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1. Einleitung

Die Entstehung von Appetit und das Ernahrungsverhalten von Lebewesen ist seit langem
ein spannendes, viel umforschtes Gebiet. Seit den Versuchen von Pavlov vor tber einem
Jahrhundert hat die Erforschung Uber die Kommunikation zwischen dem
Gastrointestinaltrakt und dem zentralen Nervensystem grof3e Fortschritte gemacht. Vor
allem in der heutigen Zeit, in der Ubergewichtigkeit und ihre Folgen fiir den gesamten
Organismus auf dem medizinischen und gesellschaftlichen Sektor eine immer wichtigere
Rolle spielen, ist es essentiell, die zugrunde liegenden physiologischen und patho-
physiologischen Regulationsmechanismen der Appetit- und Sattigungsmechanismen zu
verstehen.

Die Monica-Studie der WHO zeigte eine Zunahme der Adipositas in den letzten 10 Jahren
bei ¥ der mannlichen Bevodlkerung weltweit, bei der Halfte der Betroffenen waren die
Veranderungen signifikant (Evans et al. 2001).

War beispielsweise in England 1990 der Anteil der Adipositas (= BMI >30) in der
Bevdlkerung zwischen 35-64 Jahren bei 10-15% und des Ubergewichts (= BMI >25) bei
40-50%, geht die International Obesity Task Force davon aus, dass im Jahr 2020 38%
der Frauen und 34% der Manner unter Fettleibigkeit leiden werden (Prentice et al, 2004).
Die starke Korrelation der Adipositas mit Diabetes, kardiovaskularen Erkrankungen,
Gallenblasenleiden, Osteoarthritis, die Assoziation zu Malignomen, Schlafstérungen und
Storungen in der mentalen Entwicklung machen sie zu einer der grof3ten Gefahren fur die
Gesundheit in der westlichen Welt.

Es wurde gezeigt, dass ein BMI von 26,0 bei Mannern und 24,5 bei Frauen mit der

grof3tmaoglichen gesundheitsabhangigen Lebensqualitat (HRQoL= Health-related quality



of life) assoziiert ist (Soltoft et al, 2009). Fast alle Aspekte der HRQoL werden durch
einen erhohten BMI negativ beeinflusst.

Aufklarungskampagnen und Beratungsgesprache Uber den Wert einer gesunden
Lebensfuhrung mit Diaten und korperlicher Betatigung, sowie medikamentose Therapien
konnten den Anstieg der Fettleibigkeit nicht verhindern. Die meisten Verfahren fuhren nur
zu einem maximalen Gewichtsverlust von 10%. Die gastrointestinale Operation ist derzeit
die effektivste Therapie fur einen langzeitigen Gewichtsverlust. Sie kann zu einem
Gewichtsverlust von bis zu 50% fuhren. Dieser ausgepragte und lang anhaltende Effekt
unterstreicht die Rolle der gut-brain-Kommunikation tUber vagale Innervation und Uber
humorale Botenstoffe bei der Entstehung von Adipositas. Diese Therapieoption ist
aufgrund der mit einem solchen Eingriff assoziierten Morbiditat und mdglichen
Komplikationen nur auf ausgewahlte Patienten beschrankt.

In Industrie und Wissenschaft sucht man intensiv nach einem moglichen
pharmakologischen Ansatz zur Gewichtsreduktion. Um effektive Mal3Rnahmen gegen das
Ubergewicht zu entwickeln, ist es essentiell die Physiologie der normalen Appetitkontrolle
und die Pathophysiologie der Fettleibigkeit zu kennen.

Das Korpergewicht wird durch verschiedene komplexe Regulationsmechanismen stabil
gehalten. Angesichts der taglich wechselnden Menge und Zusammensetzung der
aufgenommenen Nahrung ist die Langzeit-Energiebilanz des Korpers bemerkenswert
konstant. Allerdings hat das gesamte System des Energiehaushaltes die Tendenz,
Energiereserven anzulegen um die Versorgung in Zeiten mit Nahrungsmangel sicher zu
stellen. Diese Tendenz erklart sich aus der Evolutionsgeschichte. In friGheren Zeiten war
es fur den Menschen besser, Energiereserven auf zu bauen, auch wenn diese aktuell
unnotig waren, als unter Nahrungsmangel zu leiden. Aus dieser angeborenen Tendenz
Energievorrate anzulegen erklart sich die zunehmende Fettleibigkeit in unserer Zeit, in
der die Bewegung weniger, die Ernahrung daflr umso kalorienhaltiger und Uppiger wird.
(Wilding 2002)

Hinweise auf ein komplexes Kommunikationsnetzwerk zwischen dem ZNS und dem
Gastrointestinaltrakt haufen sich seit der Entdeckung, dass viele intestinale Hormone, wie
Gastrin, Somatostatin, CCK, PP und PYY, von denen man angenommen hatte, dass sie
auf ihre Zielorgane im Verdauungstrakt uber den endokrinen Signalweg wirken, auch
einen neuralen Pfad fur ihre Informationsubertragung nitzen. 1999 wurde mit Ghrelin ein

neues Peptidhormon dieses Informationsnetzwerkes entdeckt. Es stellt einen endogenen



Liganden fur den Growth-Hormone-Secretagogue-Rezeptor dar. Es wird hauptsachlich im
Magen produziert und als Antwort auf chronische und akute Anderungen des
Ernahrungszustandes ausgeschuttet. Ghrelin stimuliert auch die Nahrungsaufnahme und
Ubertragt Signale an die hypothalamischen Regulationszentren der Energiehomoostase.

Es stellt fur viele Wissenschaftler das fehlende Bindeglied in der sog. Brain-gut-axis dar.

Viele Studien in der Vergangenheit beschaftigen sich hauptsachlich mit der
Nahrungsaufnahme zur Deckung des Energiebedarfs. Tiere und Menschen essen aber
aus einer Vielzahl von Grunden, zu denen neben dem Energiebedarf auch die Tageszeit,
soziale Situationen, Stress, Langeweile und der Genuss, bzw. der Belohnungseffekt und
die Zufriedenheit die ein gutes Essen auslosen, gehoren. In der heutigen Zeit sind es vor
allem diese, vom Energiebedarf unabhangigen Faktoren, die zur Adipositas fuhren. Die
endogenen Opioide gehdren zu den Neuroregulatoren, die genau diesen Aspekt des
Genusses bei der Nahrungsaufnahme beeinflussen. Ziel dieser Arbeit war es, die
Verknupfung zwischen Ghrelin und den endogenen Opioiden darzustellen und zu zeigen,

wie sie sich gegenseitig beeinflussen.



2. Material und Methoden

2.1 Ubersicht

Bei den Versuchen wurde eine Operationstechnik verwendet, die von Schusdziarra und
Mitarbeitern 1983 (Schusdziarra, Bender et al. 1983) etabliert wurde. Hierbei wurde der
isolierte Rattenmagen in vitro Uber einen Katheter im Truncus coeliacus perfundiert. Das
Perfusat wurde wahrend eines vorgeschriebenen Zeitraumes Uber eine Kanule in der
Pfortader aufgefangen und gesammelt. Die gewlnschten endokrinen Parameter konnten
dann in diesem Perfusat mittels Radioimmunassay bestimmt werden.

Um moglichst unverfalschte physiologische Bedingungen herzustellen, wurde der
intragastrale pH-Wert von 2 durch luminale Perfusion des Magens eingestellt und
konstant aufrechterhalten. Der Magen selbst befand sich wahrend des Versuches in

einem Organbad mit auf 37°C temperierten Krebs-Ringer-Puffer.

2.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Wistarratten (Charles River Wiga GmbH, Sulzfelden,
Deutschland) mit einem Gewicht von 200 — 400g verwendet. Die Tiere wurden im
Veterinarbereich des Instituts fur experimentelle Onkologie und Therapieforschung der
Technischen Universitat Muidnchen gemal® den Tierschutzbestimmungen unter
standardisierten Bedingungen gehalten. Bei einem kunstlichen Tag-/Nacht-Rhythmus,
einer Raumtemperatur von 20-23°C und einer Luftfeuchtigkeit von 60-70% erhielten sie

Alleinfuttermittel fur Ratten (Altromin GmbH, Lage), sowie Wasser ad libitum.
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Vor Versuchsbeginn wurden die Versuchstieren fir mindestens 12 Stunden nuchtern
gesetzt, hatten jedoch weiterhin freien Zugang zu Wasser. Die Zuordnung zu Versuchs-

und Kontrollgruppe erfolgte randomisiert.

2.3 Praparation

Die Ratten wurden nach einer Kurznarkose mit Kohlendioxid zunachst gewogen und dann
entsprechend ihres Gewichtes, durch eine intraperitoneale Injektion von Pentobarbital-
Natrium (Narcoren®, Rhone-Merieux GmbH, Laupheim) in einer Dosierung von 50 mg/kg
KG narkotisiert. Nach Eintreten einer adaquaten Narkosetiefe wurden sie in Ruckenlage

auf dem Operationstisch fixiert.

Die Operation begann mit der Er6ffnung des Abdomen mittels eines etwa 5 cm langen
Langsschnittes in der Mediane entlang der Linea alba. Um das Praparationsfeld zu
vergrossern wurde die seitliche Bauchwand jeweils ca. 1,5 cm tief eingeschnitten. Durch
vorherige doppelte Ligatur der Vasa epigastrica auf beiden Seiten wurde ein unnotiger

Blutverlust vermieden.

Dann erfolgte die Darstellung und anschliessende Mobilisierung des Magens. Hierzu
wurden samtliche Magenligamenta aufgesucht und durchtrennt. Milz und Omentum majus
wurden nach Ligatur der sie versorgenden Gefalle, unter Schonung der Vasa
gastroepoploica an der groRen Kurvatur, entfernt. Das Pankreas, das groftenteils im
Mesenterium des Duodenums liegt, wurde durch Ligatur der Gefalle vom Truncus
coeliacus abgesetzt. Nach doppelter Ligierung erfolgte die Durchtrennung des

Duodenums ca. zwei Zentimeter distal des Pylorus.

Als nachstes wurde die Aorta abdominalis vom Abgang des Truncus coeliacus bis zur
Arteria renalis sinistra dargestellt. Der Magen wurde nach rechts verlagert und das
Gefalbett vorsichtig freiprapariert. Die dorsalen Abgange der Aorta, die Arteria
mesenterica superior und, soweit als anatomische Variation vorhanden, die Arteria renalis
dexter, wurden nach doppelter Ligierung durchtrennt. Danach wurde die Aorta dreifach

angeschlungen: eine Schlinge proximal des Truncus coeliacus, zwei zwischen Truncus
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coeliacus und Arteria mesenterica superior. Die Schlingen wurden angebracht, jedoch
noch nicht zugezogen. Nach distal wurde die Aorta durch eine Ligatur unmittelbar
proximal des Abgangs der Arteria renalis sinistra komplett verschlossen. Nach Anlegen
einer Arterienklemme unmittelbar kranial des Truncus coeliacus, erfolgte die Einfuhrung
eines Katheters (Silastic-Katheter, Portex Inc., Hythe, England, & 0,75 mm) durch eine
Inzision zwischen Aorta und Arteria mesenterica superior. Der Katheter wurde bis zum
Truncus coeliacus vorgeschoben und mit den beiden unteren der zuvor geschlungenen
Faden doppelt fixiert. Danach wurde die Arterienklemme wieder gedffnet, um die
Durchblutung des Magens fur die verbleibende Praparationszeit zu ermdglichen. Die
Ischamiezeit des Magens wahrend der Aortenkanulierung betrug etwa eine Minute. Im
Fortgang der Praparation wurde der Katheter alle zwei Minuten mit etwa 0,2 ml
heparinisierter isotonischer Kochsalzlésung (25.000 I.E. Liquemin: auf 1000 ml 0,9%ige

Kochsalzlésung) angespult, um eine Thrombosierung zu vermeiden.

Der Magen wurde wieder nach links verlagert und die Mesenterien des Darmes
dargestellt. So konnte nach vorsichtiger Praparation eine Darmvene mit einem selbst
hergestellten Katheter, bestehend aus einer abgestumpften Injektionsnadel (Becton
Dickinson, Fraga, Spanien, Grofde 1), auf die ein ausgezogener Vinylschlauch (& ca.
1mm) gezogen wurde, kanulisiert werden. Der Katheter wurde bis zur Einmundung der
Vena gastro-omentalis dextra vorgeschoben und durch zwei Schlingen fixiert. Danach
konnte der gesamte Dunndarm, sowie der grofRte Teil des Colons am Mesenterium

abgetrennt und entfernt werden.

Nachdem der moglichst proximalen Durchtrennung des Oesophagus in seinem
subdiaphragmalen Anteil, wurde schlieRlich die verbleibende offene Schlinge um die
Aorta, proximal des Truncus coeliacus, zugezogen und die Durchblutung des Magens
endgultig unterbrochen. Nach der Ligatur der Vena portae im Ligamentum
hepatoduodenale wurde der Magen grindlich mit etwa 10 ml heparinisierter isotoner
Kochsalzlosung gespult, um Blutreste zu entfernen und einer Thrombosierung
entgegenzuwirken. SchlieBlich wurde der Magen unter Erhaltung der GefalRversorgung
aus dem Situs geschnitten. Am Praparat wurden je ein Katheter in den Oesophagus
(abgeschnittene Perfusor--Leitung, Typ N, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) und

durch das Duodenum in den Magen (Modifizierter Frauenkatheter, CH14, B.Braun
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Melsungen AG, Melsungen) eingefuhrt und fixiert, um den Magen auch luminal zu
perfundieren und somit den intragastralen pH-Wert konstant zu halten. Zur Entfernung
maoglicher Nahrungsreste wurde der Magen Uber den Oesophaguskatheter mit etwa 20 ml
isotoner Kochsalzlosung durchgespult. Das Praparat wurde in einem auf 37°C
angewarmten, mit Krebs-Ringer-Puffer geflullten Organbad aufgehangt und an das
Perfusionssystem angeschlossen. Schliellich mussten die Nervi vagi seitlich des
Oesophagus durch zwei bipolare Platinstimulationselektroden aufgegriffen und unter
leichtem Zug gespannt werden. Uber einen elektrischen Impulsgeber konnte so je nach
Versuchsprotokoll eine elektrische Stimulation der Nerven erfolgen. Bei einer
Gesamtdauer der Praparation von etwa 40-45 Minuten betrug die Ischamiezeit zwischen
Ligatur der Aorta abdominalis und der maschinellen Perfusion mit oxigeniertem Puffer

etwa vier Minuten.

2.4 Perfusion

Sowohl die vaskulare, als auch die luminale Perfusion des Magens erfolgte mittels einer
Rollerpumpe  (STA-Schlauchpumpe, Desaga GmbH, Heidelberg) mit einer
Geschwindigkeit von 1,5 ml/min. Die infundierten Flussigkeiten wurden wie das Organbad

konstant auf einer physiologischen Temperatur von 37°-38°C gehalten.

Fur die vaskulare Perfusion wurde ein modifizierter Krebs-Ringer-Puffer mit folgender
Zusammensetzung verwendet: 154 mM Natriumchlorid, 4,5 mM Kaliumchlorid, 2,5 mM
Calciumchlorid, 1,2 mM primares Kaliumhydrogenphosphat, 1,2 mM Magnesiumsulfat,
21,1 mM Natriumhydrogencarbonat, 5,5 mM Glucose, 2 g/l Humanalbumin, 40 g/l Dextran
T70. Gegebenenfalls wurden gemal® Versuchsprotokoll weitere Substanzen, wie
beispielsweise Peptide, hinzugefugt. Die zu infundierenden Losungen wurden mit 1 M
Salzsaure auf einen physiologischen pH-Wert von 7,35 titriert und mit Carbogen (95%
Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) gesattigt. Das Perfusat wurde aus dem Portalvenenkatheter
abgeleitet und durch einen Fraktionierer (2212 Helirac, LKB Bromma) in einminutigen
Intervallen gesammelt. Die so gewonnenen Proben wurden bis zur Auswertung mittels
Radioimmunoassay bei -18°C eingefroren. Die Herkunft der verwendeten Stoffe ist in

Tabelle 1 im Einzelnen aufgelistet.
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Um den intragastralen pH-Wert konstant zu halten wurde der Magen luminal mit isotoner

Natriumchloridlésung perfundiert, die je nach Versuchsaufbau mit 1 M Salzsaure auf

einen pH-Wert von 2,0 eingestellt wurde. Das luminale Perfusat wurde verworfen.

Substanz

Hersteller

Natriumchlorid 0,9%ige Losung
Kaliumchlorid
Calciumchlorid

Kaliumhydrogenphosphat,
primares

Liquemin 2500IE/5ml
Magnesiumsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Glucose 5%ige Losung
Humanalbumin 20%
Salzsaure 1M
Carbogen

Natronlauge
Endomorphin-1
B-Endorphin
Dynorphin

Nociceptin

Naloxon

Deltaselect GmbH, Pfuhlingen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche AG, Grenzach-Wyhlen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Deltaselect GmbH, Pfuhlingen

Pharmacia & Upjohn GmbH

Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen
Linde AG, Wiesbaden

Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Munchen
Bachem, Bubendorf

SIGMA, Steinheim

SIGMA, Steinheim

Bachem, Bubendorf

SIGMA, Steinheim

Tabelle 1: Herkunftsverzeichnis der verwendeten Substanzen.
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2.5 Versuchsprotokolle

Nach der Praparation ging den eigentlichen Messungen grundsatzlich eine
Aquilibrierungsphase von 15 Minuten voran, wahrend der das Perfusat nicht gesammelt
wurde. Danach wurden die Proben in einem einminitigen Intervall gesammelt und
eingefroren. Die Stimulation der Nervi vagi durch einen elektrischen Rechteckimpulsgeber
(Grass S88, Grass Instruments, USA) wurde monophasisch bei einer Spannung von
zehn Volt und einer Impulsdauer von einer Millisekunde durchgefuhrt. Der intragastrale

pH wurde auf 2,0 eingestellt.

