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Einleitung 1

EINLEITUNG

1.1 Hunger und Sattigung

Hunger und Sattigung sind alltaglich bekannte Zw¢a die das Nahrungsverhalten

bestimmen. Ein Mangel an Nahrung induziert Hungdegr Menschen und Tiere zur

Nahrungssuche und -aufnahme veranlasst, wohing&g¢tigung zu einem Beenden der

Nahrungsaufnahme fuhrt.

Nahrungsaufnahme stellt fir die Existenz einesrjgdeganismus eine essentielle Malinahme

dar. Sie dient sowohl dem Wachstum als auch dealttriy von Lebewesen, da mit der

Nahrung die notwendigen Kalorien in Form von Makabekilen (Kohlenhydrate, Proteine

und Fette) und Mikromolekilen (Vitamine und Minésa) aufgenommen werden. Bis zum

Eintritt eines Sattigungsgefuhls wird die Aufnahm@n Nahrung aufrechterhalten. Diesen

mehrmals am Tag repetitiven Vorgangen einen einziBegulationsweg zuschreiben zu

wollen, ist nicht mdglich. Viele physiologische R#a@tionsmechanismen sind im

Nahrungsverhalten involviert und bilden zusammen komplexes System. Zu dessen

Regulatorzentren zahlen der Hypothalamus und d@stdimm.

Bei den am Nahrungsverhalten beteiligten Faktomerdglt es sich um afferente Signale wie

die sensorischen Reize Geruch, Geschmack und Aarsseie der biologisch zirkadiane Tag-

Nacht-Rhythmus und gelernte Gewohnheiten, sowidieftlth um efferente Kontroll-

instanzen. Die efferente Steuerung der Nahrungktegu erfolgt Uber drei Ebenen:

1) Stoffwechsel: Zirkulierende Stoffwechselproduktebstrate regulieren tber Chemo-
rezeptoren die hypothalamischen Nahrungsregulaenisen. Ein bekanntes Beispiel
stellt die glukostatische Hypothese nach Mayer 8&.besagt, dass geringe Abnahmen
der Glukosekonzentration im Blut eine Nahrungsauima induzieren (Mayer, 1953).
Diese Annahme konnte in spateren Studien nach Aesl@iner Hypoglykamie oder
Inhibition des Glukosemetabolismus in Tieren (Smithd Epstein, 1996) und im
Menschen (Thompson und Campbell, 1977) bestatigtdeme Glukose-Rezeptoren
sowohl im Hypothalamus (ventromedialer Nucleus Mudleus arcuatus, Oomued al.,
1969; Songet al, 2001) als auch im Hirnstamm (Rittet al, 2000) scheinen die

Vermittler zu sein.
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2) Energiespeicher: Aus Adipocyten werden proportioaat GrofRe der Fettspeicher
humorale Faktoren freigesetzt, welche die Nahrwigséame regulieren (Kennedys
,Lipostatisches Modell“, 1953). Das im Jahre 199deckte Leptin reprasentiert einen
dieser Regulatoren. Ein durch langbestehende @aenge Diat erniedrigter Leptinspiegel
initiilert aufgrund einer gestorten Hungerempfindugige Nahrungsaufnahme (Keiet
al., 1998).

3) Gastrointestinaltrakt: In Abhangigkeit vom Fillumgstand des Magens und des
Dunndarms wird Uber Mechanorezeptoren entwederLbere ein Hunger- oder bei
Dilatation ein Sattigungsgefuhl (Geliebter, 1988puziert. Zur Transmission dienen
vagale Afferenzen, deren Signale im Hirnstamm r@gnert werden. Zudem werden
nach Eintritt von Nahrung in den Magen-Darm-Tra&hlzeiche intestinale Peptide ins
Blut ausgeschittet, die verschiedenste Funktiondweisen. So ist diesen Peptiden u.a.

eine Partizipation an der Nahrungsregulation zumesioen.

1.2 Brain-Gut-Axis

Die Nahrungsregulation wird durch Efferenzen undefdnzen kontrolliert, die miteinander
in Wechselwirkung treten. Hierzu gehoéren u.a. Npaptide, die im zentralen Nervensystem
gastrointestinale Funktionen regulieren. Durchidteazerebroventrikulare Gabe bestimmter
Neuropeptide konnte ein Einfluss auf die Darmniétilinachgewiesen werden (Bueno und
Fioramonti, 1991). Weitere Untersuchungen ergablass die gastrointestinale Wirkung eines
Neuropeptids Uber den Hirnstamm vermittelt wird @y 1991). AulRerdem versuchte man
die Hirnareale zu detektieren, die fur den speaelEffekt eines Neuropeptids auf den
Gastrointestinaltrakt verantwortlich sind (Marstledlil, 1991).

Durch das Wechselspiel der aus dem Gastrointesakalstammenden Peptide werden
Veranderungen in den fur Sattigung- und Nahrungeduhe- verantwortlichen Kerngebieten
des Gehirns ausgeldst. Diese fuhren schliel3liakireem bestimmten Nahrungsverhalten.
Jene beschriebenen Interaktionen zwischen dem dddsstinaltrakt und dem zentralen

Nervensystem werden unter der BezeichnuBigin-Gut-Axi$ zusammengefasst.
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1.3 Nahrungsregulationszentren im ZNS

1.3.1 Regulationszentren im Hypothalamus

Die Regulation der Nahrungsaufnahme wird durch ilmeste Kernregionen des
Hypothalamus gesteuert. Hierzu gehdren der Nugbawmaventricularis (PVN), der Nucleus
arcuatus (ARC), der dorsomediale (DMH), der venwdiale (VMH) und der laterale
Hypothalamus (LH) (siehAbbildungen 1.1nd1.2, Paxinos und Watson, 1997).

Der PVN, der an der basalen Seitenwand des dritesmtrikels lokalisiert ist, stellt den
Hauptsyntheseort des Hormons Oxytocin dar und @ieduzu einem geringeren Anteil auch
Adiuretin (Vasopressin). Neben seiner Beteiligung @er Regulation und Integration
neuroendokriner Vorgange, an der Stressantwort escavn Angstverhalten (limbisches
System) (Charney und Deutch, 1996) spielt der PMhe ebedeutende Rolle in der
Nahrungsregulation (Horvatt al, 2001; Williamset al, 2001).

Viele Studien belegen, dass Verbindungen zwiscleem BVN und dem Gastrointestinaltrakt
bestehen. Rogerst al. zeigten, dass am PVN durchgeflhrte Lasionen die ellsiure-
sekretion reduzieren (Rogers und Hermann, 198%sdiSekretion wurde ebenfalls durch
elektrische Stimuli in PVN-Arealen beeinflusst (Rog und Hermann, 1986; Ohtake und
Sakaguchi, 1987). AulRerdem beobachteten Sakagti@tinach Aktivierung des PVN eine
verminderte Magenmotilitat (Sakaguchi und Ohtaleg7).

In tierexperimentellen zentralen Mikroinjektionsdersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dass Neuropeptide im PVN an der zentraleguRtion von gastrointestinalen
Sekretionsmechanismen beteiligt sind. Wahrend idnells&ane Injektion von Bombesin und
Corticotropin-Releasing Facto(CRF) in den PVN die Magensekretion inhibierte f@&n
und Taché, 1987 a; Gunion und Tache, 1987 b), &enw die alleinige CRF-Injektion
sowohl die gastrale Bikarbonatsekretion (Gunéinal, 1990) als auch die Kolonmotilitat
(Monnikeset al, 1991; Monnikest al, 1993), hemmte aber die Magenmotilitat (Monnikes
et al, 1991).

Der PVN besitzt zahlreiche Projektionen. Es existie Verbindungen zur Adeno- und
Neurohypophyse (Monnikest al, 1993) sowie zu pragangliondren sympathischen und
parasympathischen Zentren des Hirnstammes undisdsgeRmarks (Langt al, 1983).

Der ARC befindet sich am ventralen Boden des drittéentrikels und umschliel3t die
Eminentia mediana, ein zirkumventrikulares Orgamitén et al, 1985). Neurone dieses

Kerngebietes enthalten zahlreiche Neuropeptide Dopamin, Somatostatin, Neurotensin,



Einleitung 4

Gamma-Amino-Butter-Saure  (GABA), Pro-opiomelanoicort (POMC), a-MSH
(Melanocyten-stimulierendes Hormor,ocaine- and Amphetamine-Regulating Transcript
(CART), Agouti-related ProteifAgrP) und Neuropeptid Y (NPY). Diese Hirnregiommt

an emotionalen, sensorischen, vegetativ homdoosatns und autonomen Funktionen teil
(Chronwall, 1985). Experimentelle Lasionen im ARErwsachten eine Hyperphagie und
Ubergewicht (EImquiset al, 1999).

Projektionen des ARC bestehen zu den NachbarregiBh® (Baker und Herkenham, 1995)
und LH sowie zum Hirnstamm (Morton und SchwartzD20Coneet al, 2001). Diese
Kernregionen sind an der Regulation der Nahrungsdume, am Energieverbrauch und an
gastrointestinalen Funktionen beteiligt.

Der DMH spielt in der Mitregulation der Nahrungshdu Flussigkeitsaufnahme und des
Kdrpergewichtes eine Rolle. Versuchstiere mit iesér Hirnregion zugeflhrten L&sionen
wiesen eine Hypophagie und -dipsie auf. Zusatzlairde bei ihnen nach Gabe einer
fettreichen Diat im Gegensatz zu den Kontrolltiereime reduzierte Gewichtszunahme
beobachtet. Auch die Durchtrennung von ventraled dorsalen Projektionen vom DMH
hatte eine Reduktion der Nahrungsaufnahme zur Folgmtrale Fasern scheinen eine
wichtige Verbindung zum ARC darzustellen (Bernaaginsl Bellinger, 1987; Bellinger und
Bernadis, 2002).

Die Kernregionen VMH und LH sind an der KontrollerdNahrungsaufnahme beteiligt.
Wahrend Lasionen im VMH eine Hyperphagie und Uberget verursachten, bewirkten
Lasionen im LH hingegen Aphagie und GewichtsverluSomit wird der VMH als
Sattigungs-, der LH als Hungerzentrum postulieragBet al, 1990; Schwartzt al, 2000).
Der LH weist Projektionen zum zerebralen Kortex sonu autonomischen und motorischen

Systemen des Hirnstammes und des Riuckenmarks lauf{Stet al, 1999).

1.3.2 Regulationszentren im Hirnstamm

Im Hirnstamm befindet sich der dorsale vagale K@mgDVC), bestehend aus dem Nucleus
tractus solitarius (NTS) und der Area postrema (ARYschiedene Arbeitsgruppen belegten,
dass der DVC eine wichtige zentrale Rolle in dentfalle sowohl von Motilitat als auch von
Sekretion des Gastrointestinaltrakts spielt (Horebal, 1991; Tachét al, 1991).

Die wahrend einer Mahlzeit eintretenden sattigen8gmale werden Uber afferente Fasern

des N.vagus zum Hirnstamm und Uber Afferenzen vdraren Gastrointestinaltrakt zum
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Ruckenmark vermittelt (Ritteet al, 1994). Diese Informationen erreichen den NT8hgi
Abbildungen 1.1nd 1.2) Uber zahlreiche afferente Projektionen. Demnatégriert der NTS
sensorische Inputs vom Gastrointestinaltrakt urrdatéeominalen Viszera tber den N.vagus
(Rinaman und Miselis, 1987). Weiterhin erhalt di&ssnregion Geschmacksinformationen
Uber den N.facialis und N.glossopharyngeus (Trawerd Norgren, 1987). Es existieren
weitere Verbindungen vom NTS zur AP (Hay und Bishd§91) und zum Hypothalamus

(Holstege, 1987; Olsoet al, 1992).

Der AP kommen als zirkumventrikulare Struktur auirtoralem Wege Informationen Uber
den Zustand des Organismus zu (Johnson und Gr@&88).1Dieses Hirnareal bildet

zusammen mit dem ihm ventral gelegenen NTS einraest ,Brechzentrum®, das uber

viszerosensible Afferenzen aus dem Gastrointegstakalaktiviert werden kann.
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1.4 Nahrungsaufnahmesteuernde Peptide

Eine Gliederung der nahrungsaufnahmesteuerndemndBapt nach zwei Aspekten mdaglich.
Zunachst unterscheiden sie sich nach ihrem Herkomft Wahrend zentrale Peptide im
zentralen Nervensystem gebildet werden (sidbbildung 1.3, findet die Produktion und
Sekretion peripherer Peptide im Gastrointestindtstatt (sieheAbbildung 1.4. Letztere
kénnen entweder direkt (Uber die Blut-Hirn-Schrgniéder indirekt (Uber den N.vagus oder
spinale Afferenzen) mit zentralen Peptiden intexean.

Weiterhin kdénnen diese regulierenden Peptide betughres Effekts auf das Nahrungs-
verhalten differenziert werden. Orexigen wirkendeptitie stimulieren eine Nahrungs-
aufnahme und l6sen damit ein Hungergefiihl aus. é&ngene Peptide hingegen inhibieren

und beenden die Nahrungsaufnahme, vermitteln deslgauBattigung.

Peptide Bildungsort Wirkung Referenzen
Neuropeptid Y ARC orexigen Alleret al, 1983
(NPY) Clarket al, 1984
Agouti-related Protein ARC orexigen Brobergest al, 1998 a
(AgrP) Haganet al, 2000
Melanin-Concentrating  Perifornikale Area / lateraler orexigen Vaughaet al, 1989
Hormone(MCH) Hypothalamus (PFLH) Quet al, 1996
Galanin PVN, ARC, PFLH orexigen Gundlaehal, 2001
Kyrkouli et al, 1986
Orexin A/B Perifornikale Area/ lateraler orexigen Brobergest al, 1998 b
Hypothalamus (PFLH) Sakuraiet al, 1998
Pro-opiomelanocortin ARC, Adenohypophyse anorexigen Pelletenl, 1979
(POMC) Li et al, 2003
Galanin-like Peptide Hypothalamus anorexigen Ohtalet al, 1999
Matsumotoet al, 2002
Cocaine- and Amphetamine- Hypothalamus anorexigen Koyt al, 1997
Regulated Transcript Kristenseret al, 1998
(CART)
Corticotropin-Releasing Medialer parvocellularer anorexigen Araset al, 1988
Factor (CRF) PVN Glowaet al, 1992
Abbildung 1.3

Zentrale Peptide, die die Nahrungsaufnahme steuern
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Peptide Bildungsort Wirkung Referenzen
Ghrelin Magenfundus orexigen Dateet al, 2000 a
(X/A- &hnliche Zellen) Tschopet al, 2000
Cholezystokinin (CCK) Dunndarm anorexigen Mutet al, 1971
(I-Zellen) Larssoret al, 1978
Kissileff et al, 1981
Peptid YY (PYY) Darm anorexigen Adriaet al, 1985
Batterhamet al, 2002
Pankreatisches Polypeptid Pankreas (Langerhans-Inseln) anorexigen Malaisse-Lagaet al, 1977
(PP) Katsuuraet al, 2002
Oxyntomodulin Darm und Gehirn anorexigen Daddral, 2001
Cohenet al, 2003
Glucagon-like Peptide-1 Darm und Gehirn anorexigen Turtenal, 1996

(GLP-1) Gutzwilleret al, 1999

Bombesin Haut (Frosch Bombina bombina), anorexigen Ersparmer, 1971
Zellen des  APUD-Systems Gibbset al, 1979
(Amin Precursor Uptake and Muurahaineret al, 1993
Decarboxylation)
Glukagon Pankreas (A-Zellen) anorexigen Inokwethal, 1984
Abbildung 1.4

Periphere Peptide, die die Nahrungsaufnahme steuern

Da diese Studie mdgliche bestehende Wechselwirkurmggischen dem bisher einzig
bekannten orexigen wirkenden peripheren Peptid IBhued dem anorexigenen peripheren
Cholezystokinin untersuchen soll, werden diese iBegtier naher erlautert. Beide Peptide

sind an der Kurzzeitregulation der Nahrungsaufnabeteiligt.

1.4.1 Ghrelin

Ghrelin, welches im Jahre 1999 entdeckt wurde ebéstus 28 Aminosauren (Kojine al.,
1999). Ghrelin bindet an de@rowth-Hormone-SecretagoguBezeptor (GHS-R) und setzt
das Wachstumshormo@{owth HormoneGH) aus der Adenohypophyse frei.

Die pulsatile GH-Sekretion wird hauptsachlich voweg antagonisierenden Hormonen
beeinflusst (Plotsky und Vale, 1985). D@sowth-Hormone-Releasinglormone (GHRH),
welches im Hypothalamus gebildet wird, stimulierte dGH-Freisetzung. Das vom

Hypothalamus, Gastrointestinaltrakt und Pankreasraeerte Somastatin hingegen inhibiert
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die Freisetzung von GH. Weitere GH-regulierende téi@k sind Thyreoid-Releasing
Hormone (TRH), Glukose, Dopamin, IGF 1/2, Aminoséauren,idrd-ettsduren, Gluko-
kortikoide und Opiate (Dieguex al.,, 1988).

In den achtziger Jahren beobachteten Bowadrsal, dass nach spezieller chemischer
Modifizierung des Pentapeptids Methionin-Enkephatireses Opiat die GH-Sekretion
vitro verbesserte (Bowest al, 1980). In den folgenden Jahren wurden synthetigteptide
entwickelt, die sowohin vitro als auchin vivo eine GH-Freisetzung aus der Hypophyse
induzierten und somitGrowth-Hormone-Secretagogue$sHS) genannt wurden. Erster
Vertreter dieser GHS war das HexapepBdowth-Hormone-Releasing Peptid@BHRP-6
(COOH-His-Asp-Trp-Ala-Trp-Asp-Phe-Lys-Nijl das neben einer dosisabhangigen GH-
Ausschittung zu einer Gewichtszunahme filhrte (Bsweal, 1984). Es folgten weitere
GHS-Peptide wie GHRP 1, GHRP 2 (Bowers, 1996) uegdrelin (Deghenghet al, 1994)
und Nicht-Peptide wie das Benzo-fusionierte Lactai®92,429 (MK-0751) (Smittet al,
1993) und das Spiroindolin L-163,191 (MK-0677) @Petttet al, 1995).

Im Jahre 1996 wurde der GHS-Rezeptor (GHS-R) inHigrophyse und im Hypothalamus
entdeckt (Ponget al, 1996; Howarcet al, 1996). Man vermutete, dass endogene Liganden
fur diesen GHS-R existieren, welche die GH-Sekretggulieren. Drei Jahre spater isolierten
Kojima et al einen endogenen Liganden fur den GHS-R aus degeMson Ratten. Dieser
Ligand besteht aus 28 Aminosauren, wobei die dAit@nosaure Serin eine n-Oktanoyl-
Gruppe aufweist (siehébbildung 1.3 Die posttranslationale Acetylierung ist fur die
biologische Aktivitat dieses Peptids verantwortl{&ojima et al, 1999).

Dieser GH-stimulierender Faktor erhielt den Nar@melin, welcher sich aus den protoindo-
europaischen Worten fir Wachstum ,ghre” und furigezung ,relin® zusammensetzt. Aus
Ratten isoliertes Ghrelin unterscheidet sich vom des Menschen in zwei Aminoséauren (11.
und 12. Stelle: - Lys-Ala -).

Rat -Lys-Ala-
NH;-Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GIn-Arg-ValrdbIn-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leuk@Pro-Arg-COOH
I

0
|
c=0
|

(ChH

Abbildung 1.5

Humanes Ghrelin — Molekdl
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Ghrelin, dessen Vorlaufermolekul Prapro-Ghrelin dfs/ Aminosauren besteht, weist
Homologien zu dem in den M-Zellen des Duodenumsldgtien Motilin auf (Tomasettet
al., 2000; Asakawaet al, 2001). Sowohl Ghrelin als auch Motilin beeinflaa die
gastrointestinale Motilitat und sind fahig, GH fresetzen (Samsat al, 1984). Ghrelin, das
ein Molekulargewicht von 3314,9 Dalton besitzt, deiin zahlreichen Saugetieren, Vogeln,
Amphibien sowie Fischen nachgewiesen.

Hauptsyntheseort des Ghrelins sind X/A &hnliche okride Zellen der Mukosa im
Magenfundus (Dateet al, 2000 a). Weitere Produktionsorte sind endokiiedlen des
Ubrigen Verdauungstrakts, der ARC (Kojiretal, 1999), die Hypophyse (Korbonitt al,
2001), der Pankreas (Dateal, 2002 a; Volantet al, 2002; Wierupet al, 2002), die Nieren
(Mori et al, 2000), die Plazenta (Gualilég al, 2001), Immunzellen (Hattoet al, 2001), der
Hoden (Tena-Sempest al, 2002), das Herz, die Lunge und das Fettgewebgniid et al,
1999).

Die Sekretion von Ghrelin erfolgt in das Blutsysiewobei die Ghrelinkonzentration im
menschlichen Plasma bei 117,2 + 37,2 fmol/ml l{&gtjima et al, 1999).

Der GHS-Rezeptor existiert in zwei Formen: Typ Tal db (Smithet al, 1999). Letzterer
besteht aus 289 Aminoséauren, die eine 5-transmemb®ruktur bilden. Der GHS-R 1b
besitzt keine Affinitat zu GHS. Der GHS-R l1la dagegehort mit seinen 366 Aminosauren
zu den G-Protein-gekoppelten 7-transmembran-Remapt&eine Aktivierung induziert tber
die Phospholipase C einen Verschluss von Kaliumadkan der eine persistierende
Membrandepolarisation auslést. Weiterhin flhrt Aietivierung von Phospholipase C zu
einem Anstieg von Inositoltrisphosphat {JRund zu einer Induktion der Proteinkinase C,
welche schlieRlich eine Freisetzung vorf Gaus intrazellularen Speichern hervorrufen (Chen
et al, 1996).

Der GHS-R konnte im Hypothalamus, in der HypophysePankreas, in der Schilddrise, im
Herzen, in den Nebennieren, in der Lunge, in deari@w, in der Leber, in den Nieren, in
Muskelzellen, im Fettgewebe, in GefalRwanden, incheddrisen, in der Prostata, im Magen,
in der Milz, im Kolon, in der Haut, in Lymphknoteand in vielen anderen Organen
nachgeweisen werden (Papettial., 2000; Gnavanapagt al, 2002).

