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ABKÜRZUNGEN  
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HHN-Achse   Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse 

HPLC    Hochleistungsflüssigkeitchromatographie 

ip    intraperitoneal 

iv    intravenös 

iz    intrazisternal 

izv    intrazerebroventrikulär 

LPS    Lipopolysaccharid 

mRNS    messenger Ribonukleinsäure 

NPY    Neuropeptid Y 

NTS    Nukleus traktus solitarius 

Nucb2    Nucleobindin2 

PEG    Polyethylenglykol 

PVN    Nukleus paraventrikularis 

RAPID Akronym für Reduzierte Temperaturen, Azidifikation, 

Proteaseinhibition, exogene Kontrollisotope, Dilution 

RDS Reizdarmsyndrom 

RIA Radioimmunoassay 

TRH Thyrotropin-Releasing-Hormon 
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1. EINLEITUNG 

 

Bereits William Beaumont untersuchte Anfang des 19. Jahrhunderts die 

Auswirkungen verschiedener Reize auf die gastrointestinale Physiologie. An einem 

Kriegsverletzten mit posttraumatischer gastrokutaner Fistel führte er Experimente 

durch und beobachtete, dass sich die Durchblutung und Magensekretion in Reaktion 

auf psychologische und physiologische Reize veränderte [17]. Setzte er seine 

Versuchsperson Ärger aus, kam es zu einer gesteigerten Magensekretion. Heute 

weiß man, dass Thyrotropin-Releasing-Hormon (TRH) und der Nervus Vagus 

gastrale epitheliale und endokrine Zellen stimulieren, die nicht nur Säure sondern 

auch Pepsin, Serotonin, Histamin und Ghrelin sezernieren und dass diese 

Mechanismen bei Stress verstärkt ablaufen [202]. 

Als Pionier der Stressforschung definierte jedoch erst Hans Selye ein Jahrhundert 

später die „unspezifische Reaktion des Körpers auf jegliche Anforderung“ als Stress 

[171]. Die Aktivierung des Corticotropin-Releasing-Faktor-(CRF)-CRF1-Rezeptor-

Signaltransduktionsweges ist der Drehpunkt der endokrinen und anxiogenen 

Stressantwort. CRF, welches 1981 am Salk Institut von Wiley Vale entdeckt wurde 

[214], reguliert und beeinflusst viele Körperfunktionen. Präklinische Studien konnten 

zeigen, dass die Aktivierung des CRF1-Rezeptors durch exogenes CRF oder Stress 

viele Symptome auslöst, wie sie auch beim Reizdarmsyndrom (RDS) zu finden sind 

wie z.B. ängstliches und hypervigilantes Verhalten auf zentraler Ebene. Jedoch 

kommt es auch zu Veränderungen des autonomen und enterischen Nervensystems, 

was zu viszeraler Hypersensitivität und gesteigerter Kolonmotilität, Schleimsekretion, 

erhöhter Darmepithelpermeabilität und damit einhergehend bakterieller Translokation 

[194] führen kann. Die Folge sind quälende Symptome wie Diarrhö mit 

Schleimabsonderung, Bauchkrämpfe, Meteorismus und Schmerzen. Auch geht das 

Reizdarmsyndrom oft mit extraintestinalen Komorbiditäten wie Depression und 

Fibromyalgie einher, wie wir in einer systematischen Analyse herausarbeiten konnten 

[155]. Es ist bekannt, dass Stress kein Reizdarmsyndrom auslösen kann, jedoch 

bestehende Symptome verschlechtert. Momentan sind keine wirksamen kausalen 

Therapieoptionen zur Behandlung des RDS bekannt. Im Tierversuch verhinderte der 

CRF1-Rezeptor-Antagonist die stressinduzierte viszerale Hypersensitivität [217], und 

auch beim Menschen verbesserte die periphere Gabe eines CRF-Antagonisten die 
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gastrointestinale Motilität, viszerale Sensitivität und negative Wahrnehmung nach 

Darmstimulation [58, 99, 165]. Dies forcierte die Entwicklung klinisch anwendbarer 

CRF1-Rezeptor-Antagonisten bei Patienten mit Reizdarmsyndrom [237]. Bislang 

erbrachte die klinische Prüfung des CRF1-Rezeptor-Antagonisten bei 

Reizdarmpatienten dennoch nicht die gewünschten Effekte. Eine Reduktion von 

Stress bzw. das Erlernen von Strategien, damit umzugehen, gehört jedoch zur 

Basistherapie. 

In der vorliegenden Arbeit werden die physiologischen Mechanismen der 

gastrointestinalen Stressantwort dargestellt und auf neuronaler Ebene charakterisiert, 

wobei besonders auf die Verbindung zwischen Gehirn und Darm, die sogenannte 

Brain-Gut-Achse, fokussiert wird.  

 

1.1 Corticotropin-Releasing-Faktor (CRF) ist das be deutendste 

Stresshormon 

 

Zur Familie der CRF-ähnlichen Peptide gehören Urotensin-I im Fisch, Sauvagine in 

Amphibien, und die in Säugetieren vertretenen CRF und Urocortine (Ucn) 1, 2 und 3 

[73, 113, 114]. Die Primärstruktur des CRF besteht aus 41 Aminosäuren und ist 

hochkonserviert in allen Säugetierarten mit einer hundertprozentigen 

Sequenzhomologie zwischen Ratte, Maus und Mensch [113, 169]. Aufgrund seiner 

Bindung an das CRF-Binding-Protein [18, 224] sowie der schnellen Degradation von 

freiem CRF und den dadurch bedingten Verlust bereits niedriger Ausgangswerte ist 

die Messung von Plasma- und Gewebe-CRF erschwert [18, 107, 109, 153, 198]. 

CRF und die Urocortine interagieren mit zwei Rezeptoren, dem CRF1- und dem 

CRF2-Rezeptor, an welche sie mit unterschiedlichen Affinitäten binden [73, 79]. Es ist 

bekannt und bereits vielfach bestätigt, dass das zentrale CRF-System eine 

Schlüsselrolle bei der Vermittlung der Stressantwort spielt [14, 194]. Im Einzelnen ist 

CRF in akute stressbedingte Verhaltensänderungen, Energiehaushalt und endokrine, 

kardiovaskuläre, immune und gastrointestinale Funktionen involviert [14, 54, 147, 

204]. CRF wird in peripheren Geweben wie dem Darm [110, 219] und Immunzellen- 

und organen [1, 11, 235] bei Versuchstieren und Menschen [12, 85, 94] exprimiert, 

findet sich jedoch hauptsächlich im Gehirn [23, 199]. Die vielfachen zentralen 

Funktionen des CRF sind eng mit seiner ubiquitären Verteilung im 



6 

hypothalamischen-hypophysären System aber auch extrahypothalamischen 

Regionen wie dem limbischen System, kortikalen und Stammhirnregionen verknüpft 

[42, 130, 138, 145, 151, 168, 177, 201]. 

Zur Blockierung stressbedingter Reaktionen können CRF-Rezeptor-Antagonisten im 

Tierversuch sowohl peripher als auch zentral injiziert werden. Als Antagonisten an 

beiden CRF-Rezeptoren wirken Astressin und Astressin-B [160], während Antalarmin 

und CP-154,526 [34, 81, 173, 236] selektiv den CRF1-Rezeptor und Antisauvagine-

30, Sauvagine 11-40 sowie Astressin2-B [33, 158, 163] selektiv den CRF2-Rezeptor 

blockieren.  

Um künstlich akut Stress zu erzeugen, kommt im Umkehrschluss in der 

tierexperimentellen Verhaltensforschung die Injektion von endogenen oder 

synthetischen CRF-Rezeptorliganden zum Einsatz. An den CRF1-Rezeptor binden 

CRF, Ucn 1 [70, 79] sowie die selektiven Peptid-CRF1-Agonisten Cortagine und 

Stressin1-a, [53, 70, 159]. An den CRF2-Rezeptor binden Ucn 2 und 3 und schwach 

CRF [70, 79] Zur Erforschung akuter stressbedingter Veränderungen kommen 

alternativ verschiedene tierexperimentelle Stressmodelle in Betracht. 

 

1.2 Tierexperimentelle Stressmodelle 

 

Stressoren können verschiedenen Ursprungs sein, jedoch ist eine grobe Einteilung in 

psychologische (emotionale) und physikalische (systemische) sowie akute und 

chronische Stressoren möglich [77]. 

Psychologische Stressoren erregen kortikale limbische und pontine Hirnregionen, die 

den Hypothalamus aktivieren [47, 172]. Im Gegensatz dazu aktivieren die potenziell 

lebensbedrohlichen physikalischen Stressoren direkt den Hypothalamus via 

aufsteigende katecholaminerge Projektionen vom Hirnstamm, so dass eine 

Stressverarbeitung auf kortikaler Ebene umgangen wird [172]. 