2.5.1 Vagusstimulation

Fur die meisten im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchsprotokolle war es
notwendig, zuvor zu klaren, ob die elektrische Stimulation des Nervus vagus auch Uber
einen langeren Zeitraum von 40 Minuten eine konstant elevierte Sekretion hervorzurufen
vermag. Diese Versuche wurden bei einem intragastralen pH von 2,0 und
Stimulationsfrequenzen von 10 Hz durchgefuhrt. Der 40minatigen Stimulation gingen, wie
bei allen Versuchen, eine Aquilibrierungsphase von 15 Minuten und eine zehnminiitige
Vorlaufphase voraus. An die Stimulationsphase schloss sich eine ebenfalls zehnminutige

Nachlaufphase an.
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Vagusstimulation

Krebs-Ringer-Puffer

Aquillibration | Vorlauf Stl_mu- Stimulation mit Stl_mu- Nachlauf
lation Testsubstanz lation

Abbildung 1: Versuchsschema zur Austestung der Wirkung elektrischer

Vagusstimulation bei 10 Hz iiber einen Zeitraum von 40 Minuten. Wé&hrend des
gesamten Versuches wurde vaskuldr mit Krebs-Ringer-Puffer und luminal mit einer auf
pH 2 titrierten isotonen Natriumchloridlésung perfundiert. Dem Beginn der
Elektrostimulation ging eine stimulationsfreie Phase von 25 Minuten voran, von der das
Perfusat der letzten 10 Minuten als ,Vorlauf* gesammelt wurden. Ebenso wurden nach

dem Ausschalten fiir weitere 10 Minuten Proben gesammelt (,Nachlauf”).

2.5.2 Endogene Opioide

2.5.21 Versuche mit endogenen Opioiden

Ein weiteres Versuchsschema wurde zur Untersuchung inhibitorisch-regulativer Einflisse
von Endomorphin, B-Endomorphin, Dynorphin und Nociceptin auf die Ghrelinsekretion im
Magen angewandt. Da bei niedriger Ghrelinsekretionsrate unter unstimulierten
Bedingungen relevante inhibitorische Effekte verdeckt sein konnten, wurden die Hormone
unter einer elektrischen Vorstimulation mit 10 Hz appliziert. Dabei wurde, wie in Abbildung

2 dargestellt, das Hormon 20 Minuten innerhalb einer insgesamt 40 mindtigen
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Stimulationsphase infundiert, der eine Basalperiode von jeweils 10 Minuten voranging

und folgte.

Vagusstimulation 10Hz

Opioid
Krebs-Ringer-Puffer
15min______[10min_ [10min__|20min__________| 10min |10 min
Aequillibration | Vorlauf Stimu- Stimulation mit | Stimu- Nachlauf
lation Testsubstanz lation

Abbildung 2. Versuchsschema zur Austestung verschiedener gastrointestinaler
Hormone unter elektrischer Prastimulation des N. vagus bei 10 Hz. Wéhrend des
gesamten Versuches wurde vaskuldr mit Krebs-Ringer-Puffer und luminal mit einer auf
pH 2 titrierten isotonen Natriumchloridlésung perfundiert. Die zu untersuchende Substanz
wurde in der entsprechenden Konzentration in Krebs-Ringer-Puffer gelést und Uber 20
Minuten der insgesamt 40miniitigen Elektrostimulation perfundiert. Dem Beginn der
Elektrostimulation ging eine stimulationsfreie Phase von 25 Minuten voran, von der das
Perfusat der letzten 10 Minuten als ,Vorlauf* gesammelt wurden. Ebenso wurden nach
dem Ausschalten fiir weitere 10 Minuten Proben gesammelt (,Nachlauf®).

2.5.2.2 Versuche unter zusatzlicher Inhibition durch Naloxon

Analog zum Versuchsaufbau der unter 2.5.1. beschriebenen elektrischen
Vagusstimulation wurde versucht, den Einfluss einer Blockade der Opioid-Rezeptoren
durch Naloxon darzustellen. Der Versuchsablauf erfolgte wie bei den oben beschriebenen
Versuchen, unter einer 40 minutigen Infusion der jeweiligen Opioide in der

entsprechenden Konzentration. Gleichzeitig wurde Uber die gesamte Versuchszeit sowie
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wahrend Vor- und Nachlaufphase, Naloxon entweder in der Konzentration 10, oder 10

zugefugt.

i Naloxon 10 M, bzw. 10° M

Vagusstimulation 10Hz

Opioid
Krebs-Ringer-Puffer
Admin |10 min | 10 min__ ‘_2__0__[71'?! ______________________ 10min__ | 10min
Aequillibration | Vorlauf Stimu- Stimulation mit | Stimu- Nachlauf
lation Testsubstanz lation

Abbildung 3: Versuchsschema zur Austestung verschiedener gastrointestinaler
Hormone unter elektrischer Prastimulation des N. vagus bei 10 Hz und unter
Einwirkung von Naloxon in verschiedenen Konzentrationen. Wéhrend des gesamten
Versuches wurde vaskulér mit Krebs-Ringer-Puffer und luminal mit einer auf pH 2
titrierten isotonen Natriumchloridlésung perfundiert. Die zu untersuchende Substanz
wurde in der entsprechenden Konzentration in Krebs-Ringer-Puffer gelést und lber 20
Minuten der insgesamt 40miniitigen Elektrostimulation perfundiert. Dem Beginn der
Elektrostimulation ging eine stimulationsfreie Phase von 25 Minuten voran, von der das
Perfusat der letzten 10 Minuten als ,Vorlauf* gesammelt wurden. Ebenso wurden nach
dem Ausschalten fiir weitere 10 Minuten Proben gesammelt (,Nachlauf). Wéhrend der
gesamten Versuchzeit, abziiglich der Aquillibrations-Phase wurde Naloxon in verschieden
Konzentrationen zugeftigt.
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2.6 Auswertung

2.6.1 Radioimmunoassay

Die Bestimmung der Ghrelinkonzentration in den Proben erfolgte radioimmunologisch auf
Grundlage der erstmals 1960 von Yalow und Berson (Yalow et al, 1960) beschriebenen
Technik. Das Prinzip des Radioimmunoassays besteht darin, dass das in einer Probe in
unbekannter Konzentration enthaltene Antigen mit einem zugesetzten, radioaktiv
markierten Antigen, dem sogenannten ,Tracer um Bindungsstellen eines spezifischen
Antikorpers, der im Unterschuld vorliegt, konkurriert. Da die Antigen-Antikorper-Bindung
reversibel ist, stellt sie chemisch gesehen eine Gleichgewichtsreaktion dar, so dass sich
nach einer Inkubationszeit das Verhaltnis des gebundenen Tracers zu gebundenem
unmarkiertem Antigen dem Verhaltnis der Konzentrationen entspricht. Nach der Trennung
von freiem und gebundenem Antigen mittels Immunprazipitation oder Adsorption an
Aktivkohle mit anschlieRender Zentrifugation und Dekantierung, kann im Szintillations-
Gamma-Zahler die Radioaktivitat der Probe gemessen werden, die mit der Konzentration
des zu bestimmenden Peptids korreliert. Durch Messung verschiedener bekannter
Konzentrationen des Peptids in einer Standardverdiunnungsreihe, kann ein Faktor fur die

Umrechnung von Gamma-Zahlern in Peptidkonzentration ermittelt werden.

2.6.2 Ghrelinbestimmung

Die Ghrelinkonzentration wurde in jeder zweiten Probe bestimmt. Dazu wurde ein im
Handel erhaltliches Ghrelin Radioimmunoassay Kit (Phoenix Pharmaceuticals, USA)
verwendet. Entsprechend den Anweisungen des Herstellers wurde den mit
Ghrelinantikdrpern vom Kaninchen inkubierten Proben nach 24 Stunden mit 129)
markiertes Rattenghrelin als Tracer zugesetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde der
zweite Antikorper und Schafserum zugesetzt, um die Antikorper auszufallen. Nach
Zentrifugierung und Absaugen erfolgte die automatisierte Messung im Gamma-Zahler.
Die Sensitivitat des Assays lag bei 1-128 pg/ml. Der Variationskoeffizient zwischen den
Substanzen mit dem Antikbrper wurde durch regelmaRige Mitbestimmung in

verschiedenen Konzentrationen ausgeschlossen.

19



2.6.3 Statistik

Die Ergebnisse des Radioimmunoassays wurden im Statistikprogramm Microsoft Excel
2000 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) erfasst und in Mittelwerte
umgerechnet. Die Abweichung der Einzelmessungen vom Mittelwert wurden als
Standardabweichung der Mittelwerte (,standard error of the mean®, SEM) angegeben. Zur
weiteren statistischen Analyse wurde das Programm Jandel SigmaStat (Jandel
Corporation, San Rafael, CA, USA) eingesetzt. Die Daten wurden mittels t-Test fur
verbundene Werte gepruft und die relativen Veranderungen bei der vagalen Stimulation
durch Varianzanalyse multipler Determinanten. Das Ergebnis wurde als signifikant
erachtet, wenn p < 0,05 war. Zur graphischen Darstellung wurde das Programm Jandel
SigmaPlot (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) sowie das Programm Microsoft
Excel 2000 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Vagusstimulation

Die vagale Stimulation mit 10 Hz, 10 Volt und einem Intervall von 1ms induziert einen
signifikanten Anstieg (p< 0,05) der Ghrelinfreisetzung (Lippl, Kircher et al. 2004). Dieses
Ergebnis ist Dbereits bekannt. Der Versuch wurde durchgefuhrt, um die

Funktionstichtigkeit des Systems nachzuweisen.

3.2 Effekte endogener Opioide auf die vagal stimulierte Ghrelinfreisetzung

Fur die Versuche mit endogenen Opioiden musste gemaly Versuchsprotokoll zunachst
sichergestellt werden, dass durch die elektrische Vagusstimulation (10 Hz, 10 V, 1 ms)
die Ghrelinsekretion auch Uber einen Zeitraum von 40 Minuten auf einem konstant
erhohten Niveau gehalten werden kann.

Die Experimente fanden unter elektrischer Vorstimulation mit 10 Hz bei einem
intraluminalen pH-Wert von 2, der dem physiologischerweise in der postprandialen und

interdigestiven Phase vorherrschendem pH entspricht, statt.
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3.2.1 Endomorphine

Die intravaskulare Applikation von Endomorphin zeigte in einer Konzentration von 10 M
einen deutlichen, aber nicht signifikanten Abfall der Ghrelinfreisetzung von 147 pg/min
+85 auf 60 pg/min =32 (n=6). In einer Verdiinnung auf 107"° (n=3) lieR sich kein

eindeutiger Trend mehr feststellen.
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Abbildung 4: Effekte der in vitro-Endomorphinapplikation ( 10'8M) auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert +tSEM). (n=6)
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Abbildung 5: Effekte der in vitro-Endomorphinapplikation ( 10'1°M) auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert + SEM). (n=3)

3.2.2 R-Endorphin

Die Infusion von R-Endorphin unter vagaler Vorstimulation zeigte in einer Konzentration
von 107 (n=12) einen Trend zur Inhibition der Ghrelinausschiittung. In einer Verdiinnung
auf 10° M (n=12) oder 10" M (n=8) war kein Effekt auf die Ghrelinausschiittung

nachzuweisen.
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Abbildung 6: Effekte der in vitro- B-Endomorphinapplikation (10'7M) auf die

Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert + SEM). (n=12)
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Abbildung 7: Effekte der in vitro- B-Endomorphinapplikation (10'9M) auf die

Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert + SEM). (n=12)
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Abbildung 8: Effekte der in vitro-f-Endomorphinapplikation (10'1°M) auf die

Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert + SEM). (n=8)

Bei Versuchen ohne Vagusvorstimulation war weder in einer Konzentration von 107 M

(n=2) noch in 10° M (N=4) ein Effekt auf die Ghrelinausschiittung vorhanden.
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Abbildung 9: Effekte der in vitro- B-Endomorphinapplikation (10'7M) auf die

Ghrelinfreisetzung ohne Vagusstimulation (intragastraler pH = 2) (Mittelwert + SEM).
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Abbildung 10: Effekte der in vitro- B-Endomorphinapplikation (10'9M) auf die

Ghrelinfreisetzung ohne Vagusstimulation (intragastraler pH = 2) (Mittelwert +SEM).

(n=4)
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3.2.3 Nociceptin

Die intravasale Applikation von Nociceptin in einer Konzentration von 107 M (n=9) und

10°M (n=6) zeigte keine signifikanten Auswirkungen auf die Ghrelinsekretion.
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Abbildung 11: Effekte der in vitro-Nociceptinapplikation (10°M) auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert +tSEM). (n=9)
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Abbildung 12: Effekte der in vitro-Nociceptinapplikation ( 10'9M) auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)

(Mittelwert =+ SEM). (n=6)
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3.2.4 Dynorphin

Bei der Applikation von Dynorphin zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der
Ghrelinsekretion. In der Konzentration von 107 M (n=8) zeigt sich allerdings ein

inhibierender Trend, der in einer Konzentration von 10° M (n=9) nicht mehr nachweisbar

war.
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Abbildung _13: Effekte der in vitro-Dynorphinapplikation (10°M) auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert + SEM). (n=8)
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Abbildung 14: Effekte der in vitro-Dynorphinapplikation ( 10'9M) auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert + SEM). (n=9)

Bei Versuchen ohne vagale Vorstimulation war weder in einer Konzentration von 10 M

(n=5), noch in 10 M (n=5) ein Effekt auf die Ghrelinausschiittung vorhanden.
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Abbildung 15: Effekte der in vitro- Dynorphinapplikation (10'7M) auf die
Ghrelinfreisetzung ohne Vagusstimulation (intragastraler pH = 2) (Mittelwert + SEM).
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Abbildung 16: Effekte der in vitro- Dynorphinapplikation (10'9M) auf die
Ghrelinfreisetzung ohne Vagusstimulation (intragastraler pH = 2) (Mittelwert + SEM).
(n=5)
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3.3 Versuche mit Naloxon
3.3.1 Einfluss von Naloxon auf die Ghrelinsekretion
Bei den Versuchen mit den Opioidantagonisten am vagal vorstimulierten Magen zeigte

sich keine Reaktion der Ghrelinsekretion auf eine Applikation mit der Konzentration 10> M
(n=3).

700

10 Hz

600

Naloxon 10-5M

19)]
o
o

IS
o
S

Ghrelin (pg/min)

w
o
o

200

100

-10 0 10 20 30 40 50 60
Zeit (min)

Abbildung _17: Effekte der in vitro-Naloxon-applikation (10°M) auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10 Hz, intragastraler pH = 2)
(Mittelwert + SEM). (n=3)
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3.3.2 Einfluss bei simultaner Gabe von Endomorphinen

Bei diesen Versuchen, wurde wahrend des gesamten Versuches Naloxon in einer
Konzentration von 10° M infundiert. Nach 10 minutiger Vagusstimulation wurde
Endomorphin in einer Konzentration von 10% M zugegeben. Es zeigten sich keine

signifikanten Anderungen der Ghrelinsekretion. (n=4)
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Abbildung 18: Effekte der in vitro-Naloxonapplikation (10°M) iiber den gesamten
Versuchsaufbau und gleichzeitiger Applikation von Endomorphin (10°M) iiber
zwanzig Minuten auf die Ghrelinfreisetzung des vagal-vorstimulierten Magens (10
Hz, intragastraler pH = 2) (Mittelwert +/- SEM). (n=4)
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4. Allgemeine Diskussion

4.1 Ghrelin

4.1.1 Die Growth- Hormone-Secretagogues — Entdeckung des Ghrelins

1976 endeckten C.Y.Bowers und Mitarbeiter einige Opioid-Peptid-Abkommlinge, die nur
geringe Opioid-Wirkungen hatten, stattdessen aber schwache GH-releasing Aktivitaten
zeigten und bezeichneten sie als GHSs (Bowers, Momany et al. 1980; Deghenghi 1997).
Die Struktur des ersten GHS, einem Methionin-Enkephalin-Derivat, ist: Tyr- D- Trp- Gly-
Phe- Met- NH2. Es induziert die GH-Ausschuttung durch direkte Wirkung an der
Hypophyse. Die GH-releasing Aktivitat der fruhen GHSs ist sehr schwach und nur in vitro
beobachtet, was zur Suche nach weiteren, wirkungsstarkeren GHSs fuhrte.

1984 wurde mit dem Hexapeptid GHRP-6, das bis dahin starkste GHS synthetisiert
(Bowers, Momany et al. 1984). Seine Wirkung ist sowohl in vitro als auch in vivo
nachweisbar (Argente, Garcia-Segura et al. 1996; Ghigo, Arvat et al. 1998; Micic,
Casabiell et al. 1999). 1993 folgten die ersten nicht-peptidischen GHSs, die unter
anderem von R.G.Smith und Mitarbeitern synthetisiert wurden (Cheng, Chan et al. 1993;
Smith, Cheng et al. 1993). Das bekannteste unter ihnen ist MK-0677 (Spiroindolin L-
163,191). Es zeichnet sich durch eine hohe Bioverfugbarkeit aus. Zudem zeigt es auch
bei oraler Applikation gentigend Wirkung und konnte so in klinischen Studien eingesetzt
werden.