Unmittelbar nach der Entdeckung von Ghrelin wurdengalls aus Rattenmagen ein zweiter
endogener Ligand des GHS-R, das des-GIn14-Ghisbhert. Es entspricht dem originalen
Ghrelin, besteht allerdings nur aus 27 Aminosaularigrund seiner Oktanoylierung an der
dritten Aminosaure ist dieses Peptid biologischivakind induziert wie Ghrelin nach

intravenoser Injektion eine GH-Sekretion (Hosetlal, 2000).
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1.4.1.1 Ghrelin und sein Einfluss auf die Hypophyshormone

In den bisherigen Untersuchungen wurde ein doséapbber Plasmaanstieg der GH-
Konzentration sowohl nach intravendser (Kojimet al, 1999) als auch nach
intrazerebroventrikularer (Wregt al, 2000; Dateet al, 2000 b) und intraperitonealer (Wren
et al, 2000) Applikation von Ghrelin bei Ratten beoliathDie intrazerebroventrikulare
Gabe von Ghrelin an Ratten stimulierte zusatzlialchn die Freisetzung von ACTH
(Adrenocorticotropes Hormon), inhibierte aber dieeigetzung von TSH (Thyreoidea-
stimulierendes Hormon) (Wreat al, 2000).

Eine andere Studie zeigte, dass die intravents&tian von Ghrelin bei Menschen nicht nur
primar zu einem GH-, sondern auch zu einem ACTHti€ol- und Prolaktin-Plasmaanstieg
fuhrte. Signifikante Anderungen in den Plasmaspiegen LH (Luteinisierendes Hormon),
FSH (Follikel-stimulierendes Hormon) und TSH sindhh gemessen worden (Takaghal,
2000).

1.4.1.2 Ghrelin und sein Einfluss auf den Gastrointestinaltakt

Masudaet al konnten nach intraventser Gabe von Ghrelin eossdbhéngige Steigerung
der gastralen Sauresekretion bei Ratten festst@liasudaet al, 2000). Diese Beobachtung
wurde spater in zwei weiteren Studien von Dettal (nach intrazerebroventrikularer Gabe,
2001) und Chert al (nach intrazisternaler Gabe, 2002) bestétigt. Mégensauresekretion
wird durch verschiedene Faktoren stimuliert. Hiegehhéren neben der Stimulation durch die
Sinneseindriicke Schmecken, Riechen und Sehen,atieamische Dilatation des Darmkanals
oder lediglich der Gedanke an Nahrung.

Um sicherzustellen, dass der N.vagus als Mediatoschen dem zentralen Nervensystem
und dem Magen und letztendlich fur die Magensauresen verantwortlich ist, wurden
Vagotomien durchgefuihrt (Datet al, 2001). Nach Vagotomie konnte nur noch eine
geringflgige gastrale Sauresekretion gemessen weidieses Ergebnis belegt, dass die
Ghrelinwirkung am gastrointestinalen Trakt Uber dlevagus ausgetbt wird.

Weiterhin steigert Ghrelin dosisabhéngig die Mafemm-Motilitat (Masudaet al, 2000;
Fujinoet al, 2003).
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1.4.1.3 Ghrelin und sein Effekt auf die Energiehombstase

In Verhaltensstudien mit Nagetieren, die vor dertrarerebroventrikularen und
intraperitonealen Applikation von Ghrelin Nahrurad libitum erhielten, wurde ein
dosisabhangiger Anstieg der Nahrungsaufnahme bbtdiacwobei der groldte Effekt
innerhalb der ersten Stungest injectiozu verzeichnen war (Wreat al, 2000).

Die tagliche subkutane Injektion von Ghrelin an KBéuiber einen Zeitraum von zwei
Wochen resultierte durch einen reduzierten FettwEvgechsel in eine Gewichtszunahme von
13,9%. Zudem konnte der Beweis erbracht werdens das Ratten die endogene
Ghrelinserumkonzentration bei Nahrungsabstinersp &lungern, steigt und dass sie nach
Wiederfutterung oder oraler Glukosegabe sinkt (dpcht al, 2000). Auch im Menschen
konnte ein praprandial zweifach héherer Anstieg Wliasmaghrelin gemessen werden, der
innerhalb einer Stunde nach Nahrungsaufnahme weaade (Cummingst al, 2001).

Die geringste intraperitoneal applizierte Dosisj ker Ghrelin noch eine signifikante
orexigene Wirkung induziert, betragt 1 nmol protBgWrenet al, 2001 a). Dennoch scheint
der Ghrelinspiegel auch vom aktuellen Erndhrundgamasabhéngig zu sein. Beim Prader-
Willi-Syndrom oder bei Zustanden negativer Enerdgelz (z.B. niedrige kalorische Diéat,
chronische Belastung, Anorexie bei bdsartigen Temkoankungen, Anorexia nervosa)
wurde eine erhohte (Mucciokt al, 2002), bei Ubergewicht hingegen eine erniedrigte
Ghrelinkonzentration im Plasma gemessen (Tset@b, 2001).

Ferner beeinflusst Ghrelin den Glukose- und Insalushalt. Broglicet al zeigten, dass nach
intravenodser Gabe von Ghrelin der Serumglukosespiegi Menschen signifikant ansteigt,
der Seruminsulinspiegel dagegen deutlich abfallogBo et al, 2001). Umgekehrt konnte in
einer anderen Studie nach intravendser Applikatiom Insulin ein signifikanter Abfall der
Ghrelinkonzentration festgestellt werden (S&acal, 2002). Die eigentliche Hauptaufgabe
des aus def-Zellen des Pankreas sezernierten Insulins istS#iekung des Blutzucker-
spiegels. Diese erfolgt, indem Insulin die Glukaseahme in Zellen und die Synthese von
Speichersubstanzen wie Glykogen steigert. Nebenesantilipolytischen und anabolen
Wirkung gilt Insulin auch als Sattigungssignal. fBdrt die intrazerebroventrikulare Gabe
dieses Hormons sowohl zu einer Reduzierung der iaisaufnahme als auch zu einer
Abnahme des Korpergewichts (Ikeeleal.,, 1996).

Ein weiteres Hormon, welches wie das Insulin zu gedrperfett“-Signalen gehort, ist das
Leptin. Leptin, das Produkt ded-Gens, wird hauptsachlich in weiRen Fettzellen (ighet
al., 1994) und zu einem geringeren Teil im Magen progit (Badoet al, 1998). Nach
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Abgabe ins Blut passiert es die Blut-Hirn-SchraBankset al, 1996) und bindet an Ob-
Rezeptoren im Hypothalamus (Feial, 1997). Hier kommt es zu Interaktionen mit andere
nahrungsaufnahmesteuernden Neuropeptiden (Campdtelal, 1995). Ahnlich wie beim
Insulin treten nach peripherer oder systemischdreGan Leptin an Mause eine Hemmung
der Nahrungsaufnahme und ein Gewichtsverlust aala@$et al, 1997).

Die anorexigen wirkenden Signale Insulin und Lemind Uber bestimmte Prozesse im
Gehirn fur die Langzeit-Gewichtsregulation veranttich (Baskinet al, 1999). Im Zentrum
steht hier besonders der ARC, der auch fir dasli@lei@e wichtige Hirnregion darstellt und

daher als Ort der Interaktion von Insulin, LeptmduGhrelin fungiert (Hewsoet al,, 2002).

1.4.1.4 Ghrelin und seine Informationsvermittlungzum Gehirn

Es wurden Untersuchungen durchgefuhrt, um den Bgreaden Effekt von Ghrelin auf die
Nahrungsaufnahme erklaren zu kénnen. Man nimmdass Ghrelin entweder seine Wirkung
direkt im Gehirn austibt oder seine Informationedirgkt an das Gehirn weitergibt.

Die Eminentia mediana (EM) ist eine zirkumventréna Struktur, welche eine undichte Blut-
Hirn-Schranke besitzt (Weindl und Joynt, 1973).dea ARC anatomisch die EM umschlie(3t,
konnten theoretisch Substanzen im Blut wie Ghrdigm ARC Uber diese defiziente Blut-
Hirn-Schranke erreichen. Bankst al legten in ihren Studien dar, dass humanes
oktanoyliertes Ghrelin Uber ein Transportsystem @&ieit-Hirn-Schranke bei Mausen
Uberschreiten kann (Bankg al, 2002). Ghrelin wirde somit direkt im ZNS als Nadr
agieren.

Einen indirekten Weg der Ghrelinwirkung zum Gelstallte die Studie von Datet al. vor
(Dateet al, 2002 b). Sie untersuchten, ob eine Vagotomibdiggphragmatisch/gastral) oder
die perivagale Vorbehandlung mit Capsaicin (Newiot@us rotem Pfeffer, das die afferente
vagale Innervation unterbindet) Auswirkungen auk dGhrelin-induzierte gesteigerte
Nahrungsaufnahme in Ratten hat. Sie beobachteten Bkbckade der gastralen vagalen
afferenten Neurone keine gesteigerte Nahrungsamfeatiurch Ghrelin. Ferner fand der
Nachweis statt, dass der afferente N.vagus Ubeel@HRezeptoren verfiigt. Uber diese
Rezeptoren konnen Informationen an den NTS weikeitge werden, die hier letztlich in das

komplexe System der Nahrungsregulation mitintegvierden.
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1.4.1.5 Ghrelin und neuronale Aktivierungsmusterin Gehirn

Ghrelin induziert eine-FosExpression in Neuronen bestimmter Hirnregionefos gehort
zu den jmmediate early gefi€’rodukten, welche neuronale Aktivitdt im zentrale
Nervensystem aufzeigen.

Nachdem belegt wurde, dass nach systemischer GahesynthetischeiGH-Secretagogue
GHRP-6 an Ratten die Expression aeFosmRNA in Zellen des ARC stimuliert wird
(Dickson und Luckman, 1997) und diese durch eBwstdndige Nahrungsdeprivation um das
Dreifache gesteigert werden konnte (Lucknmetnal, 1999), wurde derselbe Effekt nach
systemischer Applikation von Ghrelin beobachtetwsien und Dickson, 2000).

Die Begrindung der gesteigertei-rosExpression und somit der neuronalen Aktivitat kénnt
darin liegen, dass Hungern einen erhthten Plasralggpiegel induziert. Dies wirde
bedeuten, dass viel mehr Ghrelinmolekile an GHS®Beren im ARC oder am N.vagus
binden konnen. Aul3erdem steigert Hungern die mRMprEssion des GHS-Rezeptors im
Hypothalamus (Kinet al, 2003), so dass mehr Ghrelinmolekiile gebundedemekdnnen.

Ein weiterer Ort dec-FosSignalexpression neben dem ARC ist nach intrapegtdler Gabe
von Ghrelin der PVN. Im NTS und in der AP hingegeduziert intraperitoneal appliziertes

Ghrelin keinec-FosExpression (Ruteet al, 2003).

1.4.1.6 Ghrelin und seine Interaktion mit zentrale Neuropeptiden

Nach der Induktion vor-FosProteinen im ARC durch GHRP-6 oder Ghrelin wurdia
Zellen dieser Kernregion naher charakterisiert. digch GHRP-6-aktivierten Neurone
zeigten bei Ratten zur Halfte eine Koexpression Nauropeptid Y (NPY) und zu einem
Funftel mit GHRH (Dickson und Luckman, 1997). Dmraperitoneale Gabe von Ghrelin
fuhrte bei Mausen in etwa 90% derFospositiven Neurone zu einer NPY-mRNA-
Expression (Wangt al, 2002).

Es besteht die Annahme, dass die NPY-Neurone deS A&s primére Ziel fur Ghrelin
darstellen. Diese These wirde mit einem Studiehaigevon Willensenet al Uber-
einstimmen. Willenseret al. untersuchten einen méglichen Zusammenhang zwisdeen
GHS-R und NPY und wiesen eine GHS-R-mRNA Expressid% der NPY-Neurone nach
(Willensenet al., 1999).
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1.4.1.6.1 Die Rolle von Neuropeptid Y (NPY)

NPY ist ein im Hypothalamus produziertes, orexigarkendes Peptid, das nach zentraler
Gabe zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme urglnen Gewichtszunahme bis hin zu
Ubergewicht fuhrt (Clarlet al, 1984; Kalra und Kalra, 2003; Stanleyal, 1989). Aus 36
Aminosauren bestehend, weist NPY Ahnlichkeiten deiln pankreatischen Polypeptid und
dem Peptid YY auf (Tatemotet al, 1982). Uber die Rezeptoren Y1, Y2 und Y5 wird de
appetitstimulierende Effekt von NPY vermittelt (8ty et al, 1992; Thorsell und Heilig,
2002). Anatomisch betrachtet, findet man NPY in tdeen des zentralen und des peripheren
Nervensystems (Alleet al, 1983; Gray und Morley, 1986). Primare zentrab&dlisationen
sind der PVN, der Ncl. accumbens, das Septum, d#H Dder zerebrale Kortex, die hilare
Region des Hippocampus und der ARC. Von letzterasmprojizieren NPY-Neurone in den
PVN (Gray und Morley, 1986; Morris, 1989). Auch voHirnstamm aus ziehen NPY-
Projektionen zum PVN. Diese Tatsachen stiitzen dieaAme, dass der ARC und der PVN
als Regulationszentren des Nahrungsverhaltensdtamgi Sowohl die einmalige als auch die
chronische, systemische Applikation von Ghrelingeden nicht nur die NPY-Expression,
sondern auch die desgouti-related-ProteindAgrP) im ARC. Diese Resultate deuten auf
eine Koexpression beider Neuropeptide hin (Kamegail, 2000 und 2001; Seoar¢ al.,
2003).

1.4.1.6.2 Die Rolle vonAgouti-related Protein (AgrP)

AgrP gehort dem hypothalamischen Melanocortin-Systn, welches ebenfalls an der
Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt ist (Yand Harmon, 2003; Rowland, 2004).
Weitere Vertreter dieses Systems sind Pro-opiormoetzntin (POMC)-Prohormone (Vorlaufer
des a-, B- und y-Melanocyten stimulierenden Hormons-,( B- und y-MSH) und des
Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) ), MelanocorRezeptoren (MCR), endogene
Melanocortin-Mediatoren wie Mahagony und Syndecad endogene MCR-Antagonisten
wie das Agouti Protein neben dem bereits genanAg® (Vergoni und Bertolini, 2000;
Yang und Harmon, 2003). Letzteres besteht aus IB8dsauren und besitzt eine orexigene
Wirkung (Brobergeet al, 1998 a; Hagaat al.,, 2000; Rowland, 2004).
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Die intrazerebroventrikulare Gabe von AgrP filhieeemer Hyperphagie, zu Gewichts- und
Kdrperfettmassenzunahme sowie zu einem erhohtetinkemd Insulinspiegel (Korneat al,
2003).

Im ARC lokalisierte NPY- und AgrP-Neurone sind vgro3er Bedeutung beztiglich der
Nahrungsregulation. Eine neuere Studie von VanTdgnet al zeigte, dass ARC-Neurone
von Ratten, die NPY und AgrP enthalten, auf nahsaaofpahmesteuernde Signale reagieren.
Diese ARC-Neurone erfahren eine Aktivierung duralex@ene, wie Ghrelin oder Orexin,
wohingegen sie durch das anorexigen wirkende Laphibiert werden (van den Tagt al,
2004).

Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dassepesipGhrelinin vivo Uber die
orexigene Wirkung von NPY und AgrP vermittelt wildie Prdsenz von NPY und AgrP im
ARC ist Voraussetzung fur den orexigenen Effekt @éselins, da in Abwesenheit beider
Neurotransmitter der appetitstimulierende Effeks dghrelins vollig erlischt (Chest al,
2004).

1.4.2 Cholezystokinin (CCK)

Im Jahre 1928 entdeckten Ivy & Oldberg in der Diarnd-Mukosa eine Substanz, die eine
Kontraktion der Gallenblase ausléste und nannterChiolezystokinin (lvy und Oldberg,
1928). Vierzig Jahre spater wurde CCK isoliert uhd Aminosauren-Sequenz aufgeklart
(Mutt und Jorpes, 1968).

Es existieren viele biologische Fragmente des Cdi&,alle aus einem einzigen Gen (beim
Menschen liegt es auf Chromosom 3) entweder duoditanslationale oder extrazellulare
Modifizierung entstanden sind. In verschiedenenzigsesind CCK-Molekulle im Gehirn, im
Darm und im Blut nachgewiesen worden. Zu den haufigrkommenden und wichtigsten
Formen gehéren CCK-8, CCK-33 und CCK-58 (sigébéildung 1.9.

Gemeinsam besitzen sie ein 115 Aminosauren (ASjelriPrakursor-Molekul, welches aus
einem Signalpeptid (20 AS), einem Spacerpeptid A%, der Sequenz fur CCK-58 und
einem Verlangerungspeptid (12 AS) am C-terminaledeEbesteht (Deschenesal, 1984).
Dieses Ende aus -Asp-Tyr(g)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHkl ist fur die biologische
Aktivitdt von CCK verantwortlich. Die letzten fuWminosauren sind mit denen des Gastrins

identisch.
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CCK-Peptid Aminosauren-Sequenz Molekulargewicht ( D) Bedeutu ng Referenzen
CCK-8S Asp-Tyr(SQH)-Met- 727 Pradominante Form im  Larssoret al.1979
Gly-Trp-Met-Asp-Phe- zentralen und peri- Rehfeld, 1985
NH, pheren Nervensystem
CCK-33 Lys-Ala-Pro-Ser-Gly- 3949 Pradominante Form im Rehfeldet al, 2001
Arg-Val-Ser-Met-lle- Plasma und Darm des
Lys-Asn-Leu-GIn-Ser- Menschen
Leu-Asp-Pro-Ser-His-
Arg-lle-Ser-Asp-Arg-
CCK-8S
CCK-58 Val-Ser-GIn-Arg-Thr- 6268 Pradominante Form im Eysseleiret al, 1987
Asp-Gly-Glu-Ser-Arg- Plasma und Darm von Reeveetal, 1994
Ala-His-Leu-Gly-Ala- Hunden
Leu-Leu-Ala-Arg-Thr-
lle-GIn-GIn-Ala-Arg-
CCK-33
Abbildung 1.6

Die drei wichtigsten biologische Formen des Chatéaiinins (CCK)

CCK dient peripher als gastrointestinales Hormon unutrak als Neurotransmitter. In der
Peripherie wird CCK in enteroendokrinen I-Zellers d@uodenums und des Jejunums gebildet
(Polaket al, 1975; Larsson und Rehfeld, 1978). Sie weisea &iangulare Form auf, dessen
Spitze ins Darmlumen zeigt und enthalten an ihrasi88 CCK-Sekretgranula (Buchahal,
1978). Durch die luminale Anwesenheit von freient$gren, Glukose, Peptiden oder
aromatischen Aminosauren findet eine FreisetzursgQeK ins Blut und an die Umgebung
statt (Liddleet al, 1985). Zu den weiteren Syntheseorten gehdredeische Nervensystem
(Plexus myentericus, Plexus submucosus, Muskelsignc des Duodenums/Jejunums/
Kolons, Plexus coeliacus, N.vagus) (Liddle, 1997).

An Nervenendingungen im Gehirn wurde in Vesikelrpaektes CCK lokalisiert, das infolge
von Depolarisation freigesetzt wird (Doad al, 1980; Emsoret al, 1980). CCK-Neurone
befinden sich im Kortex, in der Amygdala, im Hippogpus, im Septum, im Thalamus, im
Hypothalamus, in den Basalganglien und im dorséenstamm (Beinfeld und Palkovits,
1981). Je nachdem, in welcher Hirnregion CCK audg#set wird, ist CCK an Verhaltens-
vorgangen wie Angst oder Lernen, am Sexualverhalen Gedachtnisprozessen, an der
Auslésung einer Sedierung, an der Spontanaktiaiditder Sattigungsregulation und an der

Schmerzempfindung beteiligt (Crawley und Corwin94p
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Im Jahre 1980 wurden CCK-Rezeptoren zunachst irkrBas und im Gehirn detektiert (Innis
und Snyder, 1980). Spater konnten Mog&dral diese Rezeptoren im Gehirn mittels 125-I-
markiertem CCK-33 genauer differenzieren (Moran al, 1986). CCKkann an zwei
verschiedene Rezeptortypen binden, an CCK-A- (CCKibd an CCK-B- (CCK2)
Rezeptoren.

CCK besitzt eine 1000-fach hohere Affinitat zum CB8KRezeptor im Vergleich zu Gastrin.
Ferner bindet sulfatiertes CCK verglichen mit nishtfatiertem CCK an den CCK-A-
Rezeptor mit einer 1000-fach héheren Neigung (lanid Snyder, 1980; Nobkt al, 1999).
Da dieser Rezeptor primar im Gastrointestinalt(&enkreas, Gallenblase, Pylorus) entdeckt
wurde (Wanket al, 1992 a; Wanlet al, 1992 b), erhielt er die Bezeichnung CCK-A (A=
alimentary. Weitere Lokalisationen dieses Rezeptors singper der afferente N.vagus und
zentral der NTS, die AP, der Nucleus interpeduncylaler mediane Raphekern, der DMH
und der Nucleus accumbens (Hitl al, 1987; Hondat al, 1993; Kopinet al, 1992; Moran
und Kinzig, 2004).

Der CCK-B-Rezeptor hingegen weist dieselbe Affinfié sulfatiertes und nicht-sulfatiertes
CCK auf (Innis und Snyder, 1980; Nol#e al, 1999). Er ist mit dem Rezeptor flr Gastrin
identisch (Kopinet al, 1992). Die meisten CCK-B-Rezeptoren sind im @GeliB=brain)
nachgewiesen worden (Honea al, 1993; Pisegnat al, 1992). Weitere befinden sich im
Magen und im afferenten N.vagus (Hall al, 1987; Hondat al, 1993; Pisegnat al, 1992).
Beide CCK-Rezeptoren gehdren der G-Protein gektgpé&lttransmembran-Rezeptorfamilie
an, wobei sie untereinander eine 48%ige HomologiBveisen (Wanket al, 1992 b).
Wahrend CCK an den CCK-A-Rezeptor gebunden lberBildung von Inositol-1,4,5-
trisphosphat (1) und Diazylglyzerol (DAG) und nach der Freisetzuran intrazellularem
CaZ und DAG schlieRlich zu einer Aktivierung von Piaténase C fiihrt, folgt nach
Bindung von CCK an den CCK-B-Rezeptor eine Ausdcimgt von Arachidonsdure und
Mitogen-aktivierter Proteinkinase (MAPK) (Miyasalad Funakoshi, 2003).

