die
Losung mit aqua bidest. auf 1000 ml aufgefdllt. Um die bendtigte Endkonzentration von 0,1 M
PBS zu erreichen, wurde die Stamml6sung im Verhéltnis 1:10 mit aqua bidest. verdiinnt.

2.1.2.6 SOrensen-Puffer

Der Sorensen-Puffer wurde durch das Mischen der Stammlésung A aus 9,078 g Kalium-
dihydrogenphosphat in 1000 ml aqua bidest. mit der Stammlésung B aus 11,876 g Dinatrium-
hydrogenphosphat-Dihydrat in 1000 ml aqua bidest. hergestellt. Fir einen pH-Wert des Puffers

von 8,0 wurden 3,1 ml der Stammlésung A zu 96,9 ml der Stamml6sung B hinzugefgt.

2.1.3Versuchstiere

Fir die verhatensbiologischen Experimente sowie fur die immunhistochemischen Studien
wurden mannliche Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht von 200 g von der Firma
Harlan-Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen.

Die Experimente zu Ghrelin und Obestatin wurden an Sprague-Dawley-Ratten durchgefihrt,
waéhrend bei den Versuchen zu desacyl-Ghrelin Zucker-Ratten (fa-/fa-Ratten) verwendet wurden.
Bel den as Adipositas-Modell dienenden Zucker-Ratten fuhrt eine Spontanmutation im Leptin-

rezeptorgen in homozygoten Tieren zu einer massiven Beeintrdchtigung der Leptinsensibilitat
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(Phillips et al., 1996). Das Ausbleiben des physiologischen anorexinogenen Effekts durch den
relativen Leptinmangel beeintréchtigt die hypothalamische Séttigungsregulation im Sinne einer
ausgepragten Hyperphagie und fuhrt zu einer Senkung des Energieumsatzes. Diese Konstellation
resultiert in einer positiven Energiebilanz und damit in ausgepragter Adipositas (Beck, 2000).
Die Unterbringung der Versuchstiere in Gruppen von drei bis vier Ratten erfolgte in Makrolon-
Kéfigen Typ IV mit Lignocel®-Einstreu. Den Zucker-Ratten wurde aus hygienischen Grinden
eine normalgewichtige Putzer-Ratte pro K&fig hinzugefligt. Die Haltung fand bel ad libitum-
Zugang zu Wasser und Standard-Rattenfutter (ssniff® R/M-H Extrudat) unter kontrollierten
Umweltbedingungen statt. Die Raumtemperatur lag bei 22 £ 2 °C und die Luftfeuchtigkeit
betrug 60%. Der zirkadiane Rhythmus wurde durch eine kontrollierte Beleuchtung in Zwolf-
Stunden-Intervallen vorgegeben, wobei die Lichtphase von 06:30 Uhr bis 18:30 Uhr andauerte.
Die Ratten wurden drei Wochen vor dem Experiment bezogen. Nach einer Akklimatisations-
phase von sieben Tagen erfolgte eine vierzehntagige Gewohnung der Tiere an die Experimental-
bedingungen. Hierbel wurden die Tiere durch regelmaldiges Training (Handling) an die fur die
Injektion noétige dorsale Korperhatung gewohnt. Des Weiteren erfolgte eine soziale
Vereinzelung der Tiere in Individualkéfigen (Makrolon Typ Il11), wobe die Dauer der
Separierung schrittweise von vier auf 14 Stunden pro Tag gesteigert wurde. Diese Mal3nahmen
dienten der Reduktion des Versuchs-induzierten Stresses bei den Tieren. Zum Zeitpunkt des
Experiments hatten die Sprague-Dawley-Ratten ein Korpergewicht von ca. 250-300 g erreicht,
wéhrend die Zucker-Ratten 550-750 g wogen.

Die Versuche waren durch die Tierschutzkommission des Landesamtes fur Gesundheitsschutz
und technische Sicherheit Berlin genehmigt (Tierversuchsnummer G0053/06 und G0089/03).

2.2 M ethoden

2.2.1 Verhaltenshiologische Unter suchungen zur Nahrungsaufnahme

Die verhaltenshbiologischen Studien hatten die Intention, den Effekt von intraperitoneal
injiziertem desacyl-Ghrelin und Obestatin auf die Nahrungsaufnahme in Ratten zu untersuchen.
Die Tiere wurden randomisiert auf die Versuchsgruppen verteilt und in Individuakafigen
(Makrolon Typ I11) vereinzelt. Die Versuche in der Lichtphase umfassten den Zeitraum von
06:30 Uhr bis 18:30 Uhr, die Experimente in der Dunkelphase fanden in der Zeit zwischen 18:30
Uhr und 06:30 Uhr statt. Die Tiere hatten wahrend der gesamten Versuchsdauer ad libitum-
Zugang zu Trinkwasser und erhielten nach der Injektion der VersuchslGsungen eine definierte
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Menge Futter. Nach 30 und 60 Minuten sowie nach zwei, drei, vier, funf und zwolf Stunden
wurde durch das Wiegen der jewells restlichen Futtermenge die verzehrte Nahrungsmenge als
Differenz zwischen angebotenem und verbliebenem Futter ermittelt. Fir die statistische
Auswertung wurde die kumulative Nahrungsaufnahme der einzelnen Versuchsgruppen in g/kg
Korpergewicht erfasst (Ruter et al., 2003).

2.2.1.1 Studie zur Appetitregulation durch desacyl-Ghrelin in Zucker-Ratten

Die Untersuchung des Effekts von desacyl-Ghrelin auf das Fressverhalten mannlicher Zucker-
Ratten wurde in der Dunkel phase durchgeftihrt. Da in diesem Zeitraum physiologischerweise die
grofte Futtermenge aufgenommen wird, ist die Wirkung anorexinogener Mediatoren im
Vergleich zur Vehikellésung hier am stérksten ausgepragt (Zucker, 1971). Die Tiere hatten vor
Versuchsbeginn ad libitum-Zugang zur Standard-Nahrung.

Fir das Experiment wurden drel Gruppen gebildet. Zwel Verumgruppen mit je zwolf Tieren
erhielten 1 bzw. 5 nmol desacyl-Ghrelin pro Ratte appliziert. Der Kontrollgruppe (n = 22) wurde
0,15 M NaCl-L6sung verabreicht. Die Injektion erfolgte intraperitoneal, wobei die Peptid- und
Vehikell6sungen jeweils in Voluminavon 500 pl administriert wurden.

2.2.1.2 Einfluss von Obestatin auf die Nahrungsaufnahme

Der Einfluss von intraperitoneal injiziertem Obestatin auf die Nahrungsaufnahme wurde an
mannlichen Sprague-Dawley-Ratten untersucht. Die Tiere erhielten entweder Obestatin in einer
Dosierung von 1 bzw. 5 umol/kg KG oder physiologische Kochsalzlsung als Negativkontrolle.
Zusétzlich wurden bel jedem Versuch vier Tiere als Positivkontrollen mitgefuhrt, denen 3,5
nmol CCK-85kg KG verabreicht wurden. Die intraperitoneale Applikation der Peptide sowie
der Vehikellosung, jeweils in Volumina von 500 pl, erfolgte 15 Minuten vor Eintritt in die Licht-
bzw. in die Dunkel phase.

Es wurden vier separate Versuche unter verschiedenen metabolischen Ausgangsbedingungen (ad
libitum-gefitterte oder 16 Stunden gefastete Tiere) und zu unterschiedlichen Tageszeiten
(Dunkel- oder Lichtphase) durchgefiihrt. Entsprechend umfasste die Versuchsreithe eine
Untersuchung an ad libitum-gefitterten Tieren in der Dunkelphase, ein Experiment mit ad
libitum-gefUtterten Ratten in der Lichtphase, eine Studie mit 16 Stunden gefasteten Tieren in der
Dunkel phase sowie einen Versuch mit 16 Stunden gefasteten Ratten in der Lichtphase (vgl. Tab.
2.1).
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Tabelle 2.1: Zusammenstellung der Versuchgruppen zur vergleichenden Untersuchung der
Appetitregulation durch Obestatin und CCK-8S

Stichprobengr 63e (Tiere/Gruppe)
_ M etabolische
Versuch | Zeitraum o NaCl Obestatin CCK-8S
Ausgangssituation

015M | 1pmol | 5umol | 3,5nmol
1 Dunkelphase | ad libitum-gefuttert 14 14 14 4
2 Lichtphase | ad libitum-gefuttert 10 10 10 4
3 Dunkel phase 16 Std. gefastet 8 8 8 4
4 Lichtphase 16 Std. gefastet 8 8 8 4

2.2.2 Studie zur K 6rper gewichtsentwicklung unter taglicher desacyl-Ghrein-Gabe

Um die Wirkung von intraperitoneal appliziertem desacyl-Ghrelin auf die Gewichtsentwicklung
in Leptinrezeptor-defizienten Zucker-Ratten zu evaluieren, wurden adulte Tiere mit einem
Ausgangsgewicht von durchschnittlich 650 + 80 g verwendet. Die Ratten wurden wie zuvor
beschrieben auf die Versuchsbedingungen vorbereitet und randomisiert auf zwel Gruppen mit
jeweils acht Tieren vertellt (vgl. Tab. 2.2). Eine unbehandelte Kontrollgruppe (n = 4) wurde
zusétzlich mitgefuhrt, um etwaige stressbedingte Reaktionen beurteilen zu konnen.

Tabelle 2.2: Versuchsgruppen zur Untersuchung des Effekts von intraperitonealem
desacyl-Ghrelin auf die Kor per gewichtsentwicklung in mannlichen Zucker-Ratten

Gruppe Behandlung Stichprobengrof3e
1 2 mal taglich 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier 8 Versuchstiere
2 2 mal taglich 500 pl NaCl-L6sung (0,15 M) 8 Versuchstiere
3 unbehandelte Kontrolltiere 4 Versuchstiere

Durch tégliches Wiegen der Tiere zu einem festgesetzten Zeitpunkt (06:30 Uhr) wurde zundchst
die Entwicklung des Korpergewichts vier Tage vor Versuchsbeginn aufgezeichnet. In der
achttagigen Versuchsphase wurde den Tieren zweimal téglich 5 nmol desacyl-Ghrelin pro Tier
oder physiologische Kochsazlésung, jewells in einem Gesamtvolumen von 500 pl,
intraperitoneal appliziert. Die Injektionen wurden stets unmittelbar vor Eintritt in die Licht-
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sowie die Dunkel phase verabreicht. Zudem wurden die Tiere weiterhin taglich gewogen und die
Gewichtsentwicklung dokumentiert. Wahrend des Versuchs hatten die Tiere ad libitum-Zugang
zu Futter und Trinkwasser. Nach Abschluss der Intervention wurde die Entwicklung des
Korpergewichts Uber vier weitere Tage erfasst.

2.2.3 Immunhistochemische Unter suchung der Fos-Expr ession

2.2.3.1 FosalsMarker der neuronalen Aktivitat

Das Proto-Onkogen c-Fos ist en etablierter Marker zur Detektion der neuronalen Aktivitét in
Nagern (Hewson und Dickson, 2000; Date et a., 2001; Lawrence et a., 2002; Traebert et al.,
2002; Wang et d., 2002). Das Protein gehort zur Gruppe der ,,immediately early genes* und wird
in Neuronen auf basalem Niveau konstitutiv exprimiert (Dragunow und Faull, 1989). Die
Aufgabe des intranukledren c-Fos-Proteins besteht in der Mitregulation der Transkriptionsrate
von Genen des Zellmetabolismus und zelluldrer Funktionen (Morgan und Curran, 1991).

Da die Fos-Synthese durch extrazelluldre Stimuli induziert wird, kann durch die immunhisto-
chemische Detektion dieses Proteins eine Aktivierung priméarer und sekundérer Neurone sowie
von Neuronen hoherer Ordnung infolge pharmakologischer, elektrischer oder physiologischer
Reize nach entsprechender Intervention dargestellt werden (Hunt et al., 1987; Dragunow und
Robertson, 1987; Morgan und Curran, 1991; Fraser und Davison, 1993; Lanteri-Minet et al.,
1993; Monnikes et d., 1997a; Monnikes et a., 1997b; Monnikes et a., 2003).

Damit bietet sich die Mdglichkeit, die zentrale Wirkung peripher administrierter Peptide in
distinkten Hirnregionen zu topographieren sowie die induzierte neuronale Aktivitdt zu
quantifizieren (Kobelt et al., 2004). Beispielsweise fuhrt die Injektion von CCK zu einer
gesteigerten Fos-Immunreaktivitdt im Hypothalamus und im Hirnstamm (Fraser und Davison,
1992; Kobelt et al., 2006b) und auch die Ghrelin-induzierte neuronale Aktivierung in
hypothalamischen Arealen &ufert sich in einem verénderten Fos-Expressionsmuster (Hewson
und Dickson, 2000; Lawrence et al., 2002).

2.2.3.2 Applikation der Peptide
Die Ghrelin-induzierte Fos-Expression in Hypothalamus und Hirnstamm wurde in der Licht-
phase an mannlichen Sprague-Dawley-Ratten untersucht. Zu dieser Tageszeit sind die Tiere

physiologischerwei se geséttigt, weshalb ein orexinogener Mediator wie Ghrelin hier die stérkste
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Wirkung entfaltet (Zucker, 1971). Die intraperitoneale Injektion von 3 nmol Ghrelin pro Ratte
oder 0,15 M NaCl-Losung erfolgte am Anfang der Lichtphase jeweils 90 Minuten vor Beginn
der Perfusion.

Tabelle 2.3: Versuchsgruppen zur Messung der Ghrelin-induzierten neuronalen Aktivitat

Behandlung Zeitpunkt der Applikation Untersuchungszeitraum | Anzahl
3 nmol Ghrein/Tier | _ _ _ ) _ n=>5
jeweils 90 Min. vor der Perfusion | Beginn der Lichtphase
0,15M NacCl n=>5

Der Effekt von desacyl-Ghrelin auf die neuronale Aktivierung wurde an adulten Zucker-Ratten
in der Dunkelphase evaluiert. Zu diesem Zeitpunkt wird physiologischerweise die grofite
Nahrungsmenge aufgenommen (Zucker, 1971), sodass ein Séttigungssignal unter diesen
Bedingungen die stérkste Wirkung hat.

Den Versuchstieren wurden zu Beginn der Dunkelphase (18:30 Uhr) 5 nmol desacyl-Ghrelin
oder physiologische NaCl-Losung verabreicht. Um den zeitlichen Verlauf der Fos-Expression
Uber zwolf Stunden zu untersuchen, wurden die Tiere nach 1¥%2 Std., 4% Std. bzw. 122 Std.
transkardial perfundiert.

Tabelle 2.4: Gruppenzusammenstellung und Zeitkurs zur Untersuchung der Fos
Expression im Verlauf der Dunkelphase nach desacyl-Ghrelin-Gabe

Zeitpunkt der Unter suchungs- Anzahl pro
Behandlung o _ _
Applikation zeitraum Zeitpunkt
5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier Beginn der 1Y5, 4%, 125 Std. n=3
0,15M NaCl Dunkel phase nach Applikation n=3

Fir die vergleichende Untersuchung der Fos-Expression nach Applikation von Obestatin und
CCK-8S in der Dunkelphase wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Jewells 90
Minuten vor Perfusionsbeginn wurde den Versuchstieren 5 umol Obestatin/kg Korpergewicht,
1,75 nmol CCK-85/kg Korpergewicht oder Vehikellésung injiziert.
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Tabelle 2.5: Versuchsgruppen zur vergleichenden Untersuchung der Fos-Induktion durch
dieintraperitoneale Applikation von Obestatin und CCK-8S

Zeitpunkt der Unter suchungs- Anzahl
Behandlung o _ _
Applikation zeitraum der Tiere
5 umol Obestatin/kg KG o _ ) n=4
jeweils 90 Min. vor Beginn der
1,75 nmol CCK-85kgK G . ) _ n=4
Beginn der Perfusion Lichtphase
0,15M NacCl n=4

Vor Beginn der Operation erhielten die Tiere neben der Narkose, bestehend aus Ketamin und
Xylazin, 2500 I.E. Heparin intraperitoneal injiziert, um wahrend der anschlief3enden Perfusion
eine Thrombenbildung im kranialen Gefal3system zu verhindern.

2.2.3.3 Durchfuhrung der transkardialen Perfusion

Die transkardiale Perfusion wurde entsprechend der leicht modifizierten Protokolle von Geisler
et a. und Kobelt et d. durchgefuhrt (Geider et a., 2002; Kobelt et a., 2004). Bei ausreichender
Narkosetiefe, gekennzeichnet durch eine fehlende Reaktion auf Schmerzreize, wurden die Tiere
in Rickenlage auf dem Operationstisch fixiert. Brust- und Bauchhohle wurden durch einen
Medianschnitt eroffnet, wobel Haut, Faszien und Bauchmuskulatur von der Symphyse bis zur
oberen Thoraxapertur durchtrennt wurden. Anschlief?end wurden das Diaphragma und die
Rippen in Hohe der linken Medioklavikularlinie von kaudal durchtrennt und ein Wundspreizer
angelegt, um den Thorax offen zu halten. Das nun freiliegende Herz wurde mit einer Pinzette
fixiert und der linke Ventrikel im Bereich des Apex cordis eroffnet. Uber diese Inzision wurde
die Perfusionskantle durch den linken Ventrikel vorgeschoben, in der Aorta ascendens platziert
und mit einer feinen Gefél3klemme fixiert. Eine weitere Inzision im rechten Atrium diente dem
Abfluss der Perfusionsldsung nach der Passage des grof3en Kreislaufs.

Die Perfusion wurde mittels einer speziellen, durch Luftkompression gesteuerten Perfusions-
maschine durchgefihrt. Zur Entfernung des Blutes aus dem Gefal3system wurden die Tiere tUber
zehn Sekunden mit einem Druck von 210 mmHg mit 100 ml Plasmaexpander perfundiert. Im
Anschluss wurde ein Liter Fixierlosung mit einem Perfusionsdruck von 210 mmHg fur funf
Minuten und mit 20 mmHg Uber weitere 20 Minuten verabreicht, um die Zellstrukturen des
Gehirngewebe zu erhalten (Geider et a., 2003). Die folgende Gabe von 500 ml 5%iger
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Saccharoselsung Uber finf Minuten mit einem Druck von 100 mmHg diente der Entfernung
verbliebener Perfusionslésung und der Einleitung der Dehydratation des Gewebes (Barthel und
Raymond, 1990).

2.2.3.4 Préaparation der Gehirne

Nach Abschluss der Perfusion erfolgte die Dekapitation oberhalb der Scapulae mit Hilfe eines
Skalpells und die Freilegung des Gehirns durch Trepanation mittels einer Knochenzange. Die
Dura mater wurde entfernt und das komplette Gehirn vom rostralen Pol bis zum oberen
Zervikalmark aus dem Schéadelknochen herausgelost. In einer speziell zu diesem Zweck
konstruierten Plexiglas-Gehirnmatrix wurden die Gehirne durch Koronarschnitte in vier Blocke
(Frontalhirn, Dienzephalon inklusive Hypothalamus, Mesenzephalon und Rhombenzephalon
mitsamt zervikalem Riuckenmark) geteilt. Zur Dehydratation des Gewebes wurden diese Blécke
in einer aufsteigenden Saccharosereihe der Konzentrationen 5%, 15% sowie abschlief3end 27,3%
jeweils etwa zwolf Stunden aufbewahrt (Barthel und Raymond, 1990; Romijn et al., 1999). Nach
dieser Prozedur wurden die einzelnen Blocke in einem Einbettmedium auf Korkscheiben fixiert,
katalogisiert und unter Kthlung durch Flissigstickstoff bei einer Temperatur von -70 °C in n-
Hexan schockgefroren. Die Lagerung der Hirnblocke erfolgte im Gefrierschrank bei -80 °C in
Plastikgefal3en, denen einige Milliliter gefrorenes aqua bidest. zugesetzt waren, um eine
Austrocknung des Hirngewebes zu vermeiden.

2.2.3.5 Herstellung der Gehirnschnitte am Kryotom

Mit dem Kryotom wurden 25 pum dicke Gehirnschnitte von Hypothalamus und Hirnstamm
angefertigt. Zur Orientierung diente hierbel der stereotaktische Atlas von Paxinos und Watson
(Paxinos und Watson, 1997). Die Gehirnschnitte lagerten bis zur Welterverarbeitung in
Multiwell®-Zellkulturplatten in 0,1 M PBS bei 4 °C im Khlraum.

2.2.3.6 Prinzip der immunhistochemischen Farbungen

Zur Darstellung der Proteine Fos, NPY und AgRP wurde die Methode der indirekten Immun-

fluoreszenzfarbung genutzt. Hierbel wurde zunéchst ein gegen das zu detektierende Antigen
gerichteter 1gG-Priméarantikorper verwendet. Nachfolgend wurde dieser Priméarantikorper mit
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einem Fluoreszenz-konjugierten speziesspezifischen Anti-1gG-Sekundérantikorper markiert (vgl.
Abb. 2.1).

Markierung Markierung

mit TRITC } mit FITC
I

2

Sekundarantikorper Sekundarantikorper 11

Primarantikorper | Primarantikorper 11

Antigen | Antigen |l

Abbildung 2.1: Prinzip der immunhistochemischen Farbung ver schiedener Antigene durch

die Verwendung unter schiedlicher Primar- und Sekundarantikor per

Um ein optimales Ergebnis zu erzielen, wurden alle Férbeschritte der folgenden Protokolle in
Zélkulturplatten an frel im jewelligen Medium schwimmenden Gehirnschnitten vorgenommen
(free-floating-Technik). Dadurch wirkten die Antikdrper und Seren an einer grof3en Oberflache
und diffundierten von alen Seiten in das Gewebe (Kobelt et al., 2004).