Viele Studien benutzten das immediate early gene c-fos Protein (Fos) in der 

Immunhistochemie als Marker neuronaler Aktivität. Die Kombination eines Stressors 

mit nachfolgender Fos-Immunhistochemie ermöglicht die Visualisierung neuronaler 

Aktivierung der durch akuten oder chronischen Stress aktivierten Gehirnareale [45, 

50, 166] und deren Charakterisierung in Bezug auf die autonome Regulation 

gastrointestinaler Funktionen [15, 25, 26, 205]. 
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1.2.1 Restraint Stress  

 

‚Restraint Stress‘ ist ein psychologisches Stressmodell, bei welchem die Tiere in 

ihrem Bewegungsspielraum für kurze Zeit stark eingeschränkt werden. Die Tiere sind 

jedoch keinem Schmerz oder unmittelbaren physikalischen Stress ausgesetzt [46, 

68, 77]. Restraint Stress ist als akutes und chronisches Stressmodell einsetzbar. Bei 

der chronischen Anwendung können die Tiere über einen definierten längeren 

Zeitraum wiederholt dem Stress ausgesetzt werden (z.B. einmal täglich über 14 

Tage).  

 

1.2.2 Abdominelle Chirurgie 

 

Das Modell der abdominellen Chirurgie dient der Erforschung des postoperativen 

Ileus, welcher bei vielen Patienten nach Operationen am Gastrointestinaltrakt auftritt 

und durch eine Verzögerung der Magen- und Darmtransitzeit gekennzeichnet ist 

[234]. Bei diesem Stressmodell handelt es sich um einen akuten physikalischen 

Stressor. Den Versuchstieren wird unter Anästhesie eine Bauchoperation zugefügt, 

die aus einer Längslaparotomie mit nachfolgender Darmpalpation besteht [24, 192]. 

Dies führt zu einer Aktivierung typischer, an der Stressantwort beteiligter endokriner 

Marker bei den Versuchstieren und auch beim Menschen [31, 115, 141]. Wir konnten 

zeigen, dass abdominelle Chirurgie Nesfatin-1-immunreaktive Neurone im 

Rattengehirn aktiviert [192]. Nesfatin-1 (Precursor Nucleobindin2, Nucb2) ist ein erst 

kürzlich entdecktes Peptid mit nahrungsregulatorischer und stressmodulierender 

Funktion [66, 69, 144, 189]. 

 

1.2.3 Injektion von Lipopolysaccharid 

 

Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien 

und ruft als akuter systemischer Stressor nach peripherer Injektion in Versuchstieren 

eine Stimulation der Hypothalamus-Hypophysen-Achse hervor, welche mit einer 

Freisetzung von hypothalamischem CRF und hypophysärem Adrenocorticotrophen 

Hormon (ACTH) einhergeht [19, 213]. Unsere Gruppe konnte kürzlich zeigen, dass 

die intraperitoneale Injektion niedriger LPS-Dosen bei Ratten nach sechs Stunden 
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nicht nur im Gehirn sondern auch im Darm zu einer Hochregulation der CRF mRNS-

Expression und CRF-Immunreaktivität führte [233]. Des Weiteren war die Produktion 

von Nucb2/Nesfatin-1 im Magen und dessen Freisetzung in die Zirkulation nach LPS-

Gabe erhöht [184], während die Spiegel von Ghrelin, dem wichtigsten peripheren 

Hungerhormon, erniedrigt waren [188], passend zu den anorexigenen Effekten von 

LPS. 

 

1.2.4 Tail Pinch 

 

Bereits 1975 beschrieben Antelman et al., dass akuter leichter ‚Tail Pinch‘ (englisch: 

„in den Schwanz kneifen“) die Nahrungsaufnahme bei nicht-gefasteten Ratten 

hervorruft [7]. Bei diesem gemischten psychologischen und physikalischen Stressor, 

der akut und chronisch ausgeübt werden kann, wird mithilfe einer Klammer oder 

Klemme für einen kurzen definierten Zeitraum ein konstanter nicht-schmerzhafter 

Druck auf einen kleinen Bereich des Rattenschwanzes ausgeübt. Dies führt 

umgehend zu einer Reaktion: Ist Nahrung verfügbar, vollzieht die Ratte eine der 

normalen Nahrungsaufnahme ähnliche Sequenz bestehend aus Knabbern, Lecken 

und Fressverhalten [5, 7, 74, 104, 162, 167, 181]. Levine und Morley konnten zeigen, 

dass auch milder Pinch an anderen Körperregionen zu ähnlichem Verhalten führt, 

jedoch ist der Tail Pinch das am häufigsten untersuchte Modell und lässt sich auch 

auf Mäuse übertragen [105]. 

Die Mediationswege von Tail Pinch-Verhalten sind vielfach, insbesondere in den 70er 

und 80er Jahren, erforscht worden. So gibt es Hinweise dafür, dass Dopamin [7, 8], 

Opiate [139], Glukagon, Bombesin, Thyrotropin-Releasing-Hormon oder 

Cholecystokinin die durch Tail Pinch induzierte Nahrungsaufnahme reduzieren 

können [103, 140, 142], was eine Involvierung unterschiedlicher neuronaler 

Mediationswege nahelegt. 

 

1.2.5 Transgenes Mausmodell mit Überexpression von CRF 

 

Ein Tiermodell, welches dauerhaft erhöhte Kortikosteronspiegel aufweist, wäre ideal 

zur Erforschung der Mechanismen chronischer stressinduzierter Veränderungen. 

Dieses Prinzip wurde in der genetisch veränderten CRF-überexprimierenden (CRF-

ÜE) Maus verwirklicht [41, 197]. Bei der CRF-ÜE Maus kommt es zu einer dauerhaft 
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erhöhten Produktion zentralen CRFs verbunden mit erhöhten peripheren 

Kortikosteronspiegeln [197]. Der Phänotyp dieser Mäuse ähnelt einem Morbus 

Cushing mit stammbetonter Adipositas, peripherer Muskel- und Hautatrophie sowie 

Haarausfall [197]. Wir haben kürzlich das Fressverhalten dieser Tiere charakterisiert 

und konnten zeigen, dass die konstante Überexpression von hypothalamischem CRF 

unter Fastenbedingungen eine Aktivierung des wichtigen nahrungsregulatorischen 

Nukleus arkuatus blockiert und die Tiere aufgrund dessen deutlich weniger fressen 

[187]. Andererseits zeigte sich eine hohe Aktivierung des dorsalen Vaguskerns, 

passend zu der bei diesen Tieren beobachteten beschleunigten Magenentleerung 

unter basalen Bedingungen [187]. Weiterhin zeigen diese genetisch veränderten 

Mäuse eine Lernschwäche, erhöhtes Angstverhalten sowie eine erhöhte 

Stressanfälligkeit [49, 76, 132, 218]. 

 

1.3 Auswirkungen von akutem Stress auf gastrointest inale 

Funktionen 

 

Akuter und chronischer Stress wirkt sich auf die Funktionen des 

Gastrointestinaltrakts aus. Wir konnten beschreiben, dass akute physikalische 

Stressoren wie intraperitoneale LPS-Injektion oder abdominelle Chirurgie aber auch 

psychologische Stressparadigmen wie Restraint Stress zu einer Reduktion der 

Nahrungsaufnahme bei Ratten führen [16, 164, 185]. Es ist bekannt, dass diese 

Stressoren die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden(HHN)-Achse und 

somit in erster Linie den CRF-Signaltransduktionsweg aktivieren, was zu einer 

Erhöhung der Effektorhormone ACTH und Kortikosteron bei Nagetieren führt [67, 

233]. Die Aktivierung auf neuronaler Ebene konnten wir mithilfe 

immunhistochemischer Methoden und dem Aktivitätsmarker Fos herausarbeiten [68, 

192, 220]. Auch die Injektion der Stresshormone CRF, Ucn1 und Ucn2 führt über die 

Aktivierung zentraler CRF1- und CRF2- sowie peripherer CRF2-Rezeptoren bei 

Ratten eine Reduktion der Nahrungsaufnahme herbei [170, 222, 238], während im 

Gegensatz dazu diese durch eine CRF-Rezeptor-Blockade durch spezifische 

Antagonisten aufgehoben wird [35, 92, 170, 178]. 

Zu einer bei Stress oftmals auftretenden Verminderung der Nahrungsaufnahme und 

Völlegefühl trägt die durch akuten Stress induzierte CRF2-Rezeptor-abhängige 

Hemmung der Magenmotilität und –entleerung [121] und Steigerung der 
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Kolonmotilität durch CRF1-Rezeptoren [123] wesentlich bei. Die zentrale Injektion 

von CRF oder CRF-ähnlichen Peptiden führt zu einer Hemmung der festen und 

flüssigen Magenentleerung und Magenmotilität in vielen Spezies. Da dieser Effekt 

durch die Gabe von spezifischen CRF2-Rezeptor-, nicht jedoch CRF1-Rezeptor-

Antagonisten aufgehoben werden kann, muss die stressinduzierte Hemmung der 

Magenmotilität durch den CRF2-Rezeptor mediiert sein [15, 40, 121, 122, 125, 203]. 

Auf zentraler Ebene wird dieser Effekt durch den dorsalen Motornukleus des Nervus 

Vagus sowie den hypothalamischen paraventrikulären Nukleus (PVN) vermittelt [78, 

106, 135], Hirnregionen, in denen sich CRF und CRF2-Rezeptoren nachweisen 

lassen [21, 220]. Ein intaktes autonomes Nervensystem ist Voraussetzung für die 

stressbedingte CRF-vermittelte Änderung der Magenfunktion, da diese sowohl 

Nervus Vagus- als auch Sympathikus-, jedoch unabhängig von der Aktivierung der 

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse vermittelt ist [43]. 