Die humane Basalkonzentration von CCK im Plasmedgetta. 1 pmol/Liter. Postprandial,
besonders nach Aufnahme von Nahrungsfetten uneiReot (Hildebranekt al, 1998; Liddle
et al, 1985), steigt der CCK-Plasmaspiegel innerhal 1@-30 Minuten fur 3 bis 5 Stunden
an (Moran und Kinzig, 2004). Neben Nahrungslipidem Proteinen induzieren auch die
CCK-Releasing Factoreine endogene CCK-Freisetzung. Vertreter diesarp@ sind
Trypsin-Inhibitoren (Welleret al, 1992) sowie die im Gastrointestinaltrakt proeutan
Hormone Luminal CCK-Releasing Factor(LCRF) (Spannagelet al, 1996) und
Dendiazepam-Binding InhibitqDBI) (Herziget al,, 1998).
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1.4.2.1 CCK und sein Einfluss auf die Hypophysenharone

Sowohl in Ratten, in Primaten als auch in Menscétenuliert systemisch appliziertes CCK
die Hypothalamus-Hypophysen-Achse. CCK steigert Rli@smakonzentration von ACTH
(Kamilariset al, 1992) und vontGonadotropin-Releasing Hormoi(Eereraet al, 1993).
Wahrend die CCK-Gabe in Ratten eine Oxytocin-SekmefVerbaliset al, 1986) induziert,

fuhrt sie in Primaten zu einer Ausschittung vonukeliin (Verbaliset al, 1987).

1.4.2.2 CCK und sein Einfluss auf den Gastrointestinaltrakt

Die gastrointestinale Motilitat wie auch die Selaetvon Enzymen des Verdauungstrakts
werden durch CCK beeinflusst. Es reguliert die Kakiion der Gallenblase, dessen glatte
Muskulatur CCK-A-Rezeptoren enthalt (Waek al, 1992 b). Ferner relaxiert CCK den
Sphincter Oddiso dass Gallen- und Pankreasflissigkeit ins Duadeabflie3en kbnnen, die
den Verdauungsprozess unterstitzen (lvy und Oldi&28; Lin, 1975; Kennedy und Mawe,
1998). Neben der Sekretionsstimulation von Pankregasnen (beim Menschen tber CCK-
A-Rezeptoren) und von Pepsinogen und SalzsaurdeandMagen (Uber CCK-B-Rezeptoren)
erhoht CCK die Aktivitat der intestinalen Motilitdh zahlreichen Spezies (Levaet al,
1974; Stewart und Burks, 1977; Weeeatsl, 1985).

In diesem Zusammenhang zeigten Monnilesal, dass die Applikation von CCK-A-
Rezeptor-Antagonisten in den PVN die Kolonmotilit&tRatten reduziert (M6nnikest al.,
2000). Endogenes CCK scheint tiber den PVN den Kalosit zu regulieren. Zudem konnte
belegt werden, dass CCK das Wachstum von Pankrehteber begunstigt (Ohlssen al.,
1999).

1.4.2.3 CCK und sein Effekt auf die Energiehomootase

Im Jahre 1973 entdeckten Gibks al, dass CCK die Rolle eines Sattigungssignals im
Nahrungszyklus einnimmt. Nach peripherer Gabe vk @or der Mahlzeitgabe an Ratten
konnte eine dosisabhangige Reduktion der aufgensrameNahrungsmenge gemessen
werden (Gibbst al, 1973). Zusatzlich nahm auch die Zeitdauer derrtdagsaufnahme ab.
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Spater wurde auch am Menschen ein beschleunigtésetein der Sattigung durch exogen
zugefuhrtes CCK-8 beobachtet (Kissileffal, 1981).

Die Hypothese, dass endogenes CCK ebenfalls fig $attigung verantwortlich ist, wird
durch Untersuchungen gestitzt, in denen ein spehdr CCK-A-Rezeptor-Antagonist wie
Devazepid (L 364,718) appliziert wurde, der scHi@3zu einem Anstieg der Nahrungs-
aufnahme fuhrte (Hewsoet al, 1988). Die Applikation eines weiteren CCK-A-Rpixe-
Antagonisten Loxiglumide senkte sogar das subjekEmpfinden eines Sattheitsgefiihls beim
Menschen (Beglingest al, 2001). Nach Gabe des CCK-B-Rezeptor-Antagonistdfs,260
hingegen konnte weder eine Abnahme noch eine Zuaalen Nahrungsaufnahme feststellt
werden (Moraret al, 1993).

Der CCK-A-Rezeptor vermittelt den Nahrungsaufnahnimgbierenden Effekt des CCK. An
Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF)-Ratteie, mbch spontaner Neumutation
defekte CCK-A-Rezeptoren aufweisen, konnte gezeggtien, dass diese Tiere im Vergleich
zur Kontrollgruppe die doppelte Nahrungsmenge zh sahmen. Sie legten an Gewicht zu,
obwohl die Frequenz der Nahrungsaufnahme abnahmn@Moran, 2002).

Es entstanden Uberlegungen, CCK therapeutisch alamilung von Ubergewicht und
anderen Essstérungen einzusetzen. Allerdings v&@@K nach chronischer Gabe rasch an
Wirksamkeit (Crawley und Beinfeld, 1983). Zwar redte sich nach CCK-Injektion die
darauffolgende aufgenommene Nahrungsmenge, es waltky iiber den Tag hinweg mehr
Mahlzeiten als normal eingenommen. Letztlich resul#n hier unerwinschte Zunahmen der

Nahrungsmenge und des Kérpergewichts (Véest, 1984).

1.4.2.4 CCK und seine Informationsvermittiung zumGehirn

Der Sattigungseffekt von CCK scheint Uber die Adfer des N.vagus vermittelt zu werden.
Sowohl die chirurgische als auch die chemische f@eesizierung des N.vagus hatten eine
deutliche Abschwachung der anorexigenen Wirkung @@K zur Folge. Die Durchfuhrung

einer abdominalen oder gastralen Vagotomie vor @SKApplikation an Ratten verminderte

die Sattigungswirkung von CCK (Smittt al, 1981). Nach Vorbehandlung mit Capsaicin
wurde eine Abschwéachung der CCK-induzierten vermiitesh Nahrungsaufnahme beobachtet
(Ritter und Ladenheim, 1999). Diese Ergebnissectre dafiir, dass der Effekt von CCK auf
das zentrale Nervensystem von gastralen vagalesreékifen und von Capsaicin-sensitiven

Neuronen abhangig ist.
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1.4.2.5 CCK und neuronale Aktivierungsmuster im Ghirn

Das Applizieren von CCK fiihrt zu einer Anderung deuronalen Aktivitat in bestimmten
Hirnregionen, die mittels der Expression vofrosSignalen detektiert werden kann. Die an
Ratten durchgefuhrte Studie von Olsgtral. ergab, dass systemisch verabreichtes CCK eine
c-FosExpression in oxytocinergen Neuronen des PVN aktivDiese Neurone projizieren
zum dorsalen vagalen Komplex (DVC) (Olsstral, 1992).

Die intraperitoneale Gabe von sulfatiertem CCK-@uiniertc-FosSignale im PVN, im NTS,
in der AP, im Ncl. supraopticus (SON), im zentralkeern der Amygdala, in sensorischen
Anteilen des DVC sowie im Ncl. locus coeruleus/sagraleus (LC/SC) (Cheet al, 1993;
Day et al, 1994; Monnikeset al, 1997; Wanget al, 1998). Der PVN stellt eine wichtige
Region der Nahrungsregulation dar, da nach seiésioh eine CCK-abhangige Hemmung
der Nahrungsaufnahme ausbleibt (Crawley und Ki885)L

Weitere Untersuchungen stutzen die Annahme, dasiMiikung von CCK-8 an CCK-A-
Rezeptoren Uber vagale Afferenzen vermittelt wifdrbehandlungen mit CCK-A-Rezeptor-
Antagonisten ergaben eine verminderiéosExpression im PVN, im NTS, in der AP und im
LC/SC nach CCK-Applikation. Die Vorbehandlung mitCK-B-Rezeptor-Antagonisten
hingegen hatte keinen Einfluss auf di€osExpression (Cheet al, 1993; Monnikest al,
1997). Ferner wurde nach einer bilateralen perileag&apsaicin-Vorbehandlung ebenfalls
eine Reduktion des-FosSignale in den bereits erwahnten Regionen feslie@tionnikeset
al., 1997).

1.4.2.6 CCK und seine Interaktion mit zentralen Neropeptiden

Es sind Wechselwirkungen zwischen dem CCK und desxigen wirkenden NPY nach-
gewiesen worden. Da intraperitoneal appliziertes KBS die NPY-Expression im
Hypothalamus vermindert (Pages al, 1990), besteht die Annahme, dass CCK und NPY
antagonistische Effekte in der Nahrungskontrollgitzen.

Ferner interagiert CCK mit einem weiteren Peptieindanorexigen wirkenden POMC. Die
Applikation von CCK-8S aktivierte POMC-positive Nene im NTS (Faret al, 2004).

POMC scheint somit am Sattigungsmechanismus von @@xuwirken.
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1.5 Das Proto-Onkogert-Fos

c-Fos ist ein Proto-Onkogen, welches zu demmediately early genesfehort. Seine
Synthese erfolgt durch extrazellulare Stimuli (Mamgund Curran, 1991).

Die Aufgabe des intranukledrert-FosProteins besteht in der Mitregulation der
Transkriptionsrate von Genen zellularer Funktioned des Zellmetabolismus (Morgan und
Curran, 1991; Dragunow und Robertson, 1987; Hetiiad., 1987).

Mittels immunhistologischer Methoden lasst sich Bigression des-FosGens nachweisen.
Die c-FosSignalexpression markiert neuronale Aktivierungm& erméglicht diese Methode
die Aktivierung sekundérer Neurone und Neurone Hghe Ordnung infolge
pharmakologischer, elektrischer und physiologiscB&muli im zentralen Nervensystem
darzustellen (Hanley, 1988; Diagt al, 1991). Fir metabolischeMapping' ist sie ebenfalls
geeignet (Sagaat al, 1988). Aufgrund der geringen BasalexpressioncdessProteins kann
anhand dieser Methode eine Aktivierung von Neuroimebestimmten Hirnregionen nach

konkreter Stimulusgabe detektiert werden.
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1.6 Ziele der Arbeit

Der Hunger- und Séattigungsmechanismus unterlieghptexen Regulationsvorgédngen, an
denen verschiedene periphere und zentrale Pepatedigt sind. Es existieren kaum Studien
zu den Fragen, inwiefern sich die einzelnen Peptidgenseitig beeinflussen oder ob
Uberhaupt eine Interaktion zwischen ihnen statfind

Im Mittelpunkt dieser Studie stehen die peripherfeaptide Ghrelin und CCK, die
antagonistische Effekte auf die Nahrungsaufnahrsétzan.

1. Es gilt zu prifen, wie sich die an Ratten intrajoeal applizierte Einzelgabe von
Ghrelin, die Einzelgabe von CCK und die simultareb&von Ghrelin und CCK auf
das Nahrungsverhalten auswirken. Die anschlieBenahaltensbiologische
Untersuchung zur Nahrungsaufnahme erfolgt Uber Efmittlung der kumulativ
aufgenommenen Nahrungsmenge eines jeden Tieres jeawebils konstanten
Zeitpunkten.

2. Es soll untersucht werden, in welchen Hirnregionemd in welchem Ausmal
intraperitoneal appliziertes Ghrelin oder CCK eiAd&tivierung von Neuronen
induzieren. Danach gilt es zu prufen, inwieweit siimultane Gabe von Ghrelin und
CCK zu veranderten Neuronenaktivitdten in den kerantersuchten Hirnarealen
fuhrt. Die Beantwortung dieser Fragen erfolgt Udierquantitative Bestimmung der
Fos Signalexpression in den Hirnkernen ARC, PVN solWi&S nach intraperitonealer

Peptidapplikation an Ratten mittels @deFosImmunhistochemie.
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MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Peptide

Cholezystokinin-Oktapeptid, sulfatiert (CCK-8S) Bachem AG, Heidelbenmgsutschiand
Ghrelin (Ratte) Bachem AG, Helg, Deutschland
2.1.2 Antisera

Anti-Rat c-Fos Proteii\b-5 OncogdResearch Products, Bostana

(Kaninchen, polyklonal)

Anti-Rabbit IgG- FITC-Antibody Sigr@hemicals, St.Louissa

(Ziege, polyklonal)

2.1.3 Medikamente

Ketamin (Ketanest®) Curamed, Kaulse,beutschland
Heparin (Liguemin®) Hoffmann-La Roche, Grenzach-Whylea,tschiand
Dextran 75 (Longasteril®) Fresenius, Bad Hombuwkegschiand
Xylazin (Rompun®) Bayer, Leve@skn peutschland
2.1.4 Chemikalien

Rinderserumalbumin Sigma Chemicalsl.&uis,usa

1,4-Diazabizyklo-[2.2.2]-oktan Sigma Chemicals, Stiispusa

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstaoiytschiand

Glutaraldehyd Carl RoKagrlsruhe peutschiand

24



Material und Methoden

Glyzerin Mk, Darmstadtpeutschland
Hexan CatR, Karlsruhepeutschiand
Natriumazid Sigma Cheats, St.Louisysa

Natriumborhydrid Carl Roth,risauhe peutschland
0,15 M Natriumchlorid Losung Braun, Melsungesisschiand
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadgytschiand
Natriumhydroxid Merck, mrestadt peutschland
Paraformaldehyd Sigma Chemic8tLouis,usa

Pikrinséure (Trinitrophenol) Fluka ChenBeichs,schweiz
Propidiumiodid Sigma Chensc&t.Louisusa
Saccharose Carl RpKarlsruhepeutschiand
Triton X-100 Serireidelbergpeutschiand
2.1.5 Gerate

Binokular Zeiss OptQmeutschland
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop Typ 510 Carl Zeiss, Jenaytschiand
Heizplatte, Rec-G IKA Labortechnik, Stan, beutschiand
Kuhl-/Gefrierschrank LiebhemeRium,peutschland
Kryostat, Typ HM 500 OM Microm Laborgerate, Walldobkutschland
Mikroliter-Pipetten Biohit PraéinHelsinki,Finnland

ShakerTyp MS1 IKA Labortechnik, Stauferytschiand
Perfusionsgerat Unive&itMarburg peutschiand
pH-Meter, Mikroprozessor pH 537 WTW Weilheimsutschland
Plastikgefal3e (konisch, 50 ml) Becton Dickinson, Franklin Lakesa
Schttler (horizontal) Typ HS 253asic IKA Labortechnik, Stauf@autschiand
Waage Scout Pro SPU 402, Ohause Birook,usa

2.1.6 Verschiedenes

Brain-Matrix Tedsches Forschungslabor, Charité, Bed#tschland

Deckglaser (24 x 46 mm) Superior Mariedfeeutschiand
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Filterpapier
Glasflaschen
Injektionsspritzen
Knochenzange
Korkscheiben
Makrolon-Kéafig
Messglaser
Messzylinder

Mikroinjektionskanilen

Objekttrager (76 x 26 mm)

Pasteurpipetten

Pinsel

Pipettenspitzen
Praparationsbesteck
Cutfix-Skalpell
Standard-Rattenfutter
Thermometer-Messgerat
Tissue Tec

Trichter

Zellkulturplatten (24wells)

2.2 Versuchstiere

Macherey Madpuren peutschland
Fischerbrandheutschiand
BD Plastikpak, Becton Dickinson, Madwghnien
Braun Aesculap, Tuilen beutschland
Sagregapanien
Ebeco, Castroguiiel,peutschiand
SchotirBn, Mainz peutschland
Simax,Tschechische Republik
Sterican, B.Braun Melsungen, Melsungaasschiand
R.Langenbrinck, Teninge#uschiand
WU Mainz,peutschland
Pelikameutschiand
Sarstédiiimbrechtpeutschiand
Braun Aesculap, Tuttkmgpeutschland
Braun Aesculap, Tuttlingestschiand
Altron®n Lage,beutschland
Carl Roth, Karlseybeutschiand
Bio Optica, Milano jtalien
Sdhbturan, Mainz peutschland

Bectbitkinson, Heidelbergyeutschiand

Die in den Experimenten verwendeten Versuchstieaeew zwischen 250-350 g schwere
mannliche Sprague-DawleyRatten (Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland)ge
mindestens 21 Tage vor Versuchsbeginn sowohl ®#in@irhaltensbiologie als auch fur die
immunhistochemischen Untersuchungen bezogen wurden.

Die Haltung erfolgte unter Zugang zu Altromin® Stardfutter und Trinkwassed libitum

in Makrolon-Kafigen (40 x 60 cm) zu je vier Tieremter konstanten Umweltbedingungen.
Bei einer Luftfeuchtigkeit von 60% lag die Raumtergiur bei 22 + 2 °C. Der Tag-Nacht-
Rhythmus betrug je 12 Stunden. Die Tag-Phase began6.30 Uhr und endete um 18.30
Uhr.
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Alle Versuche waren durch die TierschutzkomissiemblLandesamt flir Gesundheitsschutz

und technische Sicherheit Berlin genehmigt (Tiesuehsnummer 0089/03, 1.April 2003)

2.3 Peptidpraparation

Ghrelin und sulfatiertes Cholezystokinin-OktapegK-8S) wurden jeweils iaqua bidest
(2 mg/ml) geldst und zu 50 aliquotiert. Anschli@end erfolgte die Lagerung der Losungen
bei - 20 °C. Direkt vor dem Experimentbeginn wurden Peptidldsungen jeweils mit steriler
0,15 M NaCl-Lésung verdinnt, um die gewinschten z€otrationen zu erreichen. Die
Dosierung von Ghrelin betrug i8)/kg KG & 1 nmol pro Ratte), die von CCK-8Sug/kg
KG und 25ug/kg KG & 0,57 nmol, bzw= 7,14 nmol pro Ratte).

2.4 Narkosemittel

Das Narkosemittelgemisch besteht aus Ketanest®aiiat 500 mg) und Rompun®
(Xylazin, 2%). Ketamin zeichnet sich durch einevioeragende Analgesie und Sedierung aus.
Xylazin ist ein o2-Rezeptor-Agonist und bewirkt Sedation, Muskekataon sowie
Analgesie. Vor Perfusionsbeginn erhielt jedes Ti@éd mg/kg Korpergewicht Ketanest® und

10 mg/kg Korpergewicht Rompun® intraperitoneal leggxt.

2.5 Losungen

Fixierlosung

In 750 mlaqua bidestvurden 40 g Paraformaldehyd geldst und auf caGsGPwarmt. Die
Suspension wurde durch Zugabe von 1500 N Natriumhydroxid (NaOH) geklart. Nach
Abkihlung der Losung auf Raumtemperatur wurden IB,Batriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat (NaHPOxH»0), 2 ml Glutaraldehyd und 166,5 ml gesattigte iR#ddure
zugesetzt. Es folgte eine temperaturkalibriertestellung des pH-Wertes auf 7,4. Der Ansatz

wurde anschlieBend méqua bidestauf ein Gesamtvolumen von 1 Liter aufgefillt. Nich
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geléste Anteile wurden durch Filtration (Falterdilt entfernt. Aufgrund der Entwicklung
giftiger Dampfe wurde die Herstellung dieser Fikisung unter einer Dampf-
abzugseinrichtung durchgefihrt. Unter Lichtschutrde die Fixierlosung bei 4 °C gelagert

und vor Versuchsbeginn an die Raumtemperatur aicheg!.

Phosphatpuffer (PBS)

Der 0,5 M konzentrierte Phosphatpuffer setzt sith 249,46 g Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat (2NaHPOx2H,0) und 35,28 g Na$POxH,O zusammen, die unter Erwdrmung in
2 Liter aqua bidesgeldst wurden. Um eine bessere Haltbarkeit die@sung sicherzustellen,
wurde ihr 2%iges NaiN zugesetzt. Anschlieend wurde bei Raumtemperatesedi
Puffergemisch durch Zugabe von NaOH auf den pH-Wert 7,4 eingestellt. Um einen
Phosphatpuffer von 0,1 M zu erhalten, wurde diegéstellte 0,5 M Stammldsung im
Verhaltnis 1:5 miaqua bidesverdinnt.

Saccharose-LOsungen

5%ige Saccharose-Ldsung

Zur Herstellung von einem Liter 5%iger Saccharoésting wurden 50 g Saccharose und
13,8 g NaHPOyxH0 in 500 mlaqua bidesgeldst. Die pH-Wert Einstellung auf 7,4 erfolgte
durch Zugabe von NaOH. Das Volumen wurde durch iligih mit aqua bidestuf 1 Liter
erganzt und anschpend filtriert. Die Lésung wurde bei 4 °C gelagert.

15%ige Saccharose-L6sung

Ein Liter 15%iger Saccharose-Losung besteht aus §5@accharose und 13,79 ¢
NaH,POxxH,0, die in 500 mlqua bidesgeltst wurden. Es folgte eine Einstellung auf den
pH-Wert 7,4, eine Auffullung miaqua bidestauf ein Gesamtvolumen von 1 Liter und eine

Filtrierung der Losung. Die Aufbewahrung fand beiee Temperatur von 4 °C statt.
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27,3%ige Saccharose-Ldsung

Ein Liter 27,3%iger Saccharose-Losung wurde aus,8#73g Saccharose, 13,79 ¢
NaH,POxH,0O und 500 mlaqua bideshergestellt. Die Lésung wurde auf den pH-Wert 7,4
eingestellt. Nach Zugabe vagua bidestauf ein Gesamtvolumen von 1 Liter wurde die

Losung filtriert und anschlpend bei 4 °C gelagert.