Zudem konnten viele Gehirnschnitte gleichzeitig und weitgehend verlustfrei geféarbt werden,
ohne bei langeren Inkubationszeiten auszutrocknen (Sofroniew und Schrell, 1982). Samtliche
Schritte der Farbung wurden bel Raumtemperatur durchgefihrt. Wahrend der Wasch- und
Inkubationsschritte wurden die Gehirnschnitte auf einem Horizontal schittler aufbewahrt.

Nach Beendigung aller Farbeschritte wurden die Gehirnschnitte auf Objekttrager aufgezogen.
Um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu verhindern, wurden die Schnitte mit 100 mg
DABCO pro Milliliter in 90% Glycerol fur die Fluoreszenzmikroskopie und 10% Phosphatpuffer
(pH-Wert 7,4) eingedeckt und mit einem Deckglas abgedeckt. Die Aufbewahrung der gefarbten
Hirnschnitte erfolgte bis zur Auswertung am konfokalen Laser Scanning Mikroskop (cLSM) im
Gefrierschrank bei -20 °C.
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2.2.3.7 Protokoall 1 zur Darstellung von Fos

Nach der Entfernung des zur Aufbewahrung verwendeten Phosphatpuffers wurden die Gehirn-
schnitte for 15 Minuten in 1%igem Natriumborhydrid inkubiert, um die durch Aldehyde wie
Formaldehyd und Glutaraldehyd induzierte Fluoreszenz des Gewebes zu reduzieren (Clancy und
Cauller, 1998). Anschlief3end wurden drei Waschgange mit PBS durchgefiihrt, um das
Natriumborhydrid wieder zu entfernen. Die folgende Inkubation in 5% Rinderserumalbumin
(bovine serum albumine, BSA) versetzt mit 0,2% Natriumazid (NaNs) und 0,3% Triton X-100 in
PBS fur 60 Minuten diente der Blockierung moglicher unspezifischer Bindung der Antikorper an
Gewebestrukturen und zur Verbesserung der Membranpermeabilitét.

Der Primérantikdrper zum Nachweis des Proteins Fos (Rabbit-anti-rat-cFos) wurde in einer
Verdinnung von 1:4.000 in 5% BSA in PBS gel6st, mit 0,2% Natriumazid versetzt und fur 42
Stunden bel Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundene Antikorper wurden durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Im Folgenden wurde wiederum fir zwei Stunden mit einer L6sung
aus 5% BSA und 0,2% Natriumazid in PBS blockiert. Zur Detektion des Primarantikorpers
wurde ein Fluoreszein-1sothiocyanat-(FITC-)konjugierter Sekundéarantikérper (Goat-anti-rabbit-
|gG) verwendet, der in einer Verdinnung von 1:600 in 5% BSA in PBS gel 6st war und fir zwol f
Stunden einwirkte. Nach dreimaligem Spilen mit PBS folgte die Gegenfarbung mit dem
Fluorochrom Propidiumjodid (2,5 pg/ml in PBS) fur 15 Minuten. Diese interkalierende Substanz
dient der Anféarbung des Zellchromatins und ermdglicht dadurch die topographische Orien-
tierung bel der mikroskopischen Auswertung der relevanten Kerngebiete. Nach der Inkubation in
Propidiumjodid erfolgte letztmalig eine Spilung der Gehirnschnitte mit PBS, um ungebundene
Farbechemikalien zu entfernen. Im Anschluss wurden die Gehirnschnitte wie beschrieben auf
Objekttrager aufgezogen, mit anti-fading-Substanz eingedeckt und im Gefrierschrank bel -20 °C
aufbewahrt.

2.2.3.8 Protokoll 2 zur Darstellung von Fosund NPY bzw. Fosund AgRP

Analog zu dem unter 2.2.3.7 erlauterten Vorgehen wurden die Gehirnschnitte wiederum in
Natriumborhydrid inkubiert, unspezifische Bindungsstellen mit 5%igem Affenserum (normal
donkey serum, NDS) blockiert und anschliefiend mit dem Anti-Fos-Primérantikorper (Rabbit-
anti-rat-cFos) in 5% NDS mit 0,2% Natriumazid in PBS versetzt. Zudem wurde der L6sung
entweder ein Anti-NPY -Primérantikorper (Goat-anti-NPY, Verdinnung 1:200) oder ein Anti-
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AgRP-Primérantikdrper (Goat-anti-AgRP, Verdinnung 1:500) zugeftgt und fir 42 Stunden bel
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Blockierung mit 5% NDS.
Zur Darstellung der gegen NPY bzw. AgRP gerichteten Primérantikorper aus der Ziege wurde
ein Tetramethylrhodamin-lsothiocyanat-(TRITC-)markierter Sekundéarantikorper (Donkey-anti-
goat-1gG, Verdinnung 1:200) in 5% NDS mit 0,2% NaN3 in PBS gel6st und fur 12 Std.
inkubiert. Anschlief?end wurden die Gehirnschnitte erneut gewaschen und mit NGS blockiert.
Zur Detektion des Anti-Fos-Priméarantikorpers wurden zwei verschiedene Verfahren angewandt:
I) Bei der Farbung gegen Fos und NPY wurde ein FITC-konjugierter Sekundérantikérper (Goat-
anti-rabbit-1gG, Verdinnung 1:600, Inkubationszeit 12 Std.) verwendet und anschlief3end mit
PBS gewaschen.

I1) Bel der Darstellung von Fos und AgRP diente ein Biotin-SP-konjugierter Sekundarantikorper
(Goat-anti-rabbit-1gG, Verdinnung 1:1.000) in 3% NGS mit 0,2% NaN;3; zur Markierung des
Anti-Fos-Primérantikorpers. Die Inkubationszeit betrug ebenfalls zwdlf Stunden. Nach drel
Spulvorgangen mit PBS wurden die Schnitte zunéchst fur eine Stunde in Sorensen-Puffer (pH
8,0) und anschlieffend fur funf Stunden in Sorensen-Puffer (pH 8,0) mit Fluoreszein-
konjugiertem Avidin D (20 pg/ml) inkubiert und nachfolgend dreimal in Sorensen-Puffer (pH
8,0) gewaschen.

Abschlief3end erfolgte jeweils eine Gegenfarbung mit DAPI (2 pg/ml in PBS) zur Darstellung
der Zellkerne. Nach drei weiteren Waschgéngen wurden die Gehirnschnitte auf Objekttréger
aufgezogen und im Gefrierschrank aufbewahrt.

2.2.3.9 Protokoll 3 zur Darstellung von NPY und AgRP

Die Gehirnschnitte wurden, wie beschrieben, mit Natriumborhydrid behandelt, gewaschen und
unspezifische Bindungsstellen durch die Inkubation mit 5%igem NDS, versetzt mit Natriumazid
und Triton X-100 in PBS blockiert. Anschlief?end wurden die Priméarantikérper gegen NPY
(Guinea-pig-anti-NPY, 1:500) und AgRP (Goat-anti-AgRP, 1:500) in 5% NDS mit 0,2%
Natriumazid in PBS geldst und fir 42 Stunden bel Raumtemperatur inkubiert. Durch dreimaliges
Waschen mit PBS wurden nicht-gebundene Antikorper entfernt. Mit einer Losung aus 5% NDS
und 0,2% Natriumazid in PBS wurde wiederum fir zwei Stunden blockiert. Zur Darstellung des
gegen NPY gerichteten Primérantikorpers wurde ein TRITC-markierter Sekundarantikorper
(Donkey-anti-guinea-pig-1gG) verwendet, wahrend die Detektion des Anti-AgRP-Primaranti-
korpers mit einem FITC-markierten Sekundarantikdrper (Donkey-anti-goat-1gG) erfolgte. Die
Sekundéarantikorper waren, jeweils 1:200 verdinnt, in 5% NDS mit 0,2% NaN3 in PBS gel6st
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und wirkten fur 12 Stunden ein. Dem dreimaligen Waschen in PBS folgte die Gegenfarbung mit
DAPI (2 pg/ml in PBS) zur Darstellung der Zellkerne. Nach 15-mintitiger Inkubation wurden die
Gehirnschnitte letztmalig in PBS gespuilt, um Uberschiissige Farbechemikalien zu entfernen. Im
Anschluss wurden die Gehirnschnitte auf Objekttrager aufgezogen, mit anti-fading-Substanz
eingedeckt und bel -20 °C im Gefrierschrank aufbewahrt.

2.2.3.10 Mikroskopische Auswertung
Fur die mikroskopische Auswertung wurde ein konfokales Laser Scanning Mikroskop (cLSM
510 Meta) verwendet. Die Laser-, Filter- und Blenden-Einstellungen des cLSM zur Anregung

sowie zur Signaldetektion der einzelnen Fluorochrome sind in Tabelle 2.6 dargestellt.

Tabelle 2.6: Einstellungen des cL SM zur Detektion der verwendeten Fluor ochrome

Exzitations- Emissions- _
Fluorochrom Filter BlUndelspalt
wellenlange | wellenlange
DAPI 345 nm 455 nm FT 395 BP 365/12
FITC 488 nm 519 nm BP 505-550 HFT UV/488/543/633
Propidiumjodid 543 nm 617 nm BP560-615 | HFT UV/488/543/633
TRITC 547 nm 572 nm BP 560-615 HFT 488/543

Die Fos-Signde (Fos Immunreaktivitét) wurden semiquantitativ beurteilt. Bei den nach
Protokoll 1 und 2 geférbten Schnitten galten die Zellen, die ein grines Fluoreszenzsignal im
Zellkern zeigten, als Fos-positiv. Die Gegenfarbung mit Propidiumjodid oder DAPI erzeugte ein
rotes bzw. blaues Fluoreszenzsignal im Zellkern und ermdglichte so die genaue Abgrenzung der
untersuchten Gehirnkerne (ARC, PVN, VMH, DMH, NTS sowie AP) von benachbarten
Gehirnstrukturen. Als anatomische Orientierung dienten die Abbildungen aus dem Atlas von
Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1997). Fur jeden Gehirnschnitt wurde so die Anzahl
der im jewelligen Gehirnkern lokalisierten Fos-positiven Neurone bestimmt. Sowohl die
Begutachtung am Mikroskop as auch die anschlief?ende Auszdhlung am Computer erfolgte
verblindet, um einen moglichen Einfluss auf das Ergebnis zu vermeiden.
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2.2.4 Statistische Auswertung

Samtliche statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Programm SgmaStat® (Version 3.1).

2.2.4.1 Statistische Auswertung der ver haltensbiologischen Versuche

Die Daten zur Modulation der Nahrungsaufnahme durch desacyl-Ghrelin und Obestatin wurden
as Mittelwert der Nahrungsaufnahme + Standardabweichung des Mittelwerts (standard error of
mean, SEM) in g/kg Korpergewicht erfasst und mittels der Varianzanalyse ANOVA (analysis of
variance) ausgewertet. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Fisher-LSD-
Test (least significant difference test) evaluiert, wobei p < 0,05 ds signifikant galt.

2.2.4.2 Statistische Auswertung der Studie zur Kor per gewichtsentwicklung

Die durchschnittliche Korpergewichtszunahme in Gramm wurde in den verschiedenen Gruppen
als Mittelwert + SEM angegeben und mittels der Varianzanalyse ANOV A untersucht. Mit dem
Fisher-LSD-Test wurden die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen ermittelt, wobel ein
Signifikanzniveau von p < 0,05 gewahlt wurde.

2.2.4.3 Statistische Auswertung der immunhistochemischen Experimente

Die immunhistochemisch geférbten Gehirnschnitte wurden mit Hilfe des Programms Image J®
ausgewertet, wobel bilateral jeweils 10 Schnitte des PVN (Bregma -1,30 bis -2,12 mm) sowie
des DMH (Bregma -2,56 bis -3,60 mm), je 20 Schnitte des ARC (Bregma -2,12 bis -3,60 mm)
und des VMH (Bregma-2,12 bis -3,60 mm) und jewells 15 Schnitte des NTS (Bregma-13,24 bis
-14,30 mm) sowie unilateral 6 Schnitte der AP (Bregma -13,68 bis -14,08 mm) ausgezéhlt
wurden. Als Orientierung diente der stereotaktische Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und
Watson, 1997). Die Daten wurden as durchschnittliche Anzahl Fos-positiver Neurone pro
Schnitt in jeder Versuchsgruppe + SEM erfasst und mittels Varianzanalyse die Normalverteilung
der Messwerte Uberpriift. Differenzen zwischen den Gruppen wurde in der Ghrelin-Studie
mithilfe des Student-t-Tests, bel der Untersuchung zu desacyl-Ghrelin unter Verwendung des
Mann-Whitney-Tests sowie bel den Obestatin-Versuchen mit dem Fisher-LSD-Test ausgewertet,
wobei jeweils p < 0,05 assignifikant galt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ghrdin

3.1.1 Beeinflussung der Fos-Expression in Hypothalamus und Hirnstamm durch Ghrelin

Zid dieses Experiments war es, zu untersuchen, ob neben der bekannten Ghrelin-induzierten
neuronalen Aktivierung im Nucleus arcuatus (ARC) und im Nucleus paraventricularis (PVN)
auch in anderen appetitregulatorischen Kerngebieten wie dem ventromedialen Hypothalamus
(VMH), dem dorsomedialen Hypothalamus (DMH), dem Nucleus tractus solitarius (NTS) oder
der Area postrema (AP) eine Modulation der Fos-Expression nach peripherer Ghrelin-Gabe
nachzuweisen ist. Hierzu erhielten mannliche Sprague-Dawley-Ratten in der Lichtphase Ghrelin
in einer Dosis von 3 nmol/Tier (n = 5) oder Vehikellésung (n = 5) intraperitoneal injiziert. Nach
der anschlieffenden transkardialen Perfusion erfolgte die immunhistochemische Aufarbeitung der
Gehirne. Fur die Beurtellung der neuronalen Aktivierung appetitregulatorischer Zentren im
Hypothalamus sowie im Hirnstamm wurde der metabolische Marker Fos detektiert.

Nach der Injektion von Ghrelin konnte im Vergleich zur Behandlung mit Vehikelldsung eine
signifikant erhohte Fos-Expression im PVN nachgewiesen werden (Mittelwert Fos-positiver
Neurone pro Schnitt + SEM: 69,10 + 5,26 vs. 34,03 + 2,87 Neurone/Schnitt, p = 0,001; Abb. 3.1
und 3.2). Im ARC war die neuronale Aktivitét nach Ghrelin-Gabe verglichen mit der Applikation
von NaCl-Ldsung ebenfalls gesteigert (49,00 + 1,87 vs. 22,85 + 1,64 Neurone/Schnitt, p = 0,001;
Abb. 3.1 und 3.2).

Auch im DMH induzierte die intraperitoneale Injektion von 3 nmol Ghrelin pro Tier eine
signifikante Steigerung der Fos-Expression (141,63 £ 5,19 vs. 82,72 + 4,87 Neurone/Schnitt, p <
0,001; Abb. 3.1 und 3.3). Die durch die Ghrelin-Gabe aktivierten Neurone waren tberwiegend
im ventralen sowie im dorsalen Subnukleus des DMH lokalisiert, wahrend im kompakten Anteil
des Kerns wenige Neurone Fos exprimierten (Abb. 3.3 und 3.4).

Im VMH war hingegen keine Modulation des Fos-Expressionsmusters zu beobachten (53,49 +
2,97 vs. 48,02 + 2,72 Neurone/Schnitt, p = 0,177; Abb. 3.1 und 3.2). Im Hirnstamm bewirkte die
periphere Administration von Ghrelin ebenfalls keine Modulation der neuronalen Aktivitat im
NTS (42,04 + 2,31 vs. 40,2 + 2,70 Neurone/Schnitt, p = 0,603; Abb. 3.1 und 3.2) und auch in der
AP hatte das Peptid keinen Einfluss auf die Fos-Expression (7,17 + 0,77 vs. 5,28 + 0,82
Neurone/Schnitt, p = 0,096; Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Fos-Expression appetitregulatorischer Kerngebiete in Hypothalamus und
Hirnstamm nach peripherer Ghrelin-Injektion

Die intraperitoneale Applikation von 3 nmol Ghrelin pro Tier induzierte im Vergleich zur Gabe
der Vehikellosung 90 Minuten nach Injektion eine signifikante Erhthung der neuronalen
Aktivitdt im Nucleus paraventricularis (PVN), im Nucleus arcuatus (ARC) sowie im
dorsomedialen Hypothalamus (DMH). Die Fos-Expression im ventromedialen Hypothalamus
(VMH), im Nucleus tractus solitarius (NTS) und in der Area postrema (AP) wurde hingegen
nicht beeinflusst.

Die Daten sind als Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone pro Schnitt aus je funf Tieren
pro Gruppe = Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) der einzelnen Kerngebiete angegeben
(i.p. = intraperitoneal).

*1- 3 nmol Ghrelin/Tier vs. NaCl-Lésung: p = 0,001

*2: 3 nmol Ghrelin/Tier vs. NaCl-Lésung: p = 0,001

*3: 3 nmol Ghrelin/Tier vs. NaCl-Lésung: p < 0,001
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Abbildung 3.2: Reprasentative Gehirnschnitte hypothalamischer und medullérer Kern-
gebiete nach peripherer Ghrelin-Applikation

Intraperitoneal administriertes Ghrelin induzierte im Vergleich zu der Behandlung mit NaCl-
Losung (A, E, I, M) einen Anstieg der Fos-Expression (griines Fluoreszenzsignal) im PVN (B)
sowie im ARC (F), nicht aber imVMH (J) und im NTS (N).

Die Gegenféarbung der Zellkerne mit Propidiumjodid (rotes Fluoreszenzsignal) sowohl bel der
Verumgruppe (D, H, L, P) as auch bei den Vehikeltieren (C, G, K, O) diente der Lokalisation
der untersuchten Hirnkerne.

Die weil3en Linien geben die Ausdehnung der untersuchten Hirnkerne PVN, ARC, VMH und
NTS an (Paxinos und Watson, 1997). Der weil3e Balken entspricht jeweils 100 um. (3V = dritter
Ventrikel, EM = Eminentia mediana)
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Abbildung 3.3: Reprasentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Darstellung des
neuronalen Aktivitatsmarkers Fosim dorsomedialen Hypothalamus (DMH)

Im DMH war gegenlber der Applikation von NaCl-Ldsung (A) die Fos-Expression (griines
Fluoreszenzsignal) 1% Stunden nach der Gabe von 3 nmol Ghrelin/Tier (B) signifikant erhoht.
Insbesondere im ventralen Anteil des Kerns zeigte sich eine forcierte neuronale Aktivierung.

Zur Lokalisation des DMH wurden die Zellkerne der Neurone sowohl bel den Vehikeltieren (A1)
as auch in der Verumgruppe (Bi1) zusdtzlich mit Propidiumjodid gegengefarbt (rotes
Fluoreszenzsignal).

Die weil3e Linie gibt die Ausdehnung des DMH an, der lateral des dritten Ventrikels (3V)
lokalisiert ist und sich in einen kompakten (DMHC), einen ventrden (DMHV) und einen
dorsalen (DMHD) Subnukleus untergliedern lasst (Paxinos und Watson, 1997). Der welil3e
Balken reprasentiert 100 pm.
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Abbildung 3.4: Fos-Expression in den Subnuklel des dorsomedialen Hypothalamus nach
peripherer Ghrelin-Injektion

Die intraperitoneale Applikation von 3 nmol Ghrelin pro Tier induzierte im Vergleich zur Gabe
von physiologischer NaCl-Losung 90 Minuten nach der Injektion eine signifikante Steigerung
der neuronalen Aktivitdt im DMH, wobel die Fos-exprimierenden Neurone vor alem im
ventralen (DMHV) und in geringerem Umfang auch im dorsalen (DMHD) Subnukleus des DMH
lokalisiert waren. Im kompakten Anteil des DMH (DMHC) war die Anzahl der aktivierten
Neurone hingegen gering.

Die Daten sind als Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone der einzelnen Subnuklel +
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) angegeben, wobei die untersuchte Stichprobe funf
Tiere umfasste.
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3.1.2 Phanotypisierung intr ahypothalamischer Projektionsfasern

Zur Phanotypisierung der in den DMH projizierenden Fasern aus anderen hypothal amischen
Kerngebieten dienten verschiedene Kombinationen von Farbungen zur Darstellung des
neuronalen Aktivitdétsmarkers Fos sowie der Neuromodulatoren Neuropeptid Y (NPY) und
Agouti Related Peptide (AgRP).

Die Darstellung der Proteine Fos und NPY zeigte, dass die nach Ghrelin-Gabe Fos-
exprimierenden Neurone vor allem im ventralen Subnukleus des DMH lokalisiert und von NPY -
positiven Fasern umgeben sind (vgl. hierzu Abb. 3.5).

Die Doppelfarbung gegen Fos und AgRP ergab, dass auch dieser Neuromodulator in den
Projektionsfasern, die den DMH erreichen, nachweisbar ist. Durch die konfokale Laser Scanning
Mikroskopie war zudem eine dreidimensionale Rekonstruktion der Gehirnschnitte mdglich.
Diese raumliche Darstellung verdeutlichte, dass die AgRP-positiven Projektionsfasern jene
Neurone, die nach peripherer Ghrelin-Gabe Fos exprimieren, as dichtes Netzwerk umgeben (s.
Abb. 3.6).

Die simultane Detektion von NPY und AgRP in einer Farbung zeigte eine ausgeprégte
Kolokalisation dieser beiden Neuromodulatoren in Projektionsfasern, die den DMH erreichen
(vgl. Abb. 3.7).