Wie die GHSs die GH-Ausschittung in der Hypophyse stimulieren war lange nicht
bekannt. Wahrend GHRH am GHRH-Rezeptor Uber eine Erhdhung des intrazellularen
cAMP wirkt, stellte sich bei Experimenten heraus, dass die GHSs an einen anderen

Rezeptor binden und dort die intrazellulare Kalziumkonzentration Gber den Inositol-1,4,5-
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Triphosphat-Signal-Transduktions-Weg erhohen (Cheng, Chan et al. 1989; Blake and
Smith 1991; Cheng, Chan et al. 1991; Popovic, Micic et al. 1996).

Der GHS-Rezeptor (GHS-R) wurde 1996 indentifiziert. Er ist ein typischer G-Protein-
gekoppelter Rezeptor (GPCR), der in der Hypophyse, dem Hypothalamus und dem
Hippocampus exprimiert wird (Howard, Feighner et al. 1996; Bennett, Thomas et al. 1997;
Guan, Yu et al. 1997).

Er galt lange Zeit als ,orphan receptor®, da sein naturlicher Ligand, das Ghrelin, nicht
bekannt war und erst 1999 von Kojima et al. entdeckt wurde (Kojima, Hosoda et al. 1999).
Der Name Ghrelin basiert auf ,ghre®, der proto-indo-europaischen Wurzel fur ,wachsen®,
in Bezug auf die Fahigkeit, die GH-Ausschuttung zu stimulieren. Zur gleichen Zeit wie
Kojima entdeckten Tomasetto et al. aus sekretorischen Granula endokriner Zellen des
Mausmagens ein Protein, das sie aufgrund der groRen Ahnlichkeit zu Prepromotilil
,motilin related peptide” nannten (Tomasetto, Karam et al. 2000) und das sich als

dasselbe Peptid herausstellte.

4.1.2 Struktur und Prozessierung des Ghrelins

Ghrelin ist ein aus 28 Aminosauren bestehendes Peptid. Das Ghrelin der Ratte und das
des Menschen unterscheidet sich nur in zwei Aminosauren (Kojima, Hosoda et al. 1999).
Der genetische Code wurde also uber die Jahrhunderte konserviert, was fur eine grofl3e
funktionelle Bedeutung des Ghrelins spricht. Es existiert keine strukturelle Homologie

zwischen Ghrelin und den synthetischen Peptid-GHSs, wie GHRP-6 oder Hexarelin.

Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-GlIn-Lys-Ala-GIn-GIn-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-GIn-Pro-Arg

Abbildung 19: Strukturformel des Ghrelins

Das menschliche Ghrelin-Gen ist auf dem Chromosom 3p25-26 lokalisiert (Smith, Van
der Ploeg et al. 1997). Es umfasst 5 Exons (Tanaka, Hayashida et al. 2001; Kanamoto,

Akamizu et al. 2004) und besitzt zwei verschiedene Initiationsstellen fur die Transkription,
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aus denen, je nach Splicing-Mechanismus, zwei verschiedene mRNA-Transkripte
entstehen. Eines kodiert fur den Ghrelin-Percursor, das andere fur den des-GIn14-
Ghrelin-Percursor (s.u.) (Hosoda, Kojima et al. 2000).

Das Precursor-Protein Preproghrelin besteht aus 117 Aminosauren (Kojima, Kangawa et
al. 2005). Aus ihm entsteht das 94-Aminosaure lange Proghrelin mit einem n-terminalen
Glycin-Rest und aus diesem, das reife, 28-Aminosaure lange Ghrelin (Zhu, Cao et al.
2006).

Ghrelin ist das N-terminale Fragment, das aus Proghrelin generiert wird. Das C-terminale
Fragment wird Obestatin genannt. Bis heute gibt es keinen sicheren Hinweis darauf, dass
Obestatin eine Rolle bei der Energiebilanz spielt (Noguieras, Pfluger et al. 2007; Chartel,
Alvear-Perez et al. 2007; Gourcerol, Coskun et al. 2007), auch wenn ein anorexigener
Effekt vermutet wird (Zhang, Ren et al. 2005).

Ghrelin wird posttranslationell an seiner N-terminalen Position 3 (Serin) durch eine n-
Oktanylierung modifiziert (Kojima, Hosoda et al. 1999). Diese Modifikation ist bisher
einzigartig und essentiell fur die biologische Aktivitat des Ghrelins, da es erst durch sie an
den GHS-R1a-Rezeptor binden kann (Kojima, Hosoda et al. 1999; Bednarek, Feighner et
al. 2000; Matsumoto, Kitajima et al. 2001).

Die normale Plasmakonzentration des Ghrelins bei normalgewichtigen Erwachsenen
betragt 10-20 fmol/ml (fur n-octanyl-Ghrelin), bzw. 100-150 fmol/ml (Gesamtghrelin). 90%
des circulierenden Ghrelins ist folglich nicht-acyliertes Ghrelin (Yoshimoto, Mori et al.
2002; Hosoda, Kojima et al. 2000).

Die unacylierte Form des Ghrelins ist zwar im Plasma in einer hoheren Konzentration
vorhanden, die meisten biologischen Aktivitaten werden aber durch die acylierte Form
ausgefuhrt , insbesondere die Stimulation der Nahrungsaufnahme (van der Lely, Tschop
et al. 2004).

Das Enzym, das fur diese Oktanylierung des Ghrelins zustandig ist, wurde erst 2008
identifiziert und genauer charakterisiert (Gutierrez, Solenberg et al. 2008; Yang, Brown et
al. 2008). Die Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) wird auch membrane bound O-
acyltransferase (MBOAT) genannt. Ghrelin ist ihr einziges Substrat und sie scheint das
einzige Enzym zu sein, das die Acylierung des Proghrelin katalysiert (Gutierrez,
Solenberg et al. 2008; Yang, Brown et al. 2008; Kirchner, Gutierrez et al, 2009; Yang, Zao
et al. 2008).
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Die Regulierung der GOAT ist noch nicht vollstandig verstanden. Neue Studien zeigen,
dass die Acylierung des Ghrelins vom Vorhandensein spezifischer Nahrungslipide als
Acylierungssubstrate abhangig ist. Uber diesen Mechanismus informiert das Ghrelin-
GOAT-System das Gehirn Uber die verfugbaren Kalorien (Kirchner, Gutierrez et al, 2009).
Durch langes Fasten wird die Menge des acylierten Ghrelins vermindert, das totale
Gesamtghrelin bleibt durch die steigende Konzentration des unacylierten Ghrelins aber
gleich (Liu, Prudom et al. 2008). Langes Fasten reguliert folglich die Ghrelinaktivitat durch
Inhibition der Acylierung, die Synthese des Ghrelins bleibt unverandert. Das erklart auch,

warum erhohter Hunger nur nach kurzem Fasten auftritt (Toschinai, Mondal et al. 2001).

4.1.3. Ghrelinderivate

4.1.3.1 Allgemein

Wahrend der Erforschung des humanen Ghrelins wurden auch andere Unterformen des
Peptids entdeckt, die, je nach Anzahl der Aminosauren bzw. der Alkylierung am Ser3 in
weitere Gruppen unterteilt wurden (Hosoda, Kojima et al. 2003). Das klassische Ghrelin
besteht aus 28 Aminosauren. Wird bei der enzymatischen C-terminalen Prozessierung
auch das Arginin entfernt, entsteht ein Derivat mit 27 Aminosauren, seine C-terminale
Aminosaure bildet das Prolin (Ghrelin [27]). Weitere Derivate entstehen, wenn die
Acylierung des Serins an Position 3 nicht mit Octansaure, sondern mit Dekansaure
erfolgt. Die Fahigkeit dieser Derivate, die GH-Freisetzung zu stimulieren ist aquivalent zu

der des normalen Ghrelins.

(1-27) Ghreline (1-28) Ghreline
Oktanoyl ghrelin Oktanoyl ghrelin (1-27)
Dekanoyl ghrelin Dekanoyl ghrelin (1-27)

Decenoyl ghrelin

Des-acyl ghrelin Des-acyl ghrelin (1-27)

Tabelle 2: Ubersicht iiber die beim Menschen nachgewiesenen Ghrelinderivate
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4.1.3.2 Des-Acyl-Ghrelin

Fehlt diese typische Alkylierung, geht, wie bereits erwahnt die Fahigkeit der Bindung an
den GHS-R1a-Rezeptor verloren (Hosoda H, Kojima et al. 2002). Anfangs bestand
deshalb die These, die sogenannten des-acyl-Ghreline seien ohne biologische Aktivitat.
Zumindest im kardiovaskularen System haben Baldanzi et al. aber gezeigt, dass in vitro
eine Wirkung auf Cardiomyozyten und Brustkrebszellen besteht. Da diese Zelllinie den
Ghrelin-Rezeptor GHS-R nicht exprimieren (Baldanzi, Filigheddu et al. 2002), mussen die

nicht-alkylierten Formen Uber einen anderen, bisher nicht bekannten Rezeptor wirken.

4.1.4 Produktionsorte des Ghrelins

4.1.4.1 Der Magen und andere gastrointestinale Organe

Ghrelin findet sich bei samtlichen Wirbeltierarten (z.B. Rind, Schaf, Schwein, Maus, Ratte,
Affen, Gerbil) aber auch bei Vogeln, Fischen und Amphibien (Kojiima et al. 2001). Es wird
hauptsachlich im Magen produziert (Ariyasu, Takaya et al. 2001). Hier sind die ghrelin-
enthaltenden Zellen vor allem in der Mukosa des Fundusbereiches zu finden (Date,
Kojima et al. 2000; Tomasetto, Wendling et al. 2001; Yabuki, Ojima et al. 2004).

Im Magen unterscheidet man vier Typen endokriner Zellen, die insgesamt 20% aller
Zellen in der Mucosa ausmachen: ECL-, D-, enterochromaffine und X/A-like (bzw. Gr-)
Zellen (Davis 1954; Capella, Solcia et al. 1969; Solcia, Capella et al. 1975; Grube and
Forssmann 1979). Wobei die ECL-Zellen Histamin und Uroganyllin, die D-Zellen
Somatostatin, die EC-Zellen Serotonin und die X/A-like Zellen Ghrelin produzieren. Die
X/A-like Zellen sind ca. 10 um grof3 und enthalten runde, kompakte Granula, die mit
Ghrelin gefullt sind. Sie machen ca. 20% der endokrinen Zellpopulation in den
Belegzellen aus (Date, Kojima et al. 2000; Dornonville de la Cour, Bjorkqvist et al. 2001;
Yabuki, Ojima et al. 2004). Nach der Nomenklatur fur endokrine Zellen werden sie nun

Gr-Zellen genannt.
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Sie konnen mit einem, fur die acyl-modifizierte Region des Ghrelins am NH2-Ende
spezifischen Antikorper markiert werden, was zeigt, dass Ghrelin schon in den
sekretorischen Granula der X/A-like Zellen acyl-modifiziert wird. Ghrelin-produzierende
Zellen sind in der Schleimhaut des Magens, des Duodenums, des lleums, des Caecums
und des Colons zu finden (Date, Kojima et al. 2000; Tomasetto, Wendling et al. 2001;
Yabuki, Ojima et al. 2004) .

Wahrend die Gr-Zellen im Magen vor allem am Drisengrund der Belegzellen liegen und
vereinzelt auch im Drusenhals, sind sie im Rest des Verdauungstraktes in die Epithelien
der Krypten und Zotten eingestreut. Bei den Ghrelin-produzierenden Zellen werden zwei
verschiedene Typen beschrieben, die sich in Aufbau und Lokalisation unterscheiden. Die
Zellen des offenen Typs (,open-type cells®), sind dreieckig geformt und reichen mit ihren
zytoplasmatischen Fortsatzen bis ins Lumen. Ihre Konzentration ist im Magen am grofdten
und nimmt nach distal hin ab. Die Zellen des geschlossenen Typs (,closed-type cells®)
sind hingegen im gesamten Gastrointestinaltrakt zu finden. Sie liegen eher lumenfern,
sind klein und rund (Sakata, Nakamura et al. 2002).

Auch der Pankreas ist ein Ghrelin-produzierendes Organ. Immunhistochemische
Untersuchungen mit einem Ghrelin-Antiserum zeigen eine Immunreakivitat in einer
Fraktion von Inselzellen, die vor allem am Randbereich der Inseln zu finden sind. Die
ghrelin-immunreaktiven Zellen stimmen dabei sehr haufig mit glucagon-reaktiven Zellen
uber ein (Date, Murakami et al. 2002; Dezaki, Hosoda et al. 2004; Kageyama, Funahasi
et al. 2005). In verschiedenen Studien wurde Ghrelin-Immunreaktivitat in a-Zellen (Date,
Murakami et al. 2002; Wang, Xang et al.2007) in p-Zellen (Granata, Settanni et al. 2007;
Wang, Xang et al. 2007) und in neuen Inselzellen, unter anderem den e-Zellen (Prado et
al. 2004, Heller et al. 2005) gefunden.

41.4.2 Gehirn und Hypophyse

Da der Ghrelin-Rezeptor vor allem im Hypothalamus und der Hypophyse exprimiert wird,
wurde angenommen, dass sein endogener Ligand ebenfalls hauptsachlich in diesen
Regionen vorkommt (Howard, Feighner et al. 1996; Guan, Yu et al. 1997). Diese
Hypothese wurde noch dadurch unterstutzt, dass auch das andere GH-releasing Peptid,

GHRH, im Hypothalamus produziert und in das hypophysare System sezerniert wird um
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dort zu wirken. Tatsachlich jedoch ist die Ghrelinkonzentration im ZNS sehr niedrig
(Kojima, Hosoda et al. 1999; Hosoda, Kojima et al. 2000). Der grofdte Anteil kann im
hypothalamischen Nucleus arcuatus gefunden werden, einer wichtigen Region fur die
Appetitkontrolle (Kojima, Hosoda et al. 1999; Lu, Guan et al. 2002). Zusatzlich hat eine
neue Studie gezeigt, dass Ghrelin auch in anderen hypothalamischen Neuronen
vorhanden ist, die mit dem dritten Ventrikel verbunden sind und zwischen den dorsalen,
ventralen und paraventrikularen Kernen liegen (Cowley, Smith et al. 2003). Diese
Neurone senden efferente Fasern zu nachgeschalteten Nervenzellen und bewirken dort
eine Ausschuttung der orexigenen Peptide Neuropeptid Y (NPY) und agouti-related
Protein (AgRP). Dieses Verteilungsmuster des Ghrelins ist ein weiteres Indiz fUr seine
Rolle bei der Kontrolle der Nahrungsaufnahme.

Die Zielzellen des Ghrelins sind die somatotrophen GH-releasing Zellen der Hypophyse,
die den GHS-R exprimieren (Bennett, Thomas et al. 1997; Guan, Yu et al. 1997; McKee,
Palyha et al. 1997). Auch Ghrelin selbst kommt in der Hypophyse vor und kann so seine
eigene Ausschittung Uber parakrine oder autokrine Mechanismen beeinflussen
(Korbonits, Bustin et al. 2001; Korbonits, Kojima et al. 2001).

41.4.3 Andere Gewebe

In der Niere wird die Ghrelin-mRNA vor allem in den Glomeruli exprimiert (Mori,
Yoshimoto et al. 2000; Gnanapavan, Kola et al. 2002). Die Plasma-Ghrelin-Konzentration
korreliert deutlich mit dem Serum-Kreatinin-Level und steigt bei Patienten mit einer
terminalen Nierenerkrankung signifikant (Yoshimoto, Mori et al. 2002).

In den ersten zwei Trimena konnen Ghrelin-produzierende Zellen in den
Zytotrophoblasten der menschlichen Plazenta gefunden werden, im dritten Trimenon
allerdings nicht mehr (Gualillo, Caminos et al. 2001).

Im Hoden wurde in den interstitiellen Leydig-Zellen und den Sertoli-Zellen eine
Ghrelinproduktion nachgewiesen. Der Level der Ghrelinkonzentration in den Sertoli-Zellen
ist allerdings sehr niedrig (Barreiro, Gaytan et al. 2002; Tena-Sempere, Barreiro et al.
2002).
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4.2 Der Ghrelin-Rezeptor

4.2.1 Die Ghrelin-Rezeptor Familie

Der GHS-R besitzt mehrere Homologe, deren endogene Liganden gastrointestinale
Peptide oder Neuropeptide sind. Figur 1 zeigt eine Dendogram-Aneinanderreihung, der
Superfamilie des Ghrelin-Rezeptors. Zu dieser Superfamilie gehdren Rezeptoren fur
Ghrelin, Motilin, Neuromedin U (Fujii, Hosoya et al. 2000; Hosoya, Moriya et al. 2000;
Howard, Wang et al. 2000; Kojima, Haruno et al. 2000) und Neurotensin (Vincent,
Mazella et al. 1999).