Interessanterweise scheint der CRF-Signaltransduktionsweg unter physiologischen 

basalen oder postprandialen Bedingungen keine wesentliche regulatorische Rolle bei 

der Magenfunktion zu spielen [174, 206]. 

Die zentralen CRF-vermittelten Effekte auf die Dünndarmmotilität sind bislang 

unzureichend untersucht, und die Datenlage ist kontrovers. So ist bekannt, dass die 

Dünndarmmotilität, durch psychologische Stressoren oder zentrale CRF-Injektion, 

unabhängig von der HHN-Achse bei Ratten und Hunden gehemmt wird [101, 102, 

226], jedoch in geringerer Ausprägung im Vergleich zu den Effekten auf die 

Magenmotilität [30, 71, 86, 87, 102, 227]. Dies ist vermutlich auf den von oral nach 

anal abnehmenden Einfluss des Nervus Vagus zurückzuführen. Welcher der CRF-

Rezeptoren auf zentraler Ebene involviert ist, bleibt bisher unbekannt. 

Zahlreiche Stressoren (u.a. Angst, Trier Social Stress Test, Exposition gegenüber 

eiskaltem Wasser) steigern die Kolonmotilität bei freiwilligen Probanden [206]. Auch 

bei Versuchstieren konnte man die propulsive motorische Kolonfunktion und fäkale 

Pelletexkretion (FPE) durch zentrale Injektion von Ucn1 und CRF sowie durch laute 

Geräusche, Restraint Stress und ‚Water Avoidance Stress‘, Kälteexposition oder 

zentrale Interleukin-1-Injektion steigern [26, 72, 82, 125, 137, 206, 225]. Dieser Effekt 

ist, ähnlich wie die Magenmotilität, nur unter Stress, jedoch nicht unter basalen oder 

postprandialen Bedingungen CRF1-Rezeptor-vermittelt [124, 207]. Dies ist in vielen 

Studien belegt worden. So hemmt die zentrale oder periphere Gabe selektiver CRF1-

Rezeptor-Antagonisten die durch verschiedene Stressoren induzierte 
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Beschleunigung der Kolontransitzeit bei Nagetieren [120, 125, 133]. CRF1-Knockout-

Mäuse zeigen eine wesentlich geringere Defäkationsrate im ‚Open-Field-Test‘ als die 

Kontrollmäuse [13]. 

Die zentral CRF1-vermittelte Stimulation der Kolonfunktion ist unabhängig von der 

HHN-Achse [72, 101] und wird parasympathisch über vagale zöliakale 

Nervengeflechte, die das proximale Kolon, sowie sakrale parasympathische 

Nervenfasern, die das distale Kolon und Rektum innervieren, vermittelt [131, 135, 

136]. Auf zentraler Ebene wird die stressinduzierte CRF-mediierte Steigerung der 

Kolonfunktion über den PVN und Lokus coeruleus/Barrington‘schen Nukleus 

vermittelt, Hirnregionen, die untereinander, jedoch auch direkte transsynaptische 

Kontakte zum Kolon und die das Kolon descendens innervierenden Teile des 

Rückenmarks haben [154, 215, 216]. 

Die periphere Injektion (intravenös, iv oder intraperitoneal, ip) von CRF und Ucn1 bei 

Versuchstieren und Probanden hemmt die Magenentleerung, verzögert die 

Dünndarm- und steigert die Kolonmotilität und Defäkationsrate mit ähnlicher Potenz 

wie die zentrale Injektion [58, 120, 126, 128]. Auch auf der peripheren Ebene sind die 

hemmenden Effekte auf den Magen CRF2-vermittelt, während die stimulierenden 

Effekte auf das Kolon CRF1-vermittelt sind. Das passt zum Expressionsmuster des 

CRF2-Rezeptors, welcher vorwiegend im oberen Gastrointestinaltrakt im Ösophagus 

und an gastralen myenterischen Neuronen auf der Gen- und Proteinebene lokalisiert 

werden konnte [152, 229]. 

Die Gabe von CRF und Ucn1 kann typische Symptome herbeiführen, wie man sie bei 

Patienten mit einem Reizdarmsyndrom mit Diarrhöprädominanz sieht. Dazu gehören 

eine erhöhte Angstbereitschaft, viszerale Hypersensitivität, vermehrte 

Schleimproduktion im Kolon, Diarrhö sowie eine durch Mastzellaktivierung 

hervorgerufene Erhöhung der Kolonepithelzellpermeabilität, was die bakterielle 

Translokation begünstigt [57, 97, 124, 195, 208]. 

Auch eine chronische Stressexposition führt zu Veränderungen am 

Gastrointestinaltrakt. Einerseits kann chronischer Stress die Nahrungsaufnahme und 

Gewichtszunahme vermindern [149], andererseits sind jedoch auch eine gesteigerte 

Kalorienaufnahme und Entwicklung von Adipositas beschrieben [44, 117, 150]. 

Chronischer, wiederholter Tail Pinch steigerte oder verringerte die 

Nahrungsaufnahme bei Ratten [103, 162]. Bei einem chronischen Stressmodell, der 
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genetischen CRF-ÜE Maus zeigte sich eine geringere Nahrungsaufnahme unter 

Fasten-, jedoch beschleunigte Magenentleerung unter basalen Bedingungen [187]. 

 

 

1.4 Optimierung der experimentellen Rahmenbedingung en 

 

Hohe experimentelle Präzision ist eine Grundvoraussetzung für gute 

wissenschaftliche Praxis. Bei verhaltensbiologischen Experimenten müssen 

Stresseffekte vermieden werden. Es ist wichtig, die Euthanasie von Versuchstieren 

kurz und schmerzlos durchzuführen, da Veränderungen in der Genexpression auf 

mRNS-Ebene bereits nach kurzer Zeit nachweisbar sind. Neuronale Aktivität kann 

man Minuten nach Stressexposition mittels Messung von „extracellular signal-

regulated kinases“ (ERK) nachweisen, während die Induktion des neuronalen 

Aktivitätsmarkers Fos erst 30-60 min nach einer Stressexposition beginnt und ihren 

Höhepunkt zwischen 60-120 min erreicht [9, 36, 80, 134, 175]. Das Protein ist dann 

mit immunhistochemischen Methoden nachweisbar und markiert stressresponsive 

Regionen.  

In verhaltensbiologischen Experimenten, welche z.B. die Messung der 

Nahrungsaufnahme beinhalten, sollten die Tiere zunächst an den Untersucher 

gewöhnt werden und auch Injektionen vorher simuliert werden. Auch sollte die 

Interaktion des Untersuchers mit dem Tier während des Experiments minimiert 

werden. Die Intervalle bei der Messung der Nahrungsaufnahme sollten gut gewählt 

werden, um Effekte nicht zu verpassen. Ratten sind nachtaktiv und verzehren den 

Großteil ihrer Nahrung in der Dunkelperiode. Will man die physiologische 

Nahrungsaufnahme messen, benötigt man eine Lichtquelle, die die Nager ablenken 

kann. Um diese Problematik zu umgehen, haben wir ein automatisches 

Nahrungsaufnahmemesssystem bei Mäusen und Ratten etabliert, das diese 

Interferenzen ausschließt [62, 190, 196, 222]. 

Bei der Messung von Peptidhormonen in Gewebe und Zirkulation müssen 

biologische Prozesse, wie enzymatische Degradierung, Denaturierung und Bindung 

an andere Proteine beachtet werden. In Kenntnis dieser zahlreichen 

Interferenzfaktoren haben wir kürzlich die RAPID-Methode entwickelt [193]. RAPID 

ist ein Akronym für reduzierte Temperaturen, Azidifikation, Proteaseinhibition, 

exogene Kontrollisotope und Dilution. Bei der Verarbeitung von Blut wurde dieses 



13 

permanent bei 4 °C gehalten und 1:10 in Säurepuffer  mit 

Proteaseninhibitorencocktail verdünnt. Mithilfe radioaktiv markierter Kontrollpeptide 

wurde vor den in vivo Experimenten die Ausbeute in vitro kontrolliert. In unserer 

Studie verglichen wir die Ausbeute wichtiger gastrointestinaler Hormone aus dem 

Blut, wenn es entweder unter Standardbedingungen oder mit der RAPID-Methode 

verarbeitet wurde [193]. Nach Standardbedingungen, wie sie größtenteils in Laboren 

durchgeführt werden, kam es zu einem relevanten Verlust von Cholecystokinin-58 

(CCK-58) und Calcitionin-gene-related Peptid (80%), Amylin, Insulin, Peptid YY und 

Somatostatin (>35%) im Blut. Mit der RAPID-Methode konnte die Ausbeute bei 11/12 

radioaktiv markierten gastrointestinalen Peptiden signifikant verbessert werden [193]. 

Hochleistungsflüssigkeitchromatographie (HPLC) konnte zeigen, dass sich bei der 

Standardmethode aufgrund von Degradationsprozessen veränderte molekulare 

Formen von CCK-58, Gastrin-Releasing Peptid, Somatostatin und Ghrelin fanden 

[193]. Durch Benutzung der RAPID-Methode bei der Blutverarbeitung veränderte sich 

die Ratio von Acyl- zu Total-Ghrelin im Blut von in der Literatur vorbeschriebenen 

1:19 zu 1:5 aufgrund der höheren Ausbeute von Acyl-Ghrelin, einem 

proteaseanfälligen nahrungsregulatorischen Hormon [193]. Die RAPID-Methode 

sollte deshalb stets bei der Blutverarbeitung zur Messung von Peptiden angewendet 

werden, da sie die Ausbeute der Peptide signifikant erhöht.  

