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Einleitung

1. Einleitung

Leben ist untrennbar mit Nahrungsaufnahme, Verstoffwechslung und Energiespeicherung
verbunden. Dartiber hinaus spielt das Essen fiir den Menschen bis heute auch eine
wichtige Rolle im sozialen Leben. Wahrend in der Menschheitsgeschichte tiber Millionen
von Jahren immer ein Nahrungsmangel bestand und somit nach dem Evolutionsprinzip
die Aufnahme von moglichst viel Nahrung, die Fahigkeit zur Anlage grolRer
Energiespeicher und ein moglichst sparsamer Verbrauch korpereigener Reserven einen
Selektionsvorteil darstellte, sieht sich die Bevolkerung der modernen Industrielander vor
dem Hintergrund eines praktisch unbegrenzten Nahrungsangebotes zunehmend mit den
Folgen einer Ubererndhrung konfrontiert. Nachdem lange Zeit Ubergewichtigkeit unter
asthetischen und psychologischen Gesichtspunkten diskutiert wurde, riickte in den
letzten Jahrzenten der gesundheitliche Aspekt der Adipositas in den Vordergrund. Vor
allem durch groRBe epidemiologische Studien, wie der Framingham-Studie oder der
Nurses Health Study wurde der Zusammenhang von Adipositas und ihren zahlreichen
Folgekrankheiten, wie beispielsweise Diabetes mellitus oder arterielle Hypertonie,
wissenschaftlich erfasst (137,169). Aus volkswirtschaftlicher Sicht stellt die Adipositas ein
enormes Problem dar; beispielsweise werden Adipose doppelt so haufig vorzeitig
berentet als Normalgewichtige. Die Kosten fiir adipositasassoziierte Krankheiten in
Deutschland werden auf etwa 15 Milliarden Euro pro Jahr geschitzt, was 6% aller
Gesundheitsausgaben in der Bundesrepublik entsprechen wiirde (242). Obwohl in den
letzten Jahren eine Sensibilisierung sowohl von Arzten als auch der breiten Offentlichkeit
stattgefunden hat, nehmen Pravalenz und Inzidenz der Adipositas in Deutschland stetig

zu (16).
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Neben der symptomatischen Therapie der adipositasassoziierten Krankheiten ist unter
gesundheitsbkonomischen und praventiven Gesichtspunkten, aber auch zur
Verbesserung der Lebensqualitdt der Patienten eine kausale Therapie der Adipositas von
herausragender Bedeutung. Die derzeit verfligharen medikamentdésen Therapieansatze
sind nicht dauerhaft zufriedenstellend (80,151). Lediglich die chirurgischen Verfahren
zeigen sich auch fir ldngere Zeitraume als effektiv, stellen jedoch aufgrund von
Invasivitat und Risiko des Eingriffs nur in Ausnahmefillen eine Option dar (61,105).
Daher ist das Verstandnis der Regulation der Nahrungsaufnahme somit nicht nur fir die
Pravention von Adipositas, sondern auch fir die Entwicklung einer effektiven

Pharmakotherapie der Adipositas aullerordentlich wichtig.

Auf zentralnervoser Ebene stellt der Hypothalamus die zentrale Integrationseinheit fiir
die Regulation der Nahrungsaufnahme dar (25,95). An der Verarbeitung der
unterschiedlichen aus der Korperperipherie eintreffenden Signale sind eine Vielzahl
unterschiedlicher ~ Transmitter und  Neuropeptide beteiligt, deren  genaues

Zusammenspiel sehr komplex und derzeit nur in Ansdtzen verstanden ist.

Ein solches, erst 1994 entdecktes peripheres Signal, das fiir die Langzeitregulation des
Korpergewichts bedeutsam zu sein scheint, stellt das vom Fettgewebe produzierte
Hormon Leptin dar (254). Hingegen gelten Magen und Diinndarm schon seit Mitte des
letzten Jahrhunderts als Ursprungsort peripherer Sattigungssignale, vor allem im Hinblick
auf die Kurzzeitregulation der Nahrungsaufnahme. Beim Menschen und der Ratte
kommt dabei in erster Linie dem Magen und weniger dem Diinndarm die entscheidende
Rolle zu. Fir die Sattigung wichtigster Reiz ist die Dehnung der Magenwand. Neben
dem Volumen aber scheint auch die Nahrstoffzusammensetzung das Auftreten eines
Sattigungsgefiihls zu beeinfluBen, der Energiegehalt der Nahrung ist dabei jedoch von
untergeordneter Bedeutung (235). Die Informationsiibertragung vom Magen zum
Gehirn erfolgt zum einen durch den Nervus vagus (235), zum anderen ergaben sich in
den spaten 60er Jahren Hinweise, dass ein weiterer humoraler Faktor existieren misste:
so lie8 sich durch Transfusion von Blut gesattigter Ratten eine Reduktion der
Nahrungsaufnahme bei hungrigen Ratten beobachten (59). Fernerhin kann ebenfalls bei
Ratten die Fillung eines implantierten zweiten Magens, der ja keine neuronale

Verbindung zum Wirtsorganismus hat, zur Sattigung fiihren (123). Die beiden bekannten
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gastralen Hormone Gastrin und Somatostatin, die physiologischerweise im Rahmen der
Nahrungsaufnahme in die Blutbahn freigesetzt werden, zeigten bei exogener Infusion in
natirlich ~ vorkommenden Konzentrationen jedoch keinen Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme, so dass sie als mogliche Kandidaten ausschieden und der postulierte

humorale Faktor iber viele Jahre unbekannt blieb (235).