In den Abbildungen 3.5 bis 3.7 sind représentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen
Darstellung von Fos und NPY (Abb. 3.5), Fos und AgRP (Abb. 3.6) beziehungsweise NPY und
AgRP (Abb. 3.7) im DMH dargestellt.
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—
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Abbildung 3.5: Reprasentativer Gehirnschnitt der immunhistochemischen Darstellung des
neuronalen Aktivitatsmarkers Fos und des Peptids NPY im dor somedialen Hypothalamus
Nach der Gabe von 3 nmol Ghrelin pro Tier war insbesondere im ventralen Subnukleus des
DMH eine gesteigerte Fos-Expression (grunes Fluoreszenzsignal) erkennbar. Zudem stellte sich
ein Netzwerk NPY -positiver Fasern (rotes Fluoreszenzsignal) dar, das die Perikarya der Fos-
exprimierenden Neurone umgab. Zur Lokalisation des DMH wurden die Zellkerne der Neurone
mit DAPI gegengeférbt (blaues Signal).

Der DMH lasst sich in einen kompakten (DMHC), einen ventraen (DMHV) sowie einen
dorsalen (nicht dargestellt) Subnukleus untergliedern (Paxinos und Watson, 1997).
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Abbildung 3.6: Darstellung von Fosund AgRP im DMH nach peripherer Ghrelin-Gabe
Die Doppelfarbung zeigt, dass die Fos-exprimierenden Neurone (grines Fluoreszenzsignal in B-

D) im DMH von AgRP-positiven Fasern (rotes Fluoreszenzsignal in A, C und D) umgeben sind.

Die Aufnahme von optischen Serienschnitten in der x-y-Ebene mit dem cLSM erméglicht eine
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dreidimensionale Rekonstruktion des Préparats aus einem zweidimensionalen Datensatz. In der

raumlichen Darstellung (D) ist ein Netzwerk AgRP-positiver Fasern (* in D;) zu erkennen, die

ein Fos-exprimierendes Neuron umgeben. Der weil3e Balken entspricht 100 pm in A-C sowie 5
pm in D. (DMHC = kompakter DMH; DMHYV = ventraler DMH; 3V = dritter Ventrikel)

Abbildung 3.7: Kolokalisation von AgRP und NPY in Fasern, diein den DMH projizieren
Bel starker Vergrofderung ist in der Doppelfarbung gegen AgRP (grines Fluoreszenzsignal in A
und C) und NPY (rotes Fluoreszenzsignal in B und C) in Fasern, die in den DMH projizieren,
eine starke Kolokalisation (C) dieser beiden Neuromodulatoren zu erkennen. Der weil3e Balken
représentiert jewells 10 pm.
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3.2 Desacyl-Ghrelin

3.2.1 Wirkung von desacyl-Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme

In adulten Zucker-Ratten fihrte die intraperitoneale Injektion von 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier
im Vergleich zur Vehikelgruppe nach funf Stunden zu einer signifikante Reduktion der verzehr-
ten Futtermenge (Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme in g/lkg KG + SEM: 10,79 +
0,74 vs. 14,18 + 0,88 g/kg, p = 0,016; Abb. 3.8A). Nach zwolf Stunden war die kumulative
Nahrungsaufnahme sowohl gegentber der NaCl-Gruppe (21,21 + 1,33 vs. 26,45 £ 0,99 g/kg, p =
0,005) als auch gegenuber der mit 1 nmol desacyl-Ghrelin behandelten Gruppe (21,21 + 1,33 vs.
28,58 + 1,61 g/kg, p < 0,001; Abb. 3.8A) signifikant vermindert. Die Injektion von 1 nmol
desacyl-Ghrelin/Tier bewirkte hingegen keine Modulation des Fressverhaltens.

Die Betrachtung der nicht-kumulativen Nahrungsaufnahme zeigte ab Beginn der vierten Stunde
des Beobachtungszeitraums einen inhibitorischen Effekt des Peptids auf das Fressverhalten der
Tiere (vgl. Abb. 3.8B).
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Abbildungen 3.8 A und B: Effekt von peripher injiziertem desacyl-Ghrelin auf die kumu-
lative und nicht-kumulative Nahrungsaufnahme ad libitum-geftitterter Zucker-Ratten

Die intraperitoneale Gabe von 5 nmol desacyl-Ghrelin zu Beginn der Dunkelphase fiihrte im
Vergleich zur Applikation der NaCl-Lésung zu einer signifikanten Reduktion der kumulativen
Nahrungsaufnahme nach fiinf und zwolf Stunden, wihrend die Administration von 1 nmol
desacyl-Ghrelin keine Modulation des Fressverhaltens induzierte (A).

Die Auswertung der nicht-kumulativen Nahrungsaufnahme zeigt, dass der inhibitorische Effekt
von 5 nmol desacyl-Ghrelin auf das Fressverhalten der Tiere in der vierten Stunden nach der
Injektion einsetzte und iiber den gesamten weiteren Beobachtungszeitraum hinweg persistierte
(B).

Die Daten sind als Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme pro Gruppe + Standard-
abweichung des Mittelwerts (SEM) in Gramm pro Kilogramm Kd&rpergewicht angegeben.

(i.p. = intraperitoneal, n = Stichprobengrofe, KG = Kdrpergewicht)

*1: 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier vs. NaCl: p = 0,016

*2: 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier vs. NaCl: p = 0,005

o: 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier vs. 1 nmol desacyl-Ghrelin/Tier: p < 0,001
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3.2.2 Effekte von desacyl-Ghrédin auf die K 6r per gewichtsentwicklung

Die Intention dieser Untersuchung war, zu prifen, ob die beobachtete Suppression der
Nahrungsaufnahme nach einmaliger desacyl-Ghrelin-Applikation bel taglicher Gabe des Peptids
in einer Reduktion des Kdrpergewichtszuwachses resultiert. Adulte Zucker-Ratten erhielten tiber
einen Zeitraum von acht Tagen zweima té&glich, jeweils zu Beginn der Licht- und der
Dunkelphase, 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier (n = 8) oder physiologische Kochsalzldsung (n = 8)
intraperitoneal injiziert. Zusétzlich wurde eine unbehandelte Kontrollgruppe (n = 4) mitgefihrt.
Die Entwicklung des Korpergewichts der Versuchstiere wurde wahrend des Experiments sowie
je vier Tage vor und nach der Intervention durch tégliches Wiegen erfasst.

Der Korpergewichtszuwachs der Vehikeltiere entwickelte sich erwartungsgemald entsprechend
dem der unbehandelten Kontrolltiere (Abb. 3.9). Im Gegensatz dazu fihrte die Gabe von 5 nmol
desacyl-Ghrelin ab dem sechsten Tag der Behandlung zu einer signifikanten Stagnation der
Korpergewichtsentwicklung gegentber der der Vehikeltiere (Korpergewichtszuwachs der
desacyl-Ghrelin-behandelten Tiere vs. NaCl-Tiere in g as Mittelwert + SEM: Tag 6: 10,00
2,35vs. 18,88+ 1,819, p=0,009; Tag 7: 8,63+ 2,42 vs. 17,13+ 2,16 g, p=0,018; Tag 8: 9,25 +
3,29 vs. 22,00 £ 2,69 g, p = 0,006; Abb. 3.9). Auch im Vergleich zu der unbehandelten
Kontrollgruppe war eine signifikante Suppression der Korpergewichtszunahme durch desacyl-
Ghrelin zu beobachten (Korpergewichtszuwachs der desacyl-Ghrelin-behandelten Tiere vs.
Kontrolltiere in g als Mittelwert £ SEM: Tag 6: 10,00 = 2,35 vs. 20,00 £ 3,34 g, p = 0,016; Tag
7: 8,63 + 2,42 vs. 20,50 + 3,28 g, p = 0,008; Tag 8: 9,25 + 3,29 vs. 24,25 + 2,84 g, p = 0,007,
Abb. 3.9).

Dieses Plateau in der Gewichtsentwicklung der Verumgruppe hielt bis zum Ende der
Behandlung an. Anschlief3end verlief die Gewichtszunahme parallel zu jener der Kontrolltiere,
sodass auch in der viertégigen Nachbeobachtungsphase keine Kompensation der entstandenen
Gewichtsdifferenz stattfand (K 6rpergewichtszuwachs der desacyl-Ghrelin-behandelten Tiere vs.
NaCl-Tiere als Mittelwert £ SEM nach der Intervention: Tag N1: 12,50 + 2,97 vs. 23,25 + 1,64 g,
p = 0,005; Tag N: 13,00 + 3,30 vs. 24,00 + 1,55 g, p = 0,016; Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Korpergewichtsentwicklung adulter Zucker-Ratten unter repetitiver
peripherer desacyl-Ghrelin-Applikation

Die zweimal tégliche intraperitoneale Injektion von 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier fuhrte ab dem
sechsten Tag der Intervention zu einer signifikanten Stagnation der Korpergewichtszunahme,
sowohl im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren als auch verglichen mit den
Vehikeltieren, denen physiologische Kochsalzl 6sung administriert wurde.

Die Daten sind as Mittelwert des kumulativen K érpergewichtszuwachses pro Gruppe in Gramm
+ Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) wahrend des Beobachtungszeitraums angegeben.
(i.p. = intraperitoneal, V1.4 = Tage vor der Intervention, N1.4 = Tage nach der Intervention)
Signifikanzniveaus der Korpergewichtsentwicklung der desacyl-Ghrelin-Tiere gegeniiber den
Kontrollgruppen:

*1: n=0,009 vs. NaCl-L6sung und p = 0,023 vs. unbehandelte Kontrolltiere

*2: n=0,019 vs. NaCl-Lésung und p = 0,017 vs. unbehandelte Kontrolltiere

*3: n = 0,005 vs. NaCl-Lésung und p = 0,007 vs. unbehandelte Kontrolltiere

*% n'=0,005 vs. NaCl-Ldsung

*5: n=0,016 vs. NaCl-L6sung
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3.2.3 Beeinflussung der neuronalen Aktivitdt durch desacyl-Ghrelin

Diese molekularmorphologische Studie befasste sich mit dem Effekt von peripher appliziertem
desacyl-Ghrelin auf die neuronale Aktivitat appetitregulatorischer Kerngebiete in Hypothalamus
und Hirnstamm im Verlauf der Dunkelphase.

Mannliche Zucker-Ratten erhielten dazu bel Eintritt in die Dunkelphase 5 nmol desacyl-Ghrelin
pro Tier oder physiologische Kochsalzlsung intraperitoneal injiziert. Im Folgenden wurden die
Tiere gemd dem in 2.23.2 beschriebenen Zeitkurs transkardia perfundiert und die
entnommenen Gehirne immunhistochemisch aufgearbeitet. Die Auswertung der desacyl-
Ghrelin-induzierten Fos-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe diente als Mal3 fur die
neuronale Aktivierung appetitregulatorischer Kerngebiete. Pro Zeitpunkt wurde in beiden
Gruppen jewells ein Stichprobenumfang von drei Tieren untersucht.

3.2.3.1 Fos-Expression im Nucleus paraventricularis (PVN)

Die Quantifizierung der Fos-Expression im PVN zeigte bei den mit physiologischer NaCl-
L6sung behandelten Tieren eine auf niedrigem Niveau beginnende neuronae Aktivitét, die im
Versuchsverlauf kontinuierlich anstieg (Abb. 3.10). Nach desacyl-Ghrelin-Gabe hingegen war
1% Std. nach der Injektion eine im Vergleich zur Vehikelgruppe signifikant erhdhte Fos-
Expression zu verzeichnen (Fos-Ereignisse pro Schnitt als Mittelwert + SEM, desacyl-Ghrelin vs.
Vehikellosung: 127,05 £ 6,58 vs. 56,65 + 4,96 Neurone/Schnitt, p < 0,001; Abb. 3.10 und 3.11),
welche Uber den gesamten Beobachtungszeitraum auf einem recht konstantem Niveau blieb. Die
neuronale Aktivitét der Vehikelgruppe glich sich diesem im weiteren Verlauf an (112,75 + 12,84
vs. 90,83 £ 6,97 Neurone/Schnitt 4% Std. nach Applikation und 126,48 + 8,51 vs. 111,29 + 9,08
Neurone/Schnitt 12%% Std. nach Applikation; Abb. 3.10).

Die desacyl-Ghrelin-behandelten Tiere zeigten dementsprechend CUber den gesamten
Beobachtungszeitraum einen nahezu konstanten Verlauf der Fos-Expression (127,05 + 6,58
Neurone/Schnitt nach 1% Std. vs. 126,48 + 8,51 Neurone/Schnitt nach 12%% Std.; Abb. 3.10 und
Tab. 3.1), wdhrend die neuronale Aktivitéat bel den Tieren der Vehikelgruppe im Verlauf der
Dunkel phase signifikant anstieg (56,65 + 4,96 Neurone/Schnitt nach 1v2 Std. vs. 111,29 + 9,08
Neurone/Schnitt nach 122 Std., p < 0,001; Abb. 3.10 und Tab. 3.1).

a7



3. Ergebnisse

—e— 5 nmol desacyl-Ghrelin i.p.
£ 1601 —0— 0,15 M NaCl i.p.
=
g 1401
T 120
?j 100 -
= *
5 80
z
o 60 -
=
2 40- A
™
S 201
2 4 6 8 10 12 14
Zeit nach der Injektion (in Stunden)

Abbildung 3.10: Desacyl-Ghrelin-induzierte Fos-Expression im Nucleus paraventricularis
(PVN) im Verlauf der Dunkelphase

Nach der intraperitonealen Applikation von 5 nmol desacyl-Ghrelin pro Ratte bei Eintritt in die
Dunkelphase war die neuronale Aktivitdit im PVN dieser Tiere im Vergleich zur Gabe von
physiologischer Kochsalzlosung zu Beginn des Beobachtungszeitraums signifikant erh6ht. Die
Fos-Expression der Vehikeltiere erreichte indes erst im weiteren Verlauf der Dunkelphase
anndhernd die Werte der mit desacyl-Ghrelin behandelten Tiere.

Die Daten sind als Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone pro Gehirnschnitt aus drei
Tieren pro Gruppe + Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) angegeben.

(i.p. = intraperitoneal)

* 1 5 nmol desacyl-Ghrelin nach 1% Std. vs. NaCl nach 1% Std.: p < 0,001

A : NaCl nach 1% Std. vs. NaCl nach 12% Std.: p <0,001
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Abbildung 3.11: Reprasentative Gehirnschnitte der gesteigerten Expression des neuronalen
Aktivitatsmarkers Fosim PVN nach peripherer desacyl-Ghrelin-Injektion

1%, Stunden nach der intraperitonealen Applikation von 5 nmol desacyl-Ghrelin (B) war die Fos-
Expression (grunes Fluoreszenzsignal) im PVN deutlich hoher as nach der Gabe der
Vehikellésung (A). Zur Darstellung des PVN wurden die Zellkerne der Neurone sowohl bei den
Gehirnschnitten der Vehikeltiere (A;) as auch der Verumgruppe (B:) zusdtzlich mit
Propidiumjodid gegengeféarbt (rotes Fluoreszenzsignal).

Die weil3e Linie gibt die Ausdehnung des PVN an, der lateral des dritten Ventrikels (3V)
lokalisiert ist. Die Angaben orientieren sich am stereotaktischen Atlas von Paxinos und Watson
(Paxinos und Watson, 1997). Der weli(3e Balken entspricht 100 pum.
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3.2.3.2 Fos-Expression im Nucleus arcuatus (ARC)

Im ARC induzierten 5 nmol desacyl-Ghrelin im Vergleich zur Vehikelgruppe 1v2 Stunden nach
der Applikation ebenfalls eine signifikant erhohte neuronale Aktivitét (Fos-Ereignisse pro
Schnitt as Mittelwert £+ SEM, desacyl-Ghrelin vs. NaCl-Ldsung: 68,63 + 2,97 vs. 27,86 + 1,86
Neurone/Schnitt, p < 0,001; Abb. 3.12 und 3.13), die nach 4% Std. absank, wéahrend die Anzahl
Fos-positiver Neurone bel der Vehikelgruppe anstieg, sodass beide Versuchsgruppen ein
vergleichbares Niveau erreichten (45,69 + 2,02 vs. 45,20 + 3,57 Neurone/Schnitt nach 42 Std.;
Abb. 3.12) und dieses bis zum Ende des Beobachtungszeitraums beibehielten (51,83 + 6,23 vs.
50,90 + 3,11 Neurone/Schnitt nach 122 Std.; Abb. 3.12).

Bel den mit desacyl-Ghrelin behandelten Tieren war somit im Versuchsverlauf eine signifikante
Reduktion der neuronalen Aktivitét zu beobachten (68,63 + 2,97 Neurone/Schnitt nach 1'% Std.
vs. 51,83 * 6,23 Neurone/Schnitt nach 12%2 Std., p = 0,010; Abb. 3.12 und Tab. 3.1), wéhrend
die Fos-Expression der NaCl-Gruppe signifikant anstieg (27,86 = 1,86 Neurone/Schnitt nach 12
Std. vs. 50,90 £ 3,11 Neurone/Schnitt nach 12%% Std., p < 0,001; Abb. 3.12 und Tab. 3.1).
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Abbildung 3.12: Neuronale Aktivierung im Nucleus arcuatus (ARC) nach peripherer
desacyl-Ghrelin-Applikation

Desacyl-Ghrelin induzierte 1% Std. post injectionem eine signifikant erhdhte Fos-Expression im
ARC, wihrend 4% und 12% Std. nach der Applikation des Peptids im Vergleich zu NaCl-Losung
keine Differenz zwischen den Gruppen bestand.

Die Daten sind als Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone pro Gehirnschnitt aus drei
Tieren pro Gruppe + Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) angegeben. (i.p. =
intraperitoneal)

* 1 5 nmol desacyl-Ghrelin nach 1% Std. vs. NaCl nach 1% Std.: p < 0,001

A': Desacyl-Ghrelin nach 1% Std. vs. desacyl-Ghrelin nach 12% Std.: p= 0,010

A”: NaCl nach 1% Std. vs. NaCl nach 12% Std.: p < 0,001
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Abbildung 3.13: Reprasentative Gehirnschnitte der Fos-Induktion im ARC durch die
intraperitoneale Gabe von desacyl-Ghrelin

Im ARC war die Fos-Expression (grines Fluoreszenzsignal) eineinhalb Stunden nach der
Injektion von 5 nmol desacyl-Ghrelin pro Tier (B) im Vergleich zur Gabe der Vehikellsung (A)
signifikant gesteigert.

Zur Lokalisation des ARC wurden die Zellkerne der Neurone sowohl bel den Gehirnschnitten
der Kontrollen (A1) as auch der desacyl-Ghrelin-Gruppe (B;) zusétzlich mit Propidiumjodid
angefarbt (rotes Fluoreszenzsignal). Die well3e Linie markiert die Ausdehnung des ARC, der
sich am Boden des dritten Ventrikels (3V) lateral der Eminentia mediana befindet.

Die Angaben orientieren sich am stereotaktischen Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und
Watson, 1997). Der weil3e Balken entspricht 100 pm.
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3.2.3.3 Fos-Expression im dor somedialen Hypothalamus (DM H)

Im DMH war die neuronale Aktivitét nach der intraperitonealen Applikation von 5 nmol
desacyl-Ghrelin im Vergleich zur Gabe der Vehikelldsung sowohl nach 1% Std. als auch nach
45 Std. signifikant erhoht (Anzahl Fos-positiver Neurone pro Schnitt als Mittelwert £+ SEM,
desacyl-Ghrelin vs. NaCl-L6sung: 139,96 + 8,17 vs. 74,40 £ 13,03 Neurone/Schnitt Std., p =
0,004 nach 1% sowie 172,86 * 5,98 vs. 132,80 + 6,07 Neurone/Schnitt, p < 0,001, nach 4%2 Std.;
Abb. 3.14 und 3.15). Hingegen war am Ende der Dunkelphase kein Unterschied zwischen den
Gruppen mehr zu beobachten (126,43 + 8,71 vs. 133,50 £+ 12,07 Neurone/Schnitt nach 122 Std.;
Abb. 3.14).

Der Vergleich der Fos-Expressionsmuster zu Beginn der Dunkelphase sowie am Ende des
Beobachtungszeitraums zeigte weder nach desacyl-Ghrelin-Injektion (139,96 + 8,17 Neurone/
Schnitt nach 1%2 Std. vs. 126,43 + 8,71 Neurone/Schnitt nach 122 Std.; Abb. 3.14 und Tab. 3.1)
noch nach NaCl-Applikation (74,40 £ 13,03 Neurone/Schnitt nach 1% Std. vs. 133,50 £ 12,07
Neurone/Schnitt nach 12%2 Std.; Abb. 3.14 und Tab. 3.1) ene signifikante Veranderung der
neuronalen Aktivitét dieses Kernsim zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 3.14: Fos-Expression im dorsomedialen Hypothalamus (DMH) im Verlauf der
Dunkelphase nach peripherer desacyl-Ghrelin-Applikation

Sowohl 1%2 Std. as auch 4% Std. nach der Injektion von 5 nmol desacyl-Ghrelin pro Tier war die
neuronale Aktivitdt im DMH gegentber der Kontrollgruppe signifikant erhtht. Am Ende des
Beobachtungszeitraums stellte sich hingegen keine Differenz zwischen den beiden Gruppen dar.
Innerhalb der einzelnen Gruppen war indes beim Vergleich der Werte 1¥2 Std. und 12%% Std.
nach der Administration der Versuchslésungen keine signifikante Verénderung der Anzahl Fos-
positiver Neurone zu verzeichnen.

Die Daten sind as Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone pro Gehirnschnitt aus drel
Tieren pro Gruppe + Standardabwel chung des Mittelwertes (SEM) angegeben.