Biologisch wirksame Dosen von Peptiden befinden sich oft im Mikrogrammbereich. 

Wechselwirkungen der Peptide mit Oberflächen können zu einem Verlust derselben 

führen. Deshalb werden Trägersubstanzen und Lösungsmittel bei der Zubereitung 

von Injektionslösungen für verhaltensbiologische Experimente eingesetzt. Wie hoch 

der Verlust von biologisch wirksamen Substanzen an Oberflächen ist, war bisher 

noch nicht bekannt. 
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2. EIGENE ARBEITEN 

 

Akkurates und sauberes Arbeiten ist der Grundstein einer jeden wissenschaftlichen 

Untersuchung. In der Forschung mit Proteinen und Peptiden wird oft mit nano- und 

mikromolaren Mengen gearbeitet. Kleinste Verunreinigungen oder Verluste des 

biologisch aktiven Moleküls können eine große Varianz der experimentellen Effekte 

nach sich ziehen. 

 

2.1 Die Bedeutung der optimalen Plastik- und Glasob erflächen in 

der Peptidforschung 

Goebel-Stengel M , Stengel A, Taché Y, Reeve J.R. Jr. The importance of 

using the optimal plastic and glassware in studies involving peptides. 

Analytical Biochemistry 414; 38-46, 2011. 

 

Aufgrund ihrer Amphiphilie neigen Peptide und Proteine dazu, an zahlreiche 

Oberflächen zu binden [118]. Bei der Quantifizierung von Peptiden aus biologischen 

Flüssigkeiten und Geweben kann diese Eigenschaft zu Falschmessungen und 

Verlust führen. Um dies zu vermeiden, kann man das Binden von Peptiden an 

Oberflächen unter Hinzunahme von z.B. Tween-20, hohen Salzkonzentrationen [55, 

111, 180], oder Beschichtung von Teströhrchen mit Polyethylenglykol [93] oder 

silikonisierenden Substanzen herabsetzen [200]. Während des experimentellen 

Prozesses werden jedoch auch zahlreiche unterschiedliche Teströhrchen aus 

verschiedenen Materialien verwendet. Auch hier muss eine Bindung des Peptids an 

die Oberfläche vermieden werden. Um die hohe Variabilität der Peptidausbeute von 

unterschiedlichen, jedoch häufig benutzten Oberflächen zu demonstrieren, 

untersuchten wir mithilfe von 125I-markierten endokrinen Peptiden die Ausbeute unter 

verschiedenen experimentellen Bedingungen. Die 125I-markierten Peptide Ghrelin, 

sulfatiertes CCK8, CRF, Glucagon-like Peptid-1 (GLP-1), Insulin, Leptin, Nesfatin-1 

und Peptid YY mit unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften in Ladung, 

Größe, Endgruppen oder anderen Modifikationen wurden für 48 Stunden in Glas- 

oder Plastikröhrchen mit oder ohne Silikonbeschichtung inkubiert. Die für die 

Peptidausbeute günstigsten Oberflächen wurden ausgewählt und die 125I-markierten 

Peptide erneut inkubiert, diesmal unter Hinzunahme von bovinem Serumalbumin 
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(BSA 1%) mit oder ohne nachfolgender Lyophilisierung. Die radioaktive Ausbeute 

wurde mittels Gammazähler ermittelt. Wir konnten zeigen, dass es zahlreiche 

Unterschiede in den Bindungskapazitäten der 125I-markierten Peptide an die 

Testoberflächen gibt. Eine Silikonbeschichtung verringerte die Ausbeute der Peptide, 

während die Hinzunahme von BSA diese erhöhte. Die Lyophilisierung von gelösten 
125I-markierten Peptiden und BSA in wenig affinen Teströhrchen erbrachte mehr als 

89% Ausbeute für alle getesteten Peptide. Dies zeigt, wie wichtig bereits die Auswahl 

des experimentellen Gefäßes zur Vermeidung starker Wechselwirkungen der Peptide 

mit den Oberflächen sowie den dadurch bedingten Peptidverlusten und 

Falschmessungen ist. 
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http://dx.doi.org/10.1016/j.ab.2011.02.009 
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Die Kombination des richtigen experimentellen Containers mit der RAPID-Methode 

ermöglicht die Ausweitung der Messung auf Peptide und Hormone, die zuvor 

schwierig zu detektieren waren, wie z.B. das Stresshormon CRF. Unter Annahme, 

dass Stress den CRF-Gehalt erhöhen sollte, injizierten wir den immunologischen 

Stressor Lipopolysaccharid. 

 

2.2 Lipopolysaccharid steigert die Plasmaspiegel vo n 

Corticotropin-Releasing-Hormon bei Ratten 

Goebel M , Stengel A, Wang L, Reeve J.R. Jr., Taché Y. Lipopolysaccharide 

(LPS) increases plasma levels of corticotropin-releasing hormone (CRH) in 

rats. Neuroendocrinology 93; 165-73, 2011. 

 

Es war bereits bekannt, dass die intestinale CRF-mRNS-Expression sechs Stunden 

nach der ip Gabe von LPS steigt [233]. Ob durch die LPS-Injektion auch die CRF- 

und ACTH-Plasmaspiegel ansteigen, war bisher noch nicht bekannt. In dieser Studie 

erhielten die Ratten eine ip LPS-Injektion (100 µg/kg). Ihr Blut wurde hiernach auf 

CRF untersucht. Hierzu bedienten wir uns der kürzlich etablierten RAPID-Methode 

[193] und verglichen diese mit herkömmlichen Plasmaproteinextraktionsmethoden 

(EDTA-Blut mit oder ohne Methanolextraktion) [4, 52, 108, 146, 228, 231]. Die 

Hormonspiegel wurden mittels Radioimmunoassay (RIA) gemessen. Die RAPID-

Methode verbesserte die Ausbeute von radioaktiv markiertem CRF in vitro im 

Vergleich zur Plasmaproteinextraktion aus EDTA-Blut ohne und mit konsekutiver 

Methanolextraktion (90,8 versus 66,9 versus 47,5%;). Der basale CRF-

Plasmaspiegel nach RAPID-Plasmaproteingewinnung lag bei 28.9 ± 2.8 pg/ml, 

während dieser nach den anderen beiden Blutverarbeitungsmethoden unterhalb der 

RIA-Detektionsgrenze lag (< 10 pg/ml). Drei und vier Stunden nach LPS-Injektion 

veränderten sich die CRF-Plasmaspiegel nicht, jedoch stiegen diese nach sechs 

Stunden um das 2,9-fache an, während der CRF-Gehalt im proximalen Kolon leicht 

sank (–27,6%). Die ACTH-Plasmaspiegel stiegen im Vergleich zu Kontrollratten 

(135,3 versus 101,4 pg/ml) 30 min nach dem initialen CRF-Anstieg, während drei und 

sechs Stunden nach LPS-Gabe keine Veränderung zu verzeichnen war. 

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass die ip LPS-Gabe einen verzögerten 

Plasma-CRF-Anstieg induziert, der nach 30 min zu einer Plasma-ACTH-Erhöhung 
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führt. Dies lässt vermuten, dass der immunmodulatorische Stressor LPS peripheres 

CRF freisetzen kann, welches zur hypophysären Aktivierung unter diesen 

Stressbedingungen beiträgt. 
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http://dx.doi.org/10.1159/000322590 
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Obwohl Mäuse vielfach in tierexperimentellen verhaltensbiologischen Studien zur 

Erforschung von Stress verwendet werden, war bisher nur wenig über das 

Verteilungsmuster des wichtigsten Stresshormons CRF im Mausgehirn bekannt. 

 

2.3 Vergleichende Untersuchung des Verteilungsmuste rs CRF-

immunreaktiver Neurone im Maus- versus Rattengehirn  und 

selektive Fos-Aktivierung CRF-positiver Neurone nac h 

abdomineller Chirurgie 

Wang L*, Goebel-Stengel M *, Stengel A, Wu V, Ohning G, Taché Y. 

Comparison of CRF-immunoreactive neurons distribution in mouse and rat 

brains and selective induction of Fos in rat hypothalamic CRF neurons by 

abdominal surgery. Brain Research 1415; 34-46, 2011. 

 

Wir entwickelten einen neuen Ratten-/Maus-CRF polyklonalen Antikörper (CURE ab 

200101), mit dem wir die zentrale Verteilung der CRF-Immunreaktivität in den 

Gehirnen von colchicinvorbehandelten Mäusen und Ratten zunächst beschrieben, 

miteinander verglichen und deren Aktivierung nach einem physikalischen Stressor, 

der abdominellen Chirurgie, bei Ratten darstellten. 

CRF-immunreaktive Neurone konnten bei naiven Ratten im Kortex, Nukleus striae 

terminalis, zentraler Amygdala, hypothalamischen PVN, Nukleus Barrington und Area 

tegmentalis dorsolateralis visualisiert werden. Im Gegensatz dazu waren CRF-

immunreaktive Neurone bei der Maus nur nach Colchicinvorbehandlung detektierbar. 