GHS-R (Ghrelin Rezeptor)
Motilin-Receptor (GPR38)
Neuromedin-U-Rezeptor 1 (FM3)
Neuromedin-U-Rezeptor 2 (FM4)
Neurotensin-Rezeptor 1
Neurotensin-Rezeptor 2

GPR39 (Obestatin)

Tabelle 3: Dendogramm der Superfamilie des Ghrelinrezeptors (Kojima et al. 2005)

Der Ghrelin-Rezeptor, oder GHS-R, gehdrt zu der Familie der 7-TM-G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (7-TM-GPCR), besitzt also sieben transmembrane Domanen
(Howard, Feighner et al. 1996; McKee, Palyha et al. 1997; Smith, Feighner et al. 1999)
und kommt in vielen verschiedenen Geweben vor, wie z.B. Hypophyse, Hypothalamus,
Magen, Herz, Lunge, Nieren, Darm, Fettgewebe, Blutgefal’e, Immunzellen, etc. (Papotti,
Ghe et al. 2000; Nagaya, Miyatake et al. 2001; Gnanapavan, Kola et al. 2002; Wang, Lee
et al. 2002). Man vermutet, dass die unterschiedlichen Wirkungen des Ghrelins sowohl
von den verschiedenen Rezeptorsubtypen, als auch von der jeweiligen Verteilung dieser
Subtypen abhangen (Petersenn, Rasch et al. 2001; Gnanapavan, Kola et al. 2002).

Es wurden zwei verschiedene Ghrelin-Rezeptor-cDNAs isoliert (Howard, Feighner et al.
1996). Der GSH-R Typ 1a besteht aus 366 Aminosauren und ist ein 7-TM-GPCR. Der

GHS-R Typ 1b wird durch einen alternativen splicing-Mechanismus gewonnen und stellt
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eine kurzere Isoform des GHS-R1a mit nur funf der sieben TM-Domanen und einem
zusatzlichen, 24 Aminosauren langem, vom Intron codiertem Rest dar (Howard, Feighner
et al. 1996). Dieser Typ1b ist eine am COOH-Ende verstimmelte Form des Typ 1a
Rezeptors und pharmakologisch inaktiv. Wahrend der physiologisch wichtigere GHS-R1a
vor allem zentral zu finden ist, ist der GHS-R1b peripher in hoherer Konzentration

vorhanden. Seine physiologische Rolle ist noch nicht geklart.

4.2.2 Die Aktivierung des Ghrelin-Rezeptors und Signalweiterleitung

Ghrelin wirkt bei Bindung an seinem Rezeptor, dem GSH-R, durch eine Aktivierung der
Phospholipase C, was uber die Bildung von Inositoltriphosphat und Diacylglycerol und der
Aktivierung der Proteinkinase-C, zu einem Anstieg des intrazellularen Kalziums fihrt.
Ausserdem werden die Kaliumkanale gehemmt und so der Kalziumeinstrom Uber
spannungsabhangige L- und T- Kanale ermoglicht (Chen, Wu et al. 1996; Frohman,
Kineman et al. 2000).

4.2.3 Die Verteilung des Ghrelin-Rezeptors

Die Ghrelin-Rezeptor-mRNA wird vor allem im ZNS und hier hauptsachlich im Nucleus
arcuatus, im ventromedialen Nucleus und im Hippocampus exprimiert (Howard, Feighner
et al. 1996; Guan, Yu et al. 1997; Nakazato, Murakami et al. 2001). Der Ghrelin-Rezeptor
ist sehr sensitiv fur GH. Seine Expression ist bei GH-negativen dw/dw-Zwergratten
erhoht. Eine Behandlung dieser Ratten mit GH fuhrt zu einer Senkung der Expression des
Ghrelin-Rezeptores (Bennett, Thomas et al.1997).

Auch in verschiedenen anderen cerebralen Regionen (den hypothalamischen Kernen, der
Hypophyse, dem Gyrus dentatus, den CA2 und CA3 Regionen des Hippocampus, der
Substantia nigra, der ventralen Region des Tegmentums und den dorsalen und medialen
Nucleus raphe) kann der Rezeptor gefunden werden (Bennett, Thomas et al.1997).
Neben dem ZNS wurden durch RT-PCR Untersuchungen auch in vielen peripheren
Organen eine GHS-R-mRNA-Expression nachgewiesen. Zu diesen Organen gehoren

Herz, Lunge Leber, Niere, Pankreas, Magen, Dunn- und Dickdarm, Fettgewebe, und
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Zellen des Immunsystems (Guan, Yu et al. 1997; Hattori, Saito et al. 2001; Kojima,
Hosoda et al. 2001; Gnanapavan, Kola et al. 2002), was nahe legt, dass Ghrelin

vielfaltige Aufgaben in diesen Geweben erfullt (Broglio, Gottero et al. 2003).

4.3. Die physiologischen Funktionen des Ghrelins

4.3.1 GH-Releasing Aktivitat

Seit 25 Jahren ist bekannt, dass mit den in vitro hergestellten Wachstumshormon-
Sekretagoga (Growth hormone scecretagogues) ein von GHRH unabhangiger Weg der
Steuerung der GH-Auschuttung existiert, der Gber Ghrelin |duft. Wie schon von mehreren
Autoren gezeigt, fihrt Ghrelin bei Ratten in vivo und in vitro zu einer Wachstumshormon-
freisetzung (Argetsinger and Carter-Su 1996; Chan, Bullen et al. 2004; Chang, Ren et al.
2004; Chang, Zhao et al. 2004). Beim Menschen ist die endokrine Wirkung des Ghrelins
stark von der Dosis abhangig (Arvat, Di Vito et al. 2000; Date, Murakami et al. 2000;
Peino, Baldelli et al. 2000; Takaya, Ariyasu et al. 2000; Arvat, Maccario et al. 2001). Die
stimulierende Wirkung auf die GH-Sekretion ist schon in niedrigen Dosierungen (0,2
Mg/kg KG) ausgepragt (Peino, Baldelli et al. 2000; Takaya, Ariyasu et al. 2000; Arvat,
Maccario et al. 2001). Bei Versuchen an Ratten (Kojima, Hosoda et al. 1999; Date,
Kojima et al. 2000) und freiwilligen Testpersonen zeigte sich, dass Ghrelin wenn es
intravends in hoheren Dosierungen gegeben wird, aulerdem zu einem Anstieg der
ACTH-, Kortisol-, Epinephrin- und Prolaktinspiegel fuhrt. Keine Wirkung zeigt das Hormon
allerdings auf die Ausschittung von LH, FSH und TSH (Peino, Baldelli et al. 2000;
Takaya, Ariyasu et al. 2000).

Zusammenfassend wurde bewiesen, dass Ghrelin beim Menschen der wirkungsvollste
Stimulator fur die GH-Ausschuittung ist (Hataya, Akamizu et al. 2001; Pombo, Pombo et
al. 2001).
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4.3.2 Die Appetitregulation

4.3.2.1 Aligemeine Mechanismen der Korpergewichtsregulation

In den letzten Jahren wurden immer weitere Details Uber den Regelkreis der
Energiebilanz und des Korpergewichts bekannt. Nach der heutigen Auffassung wird die
Kalorienaufnahme, die Wahl der verschiedenen Nahrungsmittel, die Verwendung und
Speicherung der gewonnen Energie vor allem durch einen neuroendokrinologischen
Regelkreis gesteuert, der in erster Linie im Hypothalamus und der Medulla oblongata
lokalisiert ist. In diesem Modell herrscht ein konstanter Informationsfluss aus dem
gastrointestinalen System und dem Fettgewebe zu spezifischen agut-related
Protein/Neuropeptid Y- (AGRP/NPY) und Pro-opiomelanocortin- (POMC) Neuronen-
populationen im Nucleus arcuatus des Hypothalamus, um den Energiestatus und -bedarf
festzustellen. Umgekehrt antworten Neuropeptide und Neurotransmitter des ZNS Uber die
Neuronen des autonomen Nervensystems und des endokrinen Nervensystems an ihre
Zielorgane. Die Energiehomoostase wird so dynamisch Uber ein stetiges Vergleichen der
verschiedenen Engergiebilanzen und metablischen Komponenten gewahrleistet.

Die Nahrungsaufnahme fuhrt zu einem Dehnungsreiz im Magen, der Uber vagale
Afferenzen und zentral Uber den Ncl. arcuatus und den Hypothalamus vermittelt wird. Hier
werden orexigene und anorektische Neuropeptide sezerniert. Die orexigenen
Neuropeptide fuhren zur Nahrungsaufnahme, wahrend die anorektischen Neuropeptide
Sattigung induzieren. (Arora, 2010; Berthoud, 2006)

Im Ncl. arcuatus werden im Wesentlichen NPY und AgRP im Bereich des ventromedialen
Kerngebietes sezerniert und PMC im Bereich des dorsolateralen Kerngebietes. NPY und
AgRP sind sich in ihrer anabolen Wirkung sehr ahnlich, besitzen jedoch unterschiedliche
Rezeptoren und Kinetik (Cummings and Schwartz 2003). Wahrend beispielsweise eine
intracerebroventrikulare Injektion von NPY die Nahrungsaufnahme fur kurze Zeit stark
erhoht, fuhrt eine Injektion von AgRP zu einem Anstieg, der zwar geringer ist, aber langer
anhalt (Hagan, Rushing et al. 2000).

Die zweite Ebene der Appetitkontrolle ist der Hypothalamus. Wie bereits erwahnt

unterscheidet man hier zwei Areale mit gegenlaufiger Wirkung. Auf der einen Seite steht
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das sogenannte ,Hungerzentrum®. Es befindet sich im lateralen Anteil des Hypothalamus
und im benachbarten, perifornikalen Bereich. Wird diese Gehirnregion stimuliert, kommt
es zu einer vermehrten Nahrungsaufnahme, also Hyperphagie und in der Folge zu
Adipositas. Bei einer Schadigung hingegen steht die Gewichtsabnahme im Vordergrund
(Bray 1990). Die Neuronen erster Ordnung treffen hier auf Nervenzellen, die anabole
Neuropeptide exprimieren, wie beispielsweise Melanin-Concentrating-Hormone (MCH),
Orexin A und Orexin B (Elmquist 2001). Von hier werden Signale an verschiedene
Regionen des Kortex geschickt, die zum Auftreten eines Hungergeflhls beitragen.

Den antagonistischen Part hierzu bildet das ,Sattigungszentrum®, das in der Region des
Nucleus paraventricularis hypothalami (PVN) lokalisiert zu sein scheint (Schwartz, Woods
et al. 2000; Elmquist 2001). Die von hier ausgehenden NPY/AgRP- und POMC-Neurone
senden ebenfalls Efferenzen zum Kortex und fuhren zu einer Freisetzung von TRH und
CRH aus den Axonen in der Hypophyse. Diese beiden hypothalamischen
Releasinghormone steigern den Energieverbrauch bei gleichzeitiger Verminderung der
Nahrungsaufnahme durch Stimulation der Schilddrise, bzw. durch Aktivierung des
sympathischen Nervensystems (Bray 1990).

In immunhistologischen Untersuchungen zeigte sich, dass Ghrelin-enthaltende Neurone
vor allem im Nucleus arcuatus (ARC) des Hypothalamus, einer Region, die eine wichtige
Rolle in der Appetitregulation spielt, gefunden werden kdnnen (Kojima, Hosoda et al.
1999; Lu, Guan et al. 2002). Man ging deswegen davon aus, dass Ghrelin Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme hat.

In der Region des ARC senden die Ghrelin-enthaltenden Neurone efferente Fasern zu
NPY- und AgRP-exprimierenden Neuronen um die Ausschuttung dieser orexigenen
Peptide zu stimulieren und auch zu POMC-Neuronen um die Ausschuttung dieses
anorektischen Peptides zu inhibieren.

Das neuronale Netzwerk zwischen Ghrelin und dem Nucleus paraventricularis des
Hypothalamus (PVN) ist komplexer. In der Region der PVN senden die Ghrelinneurone
efferente Fasern auch zu den NPY-Neuronen, die die GABA-Ausschuttung supprimieren
und fuhren so Uber eine Stimulation der corticotropin-releasing-Hormon(CRH)- Neurone
zu einer erhohten Ausschuttung von ACTH und Kortisol.

Zu den peripheren Steuerungsmechanismen der Nahrungsaufnahme gehoren vielfaltige
mechanische, neuronale und humorale Signale, vor aus dem Gastrointestinaltrakt. Das

Sattigungsgefuhl wird vermittelt durch verschiedene Faktoren, wie Magendehnung und
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enterische Neuropeptide, z.B. Cholezystokinin, Glukagon, Glucagon-like-peptide 1,
Amylin, Bombesin-related peptides, Apolipoprotein A-IV, Enterostatin (Woods, Seeley et
al. 1998; Smith 1999) und auch Leptin. Als Hauptangriffspunkt dieser Signale vermutet
man das Stammbhirn, genauer den Nucleus tractus soliarii (Cummings and Schwartz
2003).

Diese peripheren, humoralen Faktoren, die an der Regulation des Appetits beteiligt sind,
sind noch nicht lange bekannt und nicht bis ins letzte Detail verstanden (Neary, Goldstone
et al. 2004; Small and Bloom 2004; Wynne, Stanley et al. 2004).

Neuere Forschungen beschaftigen sich auch mit der Rolle des Geschmacks und der
Nahrungszusammensetzung bei der Appetitentwicklung. Die Geschmackssensoren im
Mund bilden die ,Torhuter® des Gastrointestinalentraktes. Sie detektieren die 4 bekannten
Geschmacksrichtungen: suf flr gutes Essen, bitter und sauer fur gefahrliche oder sogar
giftige Nahrung und salzig. Man geht davon aus, dass es wahrscheinlich auch einen
Geschmack fur Fett gibt. Das olisensorische System ist in der Lage die
Zusammensetzung und auch die Menge an Nahrstoffen in der Nahrung zu detektieren.
Es spielt somit eine grof3e Rolle beim Essverhalten und der Regulation der Energiebilanz.
Vor allem tragt es dazu bei, dass bestimmte Nahrungsstoffe eine Art Belohungsgefuhl

hervorrufen und zu einem Fortsetzen der Nahrungsaufnahme fuhren (Berhoud, 2008).

4.3.2.2 Ghrelin und die Regulation der Nahrungsaufnahme

4.3.2.2.1 Ghrelin als Hungersignal

Ghrelin stellte 1999 den ersten identifizierten Hungerbotenstoff aus dem peripheren
Gewebe dar. Es hat seinen Peak vor der Nahrungsaufnahme. Es geht den
Geschmacksinformationen vorweg und Ubt appetitstimulierende Wirkung aus. Nebenbei
wirkt es auf Komponenten des Belohnungszentrums im Gehirn und erhéht so den Drang
zur Nahrungsaufnahme. Verschiedene Studien weisen auf seine SchlUsselrolle bei der
Kurz- und Langzeitregulation von Nahrungsaufnahme und Energiehaushalt hin
(Castanede, Tong et al. 2009).

Aktuelle Studien mit MRT-Untersuchungen zeigen, dass die Gabe von Ghrelin die

neuronale Antwort auf Bilder von Nahrung in der Amygdala, dem orbitofrontalem Cortex,
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der vorderen Insel und dem Striatum erhoht (Malik, McGlone et al. 2008). Ghrelin scheint
auf den hedonistischen Effekt des Essens zu wirken und bei der individuellen
Nahrungszusammensetzung, unabhangig vom Ernahrungszustand, eine Rolle zu spielen
(Drazen, Vanhl et al. 2006).

Ghrelin erwies sich von allen bislang entdeckten orexigenen Peptiden, als das starkste.
Eine intracerebroventrikulare Injektion fuhrt zu einer deutlich gesteigerten
Nahrungsaufnahme was bei regelmafiger Applikation zusammen mit einem verminderten
Energieverbrauch zu Gewichtszunahme und erhdhter Fettmasse fuhrt (Tschop, Smiley et
al. 2000; Asakawa, Inui et al. 2001; Kamegai, Tamura et al. 2001; Nakazato, Murakami et
al. 2001; Shintani, Ogawa et al. 2001; Wren, Seal et al. 2001). Nicht nur die
intracerebroventrikulare Injektion, auch die intravendse und subkutane Injektion von
Ghrelin bewirken eine Erhdhung der Nahrungsaufnahme (Tschop, Smiley et al. 2000;
Nakazato, Murakami et al. 2001; Wren, Seal et al. 2001). Diese Wirkung des Ghrelins
scheint unabhangig von seinem stimulierenden Effekt auf die Freisetzung des
Wachstumshormons (GH) zu sein. Eine vermehrte Ausschuttung von GH fuhrt im Korper
zu verstarktem Knochenwachstum und Muskelaufbau (Lissett and Shalet 2000; Wells and
Houston 2001). Ghrelin hingegen bewirkt eine Zunahme des Fettgewebes, die Knochen-
und Muskelmasse bleibt unverandert (Tschop, Smiley et al. 2000). Versuche an GH-
negativen Ratten, bei denen nach Ghrelin-Gabe dieselben metabolischen Veranderungen
auftraten, wie bei normalen Ratten bestatigen diese Annahme (Tschop, et al. 2000).
Ghrelin wird primar in gastrointestinalen Organen als Reaktion auf Nahrungsmangel und
Hunger gebildet und zirkuliert im Blut als peripheres Signal, das dem ZNS befiehlt, die

Nahrungsaufnahme zu steigern.

4.3.2.2.2 Mechanismus der Appetitstimulation durch Ghrelin

Wesentliche Erkenntnisse Uber den Mechanismus der Appetitstimulation durch Ghrelin
wurden 2000 durch pharmakologische Studien erlangt, die u.a. zeigten, dass eine
zweiwochige subkutane Gabe von Ghrelin zu einer Gewichtszunahme bei gesunden und
GH-defizienten Ratten fuhrte (Wren, Small et al. 2000; 2001). Ghrelin zeigt seine Wirkung
folglich auch, wenn es peripher injiziert wird, wahrend alle anderen bekannten orexigenen

Neuropeptide (NPY; AGRP; MCH) nur wirken, wenn sie intracerebral verabreicht werden.
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Das peripher injizierte Ghrelin zeigt eine deutlich reduzierte c-fos-Expression im Vergleich
zu einer icv-Injektion.