(i.p. = intraperitoneal)

*1: 5 nmol desacyl-Ghrelin nach 1% Std. vs. NaCl nach 1% Std.: p = 0,004

*2: 5 nmol desacyl-Ghrelin nach 4% Std. vs. NaCl nach 4% Std.: p < 0,001
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Abbildung 3.15: Reprasentative Gehirnschnitte der Fos-Induktion im DMH durch die
intraperitoneale Gabe von desacyl-Ghrelin

1% Std. sowie 4% Std. nach der Injektion von desacyl-Ghrelin (B) war die Fos-Expression
(grunes Fluoreszenzsignal) im DMH im Vergleich zur Gabe von Vehikellosung (A) signifikant
gesteigert. Die Zellkerne der Gehirnschnitte der Kontrollen (A;) sowie der desacyl-Ghrelin-
Gruppe (B1) wurden zur Lokalisation des Kerns zusétzlich mit Propidiumjodid angeférbt (rotes
Fluoreszenzsignal). Die weil3e Linie markiert die Ausdehnung des DMH, der in einen ventralen
(DMHV), einen kompakten (DMHC) und einen dorsalen (DMHD) Subnukleus gegliedert ist und
sich lateral des dritten Ventrikels (3V) befindet. Die Angaben orientieren sich am
stereotaktischen Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1997). Der weil3e Balken
représentiert 100 pum.
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3.2.3.4 Fos-Expression im Nucleus tractus solitarius (NTYS)

Im NTS fihrte die desacyl-Ghrelin-Applikation im Vergleich zur Gabe der Vehikell6sung in der
ersten Hélfte des Beobachtungszeitraums zu einer deutlichen Reduktion der Fos-Expression
(Fos-Ereignisse pro Schnitt as Mittelwert £ SEM, desacyl-Ghrelin vs. NaCl: 136,25 + 3,34 vs.
240,97 + 12,66 Neurone/Schnitt, p < 0,001 nach 1%z Std. und 167,00 + 4,68 vs. 184,90 £ 4,96
Neurone/Schnitt, p = 0,010 nach 4% Std.; Abb. 3.16 und 3.17). Im weiteren Verlauf war die
neuronale Aktivitat im NTS bel der desacyl-Ghrelin-Gruppe verglichen mit der Fos-Expression
der Vehikeltiere hingegen nur noch tendenziell reduziert (182,06 £ 11,39 vs. 214,64 + 19,88
Neurone/Schnitt nach 12%2 Std.; Abb. 3.16).

Uber die gesamte Dunkel phase hinweg betrachtet, stieg die Anzahl Fos-exprimierender Neurone
bei den desacyl-Ghrelin-Tieren signifikant an (136,25 + 3,34 Neurone/Schnitt nach 1% Std. vs.
182,06 + 11,39 Neurone/Schnitt nach 12%% Std., p < 0,001; Abb. 3.16 und Tab. 3.1), wohingegen
sie in der Vehikelgruppe sank (240,97 £ 12,66 Neurone/Schnitt nach 1 Std. vs. 214,64 + 19,88
Neurone/Schnitt nach 122 Std., p = 0,029; Abb. 3.16 und Tab. 3.1)
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Abbildung 3.16: Fos-Expression im Nucleus tractus solitarius (NTS) im Verlauf der
Dunkelphase nach peripherer desacyl-Ghrelin-Gabe

Sowohl 172 Std. als auch 42 Std. nach der Injektion von 5 nmol desacyl-Ghrelin/Tier war die
neuronale Aktivitdt im NTS verglichen mit der Gabe der Vehikellosung signifikant reduziert. Im
weiteren Verlauf der Dunkelphase kam es durch den kontinuierlichen Anstieg der Fos-
Expression bei der desacyl-Ghrelin-Gruppe zu einer weitgehenden Annéherung der Werte beider
Versuchsgruppen.

Die Daten sind als Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone pro Gehirnschnitt aus je drei
Tieren pro Gruppe + Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) angegeben.

(i.p. = intraperitoneal)

*1: 5 nmol desacyl-Ghrelin nach 1% Std. vs. NaCl nach 1% Std.: p < 0,001

*2: 5 nmol desacyl-Ghrelin nach 4% Std. vs. NaCl nach 4% Std.: p = 0,010

A':NaCl nach 1% Std. vs. NaCl nach 12% Std.: p = 0,029

A’: Desacyl-Ghrelin nach 1% Std. vs. desacyl-Ghrelin nach 12 Std.: p <0,001
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Abbildung 3.17: Représentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Detektion des
neuronalen Aktivitatsmarkers Fosim NTS

Die Fos-Expression (grunes Fluoreszenzsignal) war im NTS 1% Std. sowie 4% Std. nach der
Gabe von 5 nmol desacyl-Ghrelin (B) gegenuiber der Applikation von NaCl-L6sung (A) deutlich
reduziert. Zur Darstellung des NTS wurden die Zellkerne der Neurone sowohl bei den
Gehirnschnitten der Vehikeltiere (A;) as auch der Verumgruppe (B:) zusdtzlich mit
Propidiumjodid geférbt (rotes Fluoreszenzsignal).

Die weil3e Linie beschreibt die Ausdehnung des im Hirnstamm beidseits dorsolateral des Canalis
centralis (CC) lokalisierten NTS. Die Angaben orientieren sich am stereotaktischen Atlas von
Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1997). Der wei(3e Balken entspricht 100 pum.
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3.2.3.5 Fos-Expression in der Area postrema (AP)

Die neuronae Aktivitét der AP zeigte im gesamten Beobachtungszeitraum keine nennenswerten
Differenzen zwischen der mit desacyl-Ghrelin behandelten Gruppe und den Vehikeltieren (Fos-
Ereignisse pro Schnitt as Mittelwert + SEM, desacyl-Ghrelin vs. NaCl-L6sung: 33,75 + 1,70 vs.
28,43 £ 3,16 Neurone/Schnitt nach 1% Std.; 35,56 = 3,63 vs. 33,00 £+ 2,89 Neurone/Schnitt nach
45 Std. und 40,72 + 4,70 vs. 33,18 + 3,87 Neurone/Schnitt nach 12Y% Std.; Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18: Peripheres desacyl-Ghrelin bewirkte keine Modulation des Fos
Expressionsmustersin der Area postrema (AP)

Die intraperitoneale Injektion von 5 nmol desacyl-Ghrelin pro Tier beeinflusste die neuronale
Aktivitdt in der AP im Vergleich zur Behandlung mit physiologischer NaCl-Ldsung nicht und
auch im zeitlichen Verlauf zeigte sich keine signifikante Verénderung der Fos-Expression in
diesem Kern. Die Daten sind als Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone pro Gehirnschnitt
aus drei Tieren pro Gruppe + Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) angegeben.

(i.p. = intraperitoneal)
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Abbildung 3.19: Représentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Detektion des
neuronalen Aktivitatsmarkers Fosin der AP

In der AP bewirkte die Gabe von 5 nmol desacyl-Ghrelin (B) gegentiber der Applikation von
NaCl-Lésung (A) keine Modulation der Fos-Expression (grines Fluoreszenzsignal). Zur
Darstellung der AP wurden die Zellkerne der Neurone sowohl bel den Gehirnschnitten der
Vehikeltiere (A1) as auch der Verumgruppe (B1) zusétzlich mit Propidiumjodid geférbt (rotes
Fluoreszenzsignal). Die well%e Linie beschreibt die Ausdehnung der AP, die im Hirnstamm
zwischen dem Canalis centralis (CC) und dem vierten Ventrikel (4V) lokalisiert ist.

Die Angaben orientieren sich am stereotaktischen Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und
Watson, 1997). Der weil3e Balken reprasentiert 100 pum.
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3.2.3.6 Gesamtbetrachtung des Fos-Expressionsmuster s nach desacyl-Ghrelin-1njektion

Die Synopsis der vorgestellten Ergebnisse zeigt bel den Vehikeltieren im Verlauf der
Dunkelphase eine signifikante Zunahme der Fos-Expression im PVN (+96,45%), im ARC
(+82,70%) sowie im DMH (+79,44%). Indes war die neuronale Aktivitét dieser Kerne schon 1%
Std. nach der Injektion von desacyl-Ghrelin signifikant gesteigert und nahm im Verlauf der
Dunkel phase sowohl im PVN (-0,45%) as auch im ARC (-24,48%) und im DMH (-9,67%) ab.
Damit wiesen diese Kerngebiete bereits zu Beginn des Beobachtungszeitraums jene gesteigerte
Fos-Expression auf, die bei den Vehikeltieren erst am Ende der Dunkel phase auftrat (s. Tab. 3.1).
Im NTS war die neuronale Aktivitdt nach desacyl-Ghrelin-Gabe im gesamten V ersuchszeitraum
gegentiber der Vehikelgruppe reduziert, wobel sie im Verlauf anstieg (+33,62%), wéahrend sie
nach NaCl-Injektion sank (-10,93%). In der AP veranderte sich die Fos-Expression weder durch
die Injektion des Peptids noch im zeitlichen Verlauf signifikant (vgl. hierzu Tab. 3.1).

In Tabelle 3.1 ist eine Ubersicht zur Beeinflussung des Fos-Expressionsmusters im Verlauf des
Beobachtungszeitraums nach intraperitonealer desacyl-Ghrelin-Gabe dargestellt.

Tabelle 3.1: Verdnderung der Fos-Expression nach intraperitonealer Applikation von 5
nmol desacyl-Ghrelin/Tier oder physiologischer NaCl-L 6sung im Verlauf der Dunkelphase
Die Daten sind as Mittelwert der Anzahl Fos-positiver Neurone/Gehirnschnitt aus drei Tieren
pro Gruppe + Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) angegeben.

Hirn- I ntraperitoneal Fos-positive Neur one/Schnitt Zu- bzw. o-Wert
kern injizierte Substanz nach 12 Std. | nach 12%2 Std. | Abnahme

BN 5 nmol desacyl-Ghrelin | 127,05+ 6,58 | 126,48 + 8,51 -0,45% | =0,608

0,15 M NaCl 56,65 + 4,96 111,29+9,08 | +96,45% | < 0,001

ARC 5 nmol desacyl-Ghrelin 68,63 £ 2,97 51,83+6,23 | -24,48% | =0,010

0,15 M NaCl 27,86 + 1,86 50,90+ 3,23 | +82,70% | <0,001

OMH 5 nmol desacyl-Ghrelin | 139,96 + 8,17 | 126,43+ 8,71 -9,67% | =0,953

0,15 M NaCl 74,40+ 13,03 | 133,50+ 12,07 | +79,44% | =0,014

NTS 5 nmol desacyl-Ghrelin | 136,25+ 3,34 | 182,06 +11,36| + 33,62% | < 0,001

0,15 M NaCl 240,97 + 12,66 | 214,64+19,88| -10,93% | =0,029

AP 5 nmol desacyl-Ghrelin 33,75+ 1,70 40,72+ 4,70 | +20,65% | =0,376

0,15 M NaCl 28,43 + 3,16 33,18+ 387 | +16,71% | =0,423
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3.3 Obestatin

3.3.1 Wirkung von Obestatin auf die Nahrungsaufnahme

In diesem Experiment wurde der appetitregulatorische Effekt von intraperitoneal appliziertem
Obestatin in Abhangigkeit von der zirkadianen Rhythmik unter verschiedenen metabolischen
Ausgangsbedingungen mit der Wirkung von sulfatiertem Cholecystokinin (CCK-8S) auf die
Nahrungsaufnahme verglichen.

Die Versuche wurden sowohl in der Licht- als auch in der Dunkelphase an ad libitum-gefitterten
sowie an Nahrungs-deprivierten adulten mannlichen Sprague-Dawley-Ratten durchgefihrt. Die
Tiere erhielten entweder 1 bzw. 5 umol Obestatin pro kg Korpergewicht, 3,5 nmol CCK-8S pro
kg Korpergewicht als Positivkontrolle oder physiologische Kochsalzlsung as Negativkontrolle
bei Eintritt in die Licht- bzw. in die Dunkelphase intraperitoneal injiziert. Anschlief3end wurde
die kumulative Nahrungsaufnahme der Tiere in g/kg Korpergewicht Gber einen Zeitraum von
zwOlf Stunden erfasst.

3.3.1.1 Untersuchung an ad libitum-gefitterten Tieren in der Dunkelphase

In der Dunkelphase bewirkte intraperitoneales Obestatin in Tieren, die zuvor freilen Zugang zum
Futter hatten, wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums weder in einer Dosierungen von 1
pmol/kg Korpergewicht noch nach der Injektion von 5 pmol/kg Korpergewicht eine Modulation
der Nahrungsaufnahme im Vergleich zur Vehikelgruppe (vgl. hierzu Abb. 3.20).

Hingegen zeigte CCK-8S wéhrend der ersten halben Stunde des Beobachtungszeitraums einen
signifikanten inhibitorischen Effekt auf das Fressverhalten, sowohl gegentiber der Vehikelgruppe
(Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme in g/kg Kérpergewicht + SEM: 2,07 + 0,68 vs.
9,00 + 0,81 g/kg, p = 0,017; Abb. 3.20) ds auch verglichen mit den Tieren denen 1 pmol
Obestatin/kg Korpergewicht (2,07 £ 0,68 vs. 10,03 £ 0,95 g/kg, p = 0,005; Abb. 3.20) oder 5
pmol Obestatin/kg Kdrpergewicht (2,07 = 0,68 vs. 11,23 + 0,93 g/kg, p = 0,001; Abb. 3.20)
appliziert wurden.
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Abbildung 3.20: Wirkung von intraperitoneal injiziertem Obestatin und CCK-8S auf die
Nahrungsaufnahme ad libitum-gefiitterter Ratten in der Dunkelphase

In der Dunkelphase wurde die kumulative Nahrungsaufnahme zuvor ad libitum-gefiitterter Tiere
durch die intraperitoneale Injektion von 1 bzw. 5 pmol Obestatin/kg Korpergewicht nicht
beeinflusst. Die Applikation von 3,5 nmol CCK-8S/kg Kdorpergewicht hatte indes in der ersten
halben Stunde des Beobachtungszeitraums einen signifikanten inhibitorischen Effekt auf das
Fressverhalten der Tiere.

Die Daten sind als Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme pro Gruppe =+
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Gramm pro kg Korpergewicht angegeben.

(i.p. = intraperitoneal, n = Stichprobengrofe, KG = Kdrpergewicht)

Signifikanzniveaus zwischen den Versuchsgruppen:

* 13,5 nmol CCK-8S vs. NaCl: p=0,017

e : 3.5 nmol CCK-8S vs. 1 umol Obestatin: p = 0,005

A: 3,5 nmol CCK-8S vs. 5 umol Obestatin: p = 0,001
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3.3.1.2 Studie an ad libitum-gefiitterten Tieren in der Lichtphase

In der Lichtphase hatte die periphere Gabe von 1 respektive 5 pmol Obestatin/kg KG keinen
Einfluss auf das Fressverhaten ungefasteter Tiere. Der CCK-8S-induzierte Sattigungseffekt
erreichte ebenfals kein signifikantes Niveau (Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme in
o/kg KG+ SEM: 0,10 + 0,10 vs. 3,32 + 1,34 g/kg nach 30 min.; 0,10 = 0,10 vs. 5,07 + 1,59 g/kg
nach 60 min. und 0,67 £+ 0,55 vs. 5,68 £+ 1,54 g/kg nach 120 min.; Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21: Einfluss von intraperitoneal appliziertem Obestatin und CCK-8S auf die
Nahrungsaufnahmein ad libitum-gefutterten Ratten in der Lichtphase

Die kumulative Nahrungsaufnahme ad libitum-gefitterter Tiere wurde in der Lichtphase durch
die i.p.-Injektion von 1 bzw. 5 pmol Obestatin/kg KG nicht beeinflusst. CCK-8S zeigte indes
einen tendenziellen inhibitorischen Effekt auf das Fressverhalten der Tiere, der jedoch kein
signifikantes Niveau erreichte. Die Daten sind als Mittelwert der kumulativen Nahrungs-
aufnahme pro Gruppe + Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in g/kg KG angegeben.

(i.p. = intraperitoneal, n = Stichprobengroflie, n.s. = nicht signifikant, KG = Kdrpergewicht)
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3.3.1.3 Versuche an 16 Stunden gefasteten Tieren in der Dunkelphase

Obestatin zeigte wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums in beiden Dosierungen keinen
Einfluss auf das Fressverhalten 16 Stunden gefasteter Tiere (vgl. hierzu Abb. 3.22). Indes hatte
CCK-8S in der Dunkelphase eine inhibitorische Wirkung auf die Nahrungsaufnahme, die in den
ersten 30 und 60 Minuten nach der intraperitonealen Injektion sowohl gegentiber den Vehikel-
tieren (Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme in g/lkg KG + SEM: 3,41 + 1,11 vs. 10,10
+ 0,88 g/kg, p = 0,002 nach 30 Min. und 5,29 + 0,22 vs. 11,61 £+ 1,22 g/kg, p = 0,002 nach 60
Min.; Abb. 3.22), dsauch im Vergleich zu den mit 1 pumol Obestatin/kg KG behandelten Tieren
(341+1,11vs 11,72 £ 1,22 g/kg, p < 0,001 nach 30 Min. und 5,29 + 0,22 vs. 11,72 + 1,22 g/kg,
p = 0,002 nach 60 Min.; Abb. 3.22) und der Gruppe, die 5 umol Obestatin/kg KG erhalten hatte
(341 + 1,11 vs. 10,86 £ 0,51 g/kg, p < 0,001 nach 30 Min. und 5,29 + 0,22 vs. 11,69 + 0,78 g/kg,
p = 0,002 nach 60 Min.; Abb. 3.22), ein signifikantes Niveau erreichte.

Zwei Stunden nach der Injektion glich sich die kumulative Nahrungsaufnahme der mit CCK-8S
behandelten Tiere wieder jener der Kontrolltiere an.
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Abbildung 3.22: Effekt von intraperitoneal administriertem Obestatin und CCK-8S auf die
Nahrungsaufnahme 16 Stunden gefasteter Tiere in der Dunkelphase

Die Injektion von 1 bzw. 5 pmol Obestatin/kg KG hatte keine Auswirkungen auf die kumulative
Nahrungsaufnahme 16 Stunden gefasteter Tiere in der Dunkelphase, wihrend die Gabe von 3,5
nmol CCK-8S/kg KG in der ersten Stunde des Beobachtungszeitraums in einer signifikanten
Suppression des Fressverhaltens der Tiere resultierte.

Die Daten sind als Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme pro Gruppe =+
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Gramm pro Kilogramm Korpergewicht
angegeben.

(i.p. = intraperitoneal, n = Stichprobengrofle, KG = Kdrpergewicht)

*1: 3,5 nmol CCK-8S vs. NaCl: p = 0,002

e': 3,5 nmol CCK-8S vs. 1 pmol Obestatin: p < 0,001

A': 3,5 nmol CCK-8S vs. 5 pmol Obestatin: p < 0,001

*2: 3,5 nmol CCK-8S vs. NaCl: p = 0,002

;3,5 nmol CCK-8S vs. 1 pmol Obestatin: p = 0,002

A”: 3,5 nmol CCK-8S vs. 5 pmol Obestatin: p = 0,002
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3.3.1.4 Untersuchung an 16 Stunden gefasteten Tieren in der Lichtphase

Die Applikation von 1 und 5 pmol Obestatin/kg KG bewirkte in der Lichtphase in gefasteten
Versuchstieren wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums keine Modulation der
Nahrungsaufnahme (Abb. 3.23). Der inhibitorische Effekt von CCK-8S auf das Fressverhalten
erreichte hingegen innerhalb der ersten zwel Stunden nach der Applikation ein signifikantes
Niveau. Die Reduktion der Nahrungsaufnahme war sowohl im Vergleich zu den Vehikeltieren
(Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme in g/lkg KG = SEM: 5,50 + 0,91 vs. 16,53 + 1,30
o/kg, p < 0,001 nach 30 Min.; 12,23 + 2,67 vs. 23,57 + 2,02 g/kg, p = 0,005 nach 60 Min. und
17,16 = 2,76 vs. 30,04 + 1,26 g/kg, p = 0,002 nach 120 Min.; Abb. 3.23) als auch verglichen mit
den mit 1 umol Obestatin/kg KG behandelten Tieren (5,50 £ 0,91 vs. 18,14 + 1,69 g/kg, p <
0,001 nach 30 Min.; 12,23 + 2,67 vs. 24,67 + 1,99 g/kg, p = 0,003 nach 60 Min. und 17,16 + 2,76
vs. 27,33 + 2,16 g/kg, p = 0,007 nach 120 Min.; Abb. 3.23) sowie den mit 5 umol Obestatin/kg
KG behandelten Tieren (5,50 + 0,91 vs. 17,45 + 1,69 g/kg, p < 0,001 nach 30 Min.; 12,23 + 2,67
vs. 28,09 £ 2,94 g/kg, p < 0,001 nach 60 Min. und 17,16 + 2,76 vs. 32,57 + 2,93 g/kg, p < 0,001
nach 120 Min.; Abb. 3.23) erkennbar.
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Abbildung 3.23: Wirkung von intraperitoneal injiziertem Obestatin und CCK-8S auf die
Nahrungsaufnahme 16 Stunden gefasteter Ratten in der Lichtphase

Auch in der Lichtphase bewirkte die intraperitoneale Injektion von 1 bzw. 5 umol Obestatin/kg
Korpergewicht keine Verdnderung des Fressverhaltens in 16 Stunden gefasteten Ratten.
Hingegen fiihrte CCK-8S in den ersten zwei Stunden des Beobachtungszeitraums zu einer
signifikanten Inhibition der Nahrungsaufnahme dieser Tiere.

Die Daten sind als Mittelwert der kumulativen Nahrungsaufnahme pro Gruppe =+
Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) in Gramm pro kg Korpergewicht angegeben.