Das Verteilungsmuster entsprach jedoch weitestgehend dem der Ratte mit wenigen 

Ausnahmen: Bei der Maus waren die CRF-Signale insgesamt schwächer und 

weniger ausgeprägt, ausgenommen das laterale Septum und der externe 

Subnukleus des Nukleus parabrachialis lateralis, Areale, die mehr CRF-

immunreaktive Signale aufwiesen und im dorsalen Vaguskern, welcher nur bei der 

Maus CRF-Immunreaktivität zeigte. 

Der Stressor abdominelle Chirurgie induzierte den neuronalen Aktivitätsmarker Fos 

um das 7,7-fache und in 30% der CRF-immunreaktiven Neurone im PVN im 

Vergleich zu Kontrollratten (nur Anästhesie). Der CRF-Gehalt im PVN von 

gestressten Tieren war um 25% geringer als bei Kontrolltieren, was auf eine 
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Freisetzung von hypothalamischem CRF schließen lässt. In anderen aktivierten 

Hirnarealen war keine Koexpression von Fos und CRF nachweisbar. 

Diese Daten zeigen, dass die Verteilung der CRF-Immunreaktivität bei Mäusen und 

Ratten bis auf wenige Ausnahmen, die möglicherweise auch leichte Unterschiede bei 

der Stressantwort dieser beiden Spezies erklären können, ähnlich ist. Die 

abdominelle Chirurgie aktiviert selektiv CRF-immunreaktive Neurone im 

paraventrikulären Nukleus der Ratte, was eine Rekrutierung und Freisetzung von 

hypothalamischem CRF in der Vermittlung dieses physikalischen Stressors nahelegt. 
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http://dx.doi.org/10.1016/j.brainres.2011.07.024 
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Im Gegensatz zu den bereits beschriebenen Modellen ist akuter Tail Pinch ein 

Stressmodell, welches die Nahrungsaufnahme bei Versuchstieren induziert [7, 167]. 

Obwohl NPY-Y1-Rezeptoren und Somatostatin-2-Rezeptoren [191] an der Mediation 

einer gesteigerten Nahrungsaufnahme beteiligt sind, wurde ein möglicher 

Zusammenhang zu der durch Tail Pinch vermittelten orexigenen Antwort noch nicht 

untersucht. 

 

2.4 Die orexigenen Effekte von Tail Pinch: Die Roll e von 

Neuropeptid Y- 1- und Corticotropin-Releasing-Hormon-

Rezeptoren 

Goebel-Stengel M , Stengel A, Wang L, Taché Y. Orexigenic response to tail 

pinch: role of brain NPY1 and corticotropin releasing factor receptors. 

American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative 

Physiology Feb;306(3):R164-74, 2014. 

 

Bei dem Stressmodell Tail Pinch erhält die Ratte einen unangenehmen, jedoch nicht 

schmerzhaften zeitlich begrenzten Druck auf die Schwanzspitze. Dies stimuliert die 

kurzfristige Nahrungsaufnahme [7]. In dieser Studie haben wir die neuronale 

Mediation dieses Verhaltens charakterisiert und den Einfluss eines chronischen Tail 

Pinch-Modells. Ratten erhielten einen akuten (fünf Minuten) oder wiederholten (fünf 

Minuten pro Tag über 14 Tage) Tail Pinch. Der akute Tail Pinch steigerte die 

Nahrungsaufnahme während der ersten fünf Minuten nach Stimulation im Vergleich 

zu Kontrolltieren (kein Tail Pinch) (0,92 versus 0,03 g). Nach vorheriger izv Injektion 

eines NPY1-Rezeptor-Antagonisten wurde dieser Effekt um 76% reduziert, während 

die izv Gabe eines CRF-Rezeptor-Antagonisten diesen Effekt um 48% steigerte. Die 

Gabe eines Somatostatin-2-Rezeptor-Antagonisten modulierte den Effekt nicht. Eine 

fünfminütige Tail Pinch-Behandlung führte zu einem Anstieg des Blutzuckers um 

21%, während Plasma-Acyl-Ghrelin (+41%) und ACTH (+37%) nicht signifikant 

erhöht waren. Zwei Tail Pinch-Behandlungen im Intervall von 45 min aktivierten 

katecholaminerge Neurone in der Pons und im Hirnstamm sowie hypothalamische 

CRF-Neurone im PVN. Eine 14-tägige tägliche Tail Pinch-Applikation änderte die 
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fünfminütige Nahrungsaufnahme direkt nach dem Stimulus während der Tage 2-11 

nicht, jedoch danach um -50%. Gleichzeitig ermittelten wir die fäkale Pelletexkretion 

(FPE) als einen Marker für chronischen Stress. Die FPE war während der letzten fünf 

Tage verglichen mit den ersten fünf Tagen um 58% gesteigert. Am 14. Tag war die 

Körpergewichtszunahme um 22% reduziert. Diese Daten zeigen, dass der orexigene 

Effekt, der durch Tail Pinch ausgelöst wird, den zentralen NPY1-Rezeptor 

Signaltransduktionsweg aktiviert, während der CRF-Signaltransduktionsweg die 

akute Reaktion eher dämpft, jedoch eine Rolle bei der chronischen Tail Pinch-

Antwort spielt und somit zu einer erhöhten Defäkationsrate und verminderten 

Körpergewichtszunahme führt. 
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Ein akuter Stressor (LPS) führt zur Erhöhung von zirkulierendem CRF. In 

Tierexperimenten führten chronische Stressmodelle oder die Gabe von Kortikosteron 

zu einer Atrophie hippocampaler Dendriten [28, 59, 182]. Ein verkleinerter 

Hippocampus zeigte sich auch bei Patienten mit Morbus Cushing oder 

posttraumatischer Belastungsstörung [28, 129, 176, 183]. 

Welche Auswirkungen eine dauerhafte Erhöhung von CRF im Tiermodell auf die 

Körperfunktionen und Hirnmorphologie hat, soll in der folgenden Arbeit dargestellt 

werden. 

 

2.5 CRF-überexprimierende Mäuse zeigen eine Hirnatr ophie und 

Motordysfunktion 

Goebel M , Fleming SM, Million M, Stengel A, Taché Y, Wang L. Mice 

overexpressing corticotropin-releasing factor show brain atrophy and motor 

dysfunctions. Neuroscience Letters 473; 11-15, 2010. 

 

Zunächst konnten wir beobachten, dass CRF-ÜE Mäuse makroskopisch kleinere 

Gehirne als Wildtyptiere haben. Auf das Gewicht bezogen, zeigte sich, dass adulte 

männliche und weibliche CRF-ÜE Mäuse signifikant leichtere Groß- und Kleinhirne 

im Vergleich zu Wildtyptieren aufwiesen (347,7 versus 460,1 mg und 36,3 versus 

50,0 mg). Der epididymale beziehungsweise parametriale Fettgehalt war bei CRF-ÜE 

Mäusen deutlich höher. Das Gehirngewicht korrelierte invers mit dem 

epididymalen/parametrialen Fettgehalt, jedoch nicht mit dem Körpergewicht. Auf der 

mikroskopischen Ebene zeigte sich in Nissl-gefärbten Hirnschnitten weiblicher 

Mäuse, dass der anteriore cinguläre und der sensorimotorische Kortex der CRF-ÜE 

Mäuse deutlich schwächer ausgeprägt und die Volumina von Hippocampus, PVN 

und Amygdala im Vergleich zu den Wildtypmäusen deutlich kleiner waren, während 

der Lokus coeruleus leicht vergrößert war. Die motorischen Fertigkeiten wurden 

mittels Beam crossing und Schrittanalyse untersucht. Hierbei zeigte sich, dass CRF-

ÜE Mäuse deutlich mehr Zeit und auch Schritte brauchten (bei vermindertem 

Schrittabstand), um einen Balken zu überqueren und dabei auch mehr Fehler 

machten als ihre Wildtypartgenossen.  

Diese Daten belegen, dass CRF-ÜE Mäuse kleinere Gehirne als Wildtypmäuse 

haben und dies mit Veränderungen der motorischen Koordination sowie erhöhter 
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viszeraler Fettmasse einhergeht. Mit dem transgenen CRF-ÜE-Mausmodell lassen 

sich die Auswirkungen chronischer Stressbedingungen mit erhöhten zentralen CRF- 

und peripheren Glukokortikoidspiegeln auf das Verhalten sowie die Organgröße und 

-funktion untersuchen. 
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3. DISKUSSION 
 

Das Interesse an den Auswirkungen von Stress auf die Gesundheit und dessen Rolle 

in der Entstehung von Krankheiten ist in den letzten Jahren gestiegen. Zuviel Stress 

wird für die Zunahme emotionaler Belastungssituationen (posttraumatische 

Belastungsreaktion), bei Problemen mit Bezug auf Schwierigkeiten bei der 

Lebensbewältigung (Burnout und Zustand der totalen Erschöpfung), von hypo- sowie 

hyperrektischen Essstörungen sowie für die Exazerbation des Reizdarmsyndroms 

verantwortlich gemacht. Um diese Zusammenhänge zu erfassen, ist ein tieferes 

Verständnis der Physiologie der Stressreaktion notwendig. Hierzu wurden 

verschiedene tierexperimentelle Stressmodelle entwickelt. Mithilfe dieser kann die 

Stressreaktion auf neuronaler Ebene erforscht werden. 