Die Entdeckung gelang erst 1999 durch Zufall, als eine japanische Forschergruppe den
bislang unbekannten endogenen Liganden des Growth-hormone-secretagogue-
Rezeptors (GHS-R) fand. Die Entdecker tauften das Hormon ,Ghrelin”, in Anlehnung an
die indogermanische Wurzel ,ghre” des englischen Verbs ,grow” und dem in der
endokrinologischen Nomenklatur tiblichen Suffix ,-relin” fiir Hormone, die stimulierend
auf die Freisetzung eines anderen Hormons wirken (120). Es stellte sich heraus, dal$ das
neu entdeckte, aus 28 Aminosduren bestehende Peptidhormon hauptsdchlich vom
Magen freigesetzt wird (3). Neben dem stimulierenden Effekt auf die Freisetzung von
Wachstumshormon zeigte sich bei exogener Zufuhr eine deutliche Gewichtszunahme
bei Nagetieren sowie eine Steigerung des Appetits beim Menschen (53,120,180). Damit
konnte Ghrelin ein méglicher Kandidat fiir den postulierten humoralen Informationsweg

vom Magen an den Hypothalamus sein.

Waihrend die Wirkung von Ghrelin auf unterschiedliche Organsysteme Gegenstand
vieler wissenschaftlicher Publikationen sind, ist die Regulation der Ghrelinsekretion selbst
bislang wenig erforscht. Dies ist jedoch fiir ein umfassendes Verstandnis der
physiologischen Funktion und einer mdglichen therapeutischen Nutzung des neu
entdeckten Hormons unerldsslich. Bekannt ist, dass beim Menschen kohlenhydratreiche
Nahrung zum Abfall und proteinreiche Nahrung zum Anstieg der Ghrelinspiegel fiihren
(50,197,226,228). Bei Ratten hingegen scheint eine proteinarme Didt zum Anstieg und
eine fetthaltige Didat zum Abfall der Plasmaghrelinkonzentration zu fiihren (128). Die
alleinige Dehnung des Magens hingegen zeigt keine Wirkung (75,197,226). Die fir diese
nahrstoffabhdangigen Phanomene verantwortlichen Regulationsmechanismen sind bislang

unbekannt, deuten jedoch auf eine komplexe endokrine Steuerung hin.
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Im Hinblick auf diese Ergebnisse sollen im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit
durch in vitro Experimente am isolierten Rattenmagen folgende Fragestellungen geklart

werden:

1.) Welchen Einfluss hat die elektrische Stimulation des Nervus vagus in Abhdngigkeit
von Frequenz und intragastralem pH-Wert auf die Ghrelinfreisetzung?

2.) Welchen Anteil tragt die cholinerge Transmission bei der vagal induzierten
Stimulation der Ghrelinfreisetzung?

3.) Welchen Einflul haben gastrointestinale Hormone (Gastrin-17, Somatostatin,
Glucagon-like Peptide-1, Insulin und Neuromedin C) auf die vagal prastimulierte

Ghrelinsekretion?
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2. Material und Methoden

2.1. Ubersicht

Die Versuche wurden am isolierten Rattenmagen durchgefiihrt. Ziel der Prdparation
nach einer von Schusdziarra und Mitarbeitern 1983 (190) bereits beschriebenen Technik
war die Perfusion des Magens in vitro tiber einen Katheter im Truncus coeliacus und die
Sammlung des Perfusats iber eine Kaniile in der Pfortader zur Bestimmung endokriner
Parameter mittels Radioimmunoassay. Durch luminale Perfusion des Magens konnte der

intragastrale pH-Wert eingestellt werden.

2.2. Versuchstiere

Die Versuche wurden mit 200 - 400 g schweren mannlichen Wistar-Ratten (Charles
River Deutschland GmbH, Sulzfeld) durchgefiihrt, die im Veterindrbereich des Instituts
fir experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen Universitit
Minchen gemals den Tierschutzbestimmungen unter standardisierten Bedingungen
gehalten wurden. Bei einem kinstlichen Tag-/Nacht-Rhythmus, einer Raumtemperatur
von 20-23 C und einer Luftfeuchtigkeit von 60-70% erhielten sie Alleinfuttermittel fir

Ratten (Altromin GmbH, Lage) sowie Wasser ad libitum.