(i.p. = intraperitoneal, n = Stichprobengrofe, KG = Kdrpergewicht)

Statistischer Vergleich der kumulativen Nahrungsaufnahme der mit 3,5 nmol CCK-8S/kg KG
behandelten Tiere mit dem Fressverhalten der anderen Versuchsgruppe:

*1: p<0,001 vs. NaCl; ®': p < 0,001 vs. 1 pmol Obestatin; A': p < 0,001 vs. 5 pmol Obestatin
*2: p=0,005 vs. NaCl; % p =0,003 vs. 1 pmol Obestatin; A*: p < 0,001 vs. 5 pmol Obestatin
*3: p=0,002 vs. NaCl; @>: p =0,007 vs. 1 pmol Obestatin; A*: p < 0,001 vs. 5 pmol Obestatin
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3.3.2 Beeinflussung der Fos-Expression durch Obestatin

Zur Untersuchung der Wirkung von Obestatin auf die neuronale Aktivitédt in Hypothalamus und
Hirnstamm anhand des Fos-Expressionsmusters erhielten mannliche Sprague-Dawley-Ratten 5
pmol Obestatin pro kg KG, 1,75 nmol CCK-8S pro kg KG oder 0,15 M NaCl-Ldsung (n = 4
Tiere/Gruppe) intraperitoneal appliziert. 1%2 Stunden nach der Injektion wurden die Tiere
narkotisiert und transkardial perfundiert. Nach der immunhistochemischen Aufarbeitung der
Gehirnschnitte erfolgte die Auswertung durch die Quantifizierung der Fos-Expression mit dem
konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM).

Eine Obestatin-bedingte Modulation der Fos-Expression im Vergleich zu den Vehikeltieren war
in keinem der untersuchten Kerne festzustellen. Weder im PVN (Mittelwert der Anzahl Fos
positiver Neurone pro Schnitt + SEM: 44,16 + 12,97 vs. 39,75 = 6,75 Neurone/Schnitt, p =
0,748; Abb. 3.24 und 3.25) noch im ARC (15,82 + 1,04 vs. 21,52 + 3,65 Neurone/Schnitt, p =
0,690; Abb. 3.24 und 3.26), im VMH (38,19 + 8,99 vs. 35,94 + 2,78 Neurone/Schnitt, p = 0,875;
Abb. 3.24 und 3.27), im DMH (67,61 £ 22,58 vs. 67,85 + 9,36 Neurone/Schnitt, p = 0,991; Abb.
3.24 und 3.28) oder im NTS (67,78 £ 16,47 vs. 60,16 + 6,98 Neurone/Schnitt, p = 0,619; Abb.
3.24 und 3.29) zeigte sich ein Einfluss des Peptids auf die neuronale Aktivitét.

Hingegen induzierte die Gabe von 1,75 nmol CCK-8S/kg KG eine gegentber den Vehikeltieren
signifikant erhéhte Fos-Expression im PVN (136,66 + 7,20 vs. 39,75 + 6,75 Neurone/Schnitt, p <
0,001; Abb. 3.24 und 3.25). Im DMH war ebenfalls eine erhdhte neuronale Aktivitét nach CCK-
8S-Injektion zu beobachten (122,88 + 5,79 vs. 67,85 £ 9,36 Neurone/Schnitt, p = 0,025; Abb.
3.24 und 3.28) und auch im NTS war nach der Applikation von CCK-8S eine deutliche
Steigerung der Fos-Expression nachweisbar (135,07 + 10,11 vs. 60,16 + 6,98 Neurone/Schnitt, p
=0,002; Abb. 3.24 und 3.29).

Im ARC konnte hingegen keine Veranderung der neuronalen Aktivitdt nach CCK-8S-Gabe
beobachtet werden (14,45 + 1,47 vs. 21,52 + 3,65 Neurone/Schnitt, p = 0,621; Abb. 3.24 und
3.26) und auch im VMH hatte das Peptid keinen modulierenden Effekt auf das Fos
Expressionsmuster (25,87 £ 0,72 vs. 35,94 = 2,78 Neurone/Schnitt, p = 0,482; Abb. 3.24 und
3.27).
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Abbildung 3.24: Vergleich der Fos-Expressionsmuster hypothalamischer und medulléarer
Hirnkerne nach peripherer Gabe von Obestatin, CCK -8S sowie NaCl-L 6sung

Die intraperitoneale Injektion von 5 pmol Obestatin/kg K érpergewicht hatte keinen Einfluss auf
die neuronale Aktivitét in den untersuchten Kerngebieten in Hypothalamus und Hirnstamm,
wéhrend die Gabe von 1,75 nmol CCK-8S/kg Kdrpergewicht eine signifikant erhthte Fos-
Expression im Nucleus paraventricularis (PVN), im dorsomedialen Hypothalamus (DMH) sowie
im Nucleus tractus solitarius (NTS) induzierte. Im Nucleus arcuatus (ARC) und im
ventromedialen Hypothalamus (VMH) wurde die neuronale Aktivitét durch die CCK-8S
Applikation hingegen nicht beeinflusst.

Die Daten sind als durchschnittliche Anzahl Fos-positiver Neurone pro Gehirnschnitt aus je vier
Tieren pro Versuchsgruppe + Standardabwel chung des Mittelwertes angegeben.

(i.p. = intraperitoneadl, n.s. = nicht signifikant)

*1. 1,75 nmol CCK-8S: p < 0,001 vs. NaCl und p < 0,001 vs. 5 pmol Obestatin

*2: 1,75 nmol CCK-8S: p = 0,025 vs. NaCl und p = 0,025 vs. 5 pmol Obestatin

*3. 1,75 nmol CCK-8S: p = 0,002 vs. NaCl und p = 0,003 vs. 5 pmol Obestatin
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Abbildung 3.25: Reprasentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Darstellung
des neuronalen Aktivitatsmarkers Fosim Nucleus paraventricularis (PVN)

Im Vergleich zur Gabe von 0,15 M NaCl-Ldsung (A) war im PVN 90 Minuten nach der
Applikation von 5 pmol Obestatin/kg Korpergewicht (B) keine Beeinflussung der Fos-
Expression (grines Fluoreszenzsignal) zu beobachten. Indes induzierte CCK-8S in einer Dosis
von 1,75 nmol/kg Koérpergewicht (C) einen signifikanten Anstieg der neuronalen Aktivitét in
diesem Kern.

Zur Lokalisierung des PVN wurde das Chromatin der Neurone sowohl bel den Gehirnschnitten
der Vehikeltiere (A;) as auch der Obestatin- (B;) und der CCK-8S-Gruppe (C;) zusétzlich mit
Propidiumjodid geférbt (rotes Fluoreszenzsignal).

Die weil3e Linie markiert die Ausdehnung des PVN, der im Hypothalamus lateral des dritten
Ventrikels (3V) lokalisiert ist. Die Angaben orientieren sich am stereotaktischen Atlas von
Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1997). Der wei(3e Balken entspricht 100 pum.
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Abbildung 3.26: Reprasentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Darstellung
des neuronalen Aktivitatsmarkers Fosim Nucleus ar cuatus (ARC)

1%, Std. nach der Applikation von 5 pmol Obestatin/kg Koérpergewicht (B) war, verglichen mit
der Gabe von 0,15 M NaCl-L6sung (A), im ARC keine Modulation der Fos-Expression (griines
Fluoreszenzsignal) erkennbar. Auch die Gabe von 1,75 nmol CCK-8S/kg Korpergewicht (C)
induzierte keine Anderung der neuronalen Aktivitét dieses Kerns.

Das Chromatin der Neurone wurde zur Lokalisierung des ARC sowohl bei den Gehirnschnitten
der Vehikeltiere (A;) as auch der Obestatin- (B;) und der CCK-8S-Gruppe (C;) zusétzlich mit
Propidiumjodid geférbt (rotes Fluoreszenzsignal).

Die well% Linie gibt die Ausdehnung des ARC an, der im Hypothalamus basolateral des dritten
Ventrikels (3V) lokalisiert ist. Die Angaben orientieren sich am stereotaktischen Atlas von
Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1997). Der wel(3e Balken reprasentiert 100 pum.
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Abbildung 3.27: Reprasentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Darstellung

des neuronalen Aktivitatsmarkers Fosim ventromedialen Hypothalamus (VMH)

Im VMH zeigte sich, verglichen mit der Gabe von 0,15 M NaCl-Losung (A), 90 Minuten nach
der Applikation von 5 pumol Obestatin/kg Korpergewicht (B) keine Veranderung der Fos
Expression (grines Fluoreszenzsignal). Auch CCK-8S in einer Dosis von 1,75 nmol/kg
Korpergewicht (C) induzierte in diesem Kern keine Modulation der neuronalen Aktivitét.

Sowohl bei den Gehirnschnitten der Vehikeltiere (A1) as auch der Obestatin- (B1) und der CCK-
8S-Gruppe (C;) wurde das Chromatin der Neurone zur Lokalisation des VMH zusétzlich mit
Propidiumjodid geférbt (rotes Fluoreszenzsignal).

Die weif3e Linie markiert die Ausdehnung des VMH, der lateral des dritten Ventrikels (3V)
lokalisiert ist. Die Angaben orientieren sich am stereotaktischen Atlas von Paxinos und Watson
(Paxinos und Watson, 1997). Der weil3e Balken entspricht 100 pum.
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Abbildung 3.28: Reprasentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Darstellung
des neuronalen Aktivitatsmarkers Fosim dorsomedialen Hypothalamus (DMH)

Im Vergleich zur Gabe von 0,15 M NaCl-L6sung (A) war 12 Stunden nach der Applikation von
5 pmol Obestatin/kg Korpergewicht (B) kein Einfluss auf die Fos-Expression (grines
Fluoreszenzsignal) im DMH zu beobachten. Im Gegensatz dazu bewirkte die Injektion von 1,75
nmol CCK-8S/kg Kdrpergewicht (C) einen signifikanten Anstieg der neuronalen Aktivitét.

Zur Lokalisation des DMH wurden die Zellkerne der Neurone sowohl bei den Gehirnschnitten
der Vehikeltiere (A;) as auch der Obestatin- (B;) und der CCK-8S-Gruppe (C;) zusétzlich mit
Propidiumjodid geférbt (rotes Fluoreszenzsignal).

Die weil3e Linie gibt die Ausdehnung des dorsomedialen Hypothalamus an, welcher lateral des
dritten Ventrikels (3V) lokalisiert ist und sich in einen kompakten (DMHC), einen ventralen
(DMHV) sowie einen dorsalen (DMHD) Subnukleus untergliedern lasst. Die Angaben
orientieren sich am stereotaktischen Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1997).

Der welil3e Balken reprasentiert 100 pm.
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Abbildung 3.29: Reprasentative Gehirnschnitte der immunhistochemischen Darstellung
des neuronalen Aktivitdtsmarkers Fosim Nucleus tractus solitarius (NTYS)

Verglichen mit der Applikation von 5 pmol Obestatin/kg Koérpergewicht (B) war 90 Minuten
nach der Gabe von 0,15 M NaCl-Ldsung (A) im NTS keine Beeinflussung der Fos-Expression
(grines Fluoreszenzsignal) zu erkennen. CCK-8S in einer Dosis von 1,75 nmol/kg Korper-
gewicht induzierte hingegen einen signifikanten Anstieg der neuronalen Aktivitét (C).

Zur Lokalisierung des NTS wurde das Chromatin der Neurone sowohl bei den Gehirnschnitten
der Vehikeltiere (A;) as auch der Obestatin- (B;) und der CCK-8S-Gruppe (C;) zusétzlich mit
Propidiumjodid geférbt (rotes Fluoreszenzsignal).

Die weil3e Linie markiert die Ausdehnung des NTS, der im Hirnstamm beidseits ventrolateral
der Area postrema (AP) und dorsolateral des Canalis centralis (CC) lokalisiert ist. Die Angaben
orientieren sich am stereotaktischen Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und Watson, 1997).
Der weil3e Balken entspricht 100 pm.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ghrédlin

Die intraperitoneale Applikation von 3 nmol Ghrelin/Tier induzierte neben einer signifikant
erhdhten Fos-Expression im Nucleus arcuatus (ARC) und Nucleus paraventricularis (PVN) auch
eine Steigerung der neuronalen Aktivitét im dorsomedialen Hypothalamus (DMH), nicht aber im
ventromedialen Hypothalamus (VMH), im Nucleus tractus solitarius (NTS) sowie in der Area
postrema (AP). Die nach Ghrelin-Injektion Fos-exprimierenden Neurone im DMH liegen vor
allem im ventralen Subnukleus und sind von einem dichten Netzwerk NPY- sowie AgRP-
positiver Projektionsfasern umgeben.

Desacyl-Ghrélin

In verhaltensbiologischen Untersuchungen an adulten Zucker-Ratten konnte eine signifikante
inhibitorische Wirkung von intraperitoneal appliziertem desacyl-Ghrelin (5 nmol/Tier) auf die
kumulative Nahrungsaufnahme nach funf und zwdlf Stunden beobachtet werden. Zudem fihrte
die repetitive desacyl-Ghrelin-Injektion (5 nmol/Tier zweimal téglich) Gber acht Tage zu einer
signifikanten Stagnation des K 6rpergewichtszuwachses.

Im ARC, PVN und DMH induzierte die intraperitoneale Gabe von desacyl-Ghrelin zu Beginn
der Dunkelphase eine signifikant erhthte neuronale Aktivitdt. Im NTS hingegen fihrte die
Applikation des Peptids zu einer Reduktion der Fos-Expression, wahrend desacyl-Ghrelin in der
AP keinen modulierenden Effekt auf die neuronale Aktivitét hatte.

Obestatin

Obestatin in einer Dosierung von 1 bzw. 5 pmol/kg Kdrpergewicht hatte, unabhangig von der
metabolischen Ausgangssituation der Versuchstiere, weder in der Licht- noch in der Dunkel-
phase einen Effekt auf das Fressverhalten der Ratten. Hingegen war bel den mit 3,5 nmol CCK-
8S behandelten Kontrolltieren eine signifikante Reduktion der aufgenommenen Futtermenge zu
beobachten. Auch das Fos-Expressonsmuster appetitregulatorischer Kerngebiete in
Hypothalamus und Hirnstamm wurde durch die Applikation von 5 pmol Obestatin/kg
Korpergewicht nicht beeinflusst. Die Injektion von 1,75 nmol CCK-8S induzierte indes eine
signifikante Steigerung der neuronalen Aktivitat im PVN, im DMH und im NTS.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden die drei durch das Ghrelin-Gen kodierten gastrointestinalen
Peptide Ghrelin, desacyl-Ghrelin und Obestatin beziiglich ihrer appetitregulatorischen Effekte
sowie ihrer zentranervdsen Wirkung in Ratten untersucht. Als Parameter in den verhaltens-
biologischen Experimenten dienten die Beeinflussung der Nahrungsaufnahme und der Korper-
gewichtsentwicklung durch die intraperitoneale Injektion der Peptide. Zur Detektion der
neuronalen Aktivierung durch Ghrelin, desacyl-Ghrelin und Obestatin wurden immunhisto-
chemische Untersuchungen der hypothal amischen und medulldren Fos-Expression durchgefhrt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden im Folgenden zunéchst fir das jeweilige Peptid
zusammengefasst und mit dem aktuellen Stand der Literatur verglichen. Im Anschluss werden
die methodischen Aspekte der Studien diskutiert, die Resultate der Experimente in diesem
Kontext bewertet sowie abschliefiend Schlussfolgerungen beziiglich moglicher Konsequenzen
fUr weitere Forschungsfragestellungen gezogen.

4.1 Peripheres Ghrelin induziert Uber Projektionen aus dem Nucleus arcuatus (ARC) eine

Steiger ung der neuronalen Aktivitdt im dorsomedialen Hypothalamus (DM H)

Die orexinogene Wirkung des Neuropeptids Ghrelin ist in der aktuellen wissenschaftlichen
Literatur unumstritten. Die zugrunde liegenden zentralnerviosen Mechanismen sind bislang
jedoch nur beziglich des Nucleus arcuatus (ARC) weitgehend aufgeklart. Zielsetzung dieser
Studie war es deshalb, anhand des hypothalamischen und medulléren Fos-Expressionsmusters
den Effekt von peripher injiziertem Ghrelin auf die neuronale Aktivitéat weiterer Kerne, diein die
Regulation der Nahrungsaufnahme involviert sind, zu untersuchen.

Die hierzu durchgefiihrten Experimente zeigten, dass die intraperitoneale Applikation von
Ghrelin in ungefasteten Ratten in einer gesteigerten Aktivitat der Neurone im ARC, im Nucleus
paraventricularis (PVN) und im dorsomedialen Hypothalamus (DMH) resultierte. Hingegen war
im ventromediaen Hypothalamus (VMH), im Nucleus tractus solitarius (NTS) sowie in der Area
postrema (AP) keine Modulation der neuronalen Aktivitét zu verzeichnen.

Der beobachtete signifikante Anstieg der Fos-Expresson im ARC und im PVN nach
intraperitonealer Ghrelin-Injektion bestétigt die Resultate friherer Studien (vgl. hierzu Tab. 4.1),
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die nach der i.p.-Applikation des Peptids ebenfalls eine gesteigerte neuronale Aktivierung in
diesen Kernen nachwiesen (Traebert et a., 2002; Riter et al., 2003; Chen et a., 2005).

Uberdies wurde in der vorliegenden Untersuchung erstmals eine neuronale Aktivierung im DMH
nach der intraperitonealen Applikation von Ghrelin beobachtet (vgl. Tab. 4.1). Eine signifikant
gesteigerte Aktivitdt dieses Kerns war bisang ausschliefdich nach intrazerebroventrikul rer
Ghrelin-Injektion nachgewiesen worden (Lawrence et al., 2002), wahrend nach intravendser
Injektion nur ein derartiger Trend festgestellt wurde (Takayama et al., 2007). Eine weitere Studie
zeigte indes nach i.p.-Gabe des Peptids in Mausen keine Modul ation des Fos-Expressionsmusters
im DMH (Wang et al., 2002).

Die neuronale Aktivitét des VMH sowie der im Hirnstamm lokalisierten Kerngebiete NTS und
AP blieb in der vorliegenden Untersuchung nach intraperitonealer Ghrelin-Gabe unbeeinflusst.
Dies stimmt ebenfalls mit den Ergebnissen friherer Experimente (s. Tab. 4.1) Uberein, in denen
nach der i.p.-Injektion des Peptids keine Modulation der Neuronenaktivitét in diesen Kernen zu
beobachten war (Wang et al., 2002; Ruter et a., 2003; Chen et al., 2005).

Demgegentiiber war nach intravendser Ghrelin-Injektion in zwei aktuellen Untersuchungen keine
Veranderung der neuronalen Aktivitét im PVN, jedoch einen Anstieg der Fos-Expression im
NTS sowie in der AP zu beobachten (Takayama et a., 2007; Hashimoto et a., 2007).

Tabelle 4.1: Neuronale Aktivitat ver schiedener Kerngebiete nach peripherer Ghrelin-Gabe
Peptid-Applikation jeweils 90 Min. vor der Perfusion, Enzym(E)- oder Fluoreszenz(F)- Féarbung,
Wirkung in Ratten: + = signifikante Steigerung, (+) = tendenzielle Steigerung, o = kein Effekt

(* = Intervall zwischen Injektion und Perfusion 120 Min., verwendete Spezies. Maus)

Referenz Dosis, Applikation | Farbung Kerngebiet

ARC [ PYN [ VMH [ DMH | NTS| AP

Eigene Ergebnisse 3 nmoal i.p. F + + o] + o|o
Hewson et al., 2000 ~3 nmol i.v. E +
Traebert et ., 2002 ~80 nmoal i.p F +

Wang et al., 2002 * ~3 nmol i.p. E + o] o] o] o | o

Ruter et al., 2003 1 nmol i.p. F + + o|o

Chen et a., 2005 5 nmol i.p. E + + o]
Hashimoto et al., 2007 | 10 nmol/kg i.v. E + + + |+
Takayamaet al., 2007 6 nmol/kg i.v. E + | (1) (+) + |+
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Die differierenden Resultate beziiglich der neuronalen Aktivitat im NTS und in der AP sind
vermutlich auf die unterschiedliche Applikationsart des Peptids in den verschiedenen Studien
zurlckzufuhren. Bei intravendser Administration gelangt Ghrelin in einer htheren Konzentration
in den arteriellen Schenkel des mesenterialen Gefél3systems, in dem es uUber GHS-Rla
exprimierende vagale Afferenzen zu einer gesteigerten neuronalen Aktivitat im NTS fuhrt (Date
et a., 2002a). Im Gegensatz dazu passiert das Peptid be intraperitonealer Injektion vor
Erreichen der systemischen Zirkulation zunéchst das portalventse System. Dort unterliegt es
dem hepatischen Abbau, da die Leber neben der Niere mal’geblich an der Degradierung im
Rahmen des Ghrelinabbaus beteiligt ist (Wu et a., 2003).

Die von den bisherigen Versuchsergebnissen abweichende Beobachtung einer neuronalen
Aktivierung im DMH in der vorliegenden Untersuchung konnte entweder auf die verwendete
Versuchstier-Spezies oder aber auf die andersartige immunhistochemische Aufarbeitung der
Gehirne in den verschiedenen Studien zuriickzuf iihren sein.

Der Vergleich der Untersuchungen der Arbeitsgruppen um Wang und Takayama mit eigenen
Forschungsarbeiten legt nahe, dass fir die Detektion der gesteigerten Fos-Expression im DMH
offenbar die Verwendung der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie nétig ist, da bel
enzymatischen Farbungen keine (Wang et al., 2002) oder nur eine nicht-signifikante Steigerung
(Takayama et a., 2007) der neuronalen Aktivitdt im DMH nachgewiesen wurde. Bei der
Auswertung der Fluoreszenz-Férbungen mit dem cLSM werden umliegende Gewebebereiche
nicht angeregt, wodurch unspezifische Signale durch die Autofluoreszenz des Gewebes
minimiert werden. Der Vorteil gegeniber der enzymatischen Férbung liegt somit in der
spezifischen Darstellung und der besseren Detektion schwacher Signale (Kobelt et al., 2004).
Ferner erleichtert der hohere Kontrast eines farbigen Fluoreszenzfarbstoffs auf schwarzem
Grund, verglichen mit dem braunen Farbstoff auf bréunlichem Hintergrund bel der enzymatische
Diaminobenzidin-Farbung, die exakte Quantifizierung ganz erheblich (Kobelt et a., 2004).