Wenn Experimente in verschiedenen Laboren durchgeführt werden, kommt es oft zu 

diskrepanten Ergebnissen. Eine Vereinheitlichung der experimentellen Methoden 

und Minimierung von Störfaktoren erscheint deshalb von großer Bedeutung. Allein 

die Benutzung der RAPID-Methode veränderte die Ratio von Acyl:Total-Ghrelin im 

Plasma signifikant [193]. Dies hat Auswirkungen auf die Beurteilung funktioneller 

Studien. Selbst die Wahl des Probencontainers kann den Ausgang des Experiments 

verändern. Jedes Peptid hat einzigartige Eigenschaften, die zu unterschiedlichen 

Bindungen an Oberflächen führen. Der Peptidverlust an Oberflächen könnte 

diskrepante Ergebnisse bei der Messung und beim Resultat funktioneller Studien in 

verschiedenen Laboren erklären. In unserer Studie benutzten wir iodinierte Peptide 

als Modell für die natürlich vorkommenden Peptide. Iodinierte Peptide könnten in 

ihren biochemischen Eigenschaften von den natürlichen abweichen und somit die 

Ergebnisse verfälschen. Die Ausbeute verschiedener iodinierter Peptide variierte 

jedoch stark, so dass allein die Iodinierung nicht als Erklärung ausreicht, sondern 

vielmehr die biochemischen Peptideigenschaften eine Rolle spielen [61]. Insgesamt 

waren sowohl Borosilikatglas als auch Polypropylen anderen Materialien überlegen, 

jedoch ist eine theoretische Vorhersage, ob ein Plastik- oder Glasröhrchen besser 

geeignet wäre, nicht möglich [61]. Auch bestätigte sich, dass die Addition von 

Albumin hilfreich ist, jedoch kann dieses bei massenspektrometrischen Analysen von 

Proteinen nicht eingesetzt werden. Bei der Testung von iodiniertem CRF stellte sich 

heraus, dass alle getesteten Röhrchen CRF zu 40-50% binden, was bedeutet, dass 
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bei jedem Experiment bereits die Hälfte des CRF aufgrund der 

Oberflächenadhäsionen verloren ist. Andererseits wurden zahlreiche CRF-Analoga 

entwickelt, welche höchstwahrscheinlich andere Eigenschaften als CRF selbst 

aufweisen [70]. Diese wurden in unserer Studie nicht getestet. Vor Beginn eines 

Experiments sollten die individuellen Bindungseigenschaften von Peptidhormonen 

jedoch untersucht werden. 

Diese Ergebnisse zugrunde legend, war es möglich, für die Messung des 

Stresshormons CRF im Blut und Gewebe von Ratten optimale 

Untersuchungsbedingungen zu schaffen. Es ist bekannt, dass CRF labil und 

aufgrund seiner starken Bindung zum CRF-Binding-Protein schwer messbar ist [18, 

224]. Aus diesem Grund benutzten wir den immunologischen Stressor 

Lipopolysaccharid, um den CRF-Gehalt im Blut von Ratten zu erhöhen [67]. In durch 

Zentrifugation gewonnenem Blutplasma mit oder ohne Methanolextraktion waren die 

CRF-Plasmaspiegel unterhalb der Detektionsgrenze des RIA-Kits. Aus diesem Grund 

bestimmten wir zunächst die Ausbeute von iodiniertem CRF, welches Vollblut 

zugesetzt wurde, nach Blutverarbeitung mit der RAPID-Methode, normaler 

Plasmagewinnung durch alleinige Zentrifugation und Plasmagewinnung gefolgt von 

Methanolextraktion. Die RAPID-Methode erbrachte eine Ausbeute von 125I-CRF von 

91%, während diese nach normaler Plasmagewinnung bei 67% und nach 

zusätzlicher Methanolextraktion bei 47% lag. Andere Studien zeigten jedoch, dass 

die Ausbeute des synthetischen CRF-Peptids, welches Blutplasma zugesetzt wurde, 

das danach mit Methanol extrahiert wurde, 94-100% betrug (24]. Diese diskrepanten 

Ergebnisse können zum einen auf unterschiedliche Eigenschaften von 

synthetischem und iodiniertem CRF zurückzuführen sein. In unserer vorhergehenden 

Studie reichte jedoch die Iodinierung allein nicht aus, um die unterschiedlichen 

Ergebnisse zu erklären [61]. Andererseits ist es naheliegend, dass das Zufügen des 

Kontrollpeptids zu Vollblut im Gegensatz zu Plasma unterschiedliche Effekte hat. 

Auch ist nicht bekannt, wie stark die Bindungseigenschaften des CRF-Binding-

Proteins an nativem, synthetischen oder iodinierten CRF ausfallen. Dies ist von 

Relevanz, da anzunehmen ist, dass das CRF-Binding-Protein während der 

Zentrifugation zur Plasmagewinnung aus dem Überstand entfernt wird. Insgesamt 

lässt sich jedoch feststellen, dass es uns mit der RAPID-Methode möglich war, die 

basalen Plasmalevel von CRF bei Ratten, auch ohne LPS-Stimulation mit einem 
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kommerziellen RIA-Kit zu messen, welches zuvor nur für die Messung hoher CRF-

Werte aus hypothalamischen Extrakten oder Zellkulturen genutzt wurde [48, 84, 178]. 

Die LPS-Stimulation steigerte die CRF-Spiegel nach sechs Stunden um das 2,9-

fache im Vergleich zu einer intraperitonealen Vehikelinjektion [67]. Zu den früheren 

Messzeitpunkten von drei und vier Stunden zeigten sich keine signifikanten 

Veränderungen. Über den Ursprung der gesteigerten zirkulierenden CRF-Spiegel 

sechs Stunden nach LPS-Injektion kann nur spekuliert werden. Es gibt jedoch 

Hinweise dafür, dass eine Freisetzung aus Darm- oder Immunzellen 

wahrscheinlicher ist als aus dem Hypothalamus. Dafür spricht der zeitliche Verlauf 

der Plasma-CRF-Erhöhung nach LPS-Injektion im Vergleich zu der ACTH-Erhöhung 

als Ausdruck der HHN-Achsen-Aktivierung. Aus unserer und anderen Studien geht 

hervor, dass die Freisetzung von sowohl ACTH als auch Kortikosteron nach der 

Injektion einer ähnlichen LPS-Dosis wie wir sie benutzten, schon ein bis zwei 

Stunden nach LPS-Injektion zu verzeichnen war [67, 100, 210], also zu einem 

Zeitpunkt, zu welchem noch keine Erhöhung der Plasma-CRF-Spiegel vorlag. 

Jedoch wurden in unserer Studie die ACTH-Spiegel nicht zu solch einem frühen 

Zeitpunkt gemessen. Des Weiteren konnten wir in einer anderen Studie, welche die 

gleiche LPS-Dosis und Injektionsart benutzte, zeigen, dass es sechs Stunden nach 

LPS-Injektion nicht nur zu einer Erhöhung von Plasma-CRF kommt, sondern auch zu 

einer temporären 2,5-fachen Hochregulation von CRF mRNS im proximalen Kolon 

[233]. Auch war eine gesteigerte CRF-Immunreaktivität in myenterischen Neuronen 

nachweisbar [233]. Dies konnten wir auf Proteinebene nicht bestätigen. Der CRF-

Proteingehalt im proximalen und distalen Kolon unterschied sich nicht nach Vehikel- 

oder LPS-Injektion, obwohl ein Trend zur Reduktion von CRF im proximalen Kolon 

sichtbar war [67]. Auch für intestinale Immunzellen wurde gezeigt, dass Eosinophile, 

Makrophagen und T-Zellen CRF exprimieren und dieses unter Stressbedingungen 

freisetzen [235]. Auch wenn anzunehmen ist, dass sechs Stunden nach LPS-

Injektion CRF aus dem proximalen Kolon freigesetzt wird und zu einer Erhöhung der 

CRF-Plasmaspiegel führt, kann eine andere CRF-Quelle, z.B. aus extraintestinalen 

Immunzellen, nicht ganz ausgeschlossen werden. Insbesondere in Thymus, Milz und 

zirkulierenden Immunzellen konnte CRF gemessen werden [1, 37, 94]. Somit ist es 

auch möglich, dass periphere Immunzellen nach LPS-Stimulation CRF in die 

Zirkulation freisetzen und eine weitere CRF-Quelle darstellen. Der späten 

zirkulierenden CRF-Erhöhung könnte auch zunächst eine LPS-Zytokin-induzierte 



74 

Erhöhung der CRF-Genexpression, vermittelt durch den Toll-like-Rezeptor-4 als 

Hauptmediator der Makrophagenantwort auf LPS, vorausgehen [3, 60]. Eine 

Interaktion von CRF und LPS wurde kürzlich bei Mausmakrophagen beschrieben. 

CRF erhöht über den CRF2-Rezeptor die LPS-induzierte Produktion 

proinflammatorischer Zytokine [212]. Somit ist es auch denkbar, dass die späte CRF-

Erhöhung im Plasma mit der Makrophagenaktivität nach Immunstimulation durch 

LPS in Verbindung steht. 