Dass Ghrelin-Rezeptoren an den NPY/AGRP-Neuronen im ARC exprimiert werden (Mori,
Yoshimoto et al. 2005) wurde durch immunhistochemische Versuche und in situ-
Hybridisierung gezeigt.

Der hypothalamische ARC ist die zentrale Region der Ghrelinaktivitat im ZNS.

Ghrelin kann den ARC leicht Uber den Blutweg erreichen, da er ausserhalb der Blut-Hirn-
Schranke liegt.

Zusammenfassend wirkt Ghrelin auf die Appetitstimulation im Wesentlichen Uber 3 Pfade.
Einerseits erreicht das zirkulierende Ghrelin die Zellkorper der orxigenen NPY/AGRP-
Neuronen oder deren terminale Enden im ARC und aktiviert sie, wodurch im
Umkehrschluss die anorexigenen POMC-Zellen im ARC gehemmt werden. Ein zweiter
Weg wird im nachsten Kapitel besprochen, er fuhrt Uber den Nervus vagus, Uber den
zirkulierendes oder im Magen produziertes Ghrelin Uber den Nucleus tractus soliarius
letztlich an den hypothalamischen, appetitstimulierenden Nucleii wirkt. Der dritte
Wirkungsmechanismus besteht aus dem, im Hypothalamus lokal produzierten Ghrelin,
das orexigene NPY/AGRP Neuronen im ARC und orexigene Neurone im lateralen
Hypothalamus aktiviert.

Ghrelin erhoht so die Haufigkeit der Nahrungsaufnahme ohne die GrofRe der Mahlzeit zu
beeinflussen. Es erhoht die gastrale Motilitdt und senkt die Insulinsekretion (Cummings,
Overduin et al. 2007, Cummings, Purnell et al. 2001, Tschop, Smiley et al. 2000). Neue
Erkenntnisse scheinen zu bestatigen, dass Ghrelin ausserdem als eine Art ,Vorbereiter”
zur Nahrungsaufnahme gilt. So fuhrt es, wenn es zentral gegeben wird zur Induzierung
der Lipogenese im weissen Fettgewebe, in dem es das hypothalamische Melanocortin-
System hemmt (Santiago-Alvarellos, Vazquez et al. 2009; Nogueiras, Wiedmer et al.
2007).

4.3.2.2.3 Der Vagus und die Appetitstimulation durch Ghrelin
Im Allgemeinen konnen peripher injizierte Peptide die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren.

Die Entdeckung von Ghrelin-Rezeptoren auf vagalen afferenten Neuronen in den

Ganglienknoten der Ratte legt nahe, dass die Signale des Ghrelins vom Magen Uber den
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Vagus zum Gehirn weitergeleitet werden (Date, Murakami et al. 2002; Sakata, Yamazaki
et al. 2003; Zhang, Lin et al. 2004). Die intracerebroventrikulare Injektion von Ghrelin
induziert eine erhohte c-Fos-Expression in den dorsomotorischen Kernen des Vagus und
stimuliert die Sekretion der Magensaure, was darauf hindeutet, dass Ghrelin auch efferent
Uber das Vagussystem wirkt (Date, Nakazato et al. 2001).

Tatsachlich kann durch eine Vagotomie, die Fahigkeit des Ghrelins zur Steigerung der
Nahrungsaufnahme und der GH-Ausschuttung, ausgeschaltet werden (Date, Murakami et
al. 2002). Der basale Level des Ghrelins wird hierbei nicht beeinflusst, die normalerweise
durch Fasten induzierte Steigerung des Plasmaspiegels von Ghrelin hingegen wird total
unterdruckt (Williams, Grill et al. 2003).

Eine sensorische Denervation der afferenten Fasern des N. vagus durch Applikation von
Capsaicin, einem spezifischen afferenten Neurotoxin, zeigte ahnlich Effekte (Date,
Murakami et al. 2002).

4.3.2.2.4 Zusammenhang zwischen Ghrelin und Appetit

Der Plasmalevel des Ghrelin steigt unmittelbar vor jeder Mahlzeit an und fallt innerhalb
einer Stunde wieder auf minimale Konzentrationen ab (Cummings, Purnell et al. 2001;
Tschop, Wawarta et al. 2001). Der klare Anstieg vor dem Essen unterstitzt die
Hypothese, dass Ghrelin ein Initiationssignal bei der Nahrungsaufnahme ist. Diese
Untersuchung wurde bei Menschen durchgefuhrt, die freiwillig, je nach Hungergefuhl zu
essen anfangen sollten (Cummings, Frayo et al. 2004). Dabei zeigte sich eine positive
Korrelation zwischen dem Ghrelin-Level und dem Hunger-Score. Der postprandiale Abfall
der Ghrelin-Konzentration erwies sich als proportional zur aufgenommenen
Kalorienmenge (Cummings, Frayo et al. 2004). Zusammenfassend wurde die Hypothese,
dass Ghrelin als Hungersignal fungiert, weiter bestatigt.

Toshinai et al. untersuchten die Veranderung der Plasmakonzentration des Ghrelins
genauer. Sie fanden heraus, dass es bereits 48-h nach Fastenbeginn zu einer erhdhten
Expression von Ghrelin-mRNA im Magen und einer Steigerung der Plasmakonzentration
kommt, die tatsachliche Menge des Peptides in den Magenzellen hingegen nimmt ab.

Das zeigt, dass beim Fasten vor allem die Sekretion gesteigert wird (Toshinai et al. 2001).
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Auch die Expression des Ghrelin-Gens ist vom Appetit abhangig. Sie wird beim Fasten
erhoht und sinkt nach Gabe von Leptin und Interleukin (IL)-13 (Toshinai, Mondal et al.
2001; Kim, Yoon et al. 2003).

Durch all diese Eigenschaften kristallisiert sich auch eine eventuelle Kklinische
Anwendungsmoglichkeit des Ghrelins bei pathologischem Gewichtsverlust, wie er als
Begleiterscheinung bei einigen Arzneimittel und Operationen oder auch bei
Krankheitszustanden, wie Malignomen oder AIDS auftritt. Bei solchen Patienten konnte
Ghrelin helfen, da es eine positive Energiebilanz begunstigt, in dem es die
Nahrungsaufnahme erhoht und den Energieverbrauch senkt und zudem die IL-1-R-

induzierte Anorexie blockiert.

4.3.3 Gastrointestinale Funktionen

Zusatzlich zu seiner zentralen, appetitstimulierenden Wirkung fuhrt Ghrelin peripher im
Gastrointestinaltrakt vor allem zu einer Zunahme der Magensauresekretion (Date, Kojima
et al. 2000; Masuda, Tanaka et al. 2000; Date, Nakazato et al. 2001) und einer
gesteigerten Motilitat des Magens und des Duodenums (Masuda, Tanaka et al. 2000).
Wird Ghrelin intravends oder intraperitoneal gegeben, so stimuliert es den ,migrating
motor complex® im nldchternen Zustand und erhodht, im postprandialen Stadium, die
Magenentleerung bei Tieren und Menschen (Edholm, Levin et al. 2004; Levin, Edholm et
a. 2006).

Fujino et al. untersuchten am Rattenmodell, inwieweit Ghrelin in die Regulation der
Motilitat des Gastrointestinaltrakts eingreift und welche Rolle die Applikationsweise dabei
spielt. Bei den Versuchen zeigte sich, dass ein intravends applizierter GHS-R-Antagonist,
bei vagotomierten Ratten den Magen und das Duodenum blockiert, bei normalen Ratten
nicht. Da bekannt ist, dass der GHS-R sowohl peripher, als auch cerebral existiert (Guan,
Yu et al. 1997; Shuto, Shibasaki et al. 2001), das endogene Ghrelin hingegen vor allem
im Magen zu finden ist und im Gehirn nur in geringen Mengen, erscheint es plausibel,
dass das endogen produzierte Ghrelin des Magens die gastroduodenale Motilitat sowohl
uber die Rezeptoren im Magen als auch uber die des Gehirns reguliert (Fujino, Inui et al.
2003).
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Eine Antagonisierung der Ghrelinwirkung gelang bei i.v.- und i.c.v.- Gabe nur, wenn GHS-
R-Antagonisten auf die gleiche Weise appliziert wurden, oder eine Immun-Neutralisation
von NPY im Gehirn vorgenommen wurde. Die i.v.- Effekte des Ghrelins konnten
allerdings bei i.c.v.- Gabe der Antagonisten nicht inhibiert werden.

Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse der Forschungsgruppe, dass Ghrelin Uber eine
Aktivierung der NPY-Neurone im Gehirn und eine Weiterleitung der Signale Uber den
Vagus wirkt. Sobald dieser Aktivierungsweg ausgeschaltet wird, z.B. durch Vagotomie,
wirkt Ghrelin in erster Linie Uber Ghrelin-Rezeptoren direkt im Magen und im Duodenum,
diese Wirkung des Ghrelins ist dann stark pH-abhangig und Iasst mit sinkendem pH nach,
bzw. verschwindet vollstandig (Fujino, Inui et al. 2003).

In Versuchen mit Ghrelin-Analoga wie RC-1139 oder synthetischen Ghrelin-Rezeptor-
Agonisten (TZP-101) wurde erst vor kurzem die eventuelle Einsetzbarkeit des Ghrelins
bei Storungen der gastrointestinalen Motilitat, beispielsweise bei postoperativem lleus
oder diabetischer Gastroparese untersucht. Vor allem bei postoperativen lleus zeigte sich
hier erfolgsversprechende Ergebnisse mit einer deutlichen Zunahme der Motilitat (Poitras,
Polvino et al. 2005; Venkova, Fraser et al. 2007).

Ghrelin hat zudem gastroprotektive Funktionen, wie in einer Studie bewiesen wurde, in
der eine ischamische Schadigung der Mukosa bei Ratten induziert wurde. Es fuhrt Uber
Aktivierung sensorischer Nerven, stickstoffinduzierter Hyperamie, Erhdhung der
Angiogenese durch YEGF-Expression und antiinflammatorischen Eigenschaften zu einer

deutlich schnelleren Heilung der Defekte. (Konturek, Brzozowski et al. 2006).

434 Kardiovaskuklare Funktionen

GHS-R wurde auch im kardiovaskularen Gewebe des Menschen, vor allem im Myokard
und in der Aorta (Nagaya, Kojima et al. 2001) nachgewiesen. Es zeigte sich, dass Ghrelin
neben den X/A-like Zellen des Magens auch noch von den Zellen der Kardiozytenzelllinie
HL-1 und von kultivierten menschlichen Vorhof-Kardiomyozyten gebildet wird (Iglesias,
Pineiro et al. 2004). Ghrelin hat auf das kardiovaskulare System einen positiven Einfluss.
So kommt es zu einer Verbesserung der Hamodynamik (Nagaya, Kojima et al. 2001;
Enomoto, Nagaya et al. 2003; Poykko, Kellokoski et al. 2003) und einer kardioprotektiven

Wirkung nach Ischamie (Chang, Ren et al. 2004). Bei Ratten fuhrt es zu einer Steigerung
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der Kontraktilitdt und zu einer verbesserten linksventrikularen Funktion (Chang, Ren et al.
2004). Beim Menschen berichteten Nagaya et. al als erste von einer signifikanten
Erhdhung des Outputs bei chronischen Herzerkrankungen (Nagaya, Miyatake et al.
2001). Ghrelin stellt einen effektiven Vasodilatator dar (lglesias, Pineiro et al. 2004). Es
fuhrt zu einer Senkung des Blutdrucks und einer Erhdhung des Schlagvolumens, ohne
die Herzfrequenz zu beeinflussen. Bei Ghrelingabe kann eine signifikante Abnahme der
Marker fur das Ausmass der Herzschadigung, wie LDH (Lactat-Dehydrogenase) und
MDA (Malondialdehyd) verzeichnet werden (Chang, Zhao et al. 2004). Auch die
Konzentration der Endothelin-1 mRNA, das eine Schlisselsubstanz bei kardiovaskularen
Erkrankungen und einer der wirkungstarksten Vasokonstriktoren ist, war niedriger, wenn
Ghrelin appliziert wurde. (Chang, Ren et al. 2004)

Wie genau Ghrelin diese kardioprotektiven Effekte ausubt, die auch zu einer signifikanten
Verkleinerung der Infarktflache fuhren (Chang, Ren et al. 2004), ist noch nicht vollstandig
geklart.

4.3.5 Ghrelin und die Pankreasfunktion

Wie schon erwahnt, sind Ghrelin und GHS-Rezeptoren auch im Pankreas lokalisiert.
(Date, Nakazato et al. 2002). Ghrelin ist ein wichtiger Bestandteil der Glukose-Insulin-
Homoostase. Ghrelin wirkt inhibierend auf die Insulinausschuttung beim Menschen, sowie
bei Ratten und Mausen (Broglio, Arvat et al., 2001, Egido, Rodriguez-G et al. 2002,
Dezaki, Hosoda et al 2004). Niedrige Plasmaghrelinspiegel sind mit erhdhtem
Fastenspiegel des Insulins und einer Insulinresistenz verbunden (lkezaki, Hosoda et al.
2002, Poykko, Kellokoski et al, 2003).

Exogenes Ghrelin erhdht den Blutglukosespiegel in Menschen und Nagern direkt Uber
eine spezifische Interaktion mit dem GHS-R. (Broglio, Benzo et al 2003, Dezaki, Hosoda
et al 2004). Dieser hyperglykamische Effekt des Ghrelins geschieht Uber eine Senkung
des Plasmainsulinspiegels.

Dass auch das endogene Ghrelin in die Regulation der Plasmainsulin- und Glucoselevel
eingebunden ist, zeigen verschiedene Studien, bei denen spezifische GHS-R-
Antagonisten intraperitoneal gegeben, bei fastenden Mausen zu einer verminderten

Blutglukosekonzentration fuhrten (Dezaki, Hosoda 2004). Zudem zeigten Esler et al.,
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dass die Glucosetoleranz bei Ratten durch die orale Gabe eines GHS-R Antagonisten
verbessert wurde (Esler, Rudolph et al.). Dies geschah ohne eine Hypoglykamie zu
induzieren durch eine Stimulation der Insulinsekretion.

Die Downregulation des Insulinlevels scheint Uber das lokal in den Inselzellen produzierte
Ghrelin, also para/autokrin zu geschehen, wie Dezaki et al. in Versuchen mit
gastrektomierten Ratten zeigten. (Dezaki, Hosoda et al 2004)

Interessanterweise scheint das G-Protein, das fur die Wirkung des Ghrelins auf die
Insulinausschuttung verantwortlich ist ein anderes zu sein, als das, das beispielsweise fur
die GH-Ausschuttung zustandig ist (Dezaki, Kakei et al. 2007).

Daten aus Studien mit GHS-R-Antagonisten zeigen mogliche therapeutische Ansatze fur
Ghrelin bei der Therapie des Typ |l Diabetes. Ghrelin steuert den physiologischen Level
der Insulinausschuttung. Unter Bedingungen, bei denen das systemische Bedurfnis nach
Insulin die physiologische Produktion Uberschreitet, wie z.B. in frihen Stadien
ernahrungsbedingter Fettleibigkeit, oder Insulinresistenz. Hier konnte eine Blockade der
Ghrelinfunktion Uber einen GHS-R-Antagonisten die Insulinsekretion und so auch die
Glucoseintoleranz erhohen. Dies konnte ein Ansatz sein, der Progression des Typ 2
Diabetes entgegegen zu wirken (Dezaki, Sone et al. 2008).

Neben den oben beschriebenen Wirkungen des Ghrelins auf den endokrinen Pankreas,
wirkt es auch auf den exokrinen Pankreas inhibierend (Zhang, Chen et al. 2001;
Konturek, Pepera et al. 2003)

4.3.6 Leben ohne Ghrelin

4.3.6.1 Ghrelin knock-out Mause

Ghrelin  Knock-out Mause =zeigen eine normale Grofle, normales Wachstum,
Futteraufnahme, Korperaufbau, Reproduktion, ohne pathologische Veranderungen, aber
auch eine signifikante Reduktion des Respirations-Quotienten und, bei hochkalorischer
Diat, eine Tendenz zu einem niedrigeren Bodymass-Index (Wortley, Anderson et al.
2004). Die Funktion des Ghrelins wird offensichtlich durch andere orexigene Substanzen

Ubernommen, wenn es nicht vorhanden ist.
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4.3.6.2 GHS-R knock-out Mause

Bei Mausen, denen der GHS-R fehlt, fehlt der Ubliche Anstieg der GH-Ausschuttung und
der Nahrungsaufnahme nach Ghrelin-Gabe. Folglich ist der GHS-R in der Tat der primare
biologisch relevante Ghrelin-Rezeptor (Sun, Wang et al. 2004). Wachstum, Entwicklung
und Korperbau der GHS-R-negativen Mause sind normal. Ghrelin und sein Rezeptor sind
also nicht allein entscheidend fur das Wachstum und die Appetitregulation.

Das Gewicht der GHSR-negativen Mause ist jedoch im Vergleich zum Wildtyp etwas

gesenkt.