Die Beobachtung einer Einbindung des DMH in die Vermittlung des orexinogenen Ghrelin-
Effektes wird durch zahlreiche weitere Studien gestiitzt. Diese deuteten darauf hin, dass dieser
Kern entscheidend in der Regulation der Energiehoméostase involviert ist (Elmquist et al., 1997,
Elias et a., 2000; Zhu et al., 2007). Zusammen mit dem limbischen System ist der DMH jedoch
auch in die zentrale Stressreaktion involviert (Asakawa et a., 2001a; DiMicco et a., 2002),
sodass die Aktivierung des Kerns nach Ghrelin-Injektion auch die Beteiligung an der Steuerung
des Angstverhaltens widerspiegeln konnte.
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Dennoch deuten neueste Erkenntnisse auf die Relevanz des DMH bei der Appetitregulation,
insbesondere hinsichtlich der zirkadianen Rhythmik der Nahrungsaufnahme hin. Beispielsweise
wies der DMH in Studien von Gooley et a. eine erhthte neuronale Aktivitét vor erwarteten
Mahlzeiten auf, wahrend eine L&sion des Kerns die physiologische praprandiale Steigerung der
Lokomotion bel Ratten signifikant verringerte (Gooley et al., 2006). Zhu et a. beobachteten
darliber hinaus, dass unterschiedliche Neuronengruppen des DMH sowohl auf periphere
Mediatoren as auch auf gastrale Vagusstimulation und den Plasma-Glukosespiegel reagieren
und somit an der Integration der Kurz- und Langzeitregulation der Nahrungsaufnahme beteiligt
sein konnten (Zhu et a., 2007). Zudem induziert auch die intraperitoneale Injektion der
anorexinogenen Peptide CCK-8S und Leptin eine signifikant gesteigerte Fos-Expression im
DMH, was ebenfalls fur eine Beteiligung an der Appetitregulation spricht (ElImquist et al., 1997,
Eliaset a., 2000; Kobelt et al., 2006b).

Folglich 1&sst die beobachtete neuronale Aktivierung im DMH durch peripheres Ghrelin im
Einklang mit der Datenlage in der aktuellen Literatur eine wichtige Rolle dieses Kerngebiets bel
der Verhatensmodifikation im Kontext der Nahrungsaufnahme vermuten.

In diesem Zusammenhang ist insbesondere die Interaktion verschiedener Kerne, die an der
Appetitregulation beteiligt sind, von groRRer Bedeutung. Uber zahireiche intrahypothal amische
V erbindungen sowie durch Projektionen in andere relevante Areale, wie den Hirnstamm, besteht
ein komplexes System zur Integration peripherer Signale. In Abbildung 4.1 ist eine Ubersicht der
Projektionswege wichtiger appetitregul atorischer Kerngebiete dargestellt.
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Abbildung 4.1: Projektionswege ausgewahlter hypothalamischer und medullarer Kerne,
diein die Appetitregulation involviert sind

Der PVN projiziert in den ARC [1] und erhélt Fasern aus diesem [2]. Zudem weist der ARC
Projektionen in den DMH [3] und in die LHA [4] auf und auch zum NTS besteht eine reziproke
Verbindung [5,6]. Der PVN projiziert ebenfalls in den NTS [7] und empfangt Efferenzen aus
diesem [8]. Enge wechselseitige Verbindungen bestehen zwischen NTS und AP [9,10] und vom
PVN in die AP [11]. (Ba et d., 1985; Chronwall, 1985; Sawchenko et al., 1985; Grijalva und
Novin, 1990; Ferguson, 1991; Hay und Bishop, 1991; Magoul et a., 1993; Wang et al., 1997;
Elmquist et a., 1998; Thompson und Swanson, 1998; Bell et al., 2000)

Um die Mechanismen zu erforschen, die der zentraen Verarbeitung des Ghrelin-Stimulus
zugrunde liegen, wurden deshalb in weiterfihrenden Experimenten die neuronalen Netzwerke
untersucht, die an der Vermittlung der Ghrelin-Wirkung beteiligt sind. Im Fokus standen hierbei
die Neuromodulatoren Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related Peptide (AgRP), da frihere
Studien belegten, dass die Ghrelin-stimulierte Nahrungsaufnahme Uber diese beiden Peptide
induziert wird, wahrend exogenes Ghrelin in transgenen Mause, die weder NPY noch AgRP
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exprimieren, keine Stimulation der Nahrungsaufnahme bewirkt (Chen et al., 2004a). Auch
Experimente in Wildtyp-Ratten zeigten, dass der orexinogene Effekt von Ghrelin durch die
Vorbehandlung mit NPY-/AgRP-Antik6rpern oder mit Antagonisten der NPY-Rezeptoren Y
und Y s aufgehoben wird (Nakazato et al., 2001; Lawrence et al., 2002).

NPY wird insbesondere in Neuronen des NTS und des ARC exprimiert, die in den DMH, den
PVN, die LHA und weitere Hirnareale projizieren (McShane et al., 1994; Williams et al., 2001).
Der Neuromodulator NPY fihrt bel zentraler Injektion zu Hyperphagie und konsekutiver
Gewichtszunahme (Clark et a., 1984; Levine und Morley, 1984; Stanley et al., 1986). Die NPY -
Synthese und -Freisetzung wird durch periphere Mediatoren wie Leptin und Insulin inhibiert und
durch Glukokortikoide sowie durch eine katabole Stoffwechsellage gesteigert (Inui, 2000).
Zahlreiche Untersuchungen deuten darauf hin, dass die im DMH lokalisierten NPY -positiven
Neurone an der Regulation der Kdrpergewichtshomoostase beteiligt sind (Bernardis und
Bellinger, 1998; Bi et a., 2001; Chen et al., 2004b).

Auch das Peptid AgRP hat einen starken orexinogenen Effekt, da es al's kompetitiver Antagonist
des anorexinogenen o-Melanozyten-stimulierenden Hormons (a-MSH) am Melanocortin-4-
Rezeptor (MC4-R) wirkt (Ollmann et a., 1997; Ross et a., 1998; Cowley et a., 1999). Der
MC4-R wird von Neuronen des PVN und des DMH sowie anderer Hirnareale exprimiert
(Mountjoy et a., 1994). Eine Mutation dieses Rezeptors induziert in Mausen Adipositas,
wohingegen die zentrale Gabe von MC,4-R-Agonisten die Nahrungsaufnahme in Nagern hemmt
(Huszer et d., 1997; Giraudo et a., 1998; Cowley et a., 1999).

Die Neuromodulatoren NPY und AgRP wirken somit synergistisch im Sinne einer Induktion der
Nahrungsaufnahme. Zudem sind sie im Hypothalamus kolokalisiert, wobei etwa 95% der NPY -
positiven ARC-Neurone AgRP koexprimieren (Broberger et al., 1998; Cowley et a., 1999).
Umgekehrt wird AgRP ausschliefdlich von NPY -positiven Neuronen des ARC synthetisiert, die
in andere hypothalamische Kerne wie den PVN, die LHA oder den DMH sowie in
extrahypothal amische Gebiete projizieren (Broberger et a., 1998; Hahn et a., 1998).

Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass sich NPY und AgRP in ihrem orexinogenen Effekt
erganzen. So zeigen NPY-defiziente Mause eine kompensatorisch erhohte AgRP-Synthese,
weshalb die Stimulation der Nahrungsaufnahme durch Ghrelin-Agonisten in diesen Tieren nicht
abgeschwécht ist (Tschop et a., 2002). Demgegeniber wird das Fehlen von AgRP nicht
vollsténdig durch eine Steigerung der NPY-Produktion kompensiert, sodass MCy-Rezeptor-
defiziente Méause eine geringere Stimulation der Nahrungsaufnahme nach einer Ghrelin-Injektion
aufweisen als der Wildtyp (Shaw et al., 2005).
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In der vorliegenden Studie zeigte die immunhistochemische Detektion von NPY und AgRP im
DMH, dass die nach peripherer Ghrelin-Applikation Fos-exprimierenden Neurone von einem
dichten Netzwerk NPY - und AgRP-positiver Projektionsfasern umgeben sind. Dabel stimmte die
beobachtete Verteilung der NPY-positiven Fasern mit einer vorwiegenden Lokalisation im
ventralen Subnukleus des DMH mit friiheren molekularmorphol ogischen Studien tberein, die in
diesem Bereich des Kerns ebenfalls ein Areal mit ausgeprégter NPY-Immunreaktivitét
nachwiesen (Bai et al., 1985; Broberger et al., 1998).

Neben den Fasern aus dem ARC erreichen den DMH auch Projektionen aus dem Hirnstamm
Uber NPY -positive Nervenfasern (Sahu et a., 1988). Da der ARC jedoch der einzige Ort der
AgRP-Synthese im Gehirn ist, ssammen die detektierten NPY-/AgRP-positiven Fasersysteme
offensichtlich aus diesem Kern (Broberger et al., 1998). Auch Tracing-Studien belegten, dass die
in den DMH projizierenden NPY -/AgRP-positiven Nervenfasern ausschliefdlich aus Neuronen
des ARC stammen (Broberger et al., 1998). Aufgrund dessen kann spekuliert werden, dass die
nach Ghrelin-Applikation Fos-positiven Neurone des DMH Uber NPY -/AgRP-koexprimierende
Fasern aus dem ARC aktiviert werden.

Hierbei ist anzunehmen, dass peripheres Ghrelin eine Freisetzung von NPY und AgRP aus ARC-
stédndigen Neuronen bewirkt, deren Nervenendigungen in den DMH projizieren. Im DMH
wirken NPY und AgRP durch die Interaktion mit Y ;- und Y s-Rezeptoren bzw. den kompetitiven
Antagonismus an MCy-R orexinogen (Ollmann et a., 1997; Fekete et a., 2002). Gestitzt wird
dieses Erklarungsmodell auch durch Versuchsergebnisse, die nach der Mikroinjektion der
Neuropeptide NPY und AgRP in den DMH eine Stimulation der Nahrungsaufnahme in Nagern
zeigten (Kim et a., 2000; Wirth und Giraudo, 2000).

Zusammenfassend ist somit festzuhalten, dass peripheres Ghrelin in der vorliegenden
Untersuchung eine signifikante Steigerung der Fos-Expression im ARC, im PVN sowie im DMH
bewirkte, wobel die neuronale Aktivierung im DMH vermutlich durch NPY-/AgRP-positive
Fasern aus dem ARC erfolgte.

4.2 Desacyl-Ghrelin hemmt die Nahr ungsaufnahme sowie die K 6r per gewichtszunahme und

moduliert die neuronale Aktivitét in Zucker-Ratten

In dieser an Zucker-Ratten durchgefihrten Studie bewirkte die intraperitoneale Applikation von
5 nmol desacyl-Ghrelin eine Suppression der Nahrungsaufnahme, wahrend die Injektion einer
geringeren Dosis das Fressverhalten nicht beeinflusste. In der Langzeitbeobachtung fihrte die
tégliche Applikation des Peptids im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer Stagnation der

83



4. Diskussion

Korpergewichtszunahme, die auch in den Tagen nach Ende der Behandlung nicht kompensiert
wurde.

Die beobachtete Reduktion der Nahrungsaufnahme bei Zucker-Ratten bestétigt die Ergebnisse
fritherer Experimente (siehe hierzu auch Tab. 4.2), die nach intraperitonealer Injektion von
desacyl-Ghrelin in normalgewichtigen Tieren ebenfalls eine anorexinogene Wirkung des Peptids
zeigten (Asakawa et al., 2005; Chen et al., 2005).

Zudem wurde, im Einklang mit den vorliegenden Resultaten, eine Inhibition des Fressverhaltens
auch in transgenen, Priproghrelin-iiberexprimierenden Miusen beobachtet, die eine erhohte
desacyl-Ghrelin-Plasmakonzentration bei unverdndertem Ghrelin-Spiegel aufwiesen (Ariyasu et
al., 2005; Asakawa et al., 2005). Diese Tiere zeigten im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls eine
signifikant geringere Nahrungsaufnahme und ein vermindertes Korpergewicht sowie einen
reduzierten Korperfettanteil und eine verringerte Korperlange (Ariyasu et al., 2005; Asakawa et
al., 2005). Somit bestétigt die vorliegende Beobachtung eines anorexinogenen Effekts von
exogenem desacyl-Ghrelin die in anderen Studien gezeigte appetithemmende Wirkung einer
erhohten endogenen Synthese des Peptids.

Im Kontrast hierzu wurde in zwei weiteren Untersuchungen (vgl. hierzu Tab. 4.2) keine
Verdnderung des Fressverhaltens nach intraperitonealer Applikation von desacyl-Ghrelin

festgestellt (Neary et al., 2006; Toshinai et al., 2006).

Tabelle 4.2: Untersuchungen zur Modulation der Nahrungsaufnahme durch die
intraperitoneale I njektion von desacyl-Ghrelin in Nagern

(* Beeinflussung der Nahrungsaufnahme: | = Abnahme, o = kein Effekt)

Referenz DosigTier Spezies metabolische Situation | Effekt*
Eigene Resultate 5 nmol Zucker-Ratte ungefastet !
Asakawa et al., 2005 3 nmol Maus 16 Std. gefastet !
Chen et al., 2005 5 nmol Ratte gefastet/ungefastet !
Neary et al., 2006 7,5 nmol Maus gefastet/ungefastet 0
Toshinai et al., 2006 1 u. 5 nmol Maus gefastet/ungefastet 0

Die von den vorliegenden Ergebnissen abweichenden Resultate der Studien von Neary et al. und

Toshinai et al. konnten auf unterschiedliche Versuchsbedingungen zuriickzufiihren zu sein, da
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fur den appetitregulatorischen Effekt von desacyl-Ghrelin vermutlich sowohl die zirkadiane
Rhythmik als auch die metabolische Ausgangssituation der Tiere relevant sind (Zucker, 1971).
Die Wirkung eines Séttigungssignals lasst sich am besten nachweisen, wenn durch die experi-
mentelle Intervention eine ansonsten hohe Nahrungsaufnahme reduziert wird. Ein gesteigertes
Fressverhalten ist bei Nagern wahrend der Dunkelphase sowie nach Nahrungsdeprivation zu
beobachten (Zucker, 1971), weshalb die verhaltensbiol ogischen Untersuchungen dieser Studie in
der Dunkel phase durchgefihrt wurden.

Der Einfluss der Tageszeit und der metabolischen Ausgangssituation auf die Versuchsergebnisse
wurde jedoch auch durch weitere Studien bestétigt. So beobachteten Chen et a. einen
signifikanten anorexinogenen Effekt von desacyl-Ghrelin sowohl in gefasteten und ad libitum-
gefutterten Tieren in der Dunkelphase als auch in Nahrungs-deprivierten Ratten in der
Lichtphase (Chen et a., 2005). In ad libitum-gefitterten Tieren hingegen bewirkte das Peptid in
der Lichtphase keine signifikante Suppression der Nahrungsaufnahme (Chen et a., 2005). Der
fehlende anorexinogene Effekt von desacyl-Ghrelin in den Versuchen von Toshinai et a. konnte
daher darauf zuriickzufUhren sein, dass die Experimente zwar unter verschiedenen metabolischen
Ausgangsbedingungen, jedoch ausschliefdich in der Lichtphase durchgefiihrt wurden (Toshinai
et a., 2006). Auch Neary et a. stellten weder in gefasteten noch in ad libitum-gefitterten
Méausen nach der intraperitonealen Applikation von desacyl-Ghrelin einen Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme fest (s. Tab. 4.2), jedoch wurde in dieser Publikation die Tageszeit, zu der
die Versuche stattfanden, nicht angegeben (Neary et al., 2006).

Insgesamt konnten die abweichenden Versuchsergebnisse aso durchaus in der zirkadianen
Rhythmik sowie der unterschiedlichen metabolischen Ausgangssituation der Versuchstiere
begriindet liegen. Angesichts der unzureichenden Datenlage ist eine abschliel3ende Beurteilung
jedoch bisdlang nicht moglich.

Die vorliegende Studie weist ferner beztiglich der Latenzzeit zwischen desacyl-Ghrelin-1njektion
und Wirkungseintritt Differenzen zu den bisherigen Publikationen auf. Wéahrend in dieser
Untersuchung erst nach funf und zwdlf Stunden ein signifikanter anorexinogener Effekt zu
beobachten war, zeigten andere Arbeitsgruppen in Experimenten an normalgewichtigen Mausen
schon innerhalb der ersten Stunde post injectionem eine signifikante Reduktion der
Nahrungsaufnahme (Asakawa et a., 2005; Chen et a., 2005). Eine tendenzielle Reduktion der
Nahrungsaufnahme war jedoch auch in diesen Untersuchungen noch nach acht bzw. zwdlf
Stunden nachweisbar (Chen et al., 2005).
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Das verzogerte Einsetzen des anorexinogenen Effekts von desacyl-Ghrelin in der vorliegenden
Studie konnte auf die Verwendung von Zucker-Ratten als Versuchstiere zurtickzufiihren sein.
Hierbel sind verschiedene Mechanismen denkbar, die, wie im Folgenden erlautert, durch eine
differierende Pharmakokinetik oder aber durch die Alteration der Séttigungsregulation in diesen
Tieren zu einer langeren Latenz bis zum Wirkeintritt des Peptids fiihren wirden.

So konnte die starke Adipositas der Tiere zur Retention des intraperitoneal injizierten Peptids im
abdominellen Fettgewebe fuhren, wodurch die Anflutung der Substanz in der systemischen
Zirkulation und damit der Wirkeintritt verzogert wirde. Gegen diese Hypothese spricht jedoch,
dass der anorexinogene Effekt des Neuropeptids Amylin, des Ghrelin-Antagonisten [D-Lys’]-
GHRP-6 sowie des GLP-1-Rezeptor-Agonisten Exendin-4 nach intraperitonealer bzw.
subkutaner Injektion in Zucker-Ratten bereits innerhalb der ersten Stunde nach der Applikation
zu beobachten ist (Rodriquez de et al., 2000; Beck et al., 2004; Grabler und Lutz, 2004).

Des Weiteren wére es moglich, dass desacyl-Ghrelin durch eine komplexe Interaktion mit
verschiedenen peptidergen Mediatorsystemen wirkt. Die Beeintréchtigung der Appetitregulation
bel Zucker-Ratten (Phillips et a., 1996; Beck, 2000) konnte in diesem Kontext mit einzelnen
Komponenten bei der Vermittlung der desacyl-Ghrelin-Wirkung interferieren. So ware
vorstellbar, dass der initiadle Séttigungseffekt von desacyl-Ghrelin Uber CCK-abhangige
Mechanismen vermittelt wird. Die Leptin-Rezeptor-defizienten Zucker-Ratten sind jedoch
gegentber einer CCK-induzierten Inhibition der Nahrungsaufnahme resistent (Niederau et al.,
1997; Grabler und Lutz, 2004), da CCK und Leptin synergistische Effekte aufweisen
(Barrachina et al., 1997; Wang et al., 2000). Folglich konnte die reduzierte CCK-Sensitivitat der
Zucker-Ratten durch das Ausbleiben eines initidlen, CCK-vermittelten Sattigungseffekts zu der
gegenuiber normalgewichtigen Tieren verlangerten Latenz bis zum Wirkbeginn von desacyl-
Ghrelin gefuhrt haben.

Eine dritte denkbare Erklarung fur die beobachtete langere Dauer bis zum Wirkungseintritt von
desacyl-Ghrelin liefern frihere Studien, die den Einfluss des Peptids auf die gastrointestinae
Motilitét untersuchten. In diesen Experimenten bewirkte sowohl die exogene Zufuhr as auch die
genetisch gesteigerte endogene Synthese von desacyl-Ghrelin eine signifikante Verlangsamung
der Magenentleerung (Asakawa et a., 2005; Chen et al., 2005). Der durch desacyl-Ghrelin
verzogerte Abtransport des Chymus aus dem Magen konnte bel den Tieren zu einer verstérkten
gastralen Wanddehnung fuhren, die nach Erreichen der maximalen Akkomodation tber vagae
Afferenzen ein Sattigungsgefuhl induziert (Geliebter et al., 1988). In den hier als Versuchstiere
verwendeten Zucker-Ratten ist jedoch die Langzeitregulation der Energiehomdostase erheblich
beeintrachtigt, weshalb die Tiere eine nahezu kontinuierliche Nahrungsaufnahme zeigen
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(Phillips et al., 1996; Beck, 2000). Die Latenz bis zum Eintritt des anorexinogenen Effekts von
desacyl-Ghrelin in der vorliegenden Studie konnte demnach darauf beruhen, dass die Zucker-
Ratten erst bei ausreichender Magenfillung durch die desacyl-Ghrelin-bedingte Stérung des
Weitertransports das Fressen einstellten, wahrend bel den Wildtyp-Tieren in anderen Studien die
Hemmung der gastrointestinalen Motilitdt bereits die Initiation der Nahrungsaufnahme
verhinderte.

Insgesamt zeigt die vorliegende Studie somit, Ubereinstimmend mit der aktuellen Literatur, einen
anorexinogenen Effekt von intraperitoneal appliziertem desacyl-Ghrelin, der bei regelmaliiger
Injektion des Peptids zu einer signifikanten Stagnation der Kdrpergewichtszunahme fihrt.

Ergénzend zu den vorangehend beschriebenen verhaltensbiologischen Versuchen wurden auch
die zentralen Wirkmechanismen von desacyl-Ghrelin untersucht. Die in diesem Kontext durch-
gefuhrten immunhistochemischen Experimente ergaben, dass die intraperitoneale Applikation
des Peptids insbesondere zu Beginn des Beobachtungszeitraums einen signifikanten Anstieg der
neuronalen Aktivitét im Nucleus arcuatus (ARC), im Nucleus paraventricularis (PVN) sowie im
dorsomedialen Hypothalamus (DMH) der Tiere induzierte.