Den Versuchstieren wurde mindestens 12 Stunden vor Versuchsbeginn das Futter
entzogen, sie hatten jedoch weiterhin freien Zugang zu Wasser. Die Zuordnung zu

Versuchs- und Kontrollgruppe erfolgte randomisiert.
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2.3. Praparation

Nach einer Kurznarkose mit Kohlendioxid wurden die Versuchstiere durch eine
intraperitoneale Injektion von Pentobarbital-Natrium (Narcoren , Rhone-Merieux GmbH,
Laupheim) in einer Dosierung von 50 mg/kg KG narkotisiert. Nach Eintreten einer
addquaten Narkosetiefe wurden sie gewogen und in Rickenlage auf dem

Operationstisch fixiert.

Die Praparation begann mit der Er6ffnung des Abdomens durch einen etwa 5 cm langen
Langsschnitt in der Medianen entlang der Linea alba. Nach doppelter Ligatur der Vasa
epigastrica auf jeder Seite wurde die seitliche Bauchwand jeweils dazwischen ca. 1,5 cm

tief eingeschnitten, so dass ein genligend grolRes Praparationsfeld entstand.

Auf die Darstellung des Magens und dessen Mobilisierung durch Durchtrennung der
Magenligamenta folgte die Entfernung von Milz und Omentum maius nach Ligatur der
sie versorgenden Gefdlle unter Schonung der Vasa gastro-omentales an der grofRen
Kurvatur. Das Pankreas, das grofStenteils im Mesenterium des Duodenums liegt, wurde
durch Ligatur der Gefdalle vom Duodenum abgesetzt. Nun konnte das Duodenum ca.

zwei Zentimeter distal des Pylorus doppelt ligiert und dazwischen durchtrennt werden.

Der Magen wurde nun nach rechts verlagert, um die Aorta abdominalis vom Truncus
coeliacus bis zum Abgang der Arteria renalis sinistra freizuprdaparieren. Drei Schlingen,
eine proximal des Truncus coeliacus und zwei zwischen Truncus coeliacus und Arteria
mesenterica superior, wurden gelegt, jedoch noch nicht zugezogen. Die Aorta wurde
nach distal hin durch eine Ligatur unmittelbar proximal des Abgangs der Arteria renalis
sinistra komplett verschlossen; ebenso wurden die Arteria mesenterica superior und -
sofern als anatomische Variation hier vorhanden - auch die Arteria renalis dextra, sowie
dorsale Abginge der Aorta abgebunden. Nach Anlegen einer Arterienklemme
unmittelbar kranial des Truncus coeliacus, erfolgte die Einflihrung 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 ged6ffnet, um die Durchblutung des
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Magens fiir die verbleibende Prdparationszeit zu ermdglichen. Die Ischiamiezeit des
Magens wahrend der Aortenkanilierung betrug etwa eine Minute. Im Fortgang der
Praparation wurde der Katheter etwa alle zwei Minuten mit etwa 0,2 ml heparinisierter
isotonischer Kochsalzlosung (25.000 LE. Liquemin auf 1000 ml 0,9%ige

Kochsalzlosung) angespiilt, um eine Thrombosierung zu vermeiden.

Der Magen wurde nun wieder nach links verlagert und die Mesenterien des Darmes
dargestellt. Dann wurde eine Darmvene vorsichtig freiprapariert und kandliert mit einem
selbst hergestellten Katheter, bestehend aus einer abgestumpften Injektionsnadel
(Becton Dickinson, Fraga, Spanien, Grol3e 1), auf die ein ausgezogener Vinylschlauch (

ca. Tmm) gezogen wurde. AnschlieBend wurde der bis zur Einmindung der Vena
gastro-omentalis dextra vorgeschobene Katheter durch zwei Schlingen fixiert. Nun
wurde der gesamte Diinndarm, sowie der grofste Teil des Colons am Mesenterium

abgetrennt und entfernt.

Nachdem der Oesophagus in seinem subdiaphragmalen Teil moglichst weit oral
durchtrennt worden ist, wurde schliefRlich die verbleibende offene Schlinge um die
Aorta, die ja proximal des Truncus coeliacus lag, zugezogen, wodurch die Durchblutung
des Magens endgiiltig unterbrochen wurde. Nach der Ligatur der Vena portae im
Ligamentum hepatoduodenale wurde der Magen grindlich mit etwa 10ml
heparinisierter isotoner Kochsalzlosung gespiilt, um Blutreste zu entfernen und somit
einer Thrombosierung entgegenzuwirken. Schlieflich wurde der Magen unter Erhaltung
der Gefdllversorgung aus dem Situs geschnitten. Am Prdparat wurden nun 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 Melsungen AG, Melsungen) eingefiihrt und fixiert, um
den Magen auch luminal perfundieren und somit den intragastralen pH-Wert konstant
halten zu konnen. Zur Entfernung moglicher Nahrungsreste wurde der Magen (iber den
Oesophaguskatheter mit etwa 20 ml isotoner Kochsalzlosung durchgespiilt. Das
Praparat wurde nun in einem auf 37 C angewdrmten, mit Krebs-Ringer-Puffer gefiillten
Organbad aufgehdngt und an das Perfusionssystem angeschlossen. SchlieSlich wurden

die Nervi vagi seitlich des Oesophagus durch zwei bipolare Platinstimulationselektroden

10
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aufgegriffen und unter leichtem Zug gespannt. 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 sechs Minuten.