2.6 Perfusionsgerat

Es handelt sich um ein durch Luftkompression gestes Perfusionsgeréat (sieAbbildung
2.1), das uber Schlauche und Ventile mit drei Perhisungen in Verbindung steht. Als
Vorspullosung wurde in einem Wasserbad vorgewarnibestran 75 (Longasteril®)
eingesetzt, um das Blut aus dem KreislaufsystenVeesuchstieres herauszuspilen. Die aus
Paraformaldehyd und Pikrinsdure bestehende Fiseng sorgt flr eine weitgehende
Erhaltung der Zellstrukturen. Paraformaldehyd flldr Vernetzung von Proteinen.
Pikrinsaure fallt Proteine durch Salzbildung auks Nachspullésung wurde in PBS geloste
5%ige Saccharose infundiert, um die Fixierlosung a@em Blutsystem des Tieres zu
entfernen. Durch Regulierung am Ventil des durah ldgitkompressor entstehenden Druckes

erreicht die jeweilige Losung tber Zuflussreglerdiegehahn) das Tier.
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Abbildung 2.1
Schematische Darstellung des Perfusionsgerats

2.7 Blockierungsmittel

Das Blockierungsmittel besteht aus RinderserumailbufBovine Serum AlbumineBSA,
10%) unter Zusatz von Natriumazid (NaND,1%) und Triton X-100 (0,3%). Das
Serumalbumin blockiert unspezifische Antigene. Natazid verlangert die Haltbarkeit der
Losung. Triton X-100 verhindert unspezifische Bindan und steigert die Permeabilitat der
Gehirnschnitte, so dass Antikorper besser in dageGe eindringen kdnnen.

2.8 Indirekte Immunfluoreszenztechnik

Zur Darstellung von Antigenen diente die Antigentikdrper-Reaktion. Bei indirekten
Methoden wird diese Antigen-Antikdrper-Reaktion i@ewebe indirekt, d.h. mit Hilfe
zusatzlicher immunologischer oder chemischer Reaéti visualisiert. Es werden gegen den

Primarantikdrper gerichtete Sekundarantikdrper esetygt, die selbst ein Markermolekul
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tragen (siehébbildung 2.2. Bei diesen Markern handelt es sich meist umrésnierende
Farbstoffe, die nach Exzitation durch Ultrablau-eodJltraviolett-Bestrahlung sichtbares
Licht mit definitiver Wellenlange abgeben. Zur Bachtung dieser Farbstoffe wird ein mit
geeigneter Farbfilterkombination ausgerustetes ightfihikroskop (Fluoreszenzmikroskop,
konfokales Laser-Scanning-Mikroskop) benétigt.

In dieser Arbeit sollte das AntigettFos dargestellt werden. Als Primarantikdrper dieses
Antigens wurdeAnti-Ratc-Foseingesetzt. Um den Primarantikdrper zu detektiedtemte als
Sekundarantikdrpeknti-RabbitlgG, der mit Fluoresceinthiocyanat (FITC) konjugist. Die
maximale Absorption von FITC liegt bei 490 nm, semaximale Emission bei 520 nm. Am

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (cLSM) wurdeTE€l eine grinliche Farbung

zugeordnet.
Marker-
molekl
Sekundérantikdrper
Priméarantikorper
Antigen
Abbildung 2.2

Antigen — Primarantikdrper — Sekundarantikorpereaiplex

2.9 AntikOrperldsungen

Der Primarantikorper Rabbit-Anti-Rat c-Fos wurde 1:10000, der mit FITC-konjugierter
Sekundarantikorpeoat-Anti-Rabbit Ig( 1:800 in einer aus 10% BSA, 0,3% Triton X-100

und 0,1% Nahbestehenden Lésung verdinnt.
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2.10 Fluorochrom zur Gegenfarbung

Die Gegenfarbung erfolgte durch Anwendung des Blelmoms Propidiumiodid (P, 29

Pl in 1 ml PBS), die zur Darstellung der Kerngebidtente. Pl bewirkt eine Farbung des
Zellchromatins. Seine mittlere Anregungswellenlangetragt 536 nm, seine mittlere
Emissionswellenlange 617 nm. Am konfokalen Lasexr@tg-Mikroskop wurde Pl eine

rotliche Farbung zugeordnet.

2.11 Eindeckmittel

Das Eindeckmittel wurde aus 90% (v/v) Glyzerin, 10#4) Phosphatpuffer pH 7,4 und 100
mg/ml 1,4-Diazabizyklo-[2.2.2]-oktan (DABCO) furaiFluoreszenzmikroskopie hergestellt.

DABCO verhindert ein frihzeitiges Ausbleichen vdadfeszeinthiozyanat unter Blaulicht.

2.12 Verwendete Filter am cLSM

Die Einstellungen am konfokalen Laser-Scanning-kkkiop (Argon-Laser) zur Detektion
von mit FITC-markiertent-Fos und mit Propidiumiodid-markiertem Zellchromatimdiin
der Abbildung 2.3 dargestelit.

Markermolekail Beamsplitter Filter

c-Fos Fluoreszeinthiozyanat HFT 488/543 Bandpass 505-
(FITC) 530

Zellchromatin Propidiumiodid NFT 545 Langpass 560

Abbildung 2.3

Filtereinstellung am cLSM
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Methoden

2.13 Handling der Tiere

Vor den Experimenten wurden die Ratten nach Bezugichst fur eine Woche im Kafig
belassen. In den folgenden zwei Wochen wurden giee taglich morgens zwischen 8 und
11 Uhr den Versuchsbedingungen ausgesetzt. Zielesadie Tiere an den Umgang mit
Menschen und an die spateren experimentellen Vergsteisen zu gewdhnen. Dadurch
sollten mogliche stressbedingte Verfalschungen 68éndienergebnisse ausgeschlossen
werden.

Beim sogenannten Handling wurden die Ratten ausKkgig herausgenommen und sorgsam
in der Hand gehalten. Die Position, in der spaieimraperitoneale Injektion erfolgen sollte,
wurde mehrmals eingelbt. Mit der einen Hand wuidier\Vorder-, mit der anderen Hand die
Hinterbeine des Tieres umfasst. Ansdbdied wurde das Tier in Ruckenlage gestreckt und fir
einen Augenblick in dieser Position gehalten. Nachittlung und Dokumentation seines
Gewichtes wurde das Tier wieder in den Kéfig zugadetzt.

Ab der zweiten Woche wurden die Ratten taglichzirei Stunden in Einzelkafigen isoliert.
Dort hatten sie freien Zugang zu Futter und Wassktibitum Jeweils vor und nach der
Isolierung wurde das Gewicht ermittelt und dokuneeht Am letzten Tag vor

Versuchsbeginn wurden die Tiere lediglich gewogen.

Versuchsaufbau

2.14 Verhaltensbiologie zur Nahrungsaufnahme

Im ersten Teil der Experimente sollten die Auswirgen nach einzelner intraperitonealer
Applikation von Ghrelin und CCK-8S und simultanejektion von Ghrelin und CCK-8S auf
das Nahrungsverhalten von Ratten untersucht werdesn. wurden Konzentrationen
ausgewahlt, die bereits in anderen Studien eingiesatrden sind (Monnikest al, 1997;
Ruter et al, 2003; Willensenet al, 1999). Das Endvolumen aller intraperitonealen
Injektionen betrug 0,5 ml. Die Tiere wurden mit zwerschiedenen Konzentrationen von
CCK-8S (2 und 2ug/kg KG) behandelt, um eventuelle Dosis-Wirkungdi&hgigkeiten zu
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erfassen. Mittels Randomisierung wurden die Tiaredchs verschiedene Gruppen eingeteilt
(siehe Abbildung 2.4. Um gleiche Versuchsbedingungen fur alle Tierehatzustellen,
begannen die Untersuchungen stets im Zeitraum hesst0:00 und 10:30 Uhr.

Vor Experimentbeginn wurde das Gewicht des Tierestelt und dokumentiert. Es folgte
die intraperitoneale Injektion des jeweiligen Péptoder der Peptidmischung. Anscpéad
wurde das Tier in einem Einzelkafig isoliert. Dbdtte es Zugang zu bereits abgewogenem
Futter und Wassead libitum Nach jeweils 30 Minuten, einer Stunde und zwein8én

wurde das bereitgestellte Futter gewogen und gegelfels neues hinzugegeben.

Intraperitoneale Injektion Fallzahl
mit
Gruppe 1 0,15 M NaCl (Vehikel) + 15
0,15 M NacCl
Gruppe 2 0,15 M NaCl + 14
2 ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 3 0,15 M NaCl + 15
25ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 4 13 ug Ghrelin/kg KG + 12
2 ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 5 13 ug Ghrelin /kg KG + 15
25ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 6 13 g Ghrelin/kg KG + 15
0,15 M NaCl

Abbildung 2.4

Intraperitoneale Injektionen der Gruppen 1-6

2.15 Immunhistochemie

Im zweiten Teil der Experimente sollten die Auswimgen von intraperitoneal appliziertem
Ghrelin, CCK-8S und der simultanen Injektion vonr&im und CCK-8S auf die-Fos

Immunreaktivitat im Rattenhirn untersucht werdere Diere wurden mit zwei verschiedenen
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CCK-8S Konzentrationen (2 und 23fg/kg KG) behandelt, um mogliche dosisabhangige

Unterschiede in der neuronalen Aktivierung nachzsere

2.15.1 Vorbereitung

Wie im Versuch zuvor wurden die Tiere durch Randenung in sechs Gruppen eingeteilt
(sieheAbbildung 2.5%. Vor Experimentbeginn wurden die Tiere gewoged ime Gewichte
dokumentiert. Die Versuche begannen regg@imawischen 10:00 und 10:30 Uhr morgens.
Nach Applikation des Peptids oder der Peptidmisghufdas Endvolumen aller
intraperitonealen Injektionen betrug 0,5 ml) wuddes Tier in einem Einzelkafig isoliert und
unter Nahrungskarenz gehalten. Wasser erhielteMidre ad libitum Die Nahrungskarenz
sollte eine Nahrungsaufnahme-induzierte Zunahme aEpspositiven Signale in den

entsprechenden Hirnregionen vermeiden (Wetra)., 2002).

Intraperitoneale Injektion Fallzahl
mit
Gruppe 1 0,15 M NaCl (Vehikel) + 8
0,15 M NaCl
Gruppe 2 0,15 M NaCl + 4
2 ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 3 0,15 NaCl + 4
25ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 4 13 g Ghrelin/kg KG + 4
2 ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 5 13 ug Ghrelin/kg KG + 4
25ug CCK-8S/kg KG
Gruppe 6 13 g Ghrelin/kg KG + 8
0,15 M NacCl

Abbildung 2.5

Intraperitoneale Injektionen der Gruppen 1-6
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2.15.2 Narkoseeinleitung

Die Tiere wurden 90 Minuten nach der Injektion apteritoneal mit Ketamin (Ketanest®, 100
mg/kg KG) und Xylazin (Rompun®, 10 mg/kg KG) ané&stiert. Anhand der Auslésung von
Lid- und Schmerzreflexen wurde die Narkosetiefe rphdt, die nach 10-15 Minuten

komplett war. Anschligend erhielt jedes Tier eine intraperitoneale Ingktvon 2500 U

Heparin (Liguemin®), um einer Thrombenbildung emgggrezuwirken.

2.15.3 Transkardiale Perfusion

Das narkotisierte Tier wurde in Riuckenlage auf reidenststoffplatte platziert und an den
Extremitaten mit Klebestreifen fixiert. Die Haut wde, beginnend von der Symphyse, entlang
der Linea alba bis zum Jugulum aufgeschnitten. NBcinchtrennung der Abdominal-
muskulatur und der oberflachlichen thorakalen Mieskw erfolgte die Erdffnung des Thorax.
Anschligdend wurde das Herz freiprapariert. Es folgte eandr Schnitt an der Herzspitze in
den linken Ventrikel. Uber diese Inzision wurde esiRerfusionskaniile bis zum unpaaren
Truncus arteriosus hineingeschoben, die dort nmereGefalRklemme fixiert wurde. Nach
Er6ffnen des Sinus venosus am rechten Herzohr wdiedeerfusion gestartet.

Zunachst wurde den Tieren 50 ml Plasmaexpander r&ext5 (Longasteril®) fur 10
Sekunden bei einem Druck von 210 Torr infundiednBech erfolgte die Infusion von 1 Liter
Fixierlosung bei einem Druck von 210 Torr. Nach thiden wurde der Druck auf 20 Torr
gesenkt und die Infusion fir weitere 20 Minutentdesetzt. Diese Fixierung ermoglicht die
Erhaltung von Zellen und Gewebe in ihrer urspristgliologischen und morphologischen
Struktur. Sie verhindert ferner die Autolyse durctaktivierung lysomaler Enzyme. Zur
Entfernung der Fixierlésung aus dem Kreislaufsysteunde bei einem Druck von 100 Torr

fur weitere 5 Minuten 400 ml Nachspillosung (5%&gecharose in PBS) infundiert.

2.15.4 Gehirnpraparation

Mit Hilfe eines Skalpells wurde das perfundierterTgrof3ztigig oberhalb seiner Claviculae
dekapitiert. Nach Wegklappen der Kopfhaut und deuskllatur wurde mit einer
Knochenzange entlang des Ruckenmarks stlickweisgh&nier Schadel abgetragen, bis das
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gesamte Gehirn freilag. Nach Abtrennung der DuDuarchtrennung der Hirnnerven wurde
das Gehirn mitsamt den Bulbi vorsichtig aus demé8ehentnommen. AnschlieRend wurden
die Gehirne 2 Stunden in einer 5%igen Saccharosexg bei einer Temperatur von 4 °C
aufbewahrt. Danach erfolgte mit Hilfe einer Gehifatrix aus Plexiglas eine Teilung des
Gehirns in 1.0 bis 4.5 mm groRe Koronarsegmenie,uda. den Hypothalamus und den

Hirnstamm enthielten.

2.15.5 Kryostatpraparation

Die Gehirnblocke wurden durch einen ansteigendewct&amosegradienten bei einer
Temperatur von 4 °C gefuhrt. Zunachst wurden sielfli Stunden in 15%iger Saccharose-
Losung aufbewahrt. Nach Absinken der Gehirnsegme&uatden sie fir weitere 12 Stunden in
27,3%iger Saccharose-Losung eingelegt (BarthelRengmond, 1990). Mit diesem Vorgang
sollten sowohl ein Gefrierschutz als auch eine eveitAuswaschung von ungebundenem
Fixiermittel erzielt werden. Anschliend wurden die Gehirnblécke mittelsssue Teauf
beschriftete Korkscheiben fixiert und fir 20 Minuiten gekihltem Hexan aufbewahrt. Die
gefrorenen Blocke wurden zum Abdampfen des Hexéangihe % bis 1 Stunde bei einer
Temperatur von - 20 °C belassen. Danach wurdeim steastikgefalReTubes sortiert, die bei

- 80 °C gelagert wurden. Zur weiteren Verarbeitfingdie Immunhistochemie erfolgte die
Herstellung serieller Koronarschnitte. Am Kryostaturden die Gehirnblécke des
Hypothalamus (beinhaltet den ARC und PVN) und dexdMla oblongata (beinhaltet den
NTS) in 25 um dinne Koronarscheiben geschnitten. Die Festlegiery Grenzen der
Hirnkerne wurde mit Hilfe des Atlas von Paxinos Wdtson (1997) erarbeitet. Die Praparate
wurden einzeln als frei flottierende Schnittefrée-floating) in mit PBS gefillte
Gewebskulturschalenvglls) gesammelt.

2.15.6 c-Fos-Immunhistologie

Die c-Fosimmunfarbung basiert auf defrge-floating-Methode, bei der alle Inkubationen
und Waschvorgange einen horizontalen Schiittlerdefa. Diese Technik erméglicht eine
gleichmafige Beschichtung (Seren und Antikorpernkdin an einer grof3en Oberflache

wirken) und Auswaschung. Aul3erdem erlaubt sie sineultane Anfarbung einer grol3en
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Anzahl von Gehirnschnitten. Die Arbeitsschritteofgfen in Anlehnung nach Kobedt al
(Kobeltet al, 2004).

Nach Entfernung des PBS wurden die Gehirnschnittel® Minuten mit in 0,1 M PBS
geléstem 1%igen Natriumborhydrid inkubiert. Natrlwrhydrid dient zur Reduktion der
Aldehyd-induzierten Hintergrund-Autofluoreszenz d@&swebes (Clancy und Cauller, 1998).
Anschliel3end wurde das Gewebe dreimal mit PBS ggveas(1 x 2 min, 1 x 20 min und 1 x
30 min), um Uberschissiges Natriumborhydrid zuegnén. Die darauffolgende 60-minttige
Inkubation mit Blockierungsmittel aus 10% BSA uni&ssatz von 0,1% NaiNund 0,3%
Triton X-100 sollte eine unspezifische Bindung Vamtiikorpern an das Gewebe verhindern.
Zum Nachweis von nuklearemiFoswurden die Gehirnschnitte bei Raumtemperatur fiir 2
Stunden auf dem Schiittler in PrinRRabbit-Anti-Ratc-FosAntikdrper-Losung (1:10000 in
Blockierungsmittel verdinnt) inkubiert. Jeweils 2dQieser Losung bedeckten ein Praparat.
Es folgten drei Waschvorgange mit PBS (1 x 10 rhix,30 min und 1 x 40 min), um nicht
gebundene Primarantikdrper zu entfernen. Danadigéesfeine zweistiindige Inkubation mit
Blockierungsmittel. Schlie3lich wurde jeder Gehaimsitt mit 250 ul FITC konjugierten
SekundariGoat-Anti-Rabbit IgGAntikorpern (1:800 in Blockierungsmittel verdunntir
zwolf Stunden bei Raumtemperatur beschichtet. Miselmaligem Waschen mit PBS (1 x 10
min, 1 x 30 min und 1 x 40 min) wurde die Reaktimendet.

2.15.7 Gegenfarbung, Aufziehen und Auswertung der Gehirndmnitte

Zur Darstellung von Kerngebieten im Gehirn erfolgiee Gegenfarbung mit Propidiumiodid
(P1). Dieses Fluorochrom farbt Zellchromatin ardereHirnschnitt wurde fir 15 Minuten mit
150 ul P1 (2,5pg Plin 1 ml PBS) inkubiert. Es folgten drei Wasclgénge mit PBS (1 x 2
min, 1 x 15 min und 1 x 30 min), um nicht gebundeRé zu entfernen. Mit Hilfe von feinen
Pinseln wurden unter dem Binokular 4 bis 5 Gehiingite auf einen Objekttrager gezogen.
Die anschlieBende Einbettung mit Eindeckmittel hdsDiazabizyklo-[2.2.2]-oktan, PBS und
Glyzerin (Longinet al, 1993; Romijret al, 1999) wurde zur Erhaltung der Fluoreszenz von
FITC-markierten Sekundarantikbrpern durchgefuhraciNlem die Hirnschnitte mit einem
Deckglas bedeckt wurden, erfolgte ihre Lagerungemritichtausschluss bei - 20 °C.
Anschlig3end wurden die Gehirnschnitte unter dem konfok&laser-Scanning-Mikroskop

(cLSM) analysiert und fotografiert.
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2.16 Daten und statistische Auswertung

2.16.1 Verhaltensbiologie zur Nahrungsaufnahme

Die nach den ZeitrAumen 30 Minuten, einer Stundel umvei Stunden kumulativ
aufgenommenen Nahrungsmengen (g/kg Koérpergewielgsj Tieres wurden dokumentiert.
Fur jede Gruppe wurden Mittelwert und Standardfeldes Mittelwertes angegeben. Es
erfolgte ein Gruppenvergleich mittels ANOVAAralysis of Variancge Auftretende
Differenzen zwischen den verschiedenen GruppenmihdemLeast Significant Differenee
Test ausgewertet worden, wobei ein Unterschied por 0,05 als signifikant betrachtet
wurde. Mit Hilfe des Statistikprogramms Statistic§®ersion 5) erfolgten die statistischen

Berechnungen.

2.16.2 Immunhistochemie

Nach der immunhistochemischen Farbung der Gehiniselwurde am c-LSM der Grad der
neuronalen Aktivierung im ZNS beurteilt. Es wurdefRosSignale in den Hirnregionen Ncl.
arcuatus (ARC), Ncl. paraventricularis (PVN) undl.Ncactus solitarius (NTS) ausgezabhilt.
Als c-Fospositiv galten die Neurone, deren Zellkerne gringedéarbt wurden. Um die
Kerngebiete ARC, PVN und NTS zu lokalisieren, deentlie Gegenfarbung mit
Propidiumiodid. Jeder zweite 26n dinne Koronar-Gehirnschnitt wurde bilateral etfos
positive Signale hin analysiert, so dass jeweilsGEhirnschnitte im ARC und NTS und 10
Gehirnschnitte im PVN pro Rattenhirn ausgewertetde® konnten. Hierbei war nicht
bekannt, welche Behandlung das jeweilige Tier #riigdindstudie). Die Anzahl dec-Fos
Signale wurde pro Praparat dokumentiert. Fir jedeaBdlungsgruppe wurde eine Fallzahl
von mindestens 4 gewdahlt, um eine maximale Konszstier Ergebnisse zu erreichen. Die
Durchschnittsanzahl des-Fospositiven Neurone pro Gehirnschnitt in den entsipeaden
Hirnkernen wurde fir jedes Versuchstier ermittdlifgrund der kleinen Fallzahlen wurden
die Daten als Mediane und in Interquartil-Rangefyeiiihrt. Die Differenzen zwischen den
Gruppen wurden mit der nicht-parametrischen RangwaanalyseKruskal-Wallis-ANOVA-
Median-Test) und denMann-Whitney-UTest ausgewertet. Ein Unterschied von p < 0,06 gal

als signifikant.
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ERGEBNISSE

In dieser Studie wurden die Interaktionen zwisctiem orexigen wirkenden Ghrelin und dem
anorexigen wirkenden Cholezystokinin (CCK) untelgu&s sollte geprift werden, ob CCK
die Ghrelin-induzierten Effekte auf die Nahrungseime beeinflusst. Die Versuchstiere
wurden mit sechs verschiedenen intraperitonealgaktionen behandelt. Sie erhielten
entweder Vehikel (NaCl, Vehikel + Vehikel-Grupp&hrelin (13 pg/kg, 13 pg Ghrelin +
Vehikel-Gruppe), CCK-8S (2 oder 25 pg/kg, Vehike? #tg CCK-Gruppe und Vehikel + 25
png CCK-Gruppe) oder simultan Ghrelin (13 pug/kg) @w@K-8S (2 oder 25 pg/kg, 13 pg
Ghrelin + 2ug CCK-Gruppe und 13 pug Ghrelin + 25 ug CCK-Gruppe).