Dass die späte CRF-Plasmaerhöhung nach LPS-Injektion von physiologischer 

Relevanz ist, zeigt sich auch an der circa 30 Minuten später messbaren ACTH-

Erhöhung. Die zeitliche Verbindung von CRF- und ACTH-Erhöhung ist 

vorbeschrieben [157], und sowohl drei als auch sechs Stunden nach LPS-Injektion 

war keine ACTH-Erhöhung mehr messbar. Somit ist anzunehmen, dass das erhöhte 

zirkulierende CRF Einfluss auf die Hypophyse hat und zusätzlich zur frühen ACTH-

Antwort nach ca. einer Stunde wie sie nach LPS-Injektion bekannt ist [100, 156, 210], 

zu einer zweiten, späten ACTH-Erhöhung führt. Es kann jedoch nicht komplett 

ausgeschlossen werden, dass das ACTH extrahypophysären Ursprungs ist und z.B. 

aus Leukozyten freigesetzt wird [179]. 

Die ip Gabe von LPS erhöhte auch die Nucb2/Nesfatin-1-Konzentration im Blut [184], 

während Ghrelin vermindert war [16, 188]. Diese Daten belegen eine differenzielle 

Regulation von CRF und Nucb2/Nesfatin-1 im Gegensatz zu Ghrelin, wenn eine 

akute Entzündung mit dem Zellwandtoxin gramnegativer Bakterien, 

Lipopolysaccharid, simuliert wird. Dies ist vor dem Hintergrund interessant, dass alle 

drei Hormone auf den Gastrointestinaltrakt wirken und Ghrelin die 

Nahrungsaufnahme und die Magenmotilität steigert [89, 221], während CRF und 

Nucb2/Nesfatin-1 die Nahrungsaufnahme und Magenentleerung hemmen [189, 222]. 

Auch ein akuter zweimaliger Tail Pinch-Stress erhöht die Nahrungsaufnahme, jedoch 

scheint hier der orexigene Stimulator NPY ausschlaggebend zu sein, während die 

neuronale Aktivierung von CRF-immunreaktiven Neuronen im PVN die Reaktion eher 

dämpft. Es ist zu bemerken, dass CRF und NPY im PVN interagieren [75]. Dass 

CRF-Neurone nach Tail Pinch aktiviert werden, zeigt sich auch an der bereits nach 

fünf Minuten beginnenden Erhöhung der plasmatischen ACTH-Spiegel. Ob auch 

Nesfatin-1-immunreaktive Neurone aktiviert werden und sich die Plasmaspiegel nach 

Tail Pinch-Stress verändern, wurde bisher noch nicht untersucht. Die izv Koinjektion 

des CRF-Antagonisten Astressin-B erhöhte die Tail Pinch-induzierte 
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Nahrungsaufnahme sogar weiter [63], und die Koinjektion des CRF-Antagonisten 

helical CRF(9-41) und NPY verlängerte die Dauer der Nahrungsaufnahme nach fünf 

Minuten Tail Pinch [74]. Passend zur erhöhten Nahrungsaufnahme steigen die 

Ghrelinspiegel nach akutem Tail Pinch leicht an, während sie nach Kälte- und 

Restraint Stress signifikant erhöht sind [68, 143]. Im Gegensatz dazu sind die 

Ghrelinspiegel nach abdomineller Chirurgie reduziert [186]. Es zeigt sich also, dass 

unterschiedliche Stressoren entgegengesetzte Wirkungen auf die Ghrelinspiegel 

haben können. Ob diese Stressoren auch Nucb2/Nesfatin-1 und CRF verändern 

können oder dies nur ein Charakteristikum des immunologischen Stressors ist, muss 

weiter untersucht werden. Dass Nucb2/Nesfatin-1 und CRF interagieren, konnte in 

vielen Studien belegt werden und zeigt sich auch in deren Kolokalisation im 

Hypothalamus [64]. Des Weiteren ist es möglich, sowohl CRF- als auch Nesfatin-1-

immunreaktive Neurone im Rattengehirn durch Exposition der Tiere gegenüber 

verschiedenen Stressoren wie z. B. Restraint Stress [68, 90, 230, 232], abdominelle 

Chirurgie [192, 220] oder LPS-Injektion [27] zu aktivieren. 

In unserer vergleichenden Studie zur Expression von CRF-Immunreaktivität im 

Mäuse- und Rattengehirn zeigte sich ein weitestgehend ähnliches Verteilungsmuster, 

jedoch mit kleinen Abweichungen, so dass anzunehmen ist, dass dieses auch beim 

Menschen abweicht. So waren CRF-immunreaktive Neurone bei der Maus nur nach 

Colchicinvorbehandlung detektierbar. Auch waren die CRF-Signale insgesamt 

schwächer und bis auf wenige Ausnahmen weniger ausgeprägt. Das ubiquitäre 

Verteilungsmuster von CRF im Gehirn lässt darauf schließen, dass möglicherweise 

eine Kreuzreaktivität des Antikörpers mit anderen Peptiden der CRF-Familie vorliegt, 

obwohl der Antikörper im Dot Blot keine Immunreaktivität mit Peptiden der CRF-

Familie und im Radioimmunoassay lediglich eine Kreuzreaktivität mit Urotensin-I 

aufwies [220]. In unseren immunhistochemischen Studien zeigte sich jedoch eine 

Kreuzreaktivität mit Urotensin-I und teilweise mit Ratten-Urocortin 1 sowie Ratten- 

und Maus-Urocortin 2 [220]. Auch färbten sich Neurone im Edinger-Westphal 

Nukleus, einem Gehirnkern, in welchem bisher nur Urocortin 1 nachgewiesen wurde 

[10, 22, 91]. Auch ein anderer CRF-Antikörper führte zu Signalen im Edinger-

Westphal Nukleus [38, 42, 138], so dass auch dieser Antikörper eine Kreuzreaktivität 

mit Urocortin 1 haben muss. Diese Resultate belegen, dass Ergebnisse stets unter 

Zuhilfenahme einer zweiten Methode validiert werden sollten. Die Unterschiede in 

der neuronalen CRF-Expression können auch durch Speziesunterschiede begründet 
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sein oder die Zuhilfenahme von Colchicin, welches die immunhistochemische 

Detektierbarkeit von CRF in Perikarya verstärkt, indem es den axonalen Transport 

hemmt. Um Stresseffekte des Zellgifts auf die Tiere zu reduzieren, verwendeten wir 

eine geringere Dosis von 20 µg/Tier bei Ratten und Mäusen (in der Literatur sind 

Dosierungen zwischen 40-200 µg/Tier vorbeschrieben). Die Colchicinvorbehandlung 

intensivierte die CRF-Immunreaktivität in Rattenneuronen. Bei Mäusen war trotz 

Colchicinvorbehandlung die CRF-Immunreaktivität schwächer ausgeprägt als bei 

Ratten. Dies kann an einer geringeren CRF-Synthese oder einem schnelleren 

axonalen Transport bei Mäusen im Vergleich zu Ratten liegen. Über die 

Unterschiede zum humanen Gehirn kann noch keine Aussage gemacht werden, da 

die Datenlage nicht ausreicht. Auch eine Colchicinvorbehandlung beim Menschen ist 

nicht möglich. Eine komplette Extrapolation tierexperimenteller Daten auf den 

Menschen sollte vermieden werden. Was die zentrale Lokalisation des CRF1-

Rezeptors betrifft, gibt es bisher nur Studien an Nagetier- und Affengehirnen. Es 

wurden bereits CRF1-Rezeptor-Radioliganden zur Nutzung für die 

Positronenemissionstomographie identifiziert, jedoch waren diese bisher nicht 

selektiv genug, den CRF1-Rezeptor im Affengehirn darzustellen [112]. Es besteht 

somit noch Bedarf, die Expression des CRF-CRF-Rezeptor-Systems im Gehirn und 

auch in der Peripherie beim Menschen zu charakterisieren. 

Die izv Injektion von Nesfatin-1 führte zu einer Erhöhung von ACTH- und 

Kortikosteron-Plasmaspiegeln bei Ratten [90]. Auf funktioneller Ebene konnten wir 

zeigen, dass die nächtliche physiologische Nahrungsaufnahme von Ratten nach izv 

Nesfatin-1-Injektion CRF2-Rezeptor-vermittelt gehemmt wird [189]. Weitere 

Erkenntnisse werden folgen, sobald der Nucb2/Nesfatin-1 Rezeptor bekannt wird. 

Auch dies wäre mit der Entwicklung spezifischer Rezeptorliganden, ähnlich dem 

CRF1-Rezeptor, zu verwirklichen. Die Daten belegen jedoch bereits eine Interaktion 

von Nucb2/Nesfatin-1 und CRF bei der Regulation gastrointestinaler Funktionen 

vermittelt durch die Stress-Brain-Gut-Achse. 

Rezidivierender Tail Pinch kann auch als chronisches Stress-Tiermodell gelten. 