2.4. Perfusion

Sowohl die vaskuldre, 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 Flissigkeiten wurden wie das

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

Fir die vaskuldre 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, hinzugefligt. Die zu infundierenden Losungen wurden mit 1T M
Salzsdure 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 einminiitigen
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.

Um den intragastralen pH-Wert konstant zu halten wurde der Magen luminal mit
isotoner Natriumchloridlésung perfundiert, die je nach Versuchsaufbau mit 1 M
Salzsdure auf einen pH-Wert von 7,0 oder 2,0 eingestellt wurde. Das luminale Perfusat

wurde verworfen.

11
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Substanz Hersteller
Actrapid Novo Nordisk Pharma GmbH, Kopenhagen, Danemark
Atropin Merck, Darmstadt

Calciumchlorid

Carbogen

Gastrin-17

Glucagon-like Peptide-1(7-36)amid
Glucose 5%ige Losung
Humanalbumin 20%
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat, primares
Liquemin 25001E/5mll
Magnesiumsulfat

Natriumchlorid 0,9%ige Losung
Natriumhydrogencarbonat
Natronlauge

Neuromedin C

Salzsdure 1M

Somatostatin

Merck, Darmstadt

Linde AG, Wiesbaden

BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg
BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg
Deltaselect GmbH, Pfuhlingen

Pharmacia & Upjohn GmbH

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche AG, Grenzach-Wyhlen

Merck, Darmstadt

Deltaselect GmbH, Pfuhlingen

Merck, Darmstadt

Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen
BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg
Apotheke des Klinikums rechts der Isar, Miinchen

BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg

Tabelle 1: Herkunftsverzeichnis der verwendeten Substanzen.

2.5. Versuchsprotokolle

Nach der Prdparation ging den eigentlichen Messungen grundsatzlich eine
Aquilibrierungsphase von 15 Minuten voran, wihrend 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
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durchgefiihrt. Die Frequenz wurde in Abhdngigkeit zum Versuchsaufbau variiert. Der
intragastrale pH wurde auf 2,0 eingestellt, lediglich bei der einfachen elektrischen

Stimulationsversuchen wurden einige Versuche bei einem pH von 7,0 durchgefiihrt.

2.5.1. Vagusstimulation

Der Nervus vagus wurde sowohl in den vorwiegend cholinerg wirksamen Frequenzen
2Hz und 5Hz stimuliert, als auch mit TOHz und 20Hz, um die iberwiegend peptiderge
Transmission anzusprechen. Die Versuche wurden bei einem intragastralen pH-Wert
von 7,0 und 2,0 durchgefiihrt. Pro Magen wurde mit je zwei Frequenzen bei
gleichbleibendem pH-Wert stimuliert, und zwar entweder mit 2Hz und 10Hz oder mit
5Hz und 20Hz, dabei jeweils zuerst mit der niedrigeren Frequenz. Die jeweils
zehnminitigen Stimulationsphasen lagen 15 Minuten auseinander. AuBerdem wurde die
Sekretionsleistung zehn Minuten vor der ersten Stimulation sowie zehn Minuten nach

der letzten Stimulation erfasst.

5 Hz 20 Hz

Krebs-Ringer-Puffer

Aquillibration Vorlauf Stimulation | Zwischenphase | Stimulation | Nachlauf

Abbildung 1: Versuchsschema zur elektrischen Vagusstimulation mit 5 Hz und 20 Hz fiir jeweils zehn
Minuten. Wihrend des gesamten Versuches wurde vaskuldr mit Krebs-Ringer-Puffer und luminal mit einer
auf pH2 oder pH?7 titrierten isotonen Natriumchloridlésung perfundiert. Zwischen den Stimulationsphasen
lag ein stimulationsfreies Intervall von 15 Minuten, vor der ersten Stimulation wurde ebenfalls fiir 25
Minuten nicht stimuliert, davon wurden zehn Minuten als ,Vorlauf” im Fraktionssammler aufgefangen.
Nach der zweiten Stimulationsphase wurde flir weitere zehn Minuten das Perfusat als ,Nachlauf”
gesammelt.
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2 Hz 10 Hz

Krebs-Ringer-Puffer

Aquillibration Vorlauf Stimulation | Zwischenphase | Stimulation | Nachlauf

Abbildung 2: Versuchsschema zur elektrischen Vagusstimulation mit 2 Hz und 10 Hz fiir jeweils zehn
Minuten. Wihrend des gesamten Versuches wurde vaskuldr mit Krebs-Ringer-Puffer und luminal mit einer
auf pH2 oder pH7 titrierten isotonen Natriumchloridlésung perfundiert. Zwischen den Stimulationsphasen
lag ein stimulationsfreies Intervall von 15 Minuten, vor der ersten Stimulation wurde ebenfalls fir 25
Minuten nicht stimuliert, davon wurden zehn Minuten als ,Vorlauf” im Fraktionssammler aufgefangen.
Nach der zweiten Stimulationsphase wurde fiir weitere zehn Minuten das Perfusat als ,Nachlauf”
gesammelt.