Um die Auswirkungen der verschiedenen Injektionengkeichen zu kénnen, wurden zwei
Aspekte betrachtet. Im ersten Teil der Experimemterde verhaltensbiologisch die
Nahrungsaufnahme der Tiere Uber einen Messzeitraom zwei Stundenpost injectio
beobachtet. Im zweiten Teil der Experimente wurddaad der immunhistochemischen
Quantifizierung vonc-Fos-Signalen beurteilt, inwiefern die jeweiligen Injenen eine
neuronale Aktivierung in den Kernregionen ARC, PWMiNl NTS induzierten.

3.1 Ergebnisse der Verhaltensbiologie

3.1.1 Effekte von Ghrelin auf die Nahrungsaufnahme

Die intraperitoneale Applikation von Ghrelin (13 p@hrelin + Vehikel-Gruppe) flhrte
innerhalb von 30 Minuten zu einem signifikantéh2,3-fachen Anstieg der Nahrungs-
aufnahme verglichen mit der Vehikel + Vehikel-GrapgMittelwert der kumulativen
Nahrungsaufnahme + Standardabweichung des Mittew2/89 + 1,04 g/kg vs. 1,23 + 0,52
g/kg; p = 0,028, sieh@abelle 3.1/Abbildung 3.1). Auch nach einem Messzeitraum von einer
Stundepost injectio zeigte die 13 ug Ghrelin + Vehikel-Gruppe im Vergtezu der Vehikel

+ Vehikel-Gruppe eine signifikantel 2,1-fache Erhéhung der Nahrungsaufnahme (3,83 *
1,15 g/kg vs. 1,84 £ 0,73 g/kg; p = 0,044, sidiabelle 3.1/Abbildung 3.1). Nach dem
Beobachtungszeitraum von zwei Stunden konnte keinifikanter Unterschied in der
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kumulativen Nahrungsaufnahme zwischen der 13 upgelidhr Vehikel-Gruppe und der
Vehikel + Vehikel-Gruppe mehr festgestellt werdBrlb + 1,54 g/kg vs. 2,1 £1,19 g/kg; p =
0,49, siehdabelle 3.1/Abbildung 3.1).

3.1.2 Effekte von CCK auf die Nahrungsaufnahme

CCK-8S in den verschiedenen Dosierungen (2 und dkgy Vehikel + 2ug CCK-Gruppe
und Vehikel + 25 ng CCK-Gruppe) reduzierte konzaiansabhangigl{4,3- und57,8-
fach) in den ersten 30 Minutgost injectio signifikant die Nahrungsaufnahme gegeniber der
13 ug Ghrelin + Vehikel-Gruppe (0,68 = 0,4 g/kg; p H@ und 0,05 + 0,05 g/kg; p =
0,0002, siehdabelle 3.1/Abbildung 3.1). Nach einem Messzeitraum von einer Stunde zeigte
nur noch die Vehikel + 25 pg CCK-Gruppe eine sigaiit [J 12,4-fach verminderte
Nahrungsaufnahme verglichen mit der@Ghrelin + Vehikel-Gruppe (0,31 £ 0,26 g/kg; p
= 0,005, sieheTabelle 3.1/Abbildung 3.1). Nach einem Beobachtungszeitraum von zwei
Stunden waren signifikante Unterschiede zwischanjdeeiligen CCK-8S-Gruppen (2 und
25 pg/kg) und der 13g Ghrelin + Vehikel-Gruppe nicht mehr nachweisb&B§ + 1,39
g/kg; p = 0,61 und 3,01 £ 0,82 g/kg; p = 0,16, siehbelle 3.1/Abbildung 3.1). Innerhalb des
gesamten Messzeitraums fihrte CCK-8S in den uriiedicchen Dosierungen (2 und 25
pna/kg) im Vergleich zu der Vehikel + Vehikel-Gruppendenziell zu einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme, erreichte aber keine statistiSerefikanz.

3.1.3 Effekte von Ghrelin und CCK auf die Nahrungaufnahme

Die simultane Injektion von Ghrelin (13 pg/kg) ur@CK-8S in den verschiedenen
Konzentrationen (2 und 25 pg/kg) fuhrte innerhadbh 30 Minuten verglichen mit der 18
Ghrelin + Vehikel-Gruppe zu einer signifikanten Haomg (J 13,1- und(J 8,3-fach) der
Ghrelin-induzierten Nahrungsaufnahme (0,22 + 0,/K8;g0 = 0,008 und 0,33 £ 0,23 g/kg; p
= 0,008, siehd@abelle 3.1/Abbildung 3.1). Auch nach dem Beobachtungszeitraum von einer
Stunde hatte die gleichzeitige Gabe von Ghrelingd&g) und CCK-8S (2 oder 25 ug/kg) im
Vergleich zu der 13 pg Ghrelin + Vehikel-Gruppe eeisignifikante Blockade der
Nahrungsaufnahmel(17,4- undl5,9-fach) zur Folge (13 pug Ghrelin Hug CCK-Gruppe:
0,22 £ 0,13; p = 0,008 und 13 pg Ghrelin + 25 pgK&&ruppe: 0,65 = 0,42; p = 0,0016,
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siehe Tabelle 3.1/Abbildung 3.1). Nach dem Messzeitraum von zwei Stunden hielt die
reduzierte Nahrungsaufnahme weiter an. Die 13 pelah+ 2 ug CCK-Gruppe und 13 pg
Ghrelin + 25 pg CCK-Gruppe nahmen signifikah®,2- und[13,9-fach weniger Nahrung zu
sich als die 13 pg Ghrelin + Vehikel-Gruppe (0,88,%2 g/kg; p = 0,009 und 1,32 £ 0,82
g/kg; p = 0,015, sieh@abelle 3.1/Abbildung 3.1). Ferner waren signifikante Unterschiede
zwischen der 13 pug Ghrelin + 2 pg CCK-Gruppe unid@euppen Vehikel + Vehikel und 13
Hg Ghrelin + Vehikel nachweisbar (p = 0,048 vs. Weh+ Vehikel und p = 0,036 vs.
Vehikel + 2 pg CCK).

Innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraums ven Stwnden inhibierte die simultane
Applikation von Ghrelin (13 pg/kg) und CCK-8S inedriger Konzentration (2 ug/kg) die
Ghrelin-induzierte Nahrungsaufnahme starker alsgtbechzeitige Injektion von Ghrelin (13
Hg/kg) und CCK-8S in hoher Dosierung (25 pg/kgedei Unterschiede erreichten aber keine

statistische Signifikanz.
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i.p. 13 ug Vehikel Vehikel 13 ug 13 ug Vehikel
Behandlung Ghrelin/kg (0,15 M NaCl) | (0,15 M NaCl) Ghrelin/kg Ghrelin/kg (0,15 M NacCl)
+ + + + + +
Vehikel 2pg 25pg 2pg 25pg Vehikel
Kumulative (0,15 M NaCl)| CCK-8S/kg CCK-8S/kg CCK-8S/kg CCK-8S/kg (0,15 M NaCl)
Nahrungs-
aufnahme
. 289+1,04| 0,68+0,4 | 0,05+0,05| 0,22+0,13 | 0,33+0,23 | 1,23+0,52
30 Minuten
* &%S$E
1 Stunde 3,83+1,15| 1,96+0,82| 0,31+0,26| 0,22+0,13| 0,65+0,42| 1,82+0,73
x 0A o
515+154| 436+1,39] 3,01+£0,82 0,83+0,72] 1,32+0,82] 2,1+1,19
2 Stunden +0 00
Tabelle 3.1

Kumulative Nahrungsaufnahme in g/kg KG (MittelwertStandardabweichung des Mittelwerts) in

den Versuchstieren Uber den Messzeitraum von zwend8n nach intraperitonealer Peptid-

applikation

* p = 0,028 vs. Vehikel + Vehikef p = 0,0044 vs. Vehikel + @g CCK;” p = 0,0002 vs. Vehikel +
25ug CCK;®* p = 0,001 vs. 18g Ghrelin + 2ug CCK;® p = 0,0008 vs. 18g Ghrelin + 2519 CCK;
X p = 0,044 vs. Vehikel + Vehikel;p = 0,005 vs. Vehikel + 28g CCK;* p = 0,008 vs. 1g Ghrelin
+2 pg CCK;” p = 0,001 vs. 13g Ghrelin + 25ug CCK;* p = 0,009 vs. 18g Ghrelin + 2ug CCK;
“ p = 0,015 vs. 13ig Ghrelin + 25ug CCK;* p = 0,048 vs. Vehikel + Vehikel; p = 0,036 vs.
Vehikel + 2ug CCK
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NaCl + NaCl (N=15)
[] NaCl+ 2ug CCK/kg KG (N=14) )

BB NaCl + 2519 CCK/kg KG (N=15)

relin + 2ug g =
B Ghrelin + 2ug CCK/kg KG (N=12)
[Z] Ghrelin + 25ug CCK/kg KG (N=15)

B Ghrelin + NaCl (N=15)

Nahrungsaufnahme (g/kg KG)

0,5 1 2

Zeit nach intraperitonealer Injektion (h)

Abbildung 3.1

Kumulative Nahrungsaufnahme in g/kg KG (MittelwertStandardabweichung des Mittelwerts) in
den Versuchsgruppen zu den Messzeitpunkten 30 miime Stunde und zwei Stunden nach
intraperitonealer Peptidapplikation. Ghrelin (13kgy fuhrt im Vergleich zu allen anderen Gruppen
innerhalb von 30 Minuten und der ersten Stunde zmene signifikanten Anstieg der
Nahrungsaufnahme (* p < 0,05, genaue p-Werte Siahdle 3.1). CCK-8S allein (2 oder 25 ug/kg)
hat keinen signifikanten Einfluss auf die Nahrungsahme. Der orexigene Effekt von Ghrelin wird
durch die simultane Applikation von CCK-8S (2 o@&rpg/kg) blockiert. Nach einem Messzeitraum
von zwei Stunden bleibt die signifikante Hemmung d#&hrungsaufnahme nach gleichzeitiger
Injektion von Ghrelin (13 pg/kg) und CCK-8S (2 od&s pg/kg) gegenuber alleiniger Ghrelin-
Applikation bestehen (* p < 0,05, genaue p-WertehaiTabelle 3.1). Aul3erdem reduziert die
simultane Gabe von 13 pg Ghrelin und 2 pg CCK-88iffkant die Nahrungsaufnahme im Vergleich
zur Vehikel + Vehikel- (* p < 0,05; p = 0,048) uadr Vehikel + 2 pg CCK-Gruppe (* p < 0,0 =
0,036). N = Anzahl der Tiere
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3.2 Ergebnisse dec-Fos-Immunhistologie

3.2.1 Effekte von Ghrelin und CCK auf die c-Fos-Expressionim ARC

Die intraperitoneale Injektion von Ghrelin (13 pgykl3 pg Ghrelin + Vehikel-Gruppe)
stimulierte im Vergleich zu der Vehikel + Vehikek@ppe eine signifikanil 3,1-fach hohere
Dichte vonc-Fos-immunreaktiven Zellkernen im medialen ARC (Meddar c-Fos-positiven
Neurone pro Hirnschnitt: 31,35 vs. 9,86; p = 0,q08}&heAbbildung 3.2 A, | / 3.3, Tabelle
3.2).

CCK-8S in den verschiedenen Dosierungen (2 und @kgj hatte keinen Einfluss auf die
Neuronenaktivierung im ARC. Es wurden signifikaneniger c-Fos-Signale als nach
Applikation von Ghrelin stimuliert (Vehikel + 2 u@CK-Gruppe: 5,33c-Fos-positive
Neurone/Hirnschnitt; p = 0,004, Vehikel + 25 pg GGKuppe: 11,21c-Fos-positive
Neurone/Hirnschnitt; p = 0,004, sieAbbildung 3.2 B, C / 3.3, Tabelle 3.2).

Die Ghrelin-induzierte robuste neuronale Aktiviegum ARC wurde durch die zusatzliche
Gabe von CCK-8S (2 oder 25 pg/kg) signifikant abfgeen (13 pg Ghrelin + 2 pg CCK-
Gruppe: 13,32-Fos-positive Neurone/Hirnschnitt; p = 0,008 vs. 13@lgelin + Vehikel, 13
g Ghrelin + 25 pg CCK-Gruppe: 12,8Fos-positive Neurone/Hirnschnitt; p = 0,004 vs. 13
png Ghrelin + Vehikel, sieh@bbildung 3.2 G, H / 3.3, Tabelle 3.2). Die Reduktion in dec-
Fos-Expression erfolgte CCK-dosisunabhéngig, da b&@K-Konzentrationen (2 und 25

pna/kg) zu einer ahnlichen Anzahl votiros-positiven Neuronen im ARC fihrten.
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Mikroskopische Darstellung derc-Fos-Expression im ARC

3V = dritter Ventrikel, ME = Mediana eminentia

Abbildung 3.2, Reprasentative Gehirnschnitte

c-Fos-positive Neurone (gruine Signale) nach intrapeesder Injektion von

13 ug Ghrelin + VehikelA , Vehikel + 2ug CCK-8S B, Vehikel + 25ug CCK-8S C ,

13 g Ghrelin + 2ug CCK-8S G, 13pug Ghrelin + 251g CCK-8S H und Vehikel + Vehikell
Gegenfarbung mit Propidiumiodid zur Lokalisatiors @RC (rote Signale):

13 ug Ghrelin + VehikelD , Vehikel + 2ug CCK-8S E , Vehikel + 25ug CCK-8S F ,

13 g Ghrelin + 2ug CCK-8S J, 13ug Ghrelin + 251g CCK-8S K und Vehikel + VehikelL
Die weil3e Linie markiert die Region des ARC. Deif¥eeBalken entspricht 1Q0m.
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Quantitative Darstellung der c-Fos-Expression im ARC

T Ghrelin + NaCl
20 A

10f|£| , I::_—}_x_

60 1
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Abbildung 3.3

Effekte von Ghrelin und CCK-8S auf deeFos-Expression im ARC (Durchschnittliche Anzahl d@er
Fos-positiven Neurone/Hirnschnitt).

Ghrelin (13pg/kg) fihrt zu einem signifikanten Anstieg defFos-Expression im ARC gegenuber
allen anderen Gruppefi p < 0,05, genaue p-Werte siefabelle 3.2). Nach simultaner Applikation
von Ghrelin (13ug/kg) und CCK-8S (2 oder 3%/kg) inhibiert CCK den Ghrelin-induzierten Anstieg
derc-Fos-positiven Signale im ARC.

Die Grafik zeigt Box- und Whiskersplots. Der Boxpgiellt den Median (Linie in der Box) mit der
25igsten (untere Begrenzung der Box) und der 7&igBterzentile (obere Begrenzung der Box) dar.
Der Whiskerplot beschreibt die am meisten (Linierblalb der Box) und wenigsten (Linie unterhalb

der Box) gezahlten-Fos-Signale (Whiskerplots). N = Anzahl der Tiere
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3.2.2 Effekte von Ghrelin und CCK auf die c-Fos-Expression im PVN

Die Applikation von Ghrelin (13 pug/kg, 13 pug Ghrek Vehikel-Gruppe) fihrte zu einem
signifikanten O 2,5-fachen Anstieg dec-Fos-Immunreaktivitat im PVN gegentber der
Vehikel + Vehikel-Gruppe (Median derFos-positiven Neurone pro Hirnschnitt: 50,56 vs.
20,25; p = 0,016, sieh&bbildung 3.4 A, 1 / 3.5, Tabelle 3.2).

Die Injektion von CCK-8S (2 oder 25 ug/kg, VehikeR pg CCK-Gruppe und Vehikel + 25
png CCK-Gruppe) induzierte dosisabhangig signifikarethr c-Fos-positive Signale im PVN
als die Gruppen 13 pg Ghrelin + Vehikel und VehikeVehikel (Vehikel + 2 ng CCK-
Gruppe: 141,3&-Fos-positive Neurone/Hirnschnitt; p = 0,028 vs. 13 @lrelin + Vehikel
und p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel; Vehikel + 2§ LCK-Gruppe: 312,2¢-Fos-positive
Neurone/Hirnschnitt; p = 0,028 vs. 13 ug Ghrelivehikel und p = 0,004 vs. Vehikel +
Vehikel, sieheAbbildung 3.4 B, C / 3.5, Tabelle 3.2). CCK in hoher Dosierung (25 pg/kg)
hatte gegenuber der niedrigeren (2 pg/kg) eineifdignt hoherec-Fos-Signaldichte zur
Folge (p = 0,028).

Die simultane Gabe von Ghrelin (13 pg/kg) und CCK¢8 oder 25 pg/kg, 13 pg Ghrelin + 2
pg CCK-Gruppe und 13 pg Ghrelin + 25 pg CCK-Grudphjte ebenfalls im Vergleich zur
13 pg Ghrelin + Vehikel- und Vehikel + Vehikel-Gpgzu einer signifikant erhdhterFos-
Expression im PVN (13 pg Ghrelin + 2 pg CCK-Gruppki4,69 c-Fos-positive
Neurone/Hirnschnitt; p = 0,028 vs. 13 pug Ghrelivehikel und p = 0,004 vs. Vehikel +
Vehikel, 13 pg Ghrelin + 25 ng CCK-Gruppe: 275¢360os-positive Neurone/Hirnschnitt; p
= 0,028 vs. 13 ug Ghrelin + Vehikel und p = 0,084 Vehikel + Vehikel, sieh@bbildung
3.4 G, H/ 35, Tabelle 3.2). Die Verabreichung von 25 pg/kg CCK-8S stimukestgnifikant
mehrc-Fos-immunreaktive Neurone als von 2 ug/kg CCK-8S (p,628). Sowohl CCK-8S
allein (2 oder 25 pg/kg) als auch Ghrelin (13 uyfikgd CCK-8S (2 oder 25 pg/kg) simultan
fuhrten zu einer ahnlichesxFos-Signaldichte im PVN. Ghrelin hat keinen Einfluas die

konzentrationsabhangige CCK-induziertEos-Expression im PVN.
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Mikroskopische Darstellung derc-Fos-Expression im PVN

3V = dritter Ventrikel
Abbildung 3.4, Reprasentative Gehirnschnitte

c-Fos-positive Neurone (grine Signale) nach intrapeégder Injektion von

13 ug Ghrelin + Vehikel A |, Vehikel + 2ug CCK-8S B , Vehikel + 25ug CCK-8S C ,

13 ug Ghrelin + 2ug CCK-8S G, 13ug Ghrelin + 25ug CCK-8S H und Vehikel + Vehikell
Gegenfarbung mit Propidiumiodid zur Lokalisatiors d&/N (rote Signale):

13 ug Ghrelin + VehikelD , Vehikel + 2ug CCK-8S E , Vehikel + 25ug CCK-8S F ,

13 g Ghrelin + 2ug CCK-8S J, 13ug Ghrelin + 251g CCK-8S K und Vehikel + VehikelL
Die weil3e Linie markiert die Region des PVN. Deif3eeBalken entspricht 1Qdm.



Ergebnisse 50

Quantitative Darstellung der c-Fos-Expression im PVN
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NG 250 e
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o
% = & 2227 Ghrelin +
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[&]
2
et 100 ~
= 1
o % 1
50 A
—
N= é 4 3, 4 4 4
PVN
Abbildung 3.5

Effekte von Ghrelin und CCK auf deeFos-Expression im PVN (Durchschnittliche Anzahl defos-
positiven Neurone/Hirnschnitt).

Ghrelin (13 ug/kg) induziert eine signifikant héheeFos-Expression im PVN als die Vehikel +
Vehikel-Gruppe 0(’ p = 0,0016). CCK in niedriger Dosierung (2 pg/kdlein oder simultan mit
Ghrelin (13 pg/kg) fuhrt zu einem signifikanten Anstieg defos-Neuronenaktivierung im PVN
(Vehikel + 2 pg CCK-Gruppéﬂ. p < 0,05 vs. Vehikel + Vehikel und 13 pug Ghrelitvehikel, 13ug
Ghrelin + 25 pg CCK-Gruppé?‘. p < 0,05 vs. Vehikel + Vehikel und 13 pg Ghrelinvehikel). Im
Vergleich verdoppelt CCK in hoher Dosierung (25kgg/allein oder simultan mit Ghrelin (18y/kg)
die Anzahl derc-Fos-positiven Neurone im PVN. Der Unterschied zu alederen Gruppen ist
signifikant (Vehikel + 25 pg CCK-Gruppé: p < 0,05 vs. Vehikel + Vehikel, 18g Ghrelin +
Vehikel, Vehikel + 2ug CCK und 13ug Ghrelin + 2ug CCK; 13ug Ghrelin + 25 ug CCK-Gruppe:
# p < 0,05 vsVehikel + Vehikel, 13ug Ghrelin + Vehikel, Vehikel + 2g CCK und 13.g Ghrelin +
2 ug CCK, genaue p-Werte siefiabelle 3.2).

Die Grafik zeigt Box- und Whiskersplots (BeschreigisieheAbbildung 3.3). N = Anzahl der Tiere
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3.2.3 Effekte von Ghrelin und CCK auf die c-Fos-Expression im NTS

Die Injektion von Ghrelin (13 pg Ghrelin + Vehik@lruppe) hatte verglichen mit der Vehikel
+ Vehikel-Gruppe keinen signifikanten Effekt aué diFos-Expression im NTS (Median der
c-Fos-positiven Neurone pro Hirnschnitt: 24,29 vs. 1885 0,57, siehébbildung 3.6 A, | /
3.7, Tabelle 3.2).