Wurde dieser über 14 Tage täglich zur gleichen Zeit über fünf Minuten ausgeübt, 

reduzierte sich die Nahrungsaufnahme ab Tag elf um 50% und die 

Körpergewichtszunahme um 22%, während die fäkale Pelletexkretion innerhalb der 

letzten fünf Tage anstieg [63], was in einer negativen Korrelation der fünfminütigen 

Nahrungsaufnahme und der FPE resultierte. Das CRF-System spielt insbesondere 
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bei gastrointestinalen Reaktionen auf akute Stressoren eine Rolle und ist hier an der 

erhöhten Defäkationsrate [204], Hemmung der Nahrungsaufnahme [92, 170, 178] 

und Körpergewichtszunahme [35, 178] beteiligt. Es scheint jedoch auch die 

chronischen Effekte zu vermitteln und ist vermutlich für die gesteigerte FPE sowie die 

verminderte Körpergewichtszunahme verantwortlich. Auch andere chronische 

Stressmodelle induzieren keine Adipositas. So führte über fünf Wochen 

durchgeführter täglicher, kurzer Restraint Stress zu einer Körpergewichtsabnahme 

bei Wistar Ratten [95]. Auch die Exposition mit einem sozialen Stressor reduzierte 

das Körpergewicht und veränderte die Körperzusammensetzung in den gestressten 

Ratten [211]. Auch Tail Pinch verhindert insbesondere die Zunahme von Körperfett, 

wie wir in Magnetresonanztomographie-Studien darlegten. Auch Mäuse, die in 

überfüllten Käfigen gehalten werden, sind chronisch gestresst und nehmen selbst bei 

Fütterung hochkalorischer Nahrung nicht an Gewicht zu [56]. Ein chronisches 

Stressmodell führt also im Tierversuch nicht zwingend zu der Entwicklung von 

Adipositas, wie man aus Beobachtungen beim Menschen schließen könnte. Im 

Gegensatz dazu zeigt die CRF-ÜE-Maus als chronisches Stressmodell mit 

konstanter Erhöhung von Kortikosteron (entspricht Kortisol beim Menschen) eine 

stammbetonte Adipositas. Bei einer chronischen Erhöhung von CRF bei Mäusen 

entwickelt sich nicht nur ein Morbus Cushing sondern auch eine Hirnatrophie, 

insbesondere im Hippocampus, Cingulum, Amygdala, PVN, sensorischen 

Motorkortex und Zerebellum [65]. Auch bei Patienten mit Morbus Cushing, 

posttraumatischer Belastungsreaktion oder Depression konnte eine Verkleinerung 

des limbischen Systems und des präfrontalen Kortex nachgewiesen werden [28, 29, 

148], so dass es möglich erscheint, dass ein erhöhtes Maß an Stress die CRF-

Signalkaskade aktiviert, was zu einer Hirnatrophie in ausgewählten 

stressresponsiven Arealen führt und die Patienten anfälliger für die Entwicklung von 

posttraumatischen Belastungsstörungen oder Depression macht. Ob 

Reizdarmpatienten eine Atrophie ähnlicher Hirnareale haben, ist noch nicht bekannt. 

Insgesamt wurde das Reizdarmsyndrom bisher erst nach gründlichem Ausschluss 

anderer organischer gastrointestinaler Erkrankungen und mithilfe der Rom-Kriterien 

diagnostiziert. Aktuell sind international die Rom-III-Kriterien gültig [51]. Hiernach liegt 

ein Reizdarmsyndrom vor, wenn während der letzten drei Monate wiederholte 

gastrointestinale Beschwerden jeglicher Art an mindestens drei Tagen pro Monat 

vorlagen und dazu mindestens zwei der folgenden Kriterien zusätzlich vorhanden 
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waren: Besserung der Beschwerden nach der Defäkation und Beginn der 

Beschwerden mit einer Änderung der Stuhlfrequenz oder –konsistenz. Die deutsche 

S3-Leitlinie zum Reizdarmsyndrom weicht jedoch dahingehend von der 

internationalen Klassifikation ab, dass ein RDS mit Stuhlunregelmäßigkeiten 

einhergehen kann, jedoch nicht muss, die Symptome von Arzt und Patient auf den 

Gastrointestinaltrakt bezogen werden, die Lebensqualität der Patienten deutlich 

eingeschränkt ist und bei der Frau eine gynäkologische Untersuchung sowie generell 

der Ausschluss organischer Erkrankungen vor Diagnosestellung gefordert wird [98]. 

Es gibt jedoch eindeutige experimentelle Hinweise darauf, dass das RDS keine reine 

Ausschlussdiagnose mehr darstellt. Auf mikroskopischer Ebene zeigt sich, dass 

RDS-Patienten eine geringgradige intestinale Entzündungsreaktion aufweisen [127]. 

In der Kolonmukosa ist eine vermehrte Expression der Toll-like-Rezeptoren-2 und -4 

nachweisbar [20]. Die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-8 und Interleukin-1β 

waren erhöht [39, 223], während die antiinflammatorischen Zytokine Interleukin-10 

und Tumorgrowth-Faktor-β in Kolon- und Rektumbiopsien von Reizdarmpatienten 

erniedrigt waren [39, 119]. Im Plasma konnten bisher keine konsistenten 

Zytokinveränderungen gemessen werden. Ob CRF in Biopsien oder im Plasma von 

RDS-Patienten verändert ist, wurde noch nicht ausreichend erforscht, auch die 

Speichelkortisolspiegel, welche mit dem Blutkortisol korrelieren und einen guten, 

non-invasiv zu ermittelnden Indikator der Aktivierung der HHN-Achse darstellen [88, 

209], wurden bei Reizdarmpatienten noch nicht gemessen. Es gibt jedoch bereits 

Hinweise, dass die CRF und Kortisolplasmaspiegel bei Patienten mit Depression 

erhöht sind [32]. Insofern wäre eine Messung von CRF im Blut, Speichel, 

Immunzellen und Kolonbiopsien bei RDS-Patienten unter basalen und 

Stressbedingungen interessant und würde Aufschluss über die Involvierung des 

CRF-CRF-Rezeptorsystems geben und somit zum Verständnis dieser Erkrankung 

beitragen. Hierfür haben wir mit unseren Experimenten im Tiermodell eine wichtige 

Vorarbeit geleistet. 

Auch auf genetischer Ebene gibt es Hinweise auf Veränderungen bei RDS-

Patienten. So zeigte sich eine Mutation der Serotoninrezeptor-3-Untereinheit bei 

Patienten mit Diarrhöprädominantem Reizdarmsyndrom [83]. Wie aus den oben 

genannten Studien hervorgeht, ist die Datenlage inkonsistent. Dies resultiert aus 

verschiedenen Gründen: Die Fallzahlen sind zu klein, und die Biopsien wurden aus 

verschiedenen gastrointestinalen Arealen gewonnen. Auch dürften die mRNS- und 
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Proteindegradation sowie die oftmals suboptimalen Blut- und Gewebeverarbeitungs- 

bzw. unterschiedlichen Messmethoden eine Rolle spielen. Um die bisher 

untersuchten Ergebnisse zu validieren, wäre eine länderübergreifende 

wissenschaftliche Initiative mit zentraler Biobank und Vereinheitlichung der 

experimentellen Protokolle und Auswertungen hilfreich. 

Der Großteil der RDS-Patienten weist eine viszerale Hypersensitivität auf, die sich 

mit manometrischen Methoden messen lässt [6, 116]. Dies ist bisher das einzige 

Merkmal, welches auch in der Klinik zur Diagnosestellung des RDS herangezogen 

werden könnte. Auf experimenteller Ebene zeigten funktionelle MRT-Studien, dass 

RDS-Patienten eine veränderte Aktivität im präfrontalen Kortex und limbischen 

System aufweisen [2] sowie männliche RDS-Patienten in diesen Hirnregionen stärker 

auf Stimuli reagierten als weibliche [96]. Wurde bei RDS-Patienten experimentell 

Angst und depressives Verhalten ausgelöst, modulierte dies die zerebelläre Aktivität 

[161]. Es gibt also bereits einige Hinweise darauf, dass Hirnregionen, welche bei 

einem chronischen Stress-Tiermodell atrophiert sind, bei Reizdarmpatienten ein 

verändertes Aktivitätsmuster nach unangenehmer, stressauslösender Stimulation 

aufweisen. Diese Ergebnisse belegen eindrucksvoll, dass Tiermodelle, die akuten 

und chronischen Stress simulieren, bei der Erforschung humaner Erkrankungen von 

Nutzen sein können. 
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4. ZUSAMMENFASSUNG 
 

Das CRF-CRF-Rezeptorsystem steht im Mittelpunkt der stressvermittelten 

gastrointestinalen Funktionen. Der Einfluss von Stress oder die exogene Zuführung 

von CRF können über eine Aktivierung des enterischen Nervensystems und von 

Mastzellen typische Symptome des Diarrhöprädominanten Reizdarmsyndroms 

herbeiführen, bestehend aus einer beschleunigten Kolontransitzeit mit Diarrhö, 

erhöhter intestinaler Permeabilität und viszeraler Hypersensitivität. Die Stresseffekte 

auf den Dickdarm sind CRF1-Rezeptor vermittelt, während der obere 

Verdauungstrakt durch den CRF2-Rezeptor kontrolliert wird. Die Grundlagen von 

Krankheiten und insbesondere diese Erkenntnisse konnten mithilfe 

tierexperimenteller Stressmodelle verstanden werden. Insbesondere bei der 

Erforschung des Reizdarmsyndroms, einer Erkrankung, bei welcher die 

Pathophysiologie unzureichend geklärt und nur eine symptomatische Behandlung 

möglich ist, spielen psychologische Stressparadigmen eine Rolle, jedoch lösen auch 

viszerale Stressoren Veränderungen an der Darmschleimhaut und in Versuchstieren 

aus, wie sie typisch für Reizdarmpatienten sind. Das Verständnis der 

Pathomechanismen des Reizdarmsyndroms ist Grundvoraussetzung für die 

Entwicklung neuer Therapiestrategien.  
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