2.5.1.1. Vagusstimulation {iber 40 Minuten

Fir die meisten im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchsprotokolle war es
notwendig, zuvor zu kldren, ob die elektrische Stimulation des Nervus vagus auch (iber
einen ldngeren Zeitraum von 40 Minuten eine konstant elevierte Sekretion
hervorzurufen vermag. Diese Versuche wurden bei einem intragastralen pH von 2,0 und
Stimulationsfrequenzen von 2Hz und 10Hz durchgefiihrt. Der 40minitigen Stimulation
gingen, wie bei allen Versuchen, eine Aquilibrierungsphase von 15 Minuten und eine
zehnminitige Vorlaufphase voran. An die Stimulationsphase schloss sich eine ebenfalls

zehnminitige Nachlaufphase an.
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Vagusstimulation

Krebs-Ringer-Puffer

A5 min | 10min_ | - 1Omin_| 20min | 10min_| - 10 min
Aquillibration | Vorlauf Stimu- Stimulation mit Stimu-— | - chlauf
lation Testsubstanz lation

Abbildung 3: Versuchsschema zur Vagusstimulation bei 2Hz und 10Hz Uber einen Zeitraum von 40
Minuten. Wihrend des gesamten Versuches wurde vaskular mit Krebs-Ringer-Puffer und luminal mit einer
auf pH2 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).

2.5.1.2. Vagusstimulation unter Atropin

Um die Wertigkeit des cholinergen Systems bei der vagal induzierten Stimulation der
Ghrelinfreisetzung zu evaluieren, wurde in Anlehnung an das Versuchsprotokoll fiir
gastrointestinale Hormone (siehe 2.5.2) Atropin fiir 20 Minuten in einer Konzentration
von 10° M innerhalb einer Gesamtstimulationszeit von 40 Minuten perfundiert. Da das
cholinerge System in Abhdngigkeit von der verwendeten Stimulationsfrequenz in
unterschiedlichem Male angesprochen wird, wurden die Versuche bei 2Hz und 10Hz
durchgefiihrt. Zuvor wurde sichergestellt, dass die Ghrelinsekretion tGber einen Zeitraum
von 40 Minuten durch Elektrostimulation auf konstant erhohtem Niveau gehalten

werden kann (siehe 3.1.1).
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A\ WN\%\ \

Vagusstlmulatlon 2Hz/1 OHz

Atropin

Krebs-Ringer-Puffer

N 15min__ | 10min_ | 10min | 20min ] 10min | 10min_
Aquillibration Vorlauf Stimulation Stimulation mit Stimulation Nachlauf
Testsubstanz

Abbildung 4: Versuchsschema zur Vagusstimulation bei 2Hz und 10Hz unter gleichzeitigem Einfluss von
Atropin in einer Konzentration von 10® M. Wihrend des gesamten Versuches wurde vaskuldr mit Krebs-
Ringer-Puffer und luminal mit einer auf pH 2 titrierten isotonen Natriumchloridlésung perfundiert. Atropin
wurde in einer Konzentration von  10® M in KrebsRinger-Puffer gelést und {iber 20 Minuten der
insgesamt 40minitigen 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. Gastrointestinale Hormone

2.5.2.1. Inhibitionsversuche

Ein weiteres Versuchsschema wurde zur Aufdeckung inhibitorisch-regulativer Einfliisse
von Gastrin, Somatostatin, Insulin, GLP-1 und Cholezystokinin auf die Ghrelinsekretion
im Magen angewandt. Da bei niedriger Ghrelinsekretionsrate unter unstimulierten
Bedingungen physiologisch relevante Inhibitionseffekte verdeckt sein kénnten, wurden
die Hormone unter einer elektrischen Vorstimulation mit 10 Hz appliziert. Dabei wurde,
wie in

Abbildung 5 dargestellt, das Hormon 20 Minuten innerhalb einer insgesamt 40mindtigen
Stimulationsphase infundiert, der eine Basalperiode von jeweils 10 Minuten voran ging
und folgte. Zuvor wurde sichergestellt, dass die Ghrelinsekretion tber einen Zeitraum
von 40 Minuten durch Elektrostimulation auf konstant erhohtem Niveau gehalten

werden kann.
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Vagusstimulation T0Hz

Hormon/Transmitter

Krebs-Ringer-Puffer

S T5min | 10min_| 10min_ | : 20min_ | 10min | 10min
Aquillibration Vorlauf | Stimulation Stimulation plus Stimulation | Nachlauf
Testsubstanz