Die Applikation von CCK-8S (2 oder 25 pg/kg) fuhee einem dosisabhangigen Anstieg der
Neuronenaktivierung im NTS. CCK-8S in niedriger Kentration (2 pg/kg) stimulierte
signifikant mehrc-Fos-positive Signale als die 13 pug Ghrelin + Vehikgl6,0-fach) und
Vehikel + Vehikel-Gruppel{7,8-fach) (Median der-Fos-positiven Neurone pro Hirnschnitt:
146,5; p = 0,004 vs. 13 pg Ghrelin + Vehikel unet 9,004 vs. Vehikel + Vehikel, siehe
Abbildung 3.6 B / 3.7, Tabelle 3.2). CCK-8S in hoher Dosierung (25 png/kg) zeigte audie
13 pg Ghrelin + 25 pg CCK-Gruppe (p = 0,2) einendikante Erhdhung dec-Fos-
Expression zu allen anderen Behandlungsgruppeniédeterc-Fos-positiven Neurone pro
Hirnschnitt: 314,44; p = 0,004 vs. 13 pug Ghreliwehikel, p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel,
p = 0,028 vs. Vehikel + 2 ug CCK, p = 0,028 vs13Ghrelin + 2 pg CCK, siehbbildung
3.6 C /3.7, Tabelle 3.2).

Die Gabe von Ghrelin (13 pg/kg) mit CCK-8S in nigdr Dosierung (2 pg/kg) induzierte
ebenfalls einen signifikanten Anstieg deFos-positiven Neurone im NTS im Vergleich zu
den Gruppen 13 pg Ghrelin + Vehikéll 6,2-fach) und Vehikel + Vehikel{8,0-fach)
(Median derc-Fos-positiven Neurone pro Hirnschnitt: 150,52; p =0®s. 13 pug Ghrelin +
Vehikel und p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel, siefabildung 3.6 G/ 3.7, Tabelle 3.2). Die
simultane Injektion von Ghrelin (13 png/kg) und C@K-in hoher Konzentration (25 pg/kg)
verdoppelte die-Fos-Signaldichte auf einen Median von 362 @#o0s-positiven Neuronen
pro Hirnschnitt (sieh@bbildung 3.6 H / 3.7, Tabelle 3.2). Die c-Fos-Expression in der 13 pg
Ghrelin + 25 ng CCK-Gruppe unterschied sich auBeNzhikel + 25 ng CCK-Gruppe (p =
0,2) signifikant zu allen anderen Versuchsgruppes 0,004 vs. 13 pug Ghrelin + Vehikel, p
= 0,004 vs. Vehikel + Vehikel, p = 0,028 vs. Vehike2 pg CCK, p = 0,028 vs. 13 ug
Ghrelin + 2 pg CCK). Die-Fos-Signalmuster nach alleiniger CCK-8S-Injektion @0 25
Ho/kg) sowie nach gemeinsamer Applikation von CCX(8 oder 25 pg/kg) und Ghrelin (13
ng/kg) wiesen quantitative Ahnlichkeiten auf. Gwell3 pg/kg) zeigte somit keinen Effekt
auf die CCK-dosisabhangigeFos-Induktion im NTS.
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Mikroskopische Darstellung derc-Fos-Expression im NTS

CC = Canalis calis, AP = Area postrema

Abbildung 3.6, Reprasentative Gehirnschnitte

c-Fos-positive Neurone (gruine Signale) nach intrapeesder Injektion von

13 g Ghrelin + Vehikel A , Vehikel + 2ug CCK-8S B, Vehikel + 251g CCK-8S C,

13 g Ghrelin + 2ug CCK-8S G, 13pug Ghrelin + 251g CCK-8S H und Vehikel + Vehikell
Gegenfarbung mit Propidiumiodid zur Lokalisatiors d&T'S (rote Signale):

13 g Ghrelin + VehikelD , Vehikel + 2ug CCK-8S E , Vehikel + 25ug CCK-8S F

13 g Ghrelin + 2ug CCK-8S J, 13ug Ghrelin + 251g CCK-8S K und Vehikel + VehikelL
Die weil3e Linie markiert die Region des NTS. Deif3geBalken entspricht 1Qdm.
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Quantitative Darstellung der c-Fos-Expression im NTS
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Abbildung 3.7

Effekte von Ghrelin und CCK-8S auf dieFos-Expression im NTS (Durchschnittliche Anzahl der
Fos-positiven Neurone/Hirnschnitt).

Ghrelin (13ug/kg) hat keinen signifikanten Effekt auf die Nengoaktivierung im NTS. Sowohl die
alleinige Applikation von CCK-8S (2 pg/kg) als audie simultane Verabreichung von Ghrelin (13
ug/kg) und CCK-8S (2 pg/kg) induzieren einen sidgifiten Anstieg dec-Fos-Expression im NTS
verglichen mit den Gruppen 1 Ghrelin + Vehikel und Vehikel + Vehikel (Vehikel2 ug CCK-
Gruppe:$p < 0,05 vs. 13g Ghrelin + Vehikel und Vehikel + Vehikel, 18 Ghrelin + 2ug CCK-
Gruppe:& p < 0,05 vs. 13g Ghrelin + Vehikel und Vehikel + Vehikel). Die &ktion von CCK-8S in
hoher Dosierung allein (25 pg/kg) und die gleichgeiGabe von Ghrelin (38y/kg) und CCK-8S (25
pa/kg) steigern die Anzahl dec-Fos-positiven Neurone um das Doppelte. Beide Gruppen
unterscheiden sich signifikant von allen andereap@en (Vehikel + 25 pg CCK-Grupp’ép < 0,05
vs. 13ug Ghrelin + Vehikel, Vehikel + Vehikel, Vehikel +1i2y CCK und 13.g Ghrelin + 2ug CCK;

13 ug Ghrelin + 25ug CCK-Gruppe®* p < 0,05 vs. 131g Ghrelin + Vehikel, Vehikel + Vehikel,
Vehikel + 2ug CCK und 13ug Ghrelin + 2ug CCK, genaue p-Werte siefiabelle 3.2).

Die Grafik zeigt Box- und Whiskersplots (BeschreaigisieheAbbildung 3.3). N = Anzahl der Tiere
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i.p. 13 ug Vehikel Vehikel 13 ug 13 ug Vehikel
Behandlung Ghrelin/kg (0,15 M NacCl) | (0,15 M NacCl) Ghrelin/kg Ghrelin/kg (0,15 M NacCl)
+ + + + + +
Vehikel 2ng 25pg 2pg 25pg Vehikel

(015M NaCl)| CCK-8S/kg | CCK-8Skg | CCK-8Skg | CCK-8SKkg | (g15M NaCl)

c-Fos-positive

Zellenim | 3 3p #%ss 5,33 11,21 13,33 12,87 9,86
ARC/

Gehirnschnitt#

c-Fos-positive

Zellen im 50,56 141,38 | 312,27 144,69° | 2753@*f 20,25
PVN/

Gehirnschnitt#

c-Fos-positive

Zellenim 24,29 146,5° 314,445 150,52* | 362,24 18,85
NTS/

Gehirnschnitt#

Tabelle 3.2

Im Vergleich: Anzahl dec-Fos-positiven Signale in den Hirnregionen ARC, PVN WM@S in den
einzelnen Versuchsgruppeh 4ls Median angegeben)

Im ARC:

* p = 0,0001 vs. Vehikel + Vehikef: p = 0,004 vs. Vehikel + 2g CCK;” p = 0,004 vs. Vehikel +
25ug CCK;® p = 0,008 vs. 18g Ghrelin + 2ug CCK;® p = 0,004 vs. 13g Ghrelin vs. 251y CCK

Im PVN:

*p =0,016 vs. Vehikel + Vehike(f;p = 0,028 vs. 13g Ghrelin + Vehikel# p = 0,004 vs. Vehikel +
Vehikel;” p = 0,028 vs. 13g Ghrelin + Vehikel;" p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel; p = 0,028 vs.
Vehikel + 2ug CCK;* p = 0,028 vs. 13ig Ghrelin + Vehikel;” p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel;
4 p =0,028 vs. 13g Ghrelin + Vehikel* p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikef; p = 0,028 vs. 13ig
Ghrelin + 2ug CCK

Im NTS:

“ p = 0,004 vs. 13ig Ghrelin + Vehikel? p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel; p = 0,004 vs. 13 ug
Ghrelin + Vehikel? p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel:p = 0,028 vs. Vehikel + 2 pg CCKp = 0,028
vs. 13 pg Ghrelin + 2 ug CCK;p = 0,004 vs. 13ig Ghrelin + Vehikel ¥ p = 0,004 vs. Vehikel +
Vehikel;¥ p = 0,004 vs. 13 pg Ghrelin + Vehikél,p = 0,004 vs. Vehikel + Vehikel;p = 0,028 vs.
Vehikel + 2 ug CCK? p = 0,028 vs. 13 pg Ghrelin + 2 ug CCK
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

In den verhaltensbiologischen Untersuchungen zuhriNegsaufnahme induzierte die
intraperitoneale Applikation von 13 pg/kg Ghrelieggniber allen anderen Versuchsgruppen
innerhalb des Messzeitraums von einer Stunde eignifisante Zunahme der
aufgenommenen Nahrungsmenge in den Tieren. DiefektBvurde Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von zwei Stunden durch dielsame Verabreichung mit CCK-8S (2
oder 25 pg/kg) unterdrickt. CCK-8S inhibierte sodnt orexigene Wirkung von Ghrelin. Die
gleichzeitige Injektion von Ghrelin (13 pug/kg) u@CK-8S in niedriger Konzentration (2
pna/kg) hemmte die Ghrelin-induzierte Nahrungsauimalsogar starker als die simultane
Gabe von Ghrelin (13 pg/kg) und CCK-8S in hoher iBomg (25 pg/kg). Allerdings
erreichten diese Unterschiede keine statistischeiftdanz.

Im zweiten immunhistologischen Teil dieser Studitrfe Ghrelin (13 pg/kg) zu einer
signifikant gesteigerten Neuronenaktivierung im ARDiese Zunahme in dec-Fos-
Expression wurde durch die simultane Applikationt UICK-8S (2 oder 25 ug/kg)
supprimiert. CCK-8S allein (2 oder 25 pg/kg) zeiggtnen Effekt auf die Neuronenaktivitat
im ARC.

Die Injektion von Ghrelin (13 pg/kg) hatte einersfikante Zunahme des-Fos-Signaldichte
im PVN, nicht aber im NTS zur Folge. CCK-8S (2 o@érpug/kg) induzierte dosisabhangig
einen signifikanten Anstieg der Anzahl afFos-immunreaktiven Zellen im PVN und im
NTS. Diese CCK-8S-aktivierten Neuronendichten zgigtach gleichzeitiger Verabreichung
von Ghrelin (13 pg/kg) und CCK-8S (2 oder 25 pg/kg)ne signifikante Veranderung.
CCK-8S hemmte somit auch auf zentral neuronaler n&belie Ghrelin-gesteigerte
Neuronenaktivierung im ARC, wéahrend Ghrelin keif#nfluss auf die CCK-8S-aktivierie

Fos-Expression im PVN und im NTS nahm.
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DISKUSSION

Das Nahrungsverhalten von Mensch und Tier wird ldwiele verschiedene Peptidhormone
beeinflusst. Zu ihnen gehéren sowohl kurzzeit- alsh langzeitregulierende Signale, die
entweder eine Nahrungsaufnahme initiieren oder desen Zentrale Mechanismen sind
ebenfalls an der Nahrungsregulation mitbeteiligs lesteht daher die Annahme, dass
komplexe Interaktionen zwischen dem peripheren medtralen Nervensystem Uber die
sogenannteBrain-Gut-Axis das Nahrungsverhalten bestimmmen.

Zu den peripheren Signalen zadhlen u.a. die aus @astrointestinaltrakt sezernierten
Peptidhormone Ghrelin und Cholezystokinin (CCK),e dan der Kurzregulation des
Nahrungsverhaltens beteiligt sind. Sie Uben antageche Effekte auf die

Nahrungsaufnahme aus.

Das Ziel dieser Studie war, die Interaktion zwistlidem orexigen wirkenden Ghrelin und
dem anorexigen wirkenden CCK in nicht gefastetetteRazu untersuchen. Es sollte gepruft
werden, ob CCK den orexigenen Effekt von Ghreliaibgusst.

Im ersten Teil der Experimente wurde das Nahrunmpsen Uber einen Messzeitraum von
zwei Stunden nach intraperitonealer Einzelappldmatron Ghrelin und von CCK-8S in den
unterschiedlichen Konzentrationen und nach simattémektion von Ghrelin und CCK-8S in
den verschiedenen Dosierungen beobachtet. Im awé&iéd der Untersuchungen wurde die
Neuronenaktivierung nach alleiniger Gabe von Ghrelind von CCK-8S in den
unterschiedlichen Dosen und nach gleichzeitigeektipn von Ghrelin und ansteigender
Konzentrationen von CCK-8S in den Hirnregionen ARG/N und NTS untersucht. Der
Nachweis der Neuronenaktivierung erfolgte durchi¢ektierung des-FosProteins.

Die Ergebnisse des ersten Teils dieser Studieeaeigtass CCK-8S die Ghrelin-induzierte
Nahrungsaufnahme in den Tieren blockierte. Ghrallain fuhrte zu einem signifikanten
Anstieg der Nahrungsaufnahme. Die simultane Appbkavon Ghrelin und CCK-8S in den
verschiedenen Dosierungen hingegen inhibierte diesexigenen Effekt von Ghrelin.

Im zweiten Teil der Studie steigerte Ghrelin allsignifikant die Neuronenaktivitat im ARC.
Die hohec-FosExpression im ARC wurde nach gleichzeitiger Gabe Ghrelin und CCK-
8S in den unterschiedlichen Konzentrationen dosisbéangig aufgehoben. Die Applikation
von CCK-8S allein in ansteigender Dosierung fuhktnzentrationsabhangig zu einer
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signifikanten Zunahme des-Fosimmunreaktiven Neurone im PVN und im NTS. Diese
CCK-8S-induzierterc-FosSignaldichten im PVN und im NTS veranderten sicthhinach
simultaner Injektion mit Ghrelin.

Insgesamt weisen die Resultate dieser Studie mkads, intraperitoneal appliziertes CCK-8S
die durch peripheres Ghrelin stimulierenden Effe&td die Nahrungsaufnahme und die

Neuronenaktivierung im ARC in nicht gefasteten Raihhibiert.

4.1 Effekte von Ghrelin und CCK auf die Nahrungsaufnalme

In Ubereinstimmung mit bereits bekannten Studiegiengssen (Nakazatt al, 2001; Tschop

et al, 2000; Wreret al, 2000; Wreret al, 2001 a) fuhrte intraperitoneal injiziertes Ghrel
auch in dieser Arbeit zu einer orexigenen Wirkumdrei gefutterten Ratten. Die minimalste
Konzentration, die innerhalb von zwei Stunden dehiingsaufnahme signifikant steigert,
betragt 1 nmol Ghrelin pro Ratte (Wret al, 2001 a). Die in dieser Studie eingesetzte
Dosierung von Ghrelin (13 pg/kg) entspracth nmol Ghrelin pro Ratte und induzierte einen
signifikanten Anstieg der Nahrungsaufnahme in dersMchstieren.

Ferner zeigte die Verhaltensbiologie zur Nahrunfyegfume, dass CCK-8S in beiden
Konzentrationen (2 und 25 pg/kg) den auf die Nagsanfnahme stimulierenden Effekt von
Ghrelin sowohl kurzfristig (innerhalb der ersteribeam Stundepost injectig als auch Uber
einen langeren Zeitraum (zwei Stundewost injecti) hemmt. Interessanterweise war diese
reduzierte Nahrungsaufnahme nach gleichzeitigerlikggmon von Ghrelin und CCK-8S in
beiden unterschiedlichen Konzentrationen wesendicsgepragter und langfristiger als nach
alleiniger CCK-8S-Gabe.

Mehrere Untersuchungen ergaben, dass sich durch da&SKverhaltensmuster nach Eintritt
der Sattigung verandert. CCK wirkte sich negati¥ die explorative Reaktion und die
Spontanaktivitat in Ratten aus (Ant al, 1975). In einer weiteren Studie von Bilkg al
wurde bei Frettchen nach intravenéser Injektion @@K-8 in den Dosierungen von 1, 5, 10
und 50 pg/kg progressive Nausea-Symptomatik beddadBillig et al, 2001). AulRerdem
konnte Morley zeigen, dass intraperitoneal apptieid&Konzentrationen ab 8g CCK bei
Versuchstieren unspezifische Effekte wie NauseaNgmigrungsaversion auslosten. Geringere
Dosen als &g CCK hingegen induzierten keine unspezifischenkiR@aen (Morley, 1987).
So kann die in dieser Arbeit beobachtete Wirkung 2aug/kg CCK-8S auf die Ghrelin-

induzierte Nahrungsaufnahme als peptidspezifiszeibbnet werden.
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Moglicherweise wird das nach Simultanapplikationidbe Peptidhormone ausgeltste
Nahrungsverhalten durch Mechanismen im Hypothalamemnittelt. Ghrelin und CCK
fuhren zu einer Neuronenaktivierung in verschiedetie die Nahrungsregulation relevanten
Hypothalamuskernen. Diese Unterschiede in der Nweumaktivitdt konnten durch
Veranderungen in derc-FosExpression nachgewiesen werden. Um die genauen
Mechanismen und Wege allerdings besser versteherkOmmen, sind hierzu weitere
ausfuhrlichere Studien notwendig.

4.2 Nahrungsregulationszentren im ZNS

Verschiedene medullare und hypothalamische Hirrkecheinen an der Ubermittlung von
nahrungsregulierenden Signalen vom Gastrointestakal zum Gehirn involviert zu sein
(Elmquistet al, 1999; Flier und Maratos-Flier, 1998; Woagtsal, 1998). Untersuchungen
ergaben, dass Lasionen des ventromedialen Hypathalau einer Hyperphagie und zu einer
Fettsucht fuhrten. Lasionen des lateralen Hypothatahingegen losten eine Hypophagie und
einen Gewichtsverlust aus (Bray al, 1990; Flier und Maratos-Flier, 1998; Schwagtzal,
2000). Somit entstand die Vorstellung, dass dasroerediale Areal des Hypothalamus fur
die Vermittlung eines Sattigungs-, das laterale ahrdélir die eines Appetitgefuhls
verantwortlich ist.

Die aus dem Gastrointestinaltrakt sezernierteni@e@imone Ghrelin und CCK regulieren
das Nahrungsverhalten, indem sie die Neuroneng&tibestimmter Hirnkerne beeinflussen.
Die Neuronenaktivierung kann durch spezifischieosMuster im Gehirn dargestellt werden.
c-Fos gehort zu den immmediately early gengsdie nach extrazellularer Stimulation das
intranukledre c-FosProtein exprimieren. Anhand dieser-FosSignalexpression wird
Neuronenaktivierung detektiert.

Da Ghrelin und CCK jeweils in bestimmten Hirnregomr-FosProteine exprimieren, besteht
die Annahme, dass die nahrungsregulierende Interakizwischen diesen beiden
Peptidhormonen zu Verdnderungen in ihren spez#iscteuronalen Aktivierungsmustern im
Hypothalamus und Hirnstamm fuhrt. Im Mittelpunkesier Studie stehen die Kerngebiete
ARC, PVN und NTS.
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4.2.1 Der Nucleus arcuatus (ARC)

Der ARC liegt am Boden des ventralen Teils destaritVentrikels und umschliel3t die
Eminentia mediana (Chronwall, 1985; Luiteh al, 1985). Diese Kernregion enthalt vor
allem parvozellulare Zellen und lasst sich in desligruppen einteilen: dorsomedial,
ventromedial und ventrodorsal (Meistet al, 1989). Sie unterscheiden sich in ihren
Transmittern, zu denen Neuropeptide wie Dopaminna&ostatin, Neurotensin, GABA,
POMC, alpha-MSH, CART, AgrP und NPY gehdren.

Der ARC projiziert zu vielen anderen Hirnkernen.destehen besonders viele Verbindungen
zum PVN, die unter dem Begriff dékrcuato-Paraventrikularen Achseusammengefasst
werden (Baket al, 1985; Baker und Herkenham, 1995; Ralal, 2000; Legradi und Lechan,
1998). Sie ist fur die Regulation von Nahrungsalifme und Sattigung mitverantwortlich.
Weitere Efferenzen des ARC existieren zur Hypophys#® zur Eminentia mediana (Koenig,
1990; Larsenet al, 1994; Williams, 1996), zu den Nuclei raphe dbssamagnus und
pallidus, zum Locus coeruleus, zu den Nuclei tmcswolitarius, dorsalis n. vagi und
parabrachialis, zum limbischen System und zum Thaa(Grijalva und Novin, 1990; Lantos
et al, 1995; Sim und Joseph, 1991, siéisildung 4.). Seine Afferenzen erhalt der ARC
vom PVN, vom limbischen System und von dem im Hansn gelegenen Locus coeruleus
und dorsalen vagalen Komplex (DVC) (Chronwall, 198%ijalva und Novin, 1990; Gruber
et al, 1987; Magoulkt al, 1993, siehébbildung 4.2. AuRerdem wird angenommen, dass
der ARC selbst tUber Afferenzen mit seinen bilaesralluclei verknipft ist (Grundy, 1994).
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Abbildung 4.1

Schematische Darstellung der Efferenzen des ARC
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Abbildung 4.2

Schematische Darstellung der Afferenzen des ARC
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4.2.2 Der Nucleus paraventricularis (PVN)

Der PVN liegt an der basalen Seitenwand des drit@mtrikels und lasst sich in magno- und
parvozellulare Zellen unterscheiden. Die magnoiz#un Zellen befinden sich anteromedial,
besitzen Verbindungen zur Neurohypophyse und dethdlleurotransmitter wie Oxytocin
und Vasopressin (Armstrong, 1995; Fergusbal, 1984). Die parvozellularen Zellen werden
in eine mediale und eine posteriore Gruppe einigetber mediale Teil projiziert zur
Eminentia mediana und enthalt die Neuropeptide (Rétticotropin-Releasing Factdr
TRH (Thyreoidea-Releasing Hormonend Arginin-Vasopressin (Armstrong, 1995; Daikoku
et al, 1989). Die posteriore Gruppe besitzt Verbindungem Locus coeruleus, zum DVC
und zu praganglionaren autonomen Neuronen des Ringks (Armstrong, 1995; Grijalva
und Novin, 1990; Langt al, 1983; Monnike®t al, 1994, siehébbildung 4.3. Wie bereits
beschrieben bestehen Projektionen zum ARC. Affenererhalt der PVN vom ARC, vom
Locus coeruleus, vom Hirnstamm und vom NTS (Armsjrdl995; Baiet al, 1985; Jairet
al., 1998; Sawchenket al, 1985; Ter Horset al, 1989, siehdbbildung 4.4.