4.3.6.3 Die totale Gastrektomie

Der Magen ist die Hauptquelle des zirkulierenden Ghrelins (Ariyasu, Takaya et al. 2001).
Nach einer Gastrektomie kommt es zu einer Senkung der Plasmakonzentration des
Ghrelins auf ca. ~30-50% (Messung 30 Minuten nach Operation). Im postoperativen
Verlauf kommt es zu einem Wiederanstieg des Ghrelins auf bis zu 70% des
Ausgangswertes. (Lehto-Axtelius, Chen et al. 2002; Hosoda, Kojima et al. 2003; Leonetti,
Silecchia et al. 2003) Aufgrund dieser Messungen geht man davon aus, dass der Magen
fur die Produktion von ca. ~50-70% des zirkulierenden Hormons verantwortlich ist. Bei
Ausfall kann sie nur unzureichend durch eine kompensatorische Produktion des

Intestinums und des Pankreas ausgeglichen werden.

4.3.6.4 Gastric- Bypass-Operation

Die Gastric-Bypass-Operation zeigt im Vergleich zu diatischen Massnahmen und anderen
Eingriffen, wie das Anlegen eines Magenbandes, die besten Langzeitergebnisse
hinsichtlich der Gewichtsreduktion, der metabolischen Gesamtsituation und der
Uberlebensrate. In verschiedenen Studien wurde eine signifikante, langzeitige

Gewichtsreduktion verbunden mit einer deutlichen Senkung des Ghrelinspiegels
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beobachtet. So berichteten beispielsweise Frihbeck et al. von einer Reduktion von bis zu
60% nach 6 Monaten (Fruhbeck, Diez-Caballero et al. 2004).

Dieses Phanomen wird zum einen dadurch erkart, dass es durch die Operation zu einer
Verletzung des N.Vagus kommt und damit zu einer Stérung des vagalen Inputs auf die
ghrelinproduzierenden Zellen (Williams, Girill, et al. 2003). Zum anderen wird durch die
Operation das Magenvolumen vermindert und die Nahrung an den grof3ten Teilen des

Magens und des oberen Intestinums vorbeigeleitet (Cummings, Overduin et al. 2004).

4.4 Die Regulation der Ghrelin-Sekretion

4.4.1 Allgemeine Regulationsmechanismen

Die Regulation der Ghrelinsekretion kann auf vielen Ebenen geschehen. Uber die
Transkription und Translation des Genes, Uber postranslationelle Modifikationen, Uber die
Sekretion aus den jeweiligen Ghrelin-produierenden Zellen, Uber die Bindung an
Transportproteine, Uberqueren der Blut-Hirn-Schranke, Uber die Bindung an den Ghrelin-
Rezeptor und uber Modifikation der Expression und der intrazellularen Signalweiterleitung
dieses Rezeptores bis zur Ausscheidung tUber Leber und Nieren.

Die genauen Mechanismen der Regulation der Ghrelinsekretion sind bis lang nicht
vollstandig geklart. Ziel dieser Arbeit war es, auf diesem Gebiet weitere Kenntnisse zu
erlangen.

Primar muss unterschieden werden zwischen dem Basalspiegel und den kurzfristigen
Veranderungen vor, wahrend und nach Nahrungsaufnahme.

Der Basalspiegel ist abhangig vom Ernahrungszustand. Er ist erhoht in Situationen mit
verringerter Nahrungsaufnahme, wie Fasten oder Kachexie. Bei gesteigerter bei
Adipositas ist er erniedrigt. Es besteht somit eine negative Korrelation mit dem Body-
Mass-Index. (Tschop, Weyer et al. 2001), (Ariyasu, Takaya et al. 2001).

Fur kurzfristige Veranderungen der Ghrelin-Sekretion ist die Nahrungsaufnahme der
wichtigste Faktor. Die Ghrelin-Konzentration steigt bei Menschen und Nagern vor
Nahrungsaufnahme stark an, um danach rasch wieder ab zu sinken (Cummings, Purnell
et al. 2001). Wie die postprandiale Ghrelin-Suppression reguliert wird ist noch nicht

restlos verstanden. Die Hypothese, dass die Magendehnung hierfur verantwortlich ist
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wurde widerlegt. Die alleinige Dehnung des Magens zeigte in Versuchen keine Wirkung
auf die Ghrelin-Sekretion (Shiiya, Nakazato et al. 2002, Erdmann, Lippl et al. 2003). Die
Zusammensetzung der Nahrung hingegen scheint eine groRe Rolle zu spielen; ebenso
die verschiedenen anderen gastrointestinalen Hormone und der N. Vagus, wie bereits
beschrieben.

Es wurde auch ein Tages-Nacht-Rhythmus der Ghrelinssekretion beobachtet, mit
normalerweise hoheren Leveln nachts, die zwischen 2- und 4 Uhr wieder absinken (Chan,
Bullen et al. 2004).

4.4.2 Nahrungszusammensetzung und Ghrelinsekretion

Erdmann et al. zeigten in verschiedenen Versuchen mit freiwilligen Testpersonen, dass
auch die Nahrungszusammensetzung die Ghrelinsekretion beeinflusst. Anders als bei
den meisten anderen gastrointestinalen Hormonen fuhrte eine kohlenhydratreiche
Nahrung zu einem Absinken des Ghrelinspiegels. Auch fettreiche Nahrung fuhrt zu einer
verminderten Sekretion. Beim Menschen kommt es nach einer proteinreichen Nahrung
zum Anstieg der Ghrelinsekretion bei Ratten hingegen zu einem Abfall (Erdmann, Lippl et
al. 2003; Lee, Wang et al. 2002).

4.4.3 Nervus vagus und Ghrelinsekretion

Eine besondere Rolle bei der Nahrungsaufnahme spielt der Nervus vagus. Uber seine
afferenten und efferenten Fasern wird die parasympathische Steuerung des
gastrointestinalen Trakts vermittelt. Er beeinflusst die Ghrelinsekretion wahrscheinlich
direkt durch die enge Nachbarschaft seiner cholinergen Nervenendigungen zu den
Ghrelin-produzierenden Zellen des Magens (Nilsson, Simon et al. 1972), aber auch
indirekt Uber die von ihm gesteuerte Sekretion anderer Hormone (Nilsson, Simon et al.
1972, Mclintosh, Pederson et al.1981) und die von ihm stimulierte Saureproduktion des

Magens.
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4.4 4 Gastrointestinale Hormone und Ghrelinsekretion

Ein weiterer Regulierungsmechanismus ist die Wirkung endokriner Hormone auf das
Ghrelin.

Stimulierend auf die Ghrelinsekretion wirkt vor allem das Gastric inhibitory Polypeptide
(GIP), das postprandial von den K-Zellen des Duodenums und des proximalen Jejunums
ausgeschuttet wird. GIP fuhrt zu erhohter Insulin- und Somatostatinausschuttung
(Mclintosh, Pederson et al.1981, Dupre, Ross et al. 1973). Seine Sekretion wird durch die
orale Aufnahme von Glukose stimuliert (Pederson, Schubert et al. 1975, Cataland,
Crockett et al. 1974). Auch Gastrin fuhrt in Versuchen bei der Ratte zu einer Erhohung
des Ghrelinspiegels (Murakami, Hayashida et al. 2002). Der stimulierende Effekt des
Leptins auf die gastrale Ghrelinsekretion in Experimenten mit Mausen (Ariyasu, Takaya et
al. 2002, Toshinai, Mondal et al. 2003) konnte beim Menschen bislang noch nicht
bestatigt werden. Zwar zeigen Menschen mit Leptin-Mangel ihrem BMI angemessen
niedrigere Ghrelin-Spiegel (Haqq, Farooqi et al. 2003). Eine Studie an freiwilligen
Testpersonen zeigte allerdings keine Auswirkung von Leptin in physiologischen und
pharmakologischen Dosen auf die Ghrelinsekretion (Chan, Bullen et al. 2004). Leptin
scheint Ghrelin also nicht alleine und unabhangig von Veranderungen des
Kdrpergewichts regulieren zu kdnnen. Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass Ghrelin
im Kreislauf der Regulierung der Energiehomdostase vor dem Leptin steht.

Die meisten anderen gastrointestinalen Peptide wirken auf die Ghrelinproduktion
inhibierend. Zu ihnen gehort das Insulin, das bereits besprochen wurde. Auch
Somatostatin (Bakran, Dimaraki et al. 2003), das im Hypothalamus gebildet wird und die
Gh-Ausschattung inhibiert. Eine anorektische Wirkung ist bei diesem Peptid bekannt
(Aponte, Leung et al. 1984).

Das Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1) stimuliert die Insulinsekretion und ist ein
physiologischer Sattheitsmediator. Seine Konzentration korreliert negativ mit der des

Ghrelins, ein hemmender Einfluss wird vermutet (Asakawa, Inui et al. 2003).
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445 Ghrelin und die Bluthirnschranke

Auch Uber die Menge des Ghrelins das die Blut-Hirnschranke Uberschreitet kann seine
Wirkung reguliert werden. Ghrelin kann die Bluthirnschranke via aktivem Transport oder
passiver Diffusion Uberqueren. Die Maoglichkeit die Bluthirnschranke zu durchqueren
hangt unter anderem vom Acylierungsstatus des Ghrelins ab.

Banks et al konnten am Mausmodell zeigen, dass eine negative Korrelation zwischen
Adipositas und dem Ghrelintransport Uber die Bluthirnschranke besteht. Zudem zeigten
sie, dass Marker fur Hungerszustande, bzw. Fettleibigkeit ebenfalls Einflluss auf diesen
Transport haben, hohe Triglyceridkonzentrationen beschleunigen ihn beispielsweise
(Banks, Burney et al., 2008).
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5. Spezielle Diskussion - Das endogene Opioidsystem

5.1 Allgemein

Ghrelin spielt eine grof3e Rolle bei der genussbedingten Nahrungsaufnahme. Hormone
die ebenfalls das Belohnungszentrum im Gehirn beeinflussen sind unter anderem die
endogenen Opioide. Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob das endogene
Opioidsystem die Ghrelinsekretion beeinflusst.

Zu den Opioiden zahlt man Opioide mit Alkaloidstruktur, die Opiate (in der

Regel exogene Opioide) und Opioide mit Peptidstruktur, die Opioidpeptide (in der Regel
endogene Opioide). Beiden Gruppen ist eine agonistische Wirkung an den
Opioidrezeptoren gemein.

Die ersten endogenen Opioide wurden 1975 von Hughes und Kosterlitz entdeckt. Es
handelte sich dabei um die Gruppe der Enkephaline (Hughes, Smith et al. 1975). Wenig
spater wurden weitere Opioidpeptide, wie das B-Endorphin (Li, Chung et al. 1976) und
das Dynorphin (Goldstein, Tachibana et al. 1979) gefunden.

Diese ,typischen Opioidpeptide” enthalten allesamt die N-terminale Aminosauresequenz
Tyr-Gly-Gly-Phe Uber die sie mit den Opioidrezeptoren in Verbindung treten.

~Atypische“ Opioidpeptide sind z.B. die -Casomorphine, Fragmente des Milchproteins B-
Casein (Kreil, Umbachet al. 1983) oder die Dermorphine, die in der Haut von Amphibien
gefunden wurden (Broccardo, Erspamer et al. 1981). Sie binden und wirken ebenfalls an
Opioidrezeptoren, verfigen jedoch mit Ausnahme des N- terminalen Tyrosinrestes nicht

Uber die typische N- terminale Aminosauresequenz der Opioidpeptide.

Alle typischen Opioidpeptide stammen von ausschlieBlich drei verschiedenen

Precursormolekiilen ab: Proopiomelanocortin  (POMC), Proenkephalin (PENK) und
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Prodynorphin (PDYN) (Garzon, Sanchez-Blasquez et al. 1983). Durch enzymatische
Freisetzung werden aus diesen Molekilen die verschiedenen typischen Opioidpeptide
abgespalten.

Von dem wohl bekanntesten Precursormolekil, dem Proopiomelanocortin, leiten sich das
B-Endorphin (1-31) sowie die durch weitere Spaltung entstehenden Peptide a-und y-
Endorphin ab. Neben den Endorphinen werden auch die Hypophysenhormone ACTH
(Adrenocorticotropes Hormon), a-, B- und y- MSH (Melanozyten-stimulierendes Hormon)
und B-LPH (Lipotropin) aus POMC freigesetzt. Die hochste Konzentration an POMC
findet man im Hypophysenvorderlappen.

Aus dem Proenkephalin gehen die Enkephaline Met- und Leu- Enkephalin hervor. Die
Dynorphine A und B sowie a- und B-Neoendorphin werden aus dem Prodynorphin
gespalten. Die Peptide beider Gruppen lassen sich in verschiedenen Regionen des ZNS,

im Nebennierenmark und im Plexus myentericus und submukosus nachweisen.

5.1.1 Opioid-Rezeptoren

Erkenntnisse aus Bindungsversuchen zeigen, dass mehrere Rezeptortypen und Subtypen
existieren missen, an die die einzelnen Opioide mit unterschiedlicher Affinitdt binden
(Paterson et al., 1983).

Wie viele und welche Opioidrezeptoren es wirklich gibt, wird bis heute kontrovers
diskutiert.

Als Opioidrezeptoren wurden 1976 die u-, k- und o- Rezeptoren beschrieben (Martin et
al., 1976); der 6-Rezeptor wurde 1977 erstmals nachgewiesen (Lord, Waterfield et al.,
1977). Zwei Jahre spater entstand das Modell der u-, 8-und &- Rezeptoren (Wdster,
Schulz et al., 1979).

Der o- Rezeptor wird in der neueren Literatur nicht mehr der Opioidrezeptorfamilie
zugerechnet, weil seine Wirkung nicht durch den Opioidantagonisten Naloxon aufzuheben
ist (Jenck, Quirion et al., 1987).

Nachdem die These eines e- Rezeptors wiederholt verworfen wurde, legen es neuere

Arbeiten nahe, den e-Rezeptor als eigenstéandigen Rezeptortyp anzuerkennen (Shook,
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Kazmierski et al., 1988; Nock, Giordano et al., 1993).

Allgemein akzeptiert und am besten untersucht sind die u-, k- und d-Rezeptoren, die
mittlerweile auch OPs (MOR), OP2 (KOR) und OPi1 (DOR) genannt werden. Die
Bezeichnung OP1, OP2 und OPs basiert auf die Reihenfolge, in der die drei Rezeptoren
geklont wurden (Dhawan, Cesselin et al., 1996).

Eine neuere Entdeckung ist der ORL1- Rezeptor (opioid receptor-like proteini receptor),
der aufgrund seiner strukturellen Homologie zu den Opioidrezeptoren gezahlt wird
(Mollereau, Parmentier et al., 1994) und entsprechend der Chronologie der Entdeckung
OP4-Rezeptor genannt wird.

Die durch verschiedene Liganden ausgel6sten Wirkungen lassen sich nicht eindeutig

bestimmten Opioidrezeptoren zuordnen.

5.1.2 Wirkungsmechanismen der Opioid-Rezeptoren

Alle Opioid-Rezeptoren sind G-proteingekoppelte Rezeptoren (GPCRs) und binden durch
Gi/Go-Proteine an ihre zellularen Effektoren (Milligan 2004). Sie ubertragen die Wirkung
der endogenen Opioide und der sich strukturell unterscheidenden Opiat-Alkaloide unter
anderem auf das zentrale und das enterische Nervensystem (Kromer 1990; Nestler,
Aghajanian 1997). Die drei Hauptklassen der Opioid-Rezeptoren werden anhand ihrer
Affinitat fur die jeweiligen Opioide, bzw. Alkaloide unterschieden (Sternini 2001). Sie
haben spezifische pharmakologische Profile und physiologische Funktionen, auch wenn
sie sich in ihrer Verteilung, ihren Bindungsaffinitadten und ihrer Funktion Uberschneiden
(Raynor, Kong et al. 1994). Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren stellen eine grosse
und wandlungsfahige Gruppe von Rezeptoren dar, die eine Vielzahl von biologischen

Funktionen vermitteln.

5.1.3 Opioiderge Systeme im Organismus

Opioidrezeptoren wurden in den verschiedensten Geweben und Zellen entdeckt. Im
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Gehirn findet man eine hohe Dichte an u- Rezeptoren, vor allem im Thalamus

und Hypothalamus. 8- Rezeptoren und k- Rezeptoren sind hauptsachlich im Bereich des
Cortex lokalisiert und in héherer Konzentration im limbischen System (Atweh, Kuhar et al.
1983; Mansour, Watson et al. 1993).

Endorphine lassen sich in hohen Konzentrationen im hypothalamisch-hypophyséaren
Bereich nachweisen. Enkephaline und Dynorphine sind dagegen Uber viele Regionen des
ZNS verteilt (Dores, Khachaturian et al., 1984; Khachaturian, Lewis et al.1985).
AuBerhalb des ZNS werden opioidpeptiderge Systeme im Herzen (Archelos, Xiang et al.
1987; Weihe, McKnight et al.1983), im Gastrointestinaltrakt (Chamouard, Klein et al.
1993, Orwoll, Kendall et al. 1980), im Nebennierenmark (Lundberg, Hamberger et al.,
1979) und im Immunsystem (Sibinga, Goldstein 1988) beschrieben.

Opioiderge Systeme greifen u.a. in Leitung und Verarbeitung der Schmerzempfindung ein
und sind an der Regulation der Koérpertemperatur beteiligt. Sie kontrollieren die
Hormonsekretion, beeinflussen immunregulatorische und gastrointestinale
Funktionsabldufe und sind an der Regulation des emotionalen Erlebens beteiligt, um nur
einige physiologische Funktionen zu nennen. Im Rahmen dieser Arbeit, beschranke ich
mich auf eine kurze Zusammenfassung der wichtigsten gastrointestinalen und Wirkungen
und den Einfluss auf das Essverhalten.