Abbildung 5: Versuchsschema zur Austestung verschiedener gastrointestinaler Hormone unter elektrischer
Prastimulation des N. vagus bei 10 Hz. Wahrend des gesamten Versuches wurde vaskuldar 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 gelost und
Gber 20 Minuten der insgesamt 40minitigen 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. Stimulationsversuche

Analog zum Versuchsaufbau der unter 2.6.1. beschriebenen elektrischen
Vagusstimulation wurde versucht, eine Stimulation der Ghrelinsekretion durch Infusion
mit Neuromedin C zu zeigen. Hierbei wurde die Substanz zundchst in der niedrigeren
Konzentration von 10° M, dann in der héheren Konzentration von 10° M appliziert
(siehe Abb.2.3). Da diesen Versuchen die Intention zugrunde lag, die Ghrelinsekretion
zu stimulieren, wurde im Gegensatz zu den Suppressionsversuchen mit den anderen
genannten Hormonen auf die elektrische Grundstimulation verzichtet. Neuromedin C
wurde zweizeitig in ansteigenden Konzentrationen von  10°M und 10°M mit einem
freien Intervall von 15 Minuten appliziert. Der ersten Stimulation ging eine
fiinfzehnminiitige Aquilibrierungsphase und eine zehnminiitige Vorlaufphase voran. Der

zweiten Stimulationsphase war eine ebenfalls zehnmintitige Nachlaufphase nachgestellt.
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NMC 10° M NMC 10°M
Krebs-Ringer-Puffer
o A5sming o} 10min | 10min_ | 15min | 10min__| 10min__
Aequillibration Vorlauf Stimulation | Zwischenphase | Stimulation | Nachlauf

Abbildung 6: Versuchsschema zum Stimulationsversuch mit Neuromedin C (NMC) fiir jeweils zehn
Minuten in Konzentrationen von 10°M und 10°M. Waihrend des gesamten Versuches wurde vaskuldr mit
Krebs-Ringer-Puffer, je nach Phase mit oder ohne geléstes NMC, und luminal mit einer auf pH2 titrierten
isotonen Natriumchloridlésung perfundiert. Zwischen den Stimulationsphasen lag ein stimulationsfreies
Intervall von 15 Minuten, vor der ersten Stimulation wurde ebenfalls fiir 25 Minuten nicht stimuliert, davon
wurden zehn Minuten als ,Vorlauf” im Fraktionssammler aufgefangen. Nach der zweiten
Stimulationsphase wurde flir weitere zehn Minuten das Perfusat als ,Nachlauf” gesammelt.

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 beschrieben Technik (250). 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
UnterschuB vorliegt, konkurriert. Da die Antigen-Antikorper-Bindung reversibel ist, stellt
sie chemisch gesehen eine Gleichgewichtsreaktion dar, so dass sich nach einer
Inkubationszeit das Verhdltnis des gebundenen Tracers zu gebundenem unmarkiertem
Antigen dem Verhiltnis der Konzentrationen entspricht. Nach der Trennung von freiem
und gebundenem Antigen mittels Immunprazipitation oder Adsorption an Aktivkohle mit
anschlieBender Zentrifugation und Dekantierung kann im Szintillations-Gamma-Zahler
die Radioaktivitit der Probe gemessen werden, die mit der Konzentration des zu

bestimmenden Peptids korreliert. Durch  Messung verschiedener bekannter
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Konzentrationen des Peptids in einer Standardverdiinnungsreihe, kann ein Faktor fiir die

Umrechnung von Gamma-Zahlern in Peptidkonzentration ermittelt werden.

2.6.1.1. Ghrelinbestimmung

Die Ghrelinkonzentration wurde in jeder zweiten (ungeraden) Probe bestimmt. Dazu
wurde ein im Handel erhdltliches Ghrelin Radioimmunoassay Kit (Phoenix
Pharmaceuticals, USA) verwendet. Entsprechend den Anweisungen des Herstellers
wurde den mit Ghrelinantikérpern vom Kaninchen tiber 24 Stunden inkubierten Proben
nach mit '*’I 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 Sensitivitit des Assays lag bei 1-128 pg/ml. Der Variationskoeffizient
zwischen den Assays betrug 10%, innerhalb der Assays 4%. Eine Kreuzreaktivitat der
infundierten Substanzen mit dem Antikorper wurde durch regelmallige Mitbestimmung

in verschiedenen Konzentrationen ausgeschlossen.