EM

Hypophyse

Abbildung 4.3
Schematische Darstellung der Efferenzen des PVN
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-
Hypophyse

Abbildung 4.4

Schematische Darstellung der Afferenzen des PVN

4.2.3 Der Nucleus tractus solitarius (NTS)

Der NTS liegt im Hirnstamm und erhalt Afferenzersdé.vagus. Der N.vagus gilt als die
parasympathische Hauptverbindung zwischen dem aentr Nervensystem und dem
Gastrointestinaltrakt. Der N.vagus beeinflusst metber Motilitat und Sphinkterfunktion des
Gastrointestinaltrakts, die Sekretion des Magees,@arms, des Pankreas, der Leber und der
Lunge. Er enthalt zu 75% afferente viszerale un@34 efferente Fasern, dessen Urspriinge
im Ncl. ambiguus und im DVC zu finden sind. Dem D\g€horen der Ncl. dorsalis n.vagi,
die Area postrema und der NTS an.

Im NTS enden die Axone der afferenten Fasern desgus, die Informationen von
Mechano- und Chemorezeptoren des Gastrointestiktdtritragen. Weitere Verbindungen
existieren zur AP (Hay und Bishop, 1991) und zunpétizalamus (Holstege, 1987; Olsen

al., 1992). Bei den letztgenannten handelt es siclramproke Projektionen zwischen NTS
und den Hypothalamuskernen ARC und PVN (Sawchenlad, 1985; Schwanzel-Fukuad

al., 1984; Ter Horset al, 1984 und 1989, sielfbbildungen 4.5/4)6
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Abbildung 4.5
Schematische Darstellung der Efferenzen des NTS
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4.3 Effekte von Ghrelin und CCK auf die Neuronentivitat

Wahrend Ghrelin eine-FosExpression in den Hirnkernen ARC (Hewson und Docks
2000) und PVN (Ruteet al, 2003) induziert, stimuliert CCK eine neuronalktiderung im
PVN (Olsonet al, 1992) und NTS (Cheat al, 1993; Dayet al, 1994; Monnikest al,
1997). In dieser Studie konnte gezeigt werden, ddssperitoneal injiziertes Ghrelin keinen
Einfluss auf die intraperitoneal applizierte CCKhiziertec-FosExpression im PVN und im
NTS hat. Wie bereits beschrieben (Rigeal, 2003), fuhrte Ghrelin allein auch hier nicht zu
einer Neuronenaktivierung im NTS. CCK-8S in denmaardeten Konzentrationen von 2 und
25 pg/kg hingegen reduzierte signifikant 90 Minupast injectioden durch intraperitoneal
appliziertes Ghrelin-stimulierten Anstieg deFosDichte im ARC. Sowohl die Injektion von
Ghrelin mit der niedrigeren als auch mit der hoheB&K-8S-Dosierung fuihrten quantitativ
zu einem ahnlichen positivertFosSignalmuster im ARC. Eine geringe Dosis von CCK
scheint ausreichend zu sein, um die Ghrelin-indteziéunahme dec-Fospositiven Neurone
im ARC zu hemmen.

Die Wirkung von Ghrelin auf Neurone im ARC wurdevireiteren Studien untersucht. Wie
bereits erwéhnt, zeigten Hewson und Dickson, despetiphere Applikation von Ghrelin bei
Ratten zu einem Anstieg detFospositiven Neurone im ARC fuhrte (Hewson und Dickson
2000). In Untersuchungen mit Mausen wurde in dehideit der nach Ghrelin-Applikatios:
Fosypositiv markierten ARC-Neurone das Neuropeptid Y¥ nachgewiesen (Wargj al,
2002). Aufgrund dieser Kolokalisation scheint derR@ an der Initiation der
Nahrungsaufnahme beteiligt zu sein. NPY wird in id@een des ARC produziert, tber
Projektionen zum PVN weitergeleitet und dort seisgtnDieses orexigen wirkende Peptid
fuhrt nach zentraler Gabe zu einer Zunahme der iMglsmenge und des Koérpergewichts
(Clark et al, 1984; Kalra und Kalra, 2003; Stanlelyal., 1989). Wahrend sechs verschiedene
NPY-Rezeptortypen (Y1-Y6) existieren, kann eine Malgsaufnahme nur tber die Bindung
an die Subtypen Y1 und Y5 induziert werden (Staelegl, 1992).

Zusatzlich tragt dadgouti-related ProteirfAgrP) zur Nahrungsregulation durch Ghrelin bei.
AgrP weist ebenfalls eine Kolokalisation mit NPY ARC auf (Kamegaet al, 2001; Seoane
et al, 2003). Dieser endogene Melanocortin-4-Antagosigpprimiert den anorexigenen
Effekt desa-Melanocyten-stimulierenden Hormons (Yang und Harm2003; Rowland,
2004) und fuahrt somit zu einer gesteigerten Nahsanofpahme. Die Vorbehandlung mit
NPY-/AgrP-Antikdrpern und -Antagonisten hob die @lim-gesteigerte Nahrungsaufnahme

in Ratten auf (Nakazatet al, 2001). Eine CCK-vermittelte Inhibition dieseregigen
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wirkenden NPY-/AgrP-Neurone im ARC kénnte eine @ieasein, dass CCK die Ghrelin-
stimulierte Nahrungsaufnahme unterdriickt. Die Admguppe um Pages beobachtete, dass
intraperitoneal appliziertes CCK-8S die NPY-Expr@ssm Hypothalamus reduziert (Pages
et al, 1990). AulRerdem fuhrte die Applikation von CCR-&u einer Aktivierung von
anorexigen wirkenden POMC-enthaltenen Neurone inSNFanet al, 2004). Weitere
elektrophysiologische Studien zeigten, dass Ghrdlm sattigungsvermittelnden POMC-
Neurone im ARC inaktiviert (Riediget al, 2003). Es bleibt jedoch weiterhin unklar, welche
Signalwege und Mechanismen definitiv dem Effekt v@hrelin auf den ARC zugrunde
liegen.

Diese Studie konnte nachweisen, dass die verwand&@K-8S-Konzentrationen (2 und 25
ug/kg) sowohl den Ghrelin-induzierten Anstieg @eFosExpression im ARC als auch die
Ghrelin-stimulierte  Nahrungsaufnahme reduzierterrill Gund Smith stellten in ihren
Untersuchungen fest, dass der Effekt von CCK agaifNhrungsaufnahme tber Hirnstamm-
Mechanismen vermittelt wird (Grill und Smith, 1988lirnkern-Schadigungen im Hirnstamm
und Hypothalamus verdnderten das CCK-induzierteriNajsverhalten. Nach bilateraler
Trennung des ventral vom NTS gelegenen Mittelhibieb die Nahrungsaufnahme-
inhibierende Wirkung von CCK aus (Crawleyt al, 1984). Die Destruktion des PVN
(Crawley und Kiss, 1985) oder des hypothalamisatmsomedialen Nucleus (Bellinger und
Bernadis, 1984, Bellingeat al, 1983) fuhrte zu einer Abschwachung der CCK-irgrdnden
Wirkung auf die Nahrungsaufnahme.

In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien (Olsdral, 1992; Cheret al, 1993; Dayet al,
1994; Rinamaret al, 1995; Monnike®t al, 1997) induzierte CCK-8S auch in dieser Arbeit
90 Minutenpost injectioeinen signifikanten Anstieg derFosExpression im PVN und im
NTS. Diese Kerngebiete scheinen eine hemmende Wirkauf die Neuronenaktivierung im
ARC zu haben. Sowohl der PVN als auch der NTS basitlirekte Projektionen zum ARC
(Chronwall, 1985; Grijalva und Novin, 1990; Grubetr al, 1987; Magoulet al, 1993).
Mdoglicherweise wird der inhibierende Einfluss vonCIKC auf die Ghrelin-induzierte

Neuronenaktivierung im ARC durch Afferenzen vom PViNd/oder NTS vermittelt.
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4.4 Die Rolle des N.vagus und der Blut-Hirn-Schirzke

Neuere Studien zeigen, dass der N.vagus eine gehRolle in der Signalibermittlung
zwischen peripherem Ghrelin und dem ARC spielt. Ribeitsgruppe um Date wies nach,
dass sowohl eine subdiaphragmatische oder gastiedetomie als auch eine perivagale
Capsaicin-Behandlung den nach intraventser Ghagplikation induzierten Anstieg der-
FosDichte im ARC abschwachten. In diesen vagotomierigeren nahm ebenfalls nach
Injektion von Ghrelin die Nahrungsaufnahme sigmfikab (Datet al, 2001).

Auch der sattigende Effekt von niedrigdosiertem CQ@HKrd Uber vagale Afferenzen
vermittelt. Sowohl eine abdominal durchgefiihrte dagnie (Smithet al, 1981) als auch
eine Vorbehandlung mit Capsaicin (Ritter und Lad@mh 1999) reduzierten den
inhibierenden Effekt von CCK auf die Nahrungsaumah

Der Arbeitsgruppe um Date gelang der immunhistodcbeime Nachweis der Kolokalisation
von GHS-Rezeptoren und CCK-A-Rezeptoren in affereifasern des N.vagus (Dateal,
2005). Der N.vagus scheint somit die Schlusselfiguter Interaktion von Ghrelin und CCK
zu sein, die in dieser Arbeit nach Simultanappidatvon Ghrelin und CCK zu einer CCK
inhibierenden Wirkung von Ghrelin gefuhrt haben ki@ Elektrophysiologische Studien
zeigten gegensatzliche Effekte von Ghrelin und CLZK Neuronenentladungen in gastralen
vagalen Afferenzen. Normalerweise entladen sichvegal afferenten Fasern, die unter dem
Einfluss von sensorischen Inputs stehen, kontihdmreniedrig-frequent und spontan (lggo,
1955). Wahrend Ghrelin in einer appetitstimulieemdKonzentration diese vagalen
Neuronenentladungen unterdriickt (Datel, 2001), steigert CCK die Rate dieser afferenten
Neuronenentladungen (Gibbs und Smith, 1988; Schwat al, 1997). Neuere
Untersuchungen zur Auswirkung auf gastrale vadgerete Einheiten ergaben, dass Ghrelin
sowohl einen hemmenden als auch stimulierenden kiEfiauf die vagal afferente
Neuronenaktivitat besitzt, wahrend CCK eine korigtastimulierende Wirkung austbt
(Adelsonet al, 2004).

Neben dem vagal afferenten Signalweg stellt diet-Bim-Schranke einen weiteren
maoglichen Mechanismus beziiglich der Interaktionseiven Ghrelin und CCK dar. Die Blut-
Hirn-Schranke ist fur bestimmte Molekule durchlgssvVerantwortlich hierfir sind u.a.
selektive Transportsysteme in den Kapillarendo#ime(iStrader und Woods, 2005). Barts
al. zeigten in ihrer Studie, dass humanes oktanagfeBhrelin Gber ein Transportsystem die
Blut-Hirn-Schranke bei Mausen Uberschreiten kanan{@ et al, 2002). Zusatzlich wird

angenommen, dass Ghrelin Uber die Eminentia medenar Hirnstruktur mit defizienter
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Blut-Hirn-Schranke, das Gehirn erreicht. Ghrelinrdeisomit als direkter Mediator Neurone
im ARC aktivieren. Ein Transportmechanismus fir CQKer die Blut-Hirn-Schranke
hingegen ist noch nicht gefunden worden. Burdakog Ashcroft konnten aben vitro an
Mause-Gehirnschnitten nachweisen, dass bereits riggedCCK-Konzentrationen (im
picomolaren Bereich) zu einer rapiden und revessibVerlangsamung der Impulsrate von
Typ C-Neuronen des ARC fuhren (Burdakov und Ashcr@002). Wie fir Ghrelin
angenommen, erreicht CCK ebenfalls Uber die Emiaemediana das Gehirn. Allerdings
sind auch hier weitere elektrophysiologische Studmtig, um zeigen kdnnen, dass
peripheres CCK tatsachlich direkt zentrale Ghrebnsitive ARC-Neurone inhibiert. Die
Ergebnisse dieser Studie haben belegt, dass perfI@CK die Aktivierung von Ghrelin-
induzierten ARC-Neuronen hemmt. Dieser hypothalah@s Mechanismus konnte eine
Ursache fur die Aufhebung der Ghrelin-induzierteahNingsaufnahme sein.

Die erst vor kurzem veroffentlichte Studie von Dateal untersuchte die Interaktion von
Ghrelin und CCK sowohl in Otsuka Long-Evans TokoshiFatty (OLETF)- als auch in
Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO)-Ratten. In OLER#&iten, die defekte CCK-A-
Rezeptoren aufweisen, fiihrte die intraventse Appbik von CCK im Vergleich zu LETO-
Ratten, welche intakte CCK-A-Rezeptoren besitzaahtnzu einer reduzierten Nahrungs-
aufnahme. Intravends verabreichtes Ghrelin hingesgemgerte in den nachfolgenden zwei
Stunden die aufgenommene Nahrungsmenge in beidgrp&n. Wahrend die Vorbehandlung
mit CCK in LETO-Ratten die Ghrelin-induzierte Nahgsaufnahme blockierte, blieb diese in
OLETF-Ratten aus. Andersrum schwachte die Vorbdhagdmit Ghrelin in LETO-Ratten
die CCK-reduzierte Nahrungsaufnahme ab. Fernegétigst die Arbeitsgruppe um Date das
in dieser Studie herausgearbeitete Ergebnis, desgetiphere simultane Injektion von
Ghrelin und CCK die Ghrelin-induzierte-FosExpression im ARC inhibiert. Wie bereits
erwahnt, gelang ihnen zuvor der immunhistochemigdhehweis der Kolokalisation von
GHS-Rezeptoren und CCK-A-Rezeptoren in afferentesefh des N.vagus (Dast al,
2005). Diese Resultate sprechen fir eine nicht deltende Beteiligung des N.vagus an der
Nahrungsregulation. Als weitere nahrungsreguliegeféktoren kommen vermutlich das
Gleichgewicht der Plasmakonzentrationen von Ghrefid CCK und die Wechselwirkung
zwischen GHS-R und CCK-A-R in Frage.
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4.5 Durchfihrung der Studie mit gefasteten versus nitt gefasteten Tieren

Um Verfalschungen der-FosExpression im Gehirn allein durch die Nahrungsabhie zu
vermeiden (Wangt al, 2002), erhielten die Tiere in dieser Studie (dieen Zeitraum von
90 Minuten nach Peptidapplikation keine Nahrung.

Cullinanet al zeigten, dass akuter Stress (Schwimmen) einetiegnderc-FosExpression
besonders im lateralen Teil des ARC hervorruft ([Gah et al, 1995). Dass Nahrungsentzug
zu einer stressinduzierten Erhohung derFosExpression im ARC fuhrt, ist
unwahrscheinlich. Diese vorliegende Arbeit bestétigie Ergebnisse anderer Gruppen
(Hewson und Dickson, 2002; Wamg al, 2002), dass nach intraperitonealer Injektion von
Ghrelin eine vermehrte-FosExpression, insbesondere im medialen ARC, abeh anc
geringerem Mal3e im lateralen ARC zu beobachten war.

Ein anorexigener Effekt von CCK fand nur unter lmestten Versuchsbedingungen wie 16-
stiindiges Fasten vor Experimentbeginn statt (Siwvetr Morley, 1991; Voiget al, 1996).
Der verhaltensbiologische Teil dieser Arbeit bemlgl Initiation und Beenden der
Nahrungsaufnahme wurde in nicht gefasteten Ratiechdeflhrt. Wahrend der ersten halben
Stunde nach CCK-Gabe konnte zwar eine ReduktiotleinNahrungsaufnahme beobachtet
werden, die allerdings nicht von statistischer Bikgmz war. In der Mehrzahl von
Experimenten, in denen sich eine inhibierende Wigkwon peripherem CCK zeigte, sind
gefastete Tiere eingesetzt worden, um nach Nahamggbot ein Beenden einer Hyperphagie
zu erzielen (Barrachinat al, 1997; McMinnet al, 2000). Daher ist der nicht gefastete
Zustand der Tiere in dieser Arbeit eine moglicheddhe fur das Fehlen einer signifikanten
Reduktion der Nahrungsaufnahme nach ApplikatioddreCCK-8S-Dosierungen. Allerdings
war die Durchfihrung dieser Studie mit nicht gedtest Tieren notwendig. Nur unter diesen

Experimentbedingungen konnte ein Ghrelin-Stimulusgal6st werden (Wrest al, 2000).
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4.6 Interaktion mit anderen Neuropetiden

Einige Studien unterstiitzen die Annahme, dass Ipergs Ghrelin nicht nur mit CCK-
verwandten Mechanismen in der Nahrungsregulationdern auch mit weiteren an der
Energiehomostase beteiligten Neuropeptiden interagDie Arbeitsgruppe um Hewson
beobachtete nach der intravendsen VerabreichungGawth-Hormone Releasing Peptide
(GHRP-6) einen Anstieg derFospositiven Neurone im ARC. Dieser Effekt von GHRP-6,
einem synthetischerowth-Hormone Secretagoguevurde durch die zentrale Gabe von
Leptin reduziert (Hewsoet al, 2002). Die Neurone im ARC, die sich nach deilgbaren
Applikation von Ghrelin al€-Fospositiv herausstellten, tragen neben dem NPY daptih
Rezeptor (Ob-R). Ferner konnte elektrophysiologigmzeigt werden, dass Ghrelin die
elektrische Aktivitat in einem Grol3teil der ARC-Nene stimulierte, Leptin hingegen diese
inhibierte (Trabertet al, 2002). Diese Tatsachen weisen verstarkt auf é&mberaktion
zwischen Ghrelin und Leptin in der Nahrungsregatatihin. Leptin z&ahlt zu den
Langzeitregulatoren in Bezug auf Nahrungsverhalted Korpergewicht. Seine Plasma-
konzentration korreliert mit der Kérperfettmasss. \lérd in Adipozyten gebildet (Zhanet
al., 1994), an die Blutbahn sezerniert und erreigdahnPenetrieren der Blut-Hirn-Schranke
Uber einen gesattigten Transportmechanismus dewthigfamus (Banket al, 1996). Hier
bindet Leptin an seinen Ob-Rezeptor und I6st emexigene Wirkung aus. In einer Studie
von Nakazatoet al. konnte nachgewiesen werden, dass in frei geféiteRatten die
intrazerebroventrikulare Applikation von Leptin d@&hrelin-induzierte Nahrungsaufnahme
inhibiert. In mit Leptin vorbehandelten Tieren heggn hob Ghrelin die Leptin-vermittelte
Reduktion in der Nahrungsaufnahme auf (Nakazatal, 2001). Somit scheint Ghrelin den
Leptin-Effekt Gber das NPY-System zu antagonisiekeptin hemmt NPY- und AgrP-haltige
Neurone im Hypothalamus (Schwasdg al, 1996, Mizuno und Mobbs, 1999) und aktiviert
POMC-Neurone (Mizuncet al, 1998). Diese beschriebenen Effekte von Leptinsere
Parallelen mit CCK auf. CCK wirkt ebenfalls anogem, inhibiert NPY-Neurone im
Hypothalamus und stimuliert POMC-Neurone im NTS.dieser Studie fihrte CCK, wie
bereits flr Leptin beschrieben, zu einer Blockigrunder Ghrelin-stimulierten
Nahrungsaufnahme und zu einer Reduktion der Ghimtinziertenc-FosExpression im
ARC. Weitere Untersuchungen sind notwendig, umlatieraktion von Ghrelin, Leptin und
CCK besser verstehen zu kénnen.

In der Nahrungsregulation sind bereits auch sys@sghe Interaktionen zwischen dem
Kurzzeitsignal CCK und dem Langzeitsignal Leptircimgewiesen worden. Die anorexigene
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Wirkung von CCK wurde durch die Koadministrationnvaeptin geférdert. Neben einer
verstarkten Reduktion der kurzzeitigen Nahrungsauime (Barrachinat al, 1997) konnte
eine vermehrte Abnahme des Korpergewichts (Matsbral, 2000) beobachtet werden.
AulRerdem stimulieren CCK und Leptin sich gegengeliach Applikation von CCK erfolgte
eine Freisetzung von Leptin aus den HauptzellenMagenfundus (Attoubet al, 1999;
Tsunodaet al, 2003), einem weiteren Syntheseort von Leptirptineselbst fihrte zu einer
Sekretion von CCK aus endokrinen I-Zellen des Duades und des Jejunums (Guilmestu
al., 2003). Elektrophysiologische Studien von Shinttnal zeigten, dass die Koinjektion
von CCK und Leptin die Entladungsrate an gastrakegalen afferenten Nervenendigungen
steigert. Diese Simultangabe |6ste zudem eine Zuealter neuronalen Aktivitat im PVN, im
NTS und in der AP aus (Shintaet al, 2001). Der N.vagus konnte fur die Interaktion
zwischen CCK und Leptin verantwortlich sein. Buyteal wiesen Leptin-Rezeptoren, die
sogenannten Ob-Rezeptoren, im Ganglion nodosumhgknZellkorper von vagalen
Afferenzen) und im NTS nach (Buyséal, 2001). Diese wirden zusammen mit den CCK-A
Rezeptoren, die ebenfalls in vagalen Afferenzentifiziert worden sind, in Wechselwirkung
treten. Ferner scheint CCK auf die Existeman Leptin und seinen Ob-Rezeptoren
angewiesen zu sein. Untersuchungen stellten fasg oh Leptin-defizienten adipdsen ob/ob
Mausen und fa/fa Zucker Ratten mit Missense-Mutation Leptin-Rezeptor die
Nahrungsaufnahme nach peripherer Injektion von Ca@eéht frihzeitig beendet wurde
(Campfield et al, 1995). Welchen Einfluss Leptin wirklich in dentéraktion zwischen
Ghrelin und CCK hat, bleibt in dieser Studie uniteantet.