Die universelle Wirkung der Opiate und Opioid-Peptide besteht in der Unterdriickung der
neuronalen Erregbarkeit (Wood 1980; Morita, North et al., 1981; 1982). lhre Applikation
fuhrt zur Offnung kaliumgesteuerter lonenkanéle, erhéht so das Membranpotential und
erschwert die Entstehung von Aktionspotentialen, die fur die Ausschuttung der
Neurotransmitter an den Synapsen notig sind.

Grundsatzlich muss die Langzeitwirkung der Opioide von ihrer Akutwirkung unterschieden

werden.

5.1.4 Der Gastrointestinaltrakt und das endogene Opioidsystem

Die endogenen Opioide sind im Gastrointestinaltrakt vor allem im enterischen

Nervensystem und den chromaffinen Zellen zu finden (Burks 1995; Sternini, Patierno et
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al. 2004). Sie beeinflussen die Motilitat, die Sekretion und den Transport von Elektrolyten
und Flussigkeiten.

Der Hauptvermittler fur die Opiatwirkungen im Intestinaltrakt ist der y-Opioid-Rezeptor.
Uber ihn wird die opiatinduzierte Schwachung des gastrointestinalen Transits aber auch
eine Vielzahl der Nebenwirkungen von opioidhaltigen Medikamenten, wie beispielsweise
die Toleranzentwicklung Ubertragen (Loh, Tao et al. 1988; Reisine, Pasternak et al.
1996). Er wird von verschiedenen, funktionell unterschiedlichen enterischen Neuronen
exprimiert. Beim Menschen wurde seine Prasenz in den Neuronen des submukdsen und
des myenterischen Plexus, sowie in den Zellen des Immunsystems in der Lamina propria
nachgewiesen (Sternini, Patierno et al. 2004).

In vielen Versuchen wurde gezeigt, dass die Wirkung der endogenen Opioide auf die
intestinale Motilitat vor allem durch den u- und den k-Rezeptor vermittelt werden (Lynch,
Grace et al. 1993; Nambu, Sakurai et al. 1999).

Morphin und andere Opiate induzieren im Gastrointestinaltrakt eine Obstipation, in dem
sie nicht-propulsive Motilitatsmuster hervorrufen (Wood, Galligan et al. 2004). Dieser
Effekt kommt zustande, weil Opiate die Neurotransmission in enteralen Ganglien
inhibieren und den inhibitorischen neuralen Input auf die Muskelzellen unterdricken. So
wird die normale Koordination von Kontraktion und Relaxion der glatten Muskeln des GIT
gestort, die fur die Propulsion des intraluminalen Inhalts notig ist. (Wood, Galligan et al.
2004). Die Opioide wirken hierbei auf verschiedene Opioid-Rezeptoren, wie Studien mit
isolierten Geweben aus dem menschlichen Darm gezeigt haben. &-, k- und y-Rezeptoren
tragen zur Opioid-induzierten Inhibition der Muskelaktivitat bei (Shahbazian, Heinemann
et al., 2002). Dies geschieht primar durch eine Unterbrechung der neuro-neuronalen und
neuro-effektor Ubtragung in den enterischen Nervenbahnen, die fir die Muskelaktivitat
zustandig sind (Wood, Galligan et al., 2004; Sanger, Tuladhar et al. 2004; Holzer, 2007).
Diese Blockierung kann pra- oder postsynaptisch erfolgen und hemmt die Freisetzung
und die Wirkung der Transmitter (Wood, Galligan et al., 2004; De Luca, Coupar et al.,
1996). Opioid-Rezeptoragonisten konnen sowohl die exzitatorischen als auch die
inhibitorischen Nervenbahnen hemmen (Wood, Galligan et al., 2004). Die Unterdrickung
der stimulierenden Impulse fuhrt zu verminderter Freisetzung von exzitatorischen
Transmittern wie Acetylcholin und blockiert die durch Dehnung induzierten, peristaltischen
Kontraktionen. Eine Blockade der hemmenden Bahnen fuhrt hingegen zu verminderter

Stickstoff-Freisetzung aus inhibitorischen Motorneuronen und so zu einer Enthemmung
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der gastrointestinalen Muskelaktivitat mit Erhdhung des Grundmuskeltonus und nicht-
propulsiven Bewegungsmustern (Wood, Galligan et al., 2004; Sanger, Tuladhar et al.
2004; Holzer, 2007; Kenard, Halmai et al., 1999).

Neben den direkten Angriffspunkten im ENS wirken Opioide zusatzlich noch auf
Rezeptoren im Ruckenmark und im ZNS um den intestinalen Transport zu verlangsamen
(Galligan, Burks et al. 1983; Porreca, Burks et al. 1983; Jiao, Guo et al. 2002).

Bei den sekretomotorischen Neuronen des submucdsen Plexus fuhrt die Applikation von
Opioiden und Opiaten zu einer Hyperpolarisation des Membranpotentials und unterdrickt
die Erregbarkeit so weit, dass die Neurone keine Aktionspotentiale mehr entladen
konnen. Das fuhrt zu einer verminderten Sekretion und senkt den Flussigkeitgehalt des
Dunndarminhalts (De Luca, Coupar et al., 1996; Holzer, 2007; Kurz, Sessler et al., 2003;
Turnberg, 1983). Die Folge ist ein harter, trockener Stuhl, der noch weiter zu den
obstipierenden Effekten der Opiate beitragt.

Im Magen wird durch einen erhohten Muskeltonus des Antrums und des Pylorus bei
gleichzeitig vermindertem Ruhetonus des Korpus die Magenentleerung von flussiger und
fester Nahrung beim Menschen und beim Tier verringert (Yukioka, Rosen et al. 1987;
Hammas, Thorn et al., 2001; Yuan, Foss et al. 1998).

In der Gallenblase fuhrt die Gabe von Morphin zu einer fehlenden Relaxation des
Sphinkter Oddi und dadurch zu einer Erweiterung des Duktus cysticus und des Duktus
communis (Coelho, Senninger et al. 1986). Bei chronischer Verabreichung folgt daraus
eine erhohte Gefahr fur Cholelithiasis (Figueroa-Colon, Tolaymat et al. 1990) und eine

Verminderung der hepatischen Clearance.

5.1.5 Endogenes Opioidsystem und Appetitregulation

5.1.5.1 Genussbedinge Nahrungsaufnahme

Es ist unumstritten, dass die endogenen Opioide eine Rolle beim Essverhalten und der
Appetitregulation spielen. Diese Wirkung Uben die Opioide durch Interaktionen an den
zentralen Opioid-Rezeptoren im Gehirn aus. Eine nicht-selektive Blockade der peripheren

(Rogers, Frenk et al. 1978; Sangers, McCarthy et al. 1980) oder zentralen (Hynes,

Gallagher et al. 1981) Opioid-Rezeptoren durch Naloxon fuhrt zu einer verminderten
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Nahrungsaufnahme, vor allem, wenn schmackhafte Nahrung angeboten wird (Apfelbaum,
Mandenoff et al. 1981; Glass, Grace et al.1996; Lynch, Libby et al. 1983). Eine direkte
Applikation an den Nucleus accumbens, der neben der ventralen tegmentalen Area als
Hauptstelle fur die zentrale, appetitstimulierende Wirkung der Opioide gilt, fuhrt zu einer
Steigerung der Nahrungsaufnahme (Mucha, Iversen et al. 1986). Wahrend man zunachst
davon ausging, dass Opioide vor allem die Aufnahme von Fetten im Vergleich zu
Kohlenhydraten erhdhen (Richter, Holt et al. 1938), zeigten Gosnell et al, dass
behandelte Ratten die Aufnahme einer bereits zuvor bevorzugten Diat erhohten. Ratten
die zuvor Kohlenhydraten den Vorzug gaben, nahmen davon mehr zu sich und Ratten mit
einer Vorliebe zu Fetten, steigerten die Aufnahme der Fette. (Gosnell, Krahn et al. 1990).
Wurden die Diaten gleichzeitig angeboten, so erhohte sich allerdings die Aufnahme der
fettreichen Diat starker (400%) als die der kohlenhydratereichen (75%) (Zhang, Gosnell et
al., 1998).

Endogene Opioide beeinflussen neben dem zielgerichteten Verhalten der
Nahrungsaufnahme auch die affektive Evaluation der Nahrung durch das jeweilige
Individuum. Beim Menschen wurde gezeigt, dass die systemische Applikation eines nicht-
spezifischen Opioid-Rezeptor-Blockers die Praferenz fur Sucrose (Fantino, Hossote et al.
1986) hemmt und die Beurteilung von Geruch und Geschmack von Nahrungsmitteln
negativ beeinflusst (Yeomans, Wrigth et al., 1991). Menschliche Testpersonen
berichteten nach Gabe des Opioid-Antagonisten Naltrexon Uber einen abnehmenden
Genuss beim Trinken einer Zuckerlosung (Bertino, Beauchamp et al. 1991; Fantino,
Hosotte et al., 1986).

Unter Opioideinfluss hingegen zeigte sich eine erhohte Aufnahme von Saccharose-
Losungen (Marks-Kaufmann, Balmagiya et al., 1984), die Wasseraufnahme wurde nicht
beeinflusst.

Mehrere Studien beweisen, dass die Aufnahme schmackhafter Speisen die Opioidgen-
Expression und das Bindungsverhalten der Rezeptoren beeinflusst (Welch CC et al,
1996). Die Aufnahme einer weniger schmackhaften Nahrung mit gleichem kalorischem
Wert fuhrt zur Senkung der Genexpression, ahnlich dem Zustand bei Hungerzustanden.
Opioide scheinen zudem eine Rolle bei der Aufrechterhaltung einer Mahlzeit zu spielen.
Sie beeinflussen den Antrieb zur Nahrungsaufnahme nicht, zd6gern aber das
Sattigungsgefuhl hinaus. Kirkham and Blundell (Kirkham TC et al, 1988) zeigten, dass

Naloxon bei Ratten, die zu einer Zielbox rennen mussten, um Nahrung zu bekommen, die
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Geschwindigkeit und den Antrieb diese Box zu erreichen nicht beeinflusst, aber die

Nahrungsmenge reduziert.

5.1.5.2 Strukturelle Grundlagen der Opioidwirkung auf den Appetit

Kelley et al prazisierten diese Ergebnisse weiter. In ihren Forschungsarbeiten konnten sie
zeigen, dass die endogenen Opioide des Striatums eine besondere Rolle bei den
hedonistischen Aspekten der Nahrungsaufnahme spielen. Das Striatum enthalt die
endogenen Opioide Enkephalin und p-Endorphin (Sweep, Wiegant et al., 1989; Pickel,
Sumal et al., 1980) und viele Opioid-Rezeptoren (Mansour, Khachaturian et al., 1987). Es
besteht aus mehreren Parallelkreislaufen, die an verschiedenen kognitiven und
motorischen Leistungen beteiligt sind. Die direkte, intracranielle Injektion von Morphin in
hohen Dosen (bis zu 20ug/Injektionsort) in 5 verschiedenen Regionen des Striatums fuhrt
zu einem signifikanten Anstieg der Nahrungsaufnahme wie oben beschrieben. Am
sensitivsten sind der Ncl. Accumbens und das umgebende Striatum (Kelley, Baldo et al.,
2005).

u-, 0- und x-Opioid-Rezeptoren und ihre mRNA konnen im gesamten Striatum gefunden
werden, vermehrt in der Rindenregion des Ncl. Accumbens und dem angrenzenden Ncl.
Caudatus, also Regionen, die gustatorischen Input aus dem Cortex bekommen (Mansour,
Khachaturian et al., 1987; Delfs, Kong et al., 1994). In Versuchen wurde gezeigt, dass
eine Stimulation der u-Rezeptoren den starksten Anstieg der Nahrungsaufnahme bewirkt,
gefolgt vo d-Rezeptoren (Cooper, Kirkham et al., 1993; Bodnar, Glass et al., 1995). Eine
Stimulation der k-Rezeptoren veranderte die Nahrungsaufnahme nicht (Bakshi, Kelley et
al., 1993). Auch hier zeigten sich die signifikantesten Veranderungen, wenn der Nucleus
Accumbens stimuliert wurde. Die Antagonisierung von u-Rezeptoren fuhrte zu
verminderter Nahrungsaufnahme (Kelley, Bless et al., 1996).

In weiteren Versuchen wurde untersucht ob diese vermehrte Nahrungsaufnahme unter
Aspekten der Genussgewinnung oder Kaloriengewinnung geschah. Auch hier zeigte sich,
dass eine Stimulation der u-Rezeptoren des Striatums zu einer vermehrten Aufnahme
schmackhafter Losungen ohne nutritiven Gehalt fuhrte (Zhang, Kelley et al., 2002). Auch

elektrophysiologische Studien, die die Entladungsmuster der Neuronen des Nucleus
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Accumbens bei der Aufnahme schmackhafter Speisen mafen, unterstreichen diese Rolle
(Taha, Field et al., 2005).

Zusammenfassend zeigen die Studienergebnisse der letzten Jahre, dass das opioiderge
System die Nahrungsaufnahme Uber ein weitverzweigtes Regelwerk beeinflusst. Opioid-
Rezeptoren sind entlang der meisten neuronalen Nervenbahnen zu finden, von denen
man weiss, dass sie Geschmacksinformationen an das Gehirn vermitteln (Mansour,
Khachaturian et al., 1987; Aicher, Goldberg et al., 2000; Xia, Haddad et al. 1991; Glass,
Billington et al. 1999).

Eine Schlusselrolle spielen die u-Rezeptoren des Striatums. |hre Aktivierung zeigt Effekte
auf verschiedenen Leveln des Regelkreises, einbezogen Regionen, die fur die
Geschmackswahrnehmung wichtig sind (Tractus solitarius), die den Belohnungsfaktor
von Nahrung bewerten (Amygdala, ventrales Tegmentum) wund die die
Nahrungsaufnahme unter dem Aspekt des Energiegewinns modulieren (Hypothalamus).
Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob sie auch durch Beeinflussung der gastralen

Ghrelinsekretion die Nahrungsaufnahme beeinflussen.

5.2 Wirkung spezifischer endogener Opioide auf die Ghrelinsekretion

5.2.1 Pro-opiomelanocortin (POMC) - Endorphine

Das Pro-opiomelancortin stellt eine multifunktionale Opioid-Vorstufe dar. Es wird zu
Melanocortinen (ACTH, a-, p-, y-melanozytenstimmulierendes Hormon) und zu -
Endorphin weiter verarbeitet und ist Uber diese Endprodukte in der Lage die
Ausschuttung von ACTH und dem Melanozyten-stimulierenden Hormon MSH zu erhdhen.
Auch Fragmente des B-Endorphins, wie B-Endorphin (1-27) sind biologisch relevant.
B-Endorphin ist ein wichtiger Mediator und wird vom Gehirn, bzw. der Hypophyse
ausgeschuttet. Es hat eine starke Affinitat zu p- und d-Rezeptoren und eine geringere zu
K-Rezeptoren (Corbett, Henderson et al. 2006).

Die POMC-Neuronen liegen zentral vor allem im Nucleus arcuatus des Hypothalamus
und im kaudalen Nukleus des Tractus solitarius des Hirnstamms (Hetherington, Vervaet
et al. 1991), also zwei fur die Steuerung der Nahrungsaufnahme wichtigen Regionen
(Holtzman 1979; Cooper 1983; Reid 1985).
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Die POMC-Neurone des Nucleus arcuatus spielen eine Schlusselrolle bei der
Energiehomobostase. Sie integrieren periphere und zentrale Informationen Uber die
Kalorien-Balance und den Metabolismus (Kalra, Dube et al. 1999; Schwartz, Woods et al.
2000).

Das zentrale Melanocortinsystem besteht aus Nervenbahnen, die einerseits das
hypothalamische Neuropeptid Y und das Agouti-related protein (NPY/AgRP) exprimieren
oder das POMC, daneben Nervenbahnen, die POMC-Neurone aus dem Tractus soltarius
des Hirnstamms enthalten und schliesslich Nervenbahnen, die zu den Endzielen dieser
POMC und AgRP Neuronen fuhren und Melanocortin 3- und 4 Rezeptoren exprimieren
(Cone et al, 2005).

Im ZNS sind die Melanocortine Agonisten dieser Rezeptoren, wahrend AgRP dort
antagonistisch wirkt. Eine Vielzahl von Defekten in diesem System resultiert in
Fettleibigkeit (Yaswen, Diehl et al. 1999, Ollmann et al. 1997)

Hinweise, dass dieses POMC-System mit Ghrelin in Zusammenhang steht gibt es viele.
Ghrelin scheint in die Nahrungsaufnahme hauptsachlich dadurch zu steuern, dass es die
orexigenen NPY/AgRP Neurone aktiviert. Der Ghrelin-Rezeptor GHS-R wurde auf
Neuronen des Ncl. Arcuatus gefunden (Willesen, Kristensen et al. 2005). Wird es peripher
oder in den Hypothalamus injziert, zeigt sich eine Stimulierung der cFOS-Expression nur
in den NPY/AgRP Neuronen des Ncl. Arcuatus und nicht an anderen Stellen, wie dem
Hypothalamus oder dem Gehirnstamm (Wang, Saint-Pierre et al. 2002). Wird der Ncl.
Arcuatus experimentell zerstort, blockiert das die Auswirkungen des Ghrelins auf das
Essverhalten, aber nicht beispielsweise die ebenfalls von ihm vermittelte erhdhte
Sekretion des Growth Hormones (Tamura et al. 2002).