2.6.2. 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 fir
verbundene Werte gepriift und die relativen Veranderungen bei der vagalen Stimulation
durch Varianzanalyse multipler Determinanten errechnet. 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)

eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Vagusstimulation

Bei einem intraluminalen pH-Wert von 2 zeigte die elektrische Stimulation des Nervus
Vagus durch eine Rechteckspannung von 10 Volt und 1 ms Impulsdauer bei allen
untersuchten Frequenzen eine signifikante Stimulation der Ghrelinsekretion. Im
Einzelnen wurde fiir 2Hz, 5Hz, 10Hz und 20Hz jeweils eine Erhohung der
Ghrelinausschiittung von 1880 580 pg/ 10 min (n=8), 5400 65 pg/ min (n=7), 3060

650 pg / 10 min (n=8) und 5070 420 pg / 10 min (n=7) gemessen, wobei fiir alle
Ergebnisse p<0,05 gilt. Die Steigerung der Werte in der 2Hz und 10Hz Gruppe waren
geringer als in den anderen Gruppen, was auf ein geringeres Basalsekretionsniveau
zuriickzufiihren ist. Die relative Stimulation betrug jedoch 130% fiir 2Hz, 133% fiir 5Hz,
177% fir 10Hz und 146% fir 20Hz und wies somit keinen signifikanten Unterschied

auf.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse der Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 2 Hz und 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in
pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=8).
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse der Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 5 Hz und 20 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in
pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=7).

Die unter gleichen Bedingungen bei neutralem intragastralem pH durchgefiihrten

Versuche zeigten eine Stimulation der Ghrelinsekretion von 7010 510 pg / 10 min bei
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2 Hz (n=7), 5910 1070 pg/ 10 min bei 5 Hz (n=8), 5189 1200 pg / 10 min bei 10
Hz (n=7) und 4060 690 pg/ 10 min bei 20 Hz (n=8); dabei lag p jeweils <0,05.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse der Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 2 Hz und 10 Hz bei neutralen intragastralen pH-Wert. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in
pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=7).
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse der Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 2 Hz und 10 Hz bei neutralen intragastralen pH-Wert. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in
pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=7).
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3.1.1. Vagusstimulation tiber 40 Minuten

Fir die Versuche mit gastrointestinalen Hormonen, wie auch die mit Atropin musste
gemdll Versuchsprotokoll zunidchst sichergestellt werden, dass durch die elektrische
Vagusstimulation die Ghrelinsekretion auch tber einen Zeitraum von 40 Minuten auf
konstant erhohtem Niveau gehalten werden kann.

Die Experimente fanden unter elektrischer Vorstimulation mit 10Hz bei einem
intraluminalem pH-Wert von 2, der dem physiologischerweise in der postprandialen und
interdigestiven Phase vorherrschenden pH entspricht, statt. Daneben wurde fiir die
Versuche mit Atropin neben der Frequenz von 10Hz auch mit 2Hz stimuliert. Auch
wahrend dieser langeren Stimulationszeit von 40 Minuten blieb die Sekretion konstant
bei beiden Stimulationsfrequenzen erhoht und fiel nach Ende der Stimulationsperiode
wieder auf Ausgangsniveau zurlick, wenn auch bei Stimulation mit 2Hz in geringerem

Male.

10 Hz

Ghrelin (pg/min)

10 20 30 40
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse der Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 10Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 {iber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate
wurden die Mittelwerte in pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=8).
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse der Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 2Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate
wurden die Mittelwerte in pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=8).

3.1.2. Vagusstimulation unter Einfluss von Atropin

Die Wirkung von Atropin in einer Konzentration von 10°mol/l auf die Ghrelinsekretion
bei elektrischer Stimulation des N. vagus wurde bei Frequenzen von 2Hz und 10Hz
untersucht. Dabei zeigte sich eine Verminderung der Ghrelinsekretion von -2741
1178 pg / 20 min (n=8, p>0,05) in der Gruppe, die mit 2 Hz stimuliert wurden und eine
verringerte Freisetzung von -1227 729 pg / 20 min (n=8,p>0,05) bei 10Hz.
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse bei Infusion von Atropin in einer
Konzentration von 10°M wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10Hz bei
einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die
Mittelwerte in pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=8).
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse bei Infusion von Atropin in einer
Konzentration von 10°M wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 2Hz bei
einem intragastralen pH-Wert von 2 {iber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die
Mittelwerte in pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=8).
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3.2. Gastrointestinale Hormone

3.2.1. Gastrin-17

Die Infusion von Gastrin-17 unter vagaler Vorstimulation zeigte bei einer Konzentration
10® M eine signifikante Verringerung der Ghrelinausschiittung von ~ -5593 1407 pg /
20 min (n=7,p<0,05), wohingegen bei weiterer Verdiinnung auf 10"’ M kein Effekt mehr
erkennbar war (-140 774 pg / 20 min (n=8, p>0,05)).
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse bei Infusion von Gastrin in einer
Konzentration von 10®M wihrend einer Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz bei einem
intragastralen pH-Wert von 2 (iber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die
Mittelwerte in pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=7).
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse bei Infusion von Gastrin in einer
Konzentration von 10"°M wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz bei
einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die
Mittelwerte in pg/min  SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=6).
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3.2.2. Somatostatin

Die Infusion von Somatostatin in einer Konzentration von 10°M verringerte bei vagaler

Vorstimulation die Ghrelinsekretion um -5570 1097 pg/ 20 min (n=8,p<0,05).
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse bei Infusion von Somatostatin in einer
Konzentration von 10°M wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz bei
einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die