Es existiert ein weiteres Peptidhormon, welches Q&€Eeinen Effekten sehr &hnelt. Hierbei
handelt es sich urPeptide Tyrosine-Tyrosin€PYY 3.3¢). Wie NPY gehort PYY;.36 zur
Familie der pankreatischen Polypeptide, das in lleAedes distalen lleums und des Kolons
gebildet wird. Die Freisetzung erfolgt wie bei CQlkich Nahrungsaufnahme, insbesondere
von Lipiden, zunéchst in der Form von PY¥s welches durch das Enzym Dipeptidyl-
Peptidase IV in PYY;.35 umgewandelt wird (Mentleiet al, 1993). Es inhibiert sowohl die
gastrointestinale Motilitét als auch die Sekretion Flussigkeit und Elektrolyten in den
Dunndarm (Adriaret al, 1987). PYY kann die Blut-Hirn-Schranke frei passn (Nonakaet

al., 2003) und bindet an den Subtyp Y2 der NPY-RemepFamilie, der im
Hypothalamuskerngebiet ARC lokalisiert wurde (Lammaar, 1996). Wahrend die
intrazerebroventrikulare Applikation von PYaY36 zu einem Anstieg der Nahrungsaufnahme

in Ratten fihrte (Stanlegt al, 1985), reduzierte die periphere Gabe von P3¢ die
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Nahrungsaufnahme (Batterhagh al, 2002). Nach direkter Injektion von PY¥3 in den
ARC konnte ebenfalls eine Hemmung der Nahrungsaunfieanachgewiesen werden. Dieser
anorexigene Effekt von PYY¥3e l&sst sich, wie bereits fir CCK beschriebg&ahrscheinlich
einerseits auf eine Inhibition der NPY-Expressiamdererseits auf eine Stimulation der
POMC-Expression im ARC zurickfihren (Batterhatnal, 2002). Die Existenz von Y2-
Rezeptoren scheint hier obligat zu sein, da dieppere Injektion von PYYs 3 an Y2-
defiziente Mause keine Reduktion der Nahrungsauf@aimduzierte (Batterham und Bloom,
2003). Weiterhin konnte der N.vagus an der sattganVermittlung von PYY3.36
mitbeteiligt sein. Kodaet al stellten in ihren Untersuchungen fest, dass eimgominale
Vagotomie bei Ratten die anorexigene Wirkung vorYR¥e aufhob. AuRerdem wiesen sie
neben Y2-Rezeptoren im Ganglion nodosum eine Sanmaoul der gastralen vagalen
Afferenzen durch PY¥.3s nach. Die bilaterale Durchtrennung rostral des Niffste zu einer
Abschwachung der PY¥.ss-induzierten Reduktion auf die Nahrungsaufnahmedé<et al,
2005). Somit scheint dieses Peptidhormon sowoht disektem Wege zum Gehirn als auch
indirekt Gber den N.vagus seine nahrungsregulier&motkung zu entfalten.

Die Arbeitsgruppe von Adamet al untersuchten die Interaktion zwischen P¥¥s; und
Ghrelin in Mausen. Nach Koinjektion beider Peptidhone unterdriickte PYY3.36 die
Ghrelin-induzierte Nahrungsaufnahme (Adaetsal, 2004). Hierfur kbnnte der Nachweis,
dass PYY Ghrelin-aktivierte Neurone im ARC inhibiemd zu einer geringereo-Fos
Expression im ARC fuhrt, verantwortlich sein (Rigeliet al., 2004). Die Beobachtungen der
Studie mit Ghrelin und dem anorexigen PY;¥%s weisen deutliche Parallelen mit den
Ergebnissen dieser mit Ghrelin und dem anorexig€l@K durchgefiihrten Studie Uberein.
Auch CCK inhibierte sowohl die Ghrelin-stimulieft&ahrungsaufnahme als auch die Ghrelin-
induzierte Neuronenaktivierung, bzw. deFosExpression im ARC. Welche genauen
hypothalamischen und/oder vagalen Mechanismen inVechselwirkung zwischen dem
orexigen wirkenden Ghrelin und den anorexigen widan Peptiden CCK und PYY¥gs

zugrunde liegen, bleibt unbekannt.

Eine neue Studie von Kobe#t al untersuchte die Interaktion von Ghrelin und dem
anorexigenen Bombesin, einem aus Amphibien extrgmePeptid. Wie CCK hemmte
Bombesin den nahrungsaufnahmesteigernden EffekGloelin. Es konnte allerdings keine
Reduktion der Ghrelin-induziertettFosExpression im ARC festgestellt werden. Dagegen
fuhrte die simultane Applikation von Ghrelin undrBloesin zu einer signifikanten erhéhten
c-FosSignaldichte im PVN (Kobekt al, 2006).
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All diese Ergebnisse zeigen, wie komplex das Zusanspiel allein zwischen den peripheren
nahrungsaufnahmesteuernden Peptiden ist. WeitenelieBt sind erforderlich, um die
multifaktorielle Regulation des Nahrungsverhaltbasser zu verstehen.

47 Resumé

Zusammengefasst zeigt diese vorliegende Arbeif d@sorexigene Wirkung von peripherem
Ghrelin in frei gefutterten Ratten durch periphef@SK beeinflusst wird. Intraperitoneal
injiziertes CCK reduzierte die Ghrelin-induzierterdhme der Nahrungsaufnahme und die
der Neuronenaktivitat im ARC. Die stimulierten Neonenaktivierungen im PVN und im NTS
durch peripheres CCK hingegen wurden nicht durchel3hbeeinflusst. Diese Ergebnisse
sprechen fur eine Beteiligung von ARC-Neuronen sdvio der Ubermittlung der Ghrelin-
induzierten Steigerung in der Nahrungsaufnahme aalsh der durch peripheres CCK-
vermittelten inhibierenden Wirkung auf die Ghredtimulierte Zunahme der
Nahrungsmenge. Ob der Einfluss von peripherem CGK die Ghrelin-induzierte
Nahrungsaufnahme und Neuronenaktivitat im Hypothak Gber periphere Afferenzen wie
der N.vagus, uUber zentrale Mechanismen (u.a. NPYrdfee) oder Uber beide Signalwege

vermittelt wird, bleibt unbekannt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Das Nahrungsverhalten bei Mensch und Tier wird koenplexe periphere als auch zentrale
Mechanismen reguliert, die tUber die sogenanBtain-Gut-Axis* kommunizieren.

Zu den peripheren Signalen gehoren u.a. die aus @estrointestinaltrakt sezernierten
Peptidhormone Ghrelin und Cholezystokinin (CCKE Heide einen antagonistischen Effekt
hinsichtlich der Nahrungsaufnahme ausuiben.

Das Ziel dieser Studie war es, die Interaktion zive dem orexigen wirkenden Ghrelin und
dem anorexigen wirkenden CCK in nicht gefastetetidRazu untersuchen. Nach simultaner
intraperitonealer Applikation beider Peptide wurdmerseits die kumulative Nahrungs-
aufnahme Uber einen Messzeitraum von zwei Stundebdtzhtet, andererseits erfolgte eine
Darstellung der neuronalen Aktivierung mittel$-os-Immunhistochemie im Hypothalamus
(ARC, PVN) und im Hirnstamm (NTS).

In der Verhaltensbiologie steigerte die intrapergale Injektion von Ghrelin (18g/kg) im
Vergleich zur Vehikelgruppe bereits innerhalb desten halben (~ 2,3-fach) und der ersten
Stunde (~ 2,1-fach) signifikant die Nahrungsaufnahimach 30 min: Mittelwert + SEM =
2,89 £ 1,04 vs. 1,23 + 0,52 g/kg, p = 0,028; nactereStunde: 3,83 £ 1,15 vs. 1,84 £ 0,73
g/kg, p = 0,044). Die Applikation von CCK-8S (2 u@8 ug/kg) fuhrte verglichen mit der
Injektion von Ghrelin innerhalb der ersten 30 minezner signifikanterl4,3-, bzw.[157,8-
fachen Reduktion der Nahrungsaufnahmedikg: 0,68+ 0,4 g/kg, p = 0,004; 2hg/kg: 0,05

+ 0,05 g/kg, p = 0,0002). Nach dem Messzeitraumeinar Stunde nahmen nur noch die mit
Vehikel + 25ug/kg CCK behandelten Tiere signifikant weniger Nedy auf als die Ghrelin-
Gruppe (0,31 £ 0,26 g/kg, p = 0,005).

Die gleichzeitige Applikation von Ghrelin (13g/kg) und CCK (2 oder 2mg/kg) fuhrte
gegeniber der Ghrelin-Gruppe innerhalb des gesam&mbachtungszeitraums zu einem
signifikant verminderten Essverhalten (nhach 30 n@hrelin + 2ug/kg CCK: 0,22 + 0,13
g/kg, p = 0,001 und Ghrelin + 2fg/kg CCK: 0,33 + 0,23 g/kg, p = 0,0008; nach einer
Stunde: Ghrelin + 2g/kg CCK: 0,22 + 0,13 g/kg, p < 0,0008 und Ghrali25 pg/kg CCK:
0,65 + 0,42 g/kg, p = 0,0016; nach zwei Stunderredh+ 2ug/kg CCK: 0,83 £ 0,72 g/kg, p

= 0,009 und Ghrelin + 2pg/kg CCK: 1,32 + 0,82 g/kg, p = 0,015).

Im immunhistologischen Teil der Arbeit induziertée dntraperitoneale Applikation von

Ghrelin (13ug/kg) im Vergleich zur Vehikelgruppe eine robusturonale Aktivierung im



Zusammenfassung 74

ARC (Median derc-Fos-positiven Neurone pro Hirnschnitt: 31,35 vs. 9,86= 0,0001).
Beide CCK-8S Dosen (2 und 25/kg) stimulierten eine geringe Anzahl von ARC-Nmen
(Median derc-Fos-positiven Neurone/Gehirnschnitt: 5,33 und 11,24ach gemeinsamer
Gabe von Ghrelin (18g/kg) und CCK (2 und 2hg/kg) wurde die Ghrelin-stimulierte Fos-
Expression im ARC supprimiert (Median defos-positiven Neurone/Gehirnschnitt: 13,33
und 12,86). Die durch CCK-induzierteaFos-Aktivierungen im PVN und im NTS blieben
durch Ghrelin unbeeinflusst.

Diese Ergebnisse sowohl aus der Verhaltens- alsh aames der Molekularbiologie
demonstrieren, dass die intraperitoneale simul@alke von Ghrelin und CCK die Ghrelin-
induzierte Nahrungsaufnahme und die ebenfalls @Ghstimulierte c-Fos-Expression im
ARC unterdruckt. Die durch peripheres CCK stimuéeNeuronenaktivierung im PVN und
im NTS hingegen wurde nicht durch Ghrelin beeirdftu®iese Ergebnisse sprechen fir eine
Beteiligung von ARC-Neuronen sowohl an der Ubedomig der Ghrelin-induzierten
Steigerung in der Nahrungsaufnahme als auch arduleh peripheres CCK vermittelten
inhibierenden Wirkung auf die Ghrelin-stimuliertariahme der Nahrungsmenge.

Welche genaueren Mechanismen fiir diese beschriebfmavirkungen verantwortlich sind,
ist unbekannt. Viele Netzwerke verschiedener Neansmitter und anderen peripheren
Signalen scheinen an dieser Interaktion zwischereliBhund CCK involviert zu sein. Eine
zentrale Rolle scheinen orexigene NPY-enthaltenerdie zu spielen, welche sowohl von
Ghrelin als auch von CCK Informationen erhalterwigweit der Einfluss von peripherem
CCK auf die Ghrelin-induzierten Anderungen im Naigsverhalten und in der
Neuronenaktivitat im Hypothalamus Uber peripherdefdnzen wie der N.vagus, Uber
zentrale Mechanismen oder tber beide Signalweguittelt wird, ist in weiteren Studien zu

untersuchen.
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ABSTRACT

The ingestive behaviour of animals and human beisgsegulated by various peptide
hormones. Among these, there exist short- and feng- mediated signals, which induce
either initiation or termination of meals. Furthema, central mechanisms may also be
involved. Therefore, it is assumable that complechanisms between the periphery and the
central nervous system are responsible for foodlatign, based on thédfain-gut-axis’.

Ghrelin and Cholecystokinin (CCK) belong to theipleeral short-term regulators of food
intake and satiety. Both peptide hormones derieenfthe gastrointestinal tract and exert
antagonistic effects on ingestive behaviour.

The aim of this study was to investigate interadidbetween the orexigenic ghrelin and the
anorexigenic CCK after simultaneous intraperitonegction of both peptides to non-fasted
rats. Focuses of interests were the effects on fotake (observed time period: 2 h) and
neuronal activity in the hypothalamus (ARC, PVNYadmrainstem (NTS), which has been
assessed by Fos-like immunoreactivity (c-FLI).

13 ng/kg bdy wt. (body weight) Ghrelin injected intrapeneally significantly increased food
intake within the first half (~ 2.3-fold) and nexalf hour (~ 2.1-fold) compared to the vehicle
group (after 30 min: mean + SEM: 2.89 = 1.04 g/kg1.23 + 0.52 g/kg, p = 0.028; after 1 h:
3.83+£1.15 g/kg vs. 1.84 + 0.73 g/kg, p = 0.044e animals treated with CCK-8S (2 and 25
ug/kg) significantly ate less than the ghrelin graffer 30 min (0.6& 0.4 g/kg, p = 0.004
and 0.05+ 0.05 g/kg, p = 0.0002). So did only the 2% CCK-8S/kg treated group after 1 h
(0.31 + 0.26 g/kg, p = 0.005). Ghrelin (18/kg) and CCK-8S (2 or 2hg/kg) administered
simultaneously blocked the orexigenic effect of glint Within the entire observed time
period of 2 h the food intake of these animals ificantly decreased in comparison to the
ghrelin group (after 30 min: ghrelin + ®&/kg CCK-8S: 0.22 + 0.13 g/kg, p = 0.001 and
ghrelin + 25ug/kg CCK-8S: 0.33 + 0.23 g/kg, p = 0.0008; aftér: ghrelin + 2ug/kg CCK-
8S: 0.22 £ 0.13 g/kg, p = 0.0008 and ghrelin +p@kg CCK-8S:0.65 + 0.42 g/kg, p =
0.0016; after 2 h: ghrelin + 2g/kg CCK-8S: 0.83 + 0.72 g/kg, p = 0.009 and ginreli25
ug/kg CCK-8S: 1.32 + 0.82 g/kg, p = 0.015).

Intraperitoneally injected ghrelin (18g/kg) definitively increased the number of c-FLI
positive neurons/section in the Nucleus arcuatuBRGA compared to the vehicle group
(median: 31.35 vs. 9.86, p = 0.0001). Both appidatoncentrations of CCK-8S hardly
induced neuronal activation in the ARC {8/kg: 5.33 and 2qug/kg: 11.21 c-FLI positive
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neurons/section). The simultaneous injection ofetghrand CCK-8S blocked the ghrelin-
mediated increase @fFos expression in this brain area (ghrelin u@kg CCK-8S: 13.33
and ghrelin + 25ug/kg CCK-8S: 12.86 c-FLI positive neurons/sectioipe CCK-8S-
stimulatedc-Fos expression in the Nucleus paraventricularis (P@NJl the Nucleus tractus
solitarius (NTS) was not affected by peripheralegjine

These results show that after simultaneous inti@peral administration of both peptides
CCK inhibits ghrelin-induced food intake as well ssppresses ghrelin-stimulatee-os
expression in the ARC. Apparently, CCK seems tdisbahrelin-mediated increase of food
intake through inhibiting neuronal activation iretARC.

Which specific mechanisms cause these observatemsins unknown. Many networks
between different neurotransmitters and other pergl signals may play a role in the
interactions between ghrelin and CCK. Anyway, bp#ptides have effect in the central
nervous system, either after passing the bloodidrarrier or mediating by the N.vagus or
being mediated by a combination of both pathwayse entral targets could be orexigenic
NPY-neurons, which receive information from bothradim and CCK. After processing these
signals, an appropriate ingestive behaviour wigesgr. More investigations are needed for a

better understanding of ingestive behaviour.
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7.3  Abklrzungsverzeichnis

3V.oiiiiiiiiiiiiiiceeeee. Il Ventrikel

ACTH.......................  Adrenocorticotropes Hormon
AgrP.........................  Agouti-related Protein
0-MSH...................... alpha-Melanocyten-stimulierendes Hormo
ANOVA.......ccciienn. Analysis of Variance
AP...........................  Area postrema

APUD....................... . Amin Precursor Uptake and Decarboxylation
aqua bidest................. bidestilliertes Wasser
ARC.....oiiiiin, Nucleus arcuatus

AS.............eeeeee. Aminoséaure

BSA................ceeevv... Bovine Serum Albumine, Rinderserumalbumin

CART.......................  Cocaine and Amphetamine Regulating Transcript

CCi Canalis centralis

CCKL i Cholezystokinin
CCK-8S.......coeiien Cholezystokinin-Oktapeptid
CCK-R..oovviiiean Cholezystokinin-Rezeptor
CLSM.......ciiiiin, konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
CRF...cooiii . Corticotropin-Releasing Factor
DABCO........cevveeene. 1,4-Diazabizyklo-[2.2.2]-oktan
DAG........................  Diazylglyzerol
DBl Dendiazepam-Binding Inhibitor
DMH.....coooii Dorsomedialer Hypothlamus
DVC....oo i, Dorsaler vagaler Komplex

EM..................eee.... . Eminentia mediana

FITC..o o Fluoreszeinthiozyanat
FSH..........................  Follikel-stimulierendes Hormon
GABA......coii i, Gamma-Amino-Butter-Acid
GH.............eeee e, Growth-Hormone
GHRH.......................  Growth-Hormone-Releasing Hormone
GHRP-6............ccel. Growth-Hormone-Rel easing-Peptide-6
GHS..... Growth-Hormone-Secr etagogues
GHSR.......coii Growth-Hormone-Secr etagogues Rezeptor
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GLP-1........................ Glukagon-Like Peptide-1
hooooooee.. Stunde

IP3.......coveiiviieeeevvenn... . Inositoltrisphosphat

i.p... intraperitoneal

KG... Korpergewicht

LC e, Nucleus locus coeruleus

LCRF Luminal CCK-Releasing Factor
LETO..oiiiiiiiiiieen Long-Evans Tokushima Otsuka

LH... Lateraler Hypothalamus

LH... Luteinisierendes Hormon

MAPK.. Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCH. Melanin-Concentrating Hormone

MCR. Melanocortin-Rezeptoren
ME...................c.o..... Mediana eminentia
MmRNA.......................  mRibo-Nuclein-Acid
NaCl.........................  Natriumchlorid

NaH,POxH.0............. Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
2NaH,POx2H,0.......... Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
NaNs......coeeveiiienee, Natriumazid

NaOH.............cooenne, Natriumhydroxid

NPY. Neuropeptid Y

NTS. Nucleus tractus solitarius
Ob-R..ccoiiiiiii, Leptin-Rezeptor
OLETF....coovviiinn, Otsuka Long Evans Tokushima Fatty
PBS. Phosphate Buffered Saline, Phosphatpuffer
PFLH......cooieiie e, Perifornikale Area/lateraler Hypothmus
Pl.. Propidiumiodid

PP. Pancreatic Polypeptide
POMC......cccvveeen Pro-opiomelanocortin

PVN. Nucleus paraventricularis

PYY. Peptide Tyrosine-Tyrosine

RAP. Nuclei raphe dorsalis, magnus undigas
SC... Nucleus subcoeruleus

TRH. Thyreoid-Releasing Hormone
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TSH..........................  Thyreoidea-stimulierendes Hormon
Uiioiiiiiiivieieei e Unit, Enzymeinheit
VMH........................  Ventromedialer Hypothalamus

VS, VErsus
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ANHANG

8.1 Eidesstattliche Erklarung

Ich erklare, dass ich die der Charité - Universitidizin Berlin zur Promotionsprifung
eingereichte Dissertationsschrift mit dem Titel temsuchungen zur Interaktion zwischen
Ghrelin und Cholezystokinin (CCK) bei der Appetijuéation“ selbst verfasst und keine
unzuléssige Hilfe Dritter in Anspruch genommen hdlsa habe weiterhin auch in Teilen
keine Kopie anderer Arbeiten dargestellt und keinderen als die angegebenen Quellen und

Hilfsmittel benutzt.

Die Daten der vorliegenden Arbeit wurden unter déitel “CCK inhibits the orexigenic
effect of peripheral ghrelin“ ir\merican Journal of Physiology: Regulatory, Integrative and
Comparative Physiology 288 R 751-758 (2005) verdoffentlicht.

Rellingen, Februar 2007

Ines Tjandra
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8.2 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus Datenschutzgriinden indlektronischen Version meiner Arbeit
nicht mit veroéffentlicht.
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Uberlassung des Dissertationsthemas und fir dielibhigit, in seiner Forschungsgruppe
wissenschatftlich zu arbeiten. Er begleitete meingeA stets mit Interesse und forderte diese
mit konstruktiver Kritik.

Herrn Dr. rer. nat. Peter Kobelt danke ich fir seimtensive und wissenschaftliche
Betreuung. Wahrend der gesamten Durchfiihrung digtseelie war er mit seinen Erfahrungen
und seinem Engagement eine grofRe Stltze. Aul3erilteimg mein besonderer Dank fur die
kritische Durchsicht und Diskussion dieses Manymsg&ri

Ich danke auch meiner Familie fur ihr Verstandmsl thre Unterstitzung tUber die gesamte
Zeit des Entstehens dieser Arbeit.

Ines Tjandra