Dieses hypothalamische Aktivitétsmuster trat sowohl bereits initial nach der desacyl-Ghrelin-
Injektion als auch am Ende der Dunkelphase nach der physiologischen Nahrungsaufnahme der
Vehikelgruppe auf. Damit konnte es das zentralnervose molekularmorphologische Korrelat des
Zustands der Séttigung dieser Tiere reprasentieren.

Im Nucleus tractus solitarius (NTS) war hingegen nach desacyl-Ghrelin-Gabe eine Reduktion
der neuronalen Aktivitdt im Vergleich zur Vehikelgruppe zu beobachten, wéhrend in der Area
postrema (AP) keine Beeinflussung derselben gefunden wurde.

Die beobachtete erhdhte neuronale Aktivitdt im PVN und im ARC stimmt mit den Ergebnisse
friherer Untersuchungen an normalgewichtigen Tieren Uberein, die nach intraperitonealer
desacyl-Ghrelin-Injektion in vergleichbarer Dosierung ebenfalls eine Aktivitétssteigerung in
diesen Kernen zeigten (Asakawa et a., 2005; Chen et a., 2005). Beztglich der desacyl-Ghrelin-
induzierten neuronalen Aktivierung im DMH existieren hingegen in der aktuellen Literatur
bislang noch keine weiteren Daten. Jedoch erscheint die beobachtete Aktivierung insofern
plausibel, als bereits in zahlreichen friheren Studien eine Beteiligung dieses Kerns an der
Regulation der Nahrungsaufnahme durch andere peptiderge Mediatoren festgestellt wurde
(Elmquist et a., 1997; Elias et al., 2000; Kobelt et al., 2006b).
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Insgesamt stehen die vorliegenden Ergebnisse einer neuronalen Aktivierung im ARC, PVN und
DMH durch desacyl-Ghrelin somit im Einklang mit dem in der aktuellen Literatur postulierten
zentralen Wirkmechanismus des Peptids. Als Indiz fir diese Vermutung gilt, neben der
reproduzierbaren hypothalamischen Aktivierung (Asakawa et al., 2005; Chen et a., 2005), die
Tatsache, dass desacyl-Ghrelin, im Gegensatz zu anderen Peptiden, die Blut-Hirn-Schranke
durch transmembranére Diffusion passiv Uberwindet und somit direkt im ZNS wirken koénnte
(Bankset a., 2002).

Basierend auf den Versuchsergebnissen weiterer Studien, ergibt sich in diesem Kontext zudem
eine Hypothese beziiglich der zentralen Signaltransduktion. So beschrieben Asakawa et al. eine
signifikant gesteigerte mRNA-Expression der anorexinogenen Neuropeptide CART (Cocaine
and Amphetamine Regulated Transcript) und Urocortin im Hypothalamus nach intraperitoneal er
desacyl-Ghrelin-Gabe (Asakawa et a., 2005).

Die Peptide CART und Urocotin werden im Hypothalamus unter anderem im PVN, im ARC
sowie im DMH exprimiert und induzieren bel zentraler Gabe eine Reduktion der Nahrungs-
aufnahme sowie des Korpergewichts (Kristensen et al., 1998; Larsen et a., 2000; Shi et d.,
2000; Currie et al., 2001; Elias et a., 2001; Nagata et al., 2005). Der anorexinogene Effekt von
exogenem CART wurde auch in Zucker-Ratten, die aufgrund der fehlenden Leptin-Wirkung eine
erniedrigte endogene hypothalamische CART-Konzentration aufweisen, gezeigt (Kristensen et
a., 1998; Larsen et a., 2000; Murphy et a., 2000).

Neben der Regulation der Nahrungsaufnahme beeinflussen CART und Urocortin Gber Cortico-
tropin releasing factor-Rezeptor-2 (CRF,-R)-abhéngige Signalwege auch die gastrointestinae
Motilitdt (Okumura et al., 2000; Wang et a., 2001; Nagata et al., 2005; Czimmer et al., 2006).
Fur die Vermittlung des inhibitorischen Effekts von desacyl-Ghrelin auf die gastrale Motorik
Uber diesen Mechanismus spricht in diesem Zusammenhang, dass nach der zentralen Gabe
selektiver CRF,-Rezeptor-Antagonisten und unselektiver CRF-Rezeptor-Blocker die desacyl-
Ghrelin-induzierte Hemmung der Peristaltik ausblieb, wahrend die Gabe selektiver CRF;-
Rezeptor-Antagonisten die desacyl-Ghrelin-Wirkung nicht beeinflusste (Chen et a., 2005).
Gestitzt wird diese Annahme auch durch die Beobachtung, dass desacyl-Ghrelin CRF-positive
Neurone im PVN aktiviert (Chen et al., 2005) sowie durch die Erkenntnis, dass im DMH
lokalisierte CRF-exprimierende Neurone an der Appetitregulation beteiligt sind (Kobelt et a.,
2006b). Die Neuromodulatoren CART und Urocortin kdnnten somit eine Schltisselfunktion bei
der zentralen Vermittlung der anorexinogenen desacyl-Ghrelin-Wirkung Uber CRF-abhéngige
Signalwege einnehmen (Asakawa et al., 2005; Chen et al., 2005).
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Weliterhin war in der vorliegenden Untersuchung nach desacyl-Ghrelin-Gabe im NTS eine im
Vergleich zur Kontrollgruppe verminderte neuronale Aktivierung zu beobachten, wahrend in
friheren Studien keine Veradnderung der Neuronenaktivitét in diesem Kern festgestellt wurde
(Asakawa et a., 2005; Chen et al., 2005). Im Gebiet der AP war in der vorliegenden Studie
hingegen keine Beeinflussung der neuronalen Aktivitdt durch desacyl-Ghrelin nachweisbar,
wobel diesbezliglich bislang noch keine V ersuchsergebnisse anderer Untersuchungen vorliegen.
Da die neuronale Aktivitét des NTS unter anderem die chemische und mechanische Stimulation
vagaler Afferenzen durch die Chymus-Passage reflektiert (Fraser und Davison, 1993; Zittel et al.,
1999), koénnten die diesbezlglich differierenden Resultate auf die unterschiedliche Futterung der
Versuchstiere zurtickzufiihren sein. So hatten die Tiere in der vorliegenden Untersuchung
zwischen der Injektion der Versuchslésungen und der transkardialen Perfusion freien Zugang
zum Futter, wdhrend in den anderen Studien in diesem Zeitraum keine Nahrung angeboten
wurde (Asakawa et a., 2005; Chen et a., 2005).

Die ad libitum-gefitterten Zucker-Ratten nahmen somit vermutlich bis zur Narkotisierung
grolkere Mengen Nahrung auf (Phillips et al., 1996; Beck, 2000), womit eine vermehrte
neuronale Aktivierung im NTS einherginge (Fraser und Davison, 1993; Zittel et a., 1999).
Wahrend dieser Effekt aufgrund der anorexinogenen Wirkung und der Inhibition der
Magenentleerung (Asakawa et a., 2005; Chen et al., 2005) bei der desacyl-Ghrelin-Gruppe nur
moderat ausgepragt gewesen sein konnte, resultierte wahrscheinlich  die  hohere
Nahrungsaufnahme der Vehikelgruppe in Kombination mit der intakten gastralen Motilitét in
einer forcierten neuronalen Aktivierung im NTS der Kontrolltiere.

Bel den Nahrungs-deprivierten Tieren in den Untersuchungen von Asakawa und Chen hatten die
Effekte von desacyl-Ghrelin aufgrund des fehlenden Futterangebots hingegen keine Auswirkung
auf die NTS-Aktivitdt, die somit keinen Unterschied zwischen Verum- und Vehikelgruppe
aufwies (Asakawa et al., 2005; Chen et a., 2005).

Im Umkehrschluss wére die reduzierte neuronale Aktivierung im NTS der desacyl-Ghrelin-
behandelten Tiere somit keine direkte Wirkung des Peptids, sondern vermutlich eine Folge der
aus der geringeren Nahrungsaufnahme resultierenden verminderten V agusaktivitét.

Zudem spricht die Beobachtung, dass desacyl-Ghrelin auch nach der chemischen Destruktion
Capsaicin-sensitiver vagaler Afferenzen weiterhin anorexinogen wirkt (Chen et a., 2005),
ebenfals gegen eine direkte Vermittlung dieses desacyl-Ghrelin-Effekts Uber afferente
Vagusfasern.

Demgegenuber wird die bereits beschriebene desacyl-Ghrelin-induzierte Hemmung der
Magenmotorik durch eine komplette Vagotomie vollsténdig aufgehoben (Chen et al., 2005).
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Somit erfolgt die Beeinflussung der gastrointestinalen Motilitdt vermutlich nicht Uber die
Interaktion des Peptids mit peripheren Rezeptoren, sondern konnte, wie erlautert, durch zentrale,
CRF-abhangige Mechanismen gesteuert und Uber vagale Efferenzen vermittelt werden (Chen et
al., 2005).

Zusammenfassend stiitzen die in der vorliegenden Studie beobachtete Reduktion der Nahrungs-
aufnahme, die Suppression der Korpergewichtszunahme sowie die Modulation der neuronalen
Aktivitét appetitregulatorischer Zentren in Hypothalamus und Hirnstamm nach desacyl-Ghrelin-
Injektion die Beteiligung dieses gastrointestinalen Peptids an der Regulation der Energie-
homdostase. Aufgrund der bislang spérlichen Datenlage ergibt sich aus diesen Erkenntnissen nun
fur nachfolgende Untersuchungen die Fragestellung nach den exakten Mechanismen, die der
Vermittlung der desacyl-Ghrelin-Wirkung zugrunde liegen.

Besondere Relevanz erhélt dieses Thema durch klinische Studien, die zeigten, dass anorektische
Dialysepatienten signifikant hohere desacyl-Ghrelin-Plasmaspiegel aufwiesen als jene ohne
beeintréchtigten Appetit (Muscaritoli et al., 2007). Muscaritoli et a. folgerten, dass die fehlende
desacyl-Ghrelin-Clearance niereninsuffizienter Patienten die anorexinogene Wirkung des Peptids
verstarke und damit die verminderte Nahrungsaufnahme bedinge (Muscaritoli et al., 2007).

Zur weiteren Erforschung dieses somit vermutlich auch im humanen Organismus relevanten
Systems wére deshalb beispielsweise die Charakteriserung des Rezeptors, mit dem desacyl-
Ghrelin interagiert, hilfreich, um anhand des Expressionsmusters die Wirkorte des Peptids
aufzukl&ren und RuckschlUsse auf die zugrunde liegenden Mechanismen zu ermdglichen. Sollten
zukUnftige Studien die gezeigten Effekte auch bei Menschen bestétigen, so lief3e sich desacyl-
Ghrelin eventuell in der pharmakol ogischen Adipositas-Therapie anwenden.

4.3 Obestatin beeinflusst in Ratten weder die Nahrungsaufnahme noch die neuronale

Aktivitat in Hypothalamus und Hirnstamm

Die intraperitoneale Injektion von Obestatin in verschiedenen Dosierungen zeigte in der
vorliegenden Untersuchung unabhangig von den metabolischen Ausgangsbedingungen und der
zirkadianen Rhythmik keinen inhibitorischen Effekt auf die Nahrungsaufnahme in Ratten.

Hingegen war bei den als Positivkontrolle mitgefuhrten CCK-8S-behandelten Tieren in alen
Versuchen eine kurzzeitige, aber stabile Suppression der Nahrungsaufnahme zu beobachten, die
nur bel ungefasteten Tieren in der Lichtphase kein signifikantes Niveau erreichte. Dieses
Resultat l&sst sich darauf zurtickfihren, dass die physiologische Nahrungsaufnahme in der Licht-
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phase in ungefasteten Tieren sehr gering ist (Zucker, 1971), sodass ein zusdtzliches
Sattigungssignal nur bel sehr grof3en Stichproben einen statistisch signifikanten Effekt aufweisen
wurde.

Die gewahlte Methodik, die Versuchsdurchfiihrung und die verwendeten Versuchstiere waren
somit offensichtlich zum Nachweis einer appetitregulatorischen Wirkung der Peptide geeignet.
Fehlinjektionen sind zwar in der vorliegenden Studie nicht ganzlich auszuschlief3en, jedoch
zeigten die Tiere keinerlei Verhaltensauffélligkeiten, wie beispielsweise eine Schonhaltung,
peranale Blutungen oder Nahrungsverweigerung. Zudem war die Anzahl der Tiere mit acht bis
14 Ratten pro Versuchsgruppe ausreichend hoch und die an verschiedenen Tagen durchgefihrten
Studien ergaben Ubereinstimmende Ergebnisse. Trotz geeigneter Experimental bedingungen und
adaquater Versuchsdurchfihrung lieferten die Untersuchungen zur Modulation der
Nahrungsaufnahme somit keinen Hinweis fir einen appetitregulatorischen Effekt des Peptids
Obestatin.

Wie enleitend beschrieben, ist diesbeziiglich auch die Datenlage in der aktuellen Literatur
inkonsistent. Nach der Entdeckung des Peptids im Jahr 2005 beschrieben Zhang et al. zunéachst
eine anorexinogene Wirkung in gefasteten Mausen (Zhang et al., 2005). Diese Ergebnisse
wurden jedoch nur durch wenige Untersuchungen bestétigt (Bresciani et al., 2006; Green et al.,
2007; Lagaud et a., 2007), wohingegen zahlreiche andere Studien keine signifikante Modulation
der Nahrungsaufnahme durch die Applikation des Peptids zeigten (Gourcerol et a., 2006; Holst
et al., 2006; Nogueiras et a., 2006; Samson et a., 2006; Seoane et a., 2006; Sibilia et a., 2006;
De Smet et al., 2007; Zizzari et d., 2007).

Eine Zusammenfassung der bislang vorliegenden Publikationen zur Wirkung der akuten
Obestatin-Administration auf die Nahrungsaufnahme ist in Tabelle 4.3 dargestel|t.
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Tabelle 4.3: Effekt der akuten Obestatin-1njektion auf die Nahrungsaufnahmein Nagern

(i.p. = intraperitonedl; i.c.v. = intrazerebroventrikul&r; p.i. = post injectionem)

) ) metabolische Doss Effekt auf kumulative
Studie Spezies ) ) o
Ausgangssituation | (Applikationsart) Nahrungsaufnahme
Zhan 1 pmol/kg (i.p.)/ signifikante Inhibition
o Maus 16 Std. gefastet H g‘ 2 J _
et al., 2005 8 nmol/kg (i.c.v.) | (1, 3und 5 Stunden p.i.)
Bresciani 320 pg/kg (i.p.) ~ signifikante Inhibition
Ratte 16 Std. gefastet Hoka( p_) J
et al., 2006 128 nmol/kg (i.p.) (inder 1. Stunde p.i.)
Green ) signifikante Inhibition
Maus 16 Std. gefastet 1 pmol/kg (i.p.) _ _ _
et al., 2007 (in 15 min. 4 Std. p.i.)
Lagaud Maus/ 0,01 nmol/kg bis signifikante Inhibition
Uber Nacht gefastet ) _
etal., 2007 | Ratte 3 umol/kg (i.p.) (bel 10-300 nmol/kQ)
Holst M 16 Std. gefastet/ 100 nmol oder tendenzielle Reduktion
aus
et al., 2006 ad libitum 1 pmol/kg (i.p.) (nicht signifikant)
Samson Ratt 18 Std. gefastet/ 0,3 bis 3 nmoal/ tendenzielle Reduktion
e
et al., 2006 ad libitum Tier (i.c.v.) (nicht signifikant)
Sibilia 0,3 oder 0,84 tendenzielle Reduktion
Ratte 16 Std. gefastet o S
et al., 2006 nmol/Tier (i.c.v.) (nicht signifikant)
Zizzari 24 Std. gefastet/ _ _ _
Maus o 1 pmol/kg (i.p.) keine Modulation
et al., 2007 ad libitum
Gourcerol | Maus/ 12 bis 120 _ _
Uber Nacht gefastet _ keine Modulation
etal., 2006 | Ratte nmol/kg (i.p.)
Seoane 12 Std. gefastet/ _ _ _
Ratte o ~9nmol/kg (i.c.v.) keine Modulation
et al., 2006 ad libitum
Nogueiras 125 nmol oder _ _
Maus 16-18 Std. gefastet ) keine Modulation
et al., 2006 1 pmol/kg (i.p.)
De Smet ) _ )
Maus 18 Std. gefastet 125 nmol/kg (i.p.) keine Modulation
et a., 2007

Das Resultat einer fehlenden Obestatin-Wirkung in der vorliegenden Untersuchung bestétigt
somit die Ergebnisse der Mehrzahl aller bisherigen Publikationen zu diesem Thema. Jedoch ist

bislang ungeklart, welche Einflussfaktoren die widerspriichlichen Ergebnisse — im Sinne eines
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anorexinogenen Effekts von Obestatin in anderen Studien — bedingen kdnnten. Mdgliche urséch-
liche Determinanten konnten Differenzen bezilglich der metabolischen Ausgangssituation der
Tiere, der zirkadianen Rhythmik, der Versuchstierspezies, der injizierten Peptid-Dosis oder aber
der Applikationsart darstellen. Der Einfluss dieser Parameter soll daher im Folgenden diskutiert

werden.

Als ein moglicher Erklarungsansatz standen die metabolische Ausgangssituation der Tiere sowie
die zirkadiane Rhythmik im Fokus der vorliegenden Untersuchung. In diesem Kontext wurden
verschiedene Experimente unter variierenden Versuchsbedingungen, ndmlich an ad libitum-
gefUtterten sowie an gefasteten Ratten, jeweils sowohl in der Licht- as auch in der Dunkelphase
durchgefihrt, um den Einfluss dieser Versuchsparameter auf die Obestatin-Wirkung zu
untersuchen. Jedoch hatte der von Zhang et d. a's essentielle Bedingung fur den anorexinogenen
Effekt von Obestatin beschriebene gefastete Zustand der Tiere (Zhang et al., 2005), unabhangig
von der zirkadianen Rhythmik, weder in der vorliegenden Studie noch in welteren
Untersuchungen (s. Tab. 4.3) einen Einfluss auf die Obestatin-Wirkung (Gourcerol et al., 2006;
Holst et al., 2006; Nogueiras et al., 2006; Samson et al., 2006; Seoane et a., 2006; Sibiliaet a.,
2006; De Smet et a., 2007; Zizzari et d., 2007).

Eine weitere denkbare Erklarung fur die Abweichung der Ergebnisse in den verschiedenen
Untersuchungen kénnten die unterschiedlichen verwendeten V ersuchstier-Spezies sein. Wahrend
in dieser Studie Ratten untersucht wurden, stammten die urspriinglichen Beobachtungen aus an
Mausen durchgefihrten Experimenten (Zhang et al., 2005). Jedoch zeigten zwei Arbeitsgruppen
auch bei Ratten eine Reduktion der Nahrungsaufnahme durch Obestatin (Bresciani et al., 2006;
Lagaud et a., 2007), wahrend viele weitere Studien weder in Mausen (Gourcerol et al., 2006;
Holst et a., 2006; Nogueiras et a., 2006; De Smet et al., 2007; Zizzari et a., 2007) noch in
Ratten (Gourcerol et al., 2006; Samson et a., 2006; Seoane et a., 2006; Sibilia et a., 2006)
einen anorexinogenen Effekt des Peptids reproduzieren konnten (vgl. hierzu Tab. 4.3).
Entsprechend scheint die Wahl der Spezies Ratte als Versuchstiere nicht der Grund des
fehlenden Sattigungseffekts zu sain.

Auch die differierenden Obestatin-Dosierungen, die in den bisherigen Untersuchungen injiziert
wurden, kénnten den unvereinbaren Versuchsergebnissen zugrunde liegen. In der vorliegenden
Studie bewirkte weder die Applikation von 1 pmol noch von 5 pmol Obestatin/kg KG eine
Modulation der Nahrungsaufnahme. Eine aktuelle Untersuchung von Lagaud et d. (s. Tab. 4.3)
zeigte jedoch, dass die Dosis-Wirkungs-Beziehung des anorexinogenen Effekts von Obestatin
umgekehrt parabelformig verlaufen konnte (Lagaud et al., 2007). In der entsprechenden Studie
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resultierte die intraperitoneale Applikation moderater Konzentrationen des Peptids (100 bzw.
300 nmol/kg KG) in Ratten in einer signifikanten Inhibition der Nahrungsaufnahme, wahrend
hohere und niedrigere Dosierungen keine Modulation des Fressverhaltens bewirkten (Lagaud et
al., 2007). Dieser Annahme folgend, wirden die in der vorliegenden Untersuchung injizierten
Dosierungen bereits Uber dem anorexinogen wirkenden Bereich liegen.

Gegen Lagauds Hypothese spricht jedoch einerseits, dass in zwel (Zhang et al., 2005; Green et
a., 2007) der drei Studien, die einen signifikanten Sattigungseffekt von Obestatin zeigten,
ebenfalls eine Dosis von 1 pumol/kg KG verabreicht wurden (s. Tab. 4.3) sowie andererseits die
Tatsache, dass in weiteren Studien auch nach der Applikation von Konzentrationen zwischen
100 und 125 nmol/kg KG keine Beeinflussung der Nahrungsaufnahme zu beobachten war
(Gourcerol et a., 2006; Holst et a., 2006; Nogueiras et a., 2006; De Smet et d., 2007).
Festzuhalten ist ferner, dass die sowohl in dieser as auch in weiteren Studien verwendeten
Obestatin-Dosierungen im mikromolaren Bereich etwa tausendfach Uber der appetitregulatorisch
wirkenden Konzentration anderer gastrointestinaler Neuropeptide liegen. Beispielsweise ist bel
peripherer Injektion bereits ab einer Dosis von 1 nmol Ghrelin/Ratte oder 1 nmol CCK-8S/kg
KG en signifikanter Effekt auf die Nahrungsaufnahme zu beobachten (Garlicki et al., 1990;
Wren et al., 2001b).