Neben dieser direkten zentralen Wirkung auf die NPY-Neurone des Ncl. Arcuatus wirkt
peripheres Ghrelin auch Uber den Vagus wie bereits bekannt (Date at al. 2002).

POMC wird, wie erwahnt in verschiedene Peptidhormone gespalten, unter anderem zu
Melanocortinen (ACTH und MSH) und B-Endorphin. Beide Neuropeptide werden
gemeinsam am Axonenende ausgeschuttet (Castro and Morrison 1997). Die
Melanocortine haben anorektische Effekte und spielen eine wichtige Rolle bei der
Energiehomoostase. Sie wirken in erster Linie am MC4-Rezeptor (Huszar, Lynch et al.
1997).

Wahrend die zentrale Verknipfung des POMC-Systems mit der Ghrelinwirkung bereits

bekannt ist, wurde in dieser Arbeit die periphere Wirkung des B-Endorphins auf die
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Ghrelinsekretion separat untersucht. Dass die Effekte des B-Endorphins und die der
Melanocortine unabhangig von einander sind, zeigten Castro et al. bereits 1997 (Castro
and Morrison 1997).

Die Diskrepanzen zwischen pharmakologischen und genetischen Studien zeigen die
unterschiedlichen Effekte der Opioid-Agonisten auf die Kurz- und Langzeitregulation.

So fuhrt eine intrahypothalamische Injektion von [B-Endorphin zu Initiation der
Nahrungsaufnahme (Grandison, Guidotti et al. 1977). Die kurzzeitige Nahrungsaufnahme
wird erhoht; die langzeitige jedoch nicht (Levine and Billington 1989; de Zwaan and
Mitchell 1992). Auch die genetische Entfernung des [(-Endorphins enthillte eine
langfristige anorektische Wirkung der Peptide, im Gegensatz zu ihren kurzzeitigen
orexigenen Effekten.

In Studien wurde gezeigt, dass Mause, denen das endogene Opioid-Peptid B-Endorphin
fehlt, einen sexuell dimorphen, fettleibigen Phanotyp haben. Diese Adipositas scheint von
Veranderungen bei der Kalorienaufnahme und nicht des Energieverbrauchs zu kommen
(Appleyard, Hayward et al. 2003)

In den durchgefuhrten Untersuchungen konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem peripher applizierten R-Endorphin und der gastralen Sekretion des
Ghrelins gefunden werden. Es zeigte sich jedoch eine Tendenz zu einer verminderten
Ghrelin-Ausschuttung, was im Einklang mit der anorektischen Wirkung steht. Ein Teil der
verminderten Nahrungsaufnahme konnte somit durch die verminderte Appetitstimulation

aufgrund des niedrigen Ghrelinspiegels verursacht werden.

5.2.2 Prodynorphin - Dynorphine

Prodynorphin, ein Protein mit 256 Aminosauren, bildet die Vorstufe des Dynorphins,
einem potenten endogenen Opioid und anderer (Leu)enkephalin-enthaltender Peptide.
Es enthalt die Sequenz von Dynorphin A, einem Heptadecapeptid, das von Goldstein et al
(Goldstein, Tachibana et al. 1979; Goldstein, Fischli et al. 1981) und Tachibana et al
(Tachibana, Araki et al. 1982) entdeckt wurde. Daneben existiert noch ein weiteres
Dynorphin-ahnliches Peptid, Dynorphin B, das von Fischli et al zuerst beschrieben wurde
(Fischli, Goldstein et al. 1982). Die Opioide, die sich von Prodynorphin ableiten, haben

eine hohe Affinitat zu k-Rezeptoren. Dynorphin A stellt den potentesten k-Agonisten dar,
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besitzt aber auch eine signifikante Affinitat zu p- und d-Rezeptoren (Corbett, Gillan et al.
1984).

Zudem haben Dynorphine auch nicht-opioide Wirkungen, die sie Uber direkte Bindung an
den NMDA-Rezeptoren entfalten.

Zamir et al beschrieb die Verteilung des Dynorphin A und Dynorphin B im zentralen
Nervensystem der Ratte (Zamir, Palkovits et al. 1983; Zamir, Palkovits et al. 1984). In den
meisten Gehirnregionen ist der Level des Dynorphin B wesentlich hoher als der des
Dynorphin A, obwohl das Verhaltnis der beiden Peptide im Vorgangerpeptid 1:1 ist. Es ist
in Hippocampus, Amygdala, Hypothalamus, Striatum und dem Ruckenmark zu finden und
bei Gedachtnis, Emotionen, Stress und Schmerzempfinden so wie bei der Entwicklung
von Sucht, Depression, Schizophrenie und chronischen Schmerzzustanden beteiligt.

Im peripheren Gewebe wurde Dynorphin A von Spampinato et al. im gesamten
menschlichen Gastrointestinatrakt, vor allem im Magen und im Dunndarm in hoheren
Konzentrationen, gefunden. Gewebeproben zeigten, dass es in der Muscularis externa,
der Submucosa und der Mucosa gleicht verteilt ist (Spampinato, Ferri et al., 1988).

In Studien wurde gezeigt, dass eine Dynorphin-Zufuhr bei gesattigten Ratten die
Nahrungsaufnahme erhoht und dieser Effekt durch Naloxon antagonisierbar ist (Morley
and Levine 1981; Morley and Levine 1983; Morley, Levine et al. 1983).

Bei Stresssituationen, die mit Nahrungsaufnahme verknupft sind, z.B. Hunger oder
insulininduzierter  Hypoglykédmie fuhren zu einer Erhdhung der kortikalen
Dynorphinkonzentration (Morley, Levine et al. 1982). Man geht deshalb von einer
spezifischen Rolle des Dynorphins und der k-Rezeptoren bei der Ernahrung aus (Morley
and Levine 1983).

In dieser Studie konnte kein Effekt von Dynorphin auf die Ghrelinsekretion gezeigt
werden. Dynorphin scheint also Uber einen anderen Weg die Nahrungsaufnahme zu

stimulieren.

5.2.3 Pronociceptin/Orphinin FQ — Nociceptin/Orphanin-FQ
Pronociceptin/Orphanin  FQ bildet die Vorstufe des Nociceptin/Orphanin-FQ, dem

endogenen Liganden des ORLi-Rezeptors. Der ORL1-Rezeptor ist den klassischen

Opioid-Rezeptoren sehr ahnlich, vor allem dem k-Rezeptor. Er wirkt Uber dieselben
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Signaltransduktionswege wie Inhibition der Adenylatcyclase, Aktivierung von
Kaliumkanalen und/oder Inhibierung von Kalziumkanalen (Meunier 1997; Lachowicz,
Shen et al. 1995). Nociceptin wurde 1995 gleichzeitig von Meunier et al und Civelli et al.
entdeckt (Henderson, McKnight et al. 1997). Sein Name kommt von seiner Eigenschaft,
die Wahrnehmungsschwelle fur schmerzhafte Stimuli zu senken. Es besteht aus 17
Aminosauren und ahnelt von seiner Struktur her den Dynorphinen, allerdings fehlt ihm
das N-terminale Tyrosin, das fur die Aktivierung von Opioid-Rezeptoren notwendig ist
(Lapalu, Moisand et al. 1997; Reinscheid, Higelin et al. 1998). Dieser kleine Unterschied
beeinflusst die Rezeptorselektivitat des Peptides stark, da Nociceptin/orphani-FQ
praktisch keine Affinitat fur p-, 6-, und k- Rezeptoren hat und nur an den ORL+-Rezeptor
bindet (Sim, Xiao et al. 1996). Nociceptin wird zentral in den Neuronen vieler
Hirnregionen die fur die Nahrungsaufnahme verantwortlich sind gebildet, beispielsweise
des Striatums, des Hypothalamus und des Hirnstamms (Manaka, Manaka et al. 1989;
Fox-Threlkeld, Manaka et al. 1991), sowie im Ruckenmark. Im peripheren Gewebe wird
es vor allem im Gastrointestinaltrakt, der Milz und der Vasa deferentia gefunden (Schulz,
Schreff et al. 1996; Yazdani, Takahashi et al. 1997). Auch der ORL1-Rezeptor ist in
diesen Strukturen zu finden (Manaka, Manaka et al. 1989; Fox-Threlkeld, Manaka et al.
1991).

Die zentrale Wirkung des Nociceptins betrifft in erster Linie die Schmerzmodulation. Es
kann die analgetische Wirkung der Opioide antagonisieren, wenn es intracerebral
appliziert wird (Meunier, Mollereau et al. 1995; Reinscheid, Nothacker et al. 1995). In
mehreren Studien an der Ratte wurde aber auch ein milder orexigener Effekt des
Nociceptins bei zentraler Gabe belegt (Pomonis, Billington et al. 1996; Stratford, Holahan
et al. 1997). Dieser ist in seiner Auspragung dem appetitstimulierenden Effekt der Opioide
sehr ahnlich und durch peripher injiziertes Naloxon sowie intracerebral injiziertes
Naltrexon antagonisierbar. (Pomonis, Billington et al. 1996). Anders als die Opioide spielt
das Nociceptin allerdings keine Rolle bei der genussbedingten Nahrungsaufnahme
(Olszewski, Grace et al. 2001). Osinki et al. zeigten, dass eine intracerebrale Applikation
bei Mausen zu einer dosisabhangigen Hemmung der propulsiven Aktivitdt des Colons,
sowie zu einer verlangsamten Entleerung des Magens und des Dunndarms fuhrt (Osinki,
Bass et al.1999).

Bei Versuchen mit isolierten Colonsstlicken der Ratte und der Maus konnte gezeigt

werden, dass hier bei peripherer Applikation eine dosisabhangige Zunahme der
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Kontraktion erfolgt. Dies wird vermutlich durch eine Inhibtion des inhibitorischen,
purinergen Signalwegs im Plexus myentericus verursacht (Osinski, Bass et al. 1997)
Lippl et al. konnten am isolierten Rattenmagen eine inhibitorische Wirkung des
Nociceptins auf die Somatostatin-Sekretion zeigen (Lippl, Schusdziarra et al. 2001).
Eine Wirkung auf die gastrale Ghrelinsekretion konnte in dieser Arbeit nicht

nachgewiesen werden.

5.2.4 Endomorphine

Uber 25 Jahre nach der Isolation und Charakterisierung des Enkephalins, wurden zwei
Tetrapeptide mit Amid-Strukturen am C-terminalen Ende aus dem Gehirn extrahiert
(Zadina, Hackler et al. 1997), Endomorphin 1 und Endomorphin 2. Beide haben einen
Tyrosin-Rest am N-Terminus, aber sonst keine strukturellen Beziehungen zu den
Enkephalinen. Sie besitzen eine aulierst hohe Affinitat und Selektivitat fir den y-Rezeptor
im ZNS. Man nimmt an, dass es sich um die endogenen u-Rezeptor-Agonisten handelt
(Zadina, Hackler et al. 1997). Zentral wird Endomorphin in mehreren Regionen des
Gehirns exprimiert, einschliessich dem Thalamus, dem Hypothalamus, dem Striatum und
dem frontalen Kortex (Martin-Schild, Gerall et al. 1999, Zadina, Hackler et al. 1997). Im
gastrointestinalen Trakt stimulieren die Endomorpin selektiv den u-Rezeptor in den
exzitatorischen Neuronen des Plexus myentericus (Tonini, Fiori et al. 1998). Ausserdem
haben sie eine inhibitorische Wirkung auf die Acethylcholinausschittung des Plexus
(Nishiwaki, Saitoh et al. 1998). Lippl et al. konnten eine dosisabhangige Reduktion der
gastralen Somatostatin-Sekretion am isolierten Rattenmagen nachweisen (Lippl,
Schusdziarra et al. 2001).

Ein Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme wurde bei diesen Peptiden nicht
festgestellt. In dieser Arbeit konnte keine signifikante Rolle des Endomorphins bei der

Ghrelinsekretion nachgewiesen werden.
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6. Zusammenfassung

Das 1999 von Kojima et al entdeckte Peptidhormon Ghrelin stellt bislang das einzige
periphere humorale Hungersignal dar. Der Hauptproduktionsort des Ghrelins ist der

Magen (Ariyasu, Takaya et al. 2001).

Seine Wirkung entfaltet Ghrelin durch eine spezielle Acyl-Modifikation, die es ihm erlaubt,
an dem GHS-Rezeptor 1a zu binden (Kojima, Hosoda et al. 1999; Bednarek, Feighner et
al. 2000; Matsumoto, Kitajima et al. 2001). Das Enzym, das fur diese Modifikation
verantwortlich ist, heisst Ghrelin O-Acyltransferase (GOAT) und wurde erst vor kurzem
entdeckt (Gutierrez, Solenberg et al. 2008; Yang, Brown et al. 2008).

Neben der appetitsteigernden Wirkung hat es auch Einfluss auf andere Regelkreise. Es
stellt den wirkungsvollsten derzeit bekannten Stimulator der GH-Ausschuttung dar
(Hataya, Akamizu et al. 2001; Pombo, Pombo et al. 2001). Es fuhrt im gastrointestinalen
System zu einer verstarkten Magensaureproduktion und erhoht die gastrointestinale
Motilitat (Date, Kojima et al. 2000; Masuda, Tanaka et al. 2000). Im kardiovaskularen
System hat es einen positiven Einfluss auf die Hamodynamik (Nagaya, Kojima et al.
2001; Enomoto, Nagaya et al. 2003) und wirkt kardioprotektiv nach Ischamie (Chang, Ren
et al. 2004).

Die appetistimulierende Wirkung ubt Ghrelin zentral Gber den Nucleus arcuatus, einem
wichtigen Knotenpunkt fur die Energiehomeostase aus. Ghrelin-enthaltende Nervenfasern
sind im Gehirn weitverbreitet (Kojima, Hosoda et al. 1999; Lu, Guan et al. 2002; Cowley,
Smith et al 2003).

Die Regulation der Ghrelinsekretion ist noch nicht vollstandig verstanden.
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Beim Menschen betragt die Konzentration des Gesamtghrelins im Blut 100-150 fmol/ml
(Yoshimoto, Mori et al. 2002; Hosoda, Kojima et al. 2000). Der Ghrelin-Level steigt unter
Fastenbedingungen, und fallt bei Nahrungsaufnahme (Cummings, Purnell el al. 2001;
Tschop, Wawarta et al. 2001). Dieses praprandiale Ansteigen wird als Signal zur
Nahrungsaufnahme gewertet. FUr die kurzfristige Regulation scheint die
Nahrungszusammensetzung von Bedeutung zu sein (Erdmann, Lippl et al. 2003).

Der Ernahrungszustand des Indivuums hat aber auch Einfluss auf den Ghrelinspiegel. Es
besteht eine negative Korrelation mit dem Body-Mass-Index. Bei adipésen Menschen ist
das Ghrelin vermindert, bei anorektischen hingegen erhoht (Tschop, Weyer et al. 2001;
Ariyasu, Takaya et al. 2001). Es ist offensichtlich, dass Ghrelin eine wichtige Rolle bei der

Lang- und Kurzzeitkontrolle des Energiehaushaltes spielt.

Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse Uber die Regulation der Ghrelinsekretion zu
erlangen.

Aus mehreren Studien ist bekannt, dass Opioide einen Einfluss auf die Wahl der Nahrung
haben und die Aufnahme von schmackhafter Nahrung begunstigen (Welch et al. 1996;
Zhang, Gosnell et al. 1998). Einzelne Autoren sprechen sogar von der Adipositas als eine
Art Autoaddiction fur endogene Opioide (McCloy, McCloy 1980).

Opioide wirken Uberwiegend zentral. Es gibt aber auch Hinweise Uber periphere
Wirkungen. Eine Verbindung zwischen dem endogenen Opioidsystem und der
Ghrelinsekretion scheint somit wahrscheinlich. In der vorliegenden Arbeit sollte gepruft
werden, ob die endogenen Opioide das Essverhalten auch durch Beeinflussung der
Ghrelinfreisetzung steuern. Deshalb wurde in diesen Versuchen ihre Wirkung auf die
Ghrelinsekretion am isolierten Rattenmagen in vitro untersucht.

Unter vagaler Prastimulation wurden verschiedene endogene Opioide gepruft, die
unterschiedliche Affinitat zu den verschiedenen Opiatrezeptoren haben.

Die Applikation des 0-Agonisten R-Endorphin flhrte zu keinen signifkanten
Veranderungen, aber zu tendentiell verminderter Ghrelinausschuttung, was in Einklang
mit der bekannten anorektischen Wirkung des R-Endorphin steht. .

Der k-Agonist Dynorphin zeigte keinen Effekt auf die Ghrelinsekretion, so dass davon
auszugehen ist, dass Dynorphin in vitro keine Rolle fur die Ghrelinsekretion besitzt.

Die Applikation des ORL-1 Agonisten Nociceptin und des u-Agonisten Endomorphin

fuhrte zu keinen signifikanten Veranderungen.
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Es konnten im Rahmen dieser Arbeit keine signifikanten Zusammenhange gezeigt
werden, die eine Einflussnahme der endogenen Opioide auf die gastrale Ghrelinsekretion
bestatigen. Die Opioide haben am Modell des isoliert perfundierten Rattenmagens keinen
direkten Einfluss auf die Ghrelinsekretion.

Eine Wechselwirkung zwischen Opioiden und Ghrelin im ZNS scheint eher

wahrscheinlich und muss in weiteren Studien evaluiert werden.
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