Die variierende Applikationsart in den verschiedenen Untersuchungen konnte die Wirksamkeit
ebenfalls beeinflusst haben. Die in dieser Studie praktizierte intraperitoneale Applikation wurde
gewadhlt, da auch endogenes Obestatin hauptsachlich peripher in der gastralen Mukosa gebildet
wird (Zhang et a. 2005). Andere Arbetsgruppen untersuchten hingegen den
appetitregulatorischen Effekt von zentral injiziertem Obestatin. Insgesamt liegen auch
diesbeziiglich kontroverse Ergebnisse vor, da einige Untersuchungen einen signifikanten
anorexinogenen Effekt von intraperitoneal (Zhang et al., 2005; Bresciani et al., 2006; Lagaud et
al., 2007; Green et d., 2007) sowie intrazerebroventrikulér (Zhang et al., 2005) verabreichtem
Obestatin zeigten, wahrend in anderen Experimenten weder die i.p.- (Gourcerol et a., 2006;
Holst et a., 2006; Nogueiras et al., 2006; De Smet et a., 2007; Zizzari et d., 2007) noch die
i.c.v.-Gabe (Samson et al., 2006; Seoane et al., 2006; Sibilia et a., 2006) von Obestatin eine
signifikante Reduktion der Nahrungsaufnahme bewirkte. Die periphere Applikation scheint
folglich nicht die Ursache einer mangelnden Wirksamkeit des Peptids in der vorliegenden Studie

ZU sain.

Insgesamt zeigen die Betrachtung der Versuchsdurchfiihrung sowie der Vergleich der Experi-
mentalbedingungen der vorliegenden Studie mit dem in der aktuellen Literatur beschriebenen
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Versuchsdesign somit kein schltissiges Konzept zur Erklarung der differierenden Resultate der
verschiedenen Untersuchungen. Entsprechend bleibt unklar, weshalb die vorgestellten
Ergebnisse, Ubereinstimmend mit den meisten Publikationen, gegen eine appetithemmende
Wirkung von Obestatin sprechen, wahrend einige Beobachtungen einen anorexinogenen Effekt

des Peptids vermuten lassen.

Zur Komplementierung der verhaltensbiologischen Studien wurde in der vorliegenden Arbeit
auch die Wirkung von Obestatin auf die neuronale Aktivitét zentralnervoser Kerne, die an der
Sicherung der Energiehomd@ostase beteiligt sind, untersucht. Die intraperitoneale Gabe des
Peptids bewirkte jedoch weder in wichtigen hypothalamischen Gebieten der Appetitregulation
wie dem Nucleus arcuatus (ARC), dem Nucleus paraventricularis (PVN), dem ventromedialen
Hypothalamus (VMH) und dem dorsomedialen Hypothalamus (DMH) noch im medullar
lokalisierten Nucleus tractus solitarius (NTS) eine Veranderung der neuronalen Aktivitét. Die als
Positivkontrolle durchgefiinrte CCK-Applikation induzierte indes eine signifikante Aktivitéts-
steigerung im PVN, im DMH sowie im NTS.

Vergleichbare Untersuchungen weiterer Arbeitsgruppen zur Beeinflussung der Fos-Expression
durch Obestatin liegen bislang noch nicht vor. Jedoch zeigten diverse Studien den
modulierenden Effekt zahlreicher anderer gastrointestinaler Mediatoren auf die neuronale
Aktivitét appetitregulatorischer Kerne in Hypothalamus und Hirnstamm. So fihrt beispielsweise
die Applikation der appetithemmenden Peptide CCK, PYY, GLP, Amylin, Leptin und Insulin zu
signifikanten Veranderungen des hypothalamischen sowie des medulléren Fos-Expressions-
musters und auch die Injektion des orexinogen wirkenden Ghrelins resultierte in einer Anderung
der neuronalen Aktivitét in diesen Gebieten (Bonaz et al., 1993; Griffond et al., 1994; Elmquist
et a., 1997; Rowland et a., 1997; Traebert et a., 2002; Kobelt et a., 2006b).

Entsprechend wére zu erwarten, dass Obestatin ebenfalls einen Einfluss auf die Neuronen-
aktivitét der genannten Kerngebiete hat. Die in der vorliegenden Studie gezeigte fehlende
Modulation des Fos-Expressionsmusters nach Obestatin-Injektion spricht daher gegen einen
zentralen Wirkmechanismus des Peptids.

Die Hypothese, dass Obestatin an der Regulation der Insulinsekretion mitbeteiligt ist und Uber
diesen Mechanismus seine appetitregulatorische Wirkung vermittelt (Chanoine et a., 2006),
erscheint durch den fehlenden Einfluss auf die neuronale Aktivitét ebenfals fraglich. Zwar
konnten Chanoin et a. an Ratten eine positive Korrelation zwischen Obestatin- und Insulin-
Konzentration in Pankreas und Plasma beobachten (Chanoine et al., 2006), jedoch fihrte eine
erhohte plasmatische Insulinkonzentration in anderen Untersuchungen zu einer neuronalen

95



4. Diskussion

Aktivierung im Hypothalamus, die sich als gesteigerte Fos-Expression dieses Gebiets darstellte
(Griffond et al., 1994). Eine signifikante Beeinflussung des Insulinspiegels durch Obestatin ist
aufgrund der fehlenden neuronalen Aktivierung in der vorliegenden Studie somit
unwahrscheinlich.

Auch die mRNA-Expression der zentralen orexinogenen und anorexinogenen Neuropeptide
NPY, AgRP, POMC oder CART im Hypothalamus wird durch eine repetitive zentrale
Obestatin-Applikation nicht beeinflusst (Nogueiras et a., 2006).

Zudem stellen die Ergebnisse anderer Studien eine regulatorische Funktion des Peptids im
Kontext der Energiehomoostase ebenfalls in Frage. So induzierte in weiteren Untersuchungen
auch die regelméldige Gabe von Obestatin keine stabile Inhibition der Nahrungsaufnahme. Die
tagliche Applikation von Obestatin fuhrte in Nagern weder bei zentraler noch bel peripherer
Injektion zu einer nennenswerten Reduktion der Nahrungsaufnahme (Nogueiras et al., 2006;
Sibilia et al., 2006). Neben eindeutigen Daten bezlglich der kurzfristigen Suppression der
Nahrungsaufnahme fehlt somit auch die Evidenz fir eine Beeinflussung der Langzeitregulation
des Fressverhaltens. Zudem liegt die plasmatische Halbwertszeit (HWZ) von Obestatin mit 22 +
2 Minuten (Zizzari et a., 2007) welit Uber jener von Peptiden wie beispielsweise CCK (HWZ 1-2
Minuten) oder PYY (HWZ ca 12 Minuten), die bereits nach einmaliger Injektion einen
appetitregulatorischen Effekt zeigen (Y oshinaga et al., 1992; Hoffmann et a., 1993).

Bezlglich der physiologischen Plasmakonzentration des endogenen Obestatins liegen in der
aktuellen Literatur ebenfalls differierende Daten vor. Zhang et a. wiesen per Radioimmunoassay
im Plasma einen Obestatin-Spiegel von circa 100 pmol/l nach, der durch 48-stiindiges Fasten
unbeeinflusst blieb (Zhang et al., 2005). Eine andere Untersuchung zeigte indes, dass die
plasmatische Obestatin-Konzentration pulsatilen Schwankungen zwischen 200 und 600 pmol/|
unterlag und ein durchschnittliches Niveau von tber 300 pmol/l aufwies (Zizzari et a., 2007).
Des Weiteren fuhrte 24-stiindiges Fasten zu einer signifikanten Reduktion des Obestatin-
Spiegels (Zizzari et a., 2007). Die Werte in der Studie von Zizzari et al. lagen damit trotz
vergleichbarer Versuchsbedingungen etwa dreifach Uber der von Zhang postulierten Serum-
Konzentration, wahrend das Peptid in Untersuchungen von Bang et al. in Gewebeextrakten aus
Magen, Duodenum, Kolon, Schilddrise, Niere, Nebenniere und weiteren Organen sowie im
Plasma gar nicht nachgewiesen werden konnte (Bang et al., 2007).

Auch kann ein mogliches Zielorgan der Obestatin-Wirkung entgegen friherer Annahmen nicht
anhand des GPR-39-Expressionsmusters identifiziert werden, da die zunachst vermutete
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Interaktion des Peptids mit diesem Rezeptor (Zhang et a., 2005) in nachfolgenden Studien
widerlegt wurde (Holst et al., 2006; Lauwers et ., 2006; Zhang et al., 2007).

Die hochkonservierte Aminosduresequenz in unterschiedlichen Spezies, die urspringlich zur
Entdeckung des Peptids fuhrte, spricht jedoch gegen einen volligen Funktionsverlust des Peptids
(Zhang et al., 2005). Viddmehr konnten die in weiteren Studien gezeigten Effekte, wie die
Beeinflussung des Flussigkeitshaushaltes (Samson et a., 2006), der Erinnerung und des
Angstverhaltens (Carlini et al., 2007) oder des Schlafrhythmus (Szentirma und Krueger, 2006)
im Vordergrund stehen.

Abschlief3end ist somit zu restimieren, dass die Datenlage bezliglich der biologischen Bedeutung
von Obestatin sehr inkonsistent ist. Die Ergebnisse der vorliegenden verhaltensbiologischen
sowie immunhistochemischen Studien sprechen jedoch gegen eine relevante Beeinflussung der
Nahrungsaufnahme durch Obestatin in Ratten. Um sowohl mdégliche physiologische Effekte as
auch den Wirkmechanismus von Obestatin abschlief3end beurteilen zu koénnen, sind jedoch

weiterf Uhrende Untersuchungen auf diesem Gebiet notwendig.

4.4 Resiimee

Die durch das Ghrelin-Gen kodierten gastrointestinalen Neuropeptide Ghrelin, desacyl-Ghrelin
und Obestatin zeigten in den verhaltensbiologischen und immunhistochemischen Experimenten
im Rahmen dieser Untersuchung wesentliche Unterschiede in ihrer Wirkung.

Ghrelin induzierte in der vorliegenden Studie nach peripherer Applikation neben der bereits
bekannten Steigerung der Aktivitdt im PVN und ARC auch eine neuronale Aktivierung im DMH.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass diese nach Ghrelin-Injektion aktivierten DMH-Neurone von
einem dichten Netzwerk NPY -/AgRP-positiver Nervenfasern umgeben sind.

Die Neuromodulatoren NPY und AgRP sind, wie ausgefuhrt, fur die Vermittlung der Ghrelin-
Wirkung essentiell (Nakazato et a., 2001; Lawrence et al., 2002; Chen et a., 2004a). Da AgRP
nur in NPY -koexprimierenden Neuronen des ARC synthetisiert wird (Broberger et al., 1998;
Hahn et al., 1998), lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse spekulieren, dass peripheres
Ghrelin zunachst ARC-stéandige Neurone aktiviert (Wang et al., 2002). Diese erreichen Uber
NPY -/AgRP-koexprimierende Projektionsfasern den DMH (Broberger et al., 1998; Wang et al.,
2002) und konnten somit eine sekundare Aktivierung dieses Kerns bewirken (vgl. Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: Hypothese zur sekundaren Aktivierung der DMH-Neurone tGber NPY-/
AgRP-positive Projektionsfasern aus dem ARC

In diesem Kontext ist anzunehmen, dass NPY und AgRP nach der Freisetzung aus den Nerven-
endigungen der ARC-Neurone im DMH mit dort lokalisierten MCy4-, Y- und Ys-Rezeptoren
interagieren (Mountjoy et al., 1994; Parker und Herzog, 1999). Hierbei verdrdngt vermutlich
AgRP das anorexinogen wirkende a-MSH f{iber einen kompetitiven Antagonismus am MC4-R
und stimuliert so indirekt die Nahrungsaufnahme (Ollmann et al., 1997), wihrend NPY iiber den
Y- und Ys-Rezeptor direkt orexinogen wirkt (Fekete et al., 2002). Zudem projizieren die ARC-
standigen NPY-/AgRP-positiven Fasern auch in den PVN und induzieren dort iiber Y- bzw. Ys-
Rezeptoren ebenfalls eine Steigerung der Nahrungsaufnahme (Fekete et al., 2002). Somit ist der
DMH als wichtiges Areal bei der Regulation der Energiechomdostase (Elmquist et al., 1997; Elias
et al., 2000; Zhu et al., 2007) offensichtlich auch in die Vermittlung der Ghrelin-stimulierten

Nahrungsaufnahme involviert.
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Desacyl-Ghrelin bewirkte in Zucker-Ratten eine Reduktion der Nahrungsaufnahme und fiihrte
bei regelmiBiger Injektion zu einer Stagnation der Korpergewichtszunahme. Zudem beeinflusste
das Peptid die neuronale Aktivitit im PVN, im ARC, im DMH sowie im NTS, wobei
insbesondere die beobachtete Zunahme der hypothalamischen Neuronenaktivitét einen zentralen
Wirkmechanismus des Peptids vermuten ldsst.

Fiir diese Hypothese spricht zudem die von Asakawa et al. gezeigte desacyl-Ghrelin-induzierte
Steigerung der CART- und Urocortin-Expression im Hypothalamus (Asakawa et al., 2005). Uber
CRF,-Rezeptor-abhingige Signalwege wirken CART und Urocortin anorexinogen und hemmen
die gastrointestinale Motilitdt (Okumura et al., 2000; Wang et al., 2001; Chen et al., 2005;
Nagata et al., 2005).

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sowie die vermuteten zugrunde liegenden

zentralen Wirkmechanismen von desacyl-Ghrelin sind in Abbildung 4.3 schematisch dargestellt.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Sudie sind durch Rahmen und Fettdruck hervorgehoben.

Abbildung 4.3: Hypothese zum zentralen Wirkmechanismus von intraperitoneal

injiziertem desacyl-Ghrelin in Zucker-Ratten
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Somit kénnte desacyl-Ghrelin Uber die Neuromodulatoren CART und Urocortin die Nahrungs-
aufnahme hemmen und damit sowohl eine Abnahme des K 6rpergewichts als auch eine geringere
Stimulation vagaler Afferenzen und damit eine verminderte neuronale Aktivitdt im NTS
bedingen.

In  Anbetracht dieser Beobachtungen ist anzunehmen, dass desacyl-Ghrelin Uber
hypothalamische Mechanismen anorexinogen wirkt und somit in die Regulation der
Energiehomdostase in Ratten involviert ist.

Obestatin beeinflusste hingegen in der vorliegenden Untersuchung weder die Nahrungs
aufnahme noch die neuronale Aktivitdt appetitregulatorischer Zentren in Hypothalamus und
Hirnstamm, weshalb eine anorexinogene Wirkung des Peptids fraglich erscheint.

Die bisherigen Publikationen zur appetitregulatorischen Wirkung von Obestatin beschreiben eine
widersprichliche Datenlage, wobel in zahlreichen weiteren Untersuchungen ebenfalls kein
Einfluss auf die Nahrungsaufnahme beobachtet wurde (Gourcerol et a., 2006; Nogueiras €t al.,
2006; Seoane et a., 2006; Zizzari et a., 2007, De Smet et a., 2007), wahrend andere Studien
trotz vergleichbarer Versuchsbedingungen Hinweise fur eine Beteiligung des Peptids an der
Regulation des Fressverhaltens lieferten (Zhang et a., 2005; Bresciani et al., 2006; Green et al.,
2007; Lagaud et al., 2007). Eine abschliel3ende Bewertung der physiologischen Bedeutung von
Obestatin im Kontext der Sicherung der Energiehomaoostase ist daher bislang nicht moglich.

Zusammenfassend spricht die vorliegende Untersuchung zur Appetitregulation durch die
Derivate des Ghrelingens somit dafiir, dass sowohl Ghrelin as auch desacyl-Ghrelin, nicht aber
Obestatin einen modulierenden Effekt auf die neuronale Aktivitét und die Nahrungsaufnahme in
Ratten besitzen.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund:

Ubergewicht und Adipositas stellen weltweit ein stetig zunehmendes Problem dar. Infolgedessen
ist die Erforschung der Appetitregulation von grof3em wissenschaftlichem und gesellschaft-
lichem Interesse. In den vergangenen Jahrzehnten wurden in diesem Zusammenhang zahlreiche
peptiderge Mediatoren identifiziert, die as Element der brain-gut-axis malgeblich an der
Steuerung von Hunger und Sattigung beteiligt sind. Neben vielen weiteren Faktoren gehdren zu
diesem komplexen System der humoralen Appetitregulation auch die Peptide Ghrelin, desacyl-
Ghrelin und Obestatin, die durch unterschiedliche posttransationale Prozessierung aus dem

gemeinsamen Vorlauferprotein Préproghrelin entstehen.

M ethodik:

In der vorliegenden Studie wurde die appetitregulatorische Wirkung von Ghrelin, desacyl-
Ghrelin und Obestatin mittels verhaltensbiol ogischer sowie immunhistochemischer Experimente
an Ratten untersucht. In diesem Kontext wurde zum einen die Beeinflussung der Nahrungs-
aufnahme und der Korpergewichtsentwicklung nach intraperitonealer Injektion von desacyl-
Ghrelin und Obestatin evaluiert. Zum anderen wurden die zugrunde liegenden zentralen
Wirkmechanismen in molekularmorphol ogischen Untersuchungen erforscht. Zur Darstellung der
neuronalen Aktivierung nach Applikation der Peptide diente die Farbung des metabolischen
Markers Fos. Erganzend wurden intrahypothal amische Projektionsfasern durch die immunhisto-
chemische Detektion ausgewahlter Neuromodulatoren phanotypisiert.

Ergebnisse und Schlussfolger ung:

Die Injektion von Ghrelin fihrte im Vergleich zur Kontrollgruppe in den hypothalamischen
Kernen Nucleus arcuatus (ARC), Nucleus paraventricularis (PVN) und im dorsomedialen
Hypothalamus (DMH) zu einer signifikanten Steigerung der neuronalen Aktivitét. Weiterhin
ergab die Faserphénotypisierung, dass die aktivierten Neurone des DMH von einem dichten
Netzwerk NPY - und AgRP-positiver Projektionsfasern umgeben sind.

Da NPY-/AgRP-positive Projektionsfasern nach derzeitigem Kenntnisstand ausschliefdich dem
ARC entstammen, legen diese Resultate die Vermutung nahe, dass peripher appliziertes Ghrelin
Uber Projektionen des ARC eine Steigerung der neuronalen Aktivitat im DMH bewirkt. Somit
konnte neben der in der aktuellen Literatur beschriebenen Schitsselrolle des ARC auch der
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DMH eine bedeutende Funktion in der Vermittlung der Ghrelin-induzierten Stimulation der

Nahrungsaufnahme aufweisen.

In weiteren Versuchen bewirkte desacyl-Ghrelin nach einmaliger Applikation eine signifikante
Inhibition der Nahrungsaufnahme in Zucker-Ratten. Uberdies konnte bei repetitiver Injektion des
Peptids eine Stagnation der Korpergewichtszunahme beobachtet werden. In immunhisto-
chemischen Untersuchungen zur zentralen Wirkung von desacyl-Ghrelin induzierte das Peptid
eine signifikante Steigerung der Neuronenaktivitdt im ARC, PVN und DMH, wahrend der
Nucleus tractus solitarius (NTS) eine reduzierte neuronalen Aktivitét aufwies.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse der verhaltensbiologischen Versuche in Ratten somit fir eine
anorexinogene Wirkung von desacyl-Ghrelin nach intraperitonealer Applikation. Weiterhin
impliziert die gesteigerte neuronale Aktivitat hypothalamischer Kerngebiete eine Vermittlung
des appetithemmenden Effekts Gber zentrale Wirkmechanismen.

Indes beeinflusste die intraperitoneale Injektion von Obestatin in unterschiedlichen Dosierungen
und unter variierenden Versuchsbedingungen in der vorliegenden Studie weder das Fress-
verhalten noch die Aktivitét appetitregulatorischer Zentren in Hypothalamus und Hirnstamm.

Damit stehen die vorliegenden negativen Ergebnisse der verhaltenshiol ogischen Untersuchungen
im Einklang mit den immunhistochemischen Versuchen dieser Studie sowie den Resultaten
anderer Studien, die ebenfalls keine modulierende Wirkung des Peptids auf die Nahrungs-
aufnahme zeigten. Eine biologische Relevanz von Obestatin im Kontext der Appetitregulation

erscheint somit fraglich.

Fazit:

Zusammenfassend betrachtet, zeigt die vorliegende Arbeit neue Aspekte der Ghrelin-Wirkung
im Sinne einer Einbeziehung des DMH Uber NPY-/AgRP-positive Projektionen des ARC.
Weiterhin konnte die anorexinogene Potenz von desacyl-Ghrelin erstmals in adipdsen
Versuchstieren bestétigt und Erkenntnisse zur hypothalamischen Verarbeitung des desacyl-
Ghrelin-Stimulus gewonnen werden. Demgegeniber wies Obestatin als einziges der drel in
dieser Studie untersuchten Derivaten des Ghrelingens keinen Einfluss auf die Nahrungs-
aufnahme und die zentrale Appetitregulation auf.

Welterfuhrende Untersuchungen des Ghrelin-/desacyl-Ghrelin-Systems sind nun notwendig, um
eine potentielle Beeinflussbarkeit dieser Komponenten der brain-gut-axis im Rahmen der

pharmakol ogischen Adipositas-Therapie zu evaluieren.
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