Mittelwerte in pg/min

SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=7).
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3.2.3. Glucagon-like-Peptide-1(7-36)

Unter den unter 2.5.2 beschriebenen Versuchsbedingungen wies GLP-1(7-36) in den
Konzentrationen 10" M und 10° M einen geringen, jedoch nicht signifikanten
inhibitorischen Effekt von jeweils -2650 1240 pg / 20 min (n=6) und -2410 410 pg/
20 min (n=7). Hingegen war der inhibitorische Effekt in den hoheren Konzentrationen
von 10° M und 107 M signifikant; die gemessenen Werte betrugen jeweils -8250
1800 pg / 20 min (n=6,p<0,05) und -4390 770 pg/ 20 min (n=5,p<0,05).
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Veranderung der Ghrelinsekretion bei Infusion von Glucagon-
like-peptide-1(7-36)amid in einer Konzentration von 10'°M (n=6), 10°M (n=7), 10°M (n=6) und 10"M
(n=5) wahrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen
pH-Wert von 2 {iber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min
SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse angetragen. Signifikante Werte sind mit * gekennzeichnet.
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3.2.4. Insulin

Bei der Infusion von Insulin zeigte sich wie in Abbildung 19 dargestellt ebenfalls eine
Reduktion der vagal vorstimulierten Ghrelinsekretion. Diese betrug fiir eine
Konzentration von 10"mol/l -4104 1192 pg / 20 min (n=6, p<0,05), -5673 1410
pg / 20 min (n=5,p<0,05) bei einer Insulinkonzentration von 10® M und blieb auch bei
10° mit einer Verminderung der Ghrelinsekretion von -5805 1382 pg / 20 min
(n=5,p<0,05) etwa gleich. In der Gruppe, die mit der geringsten Konzentration von 10

"“mol/l perfundiert wurden, zeigte sich kein signifikanter Riickgang der Ghrelinsekretion.

Insulin
12
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10

-1000 -
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- -2000

-3000

-4000

-5000

Ghrelin (pg/20mi

X

-6000

-7000 =
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Veranderung der Ghrelinsekretion bei Infusion von Atropin in
einer Konzentration von 10"”M (n=6), 10'M (n=6), 10°M (n=5) und 10°M (n=5) wihrend einer
konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 {iber
einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min  SEM gegen die
Zeit in min auf der Abszisse angetragen. Signifikante Werte sind mit * gekennzeichnet.
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3.2.5. Neuromedin C

Die Infusion von Neuromedin C in den Konzentrationen 10° M und 10™° M hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Sekretion von Ghrelin. Die Messwerte ergaben rechnerisch
eine Verminderung von -340 pg / 10 min 180 pg (n=6, p>0,05) und  -380 pg/ 10

min 310 pg (n=6,p>0,05), je fiir die angegebenen Konzentrationen.
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Versuchsergebnisse bei Infusion von Neuromedin C in einer
Konzentration von 10°M und 10°M ohne vagale Pristimulation bei einem intragastralen pH-Wert von 2
liber einen Zeitraum von 40 Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min  SEM gegen
die Zeit in min auf der Abszisse angetragen (n=7).
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4. Allgemeine Diskussion

4.1. Ghrelin - ein neu entdecktes Hormon

4.1.1. Isolierung und Historisches

Nach der Entdeckung von Enkephalin als dem endogenen Liganden des
Morphinrezeptors 1975 wurden in der Hoffnung, weniger suchterzeugende
Opioidanalgetika zu finden, viele Enkephalinderivate synthetisiert und untersucht. Dabei
entdeckte 1976 die Forschungsgruppe um Cyril Bowers, dass einige Derivate des met-
Enkephalins, denen die typischen Opioideigenschaften fehlten, einen - wenn auch
schwachen - freisetzenden Effekt auf Somatotropin (Wachstumshormon, growth
hormone, GH) hat (23,24). Dies loste eine intensive Suche nach weiteren, auch
therapeutisch einsetzbaren, eventuell sogar oral wirksamen Pharmaka mit stirkerem
Effekt auf die GH-Freisetzung aus. In den folgenden Jahren wurden so viele Substanzen,
sowohl Peptide, wie beispielsweise Hexarelin oder auch Nicht-Peptid-Verbindungen, wie
MK-0677 entwickelt, die unter dem Begriff Growth-hormone-secretagogues (GHS)

zusammengefasst werden.

Nach damaliger Auffassung wurde die Sekretion des Wachstumshormons stimulierend
durch GH-releasing-hormone (GHRH) und inhibierend durch Somatostatin (SRIF)
reguliert, die an ihrem jeweiligen Rezeptor auf die somatotropen Zellen im
Hypophysenvorderlappen  wirken  sollten  (188). Die Untersuchungen zum
Wirkmechanismus der GHS deuteten jedoch iberraschenderweise darauf hin, dass diese
Stoffe nicht Uber den Rezeptor des GHRH, sondern (ber einen anderen, noch
unbekannten Weg wirken missten. SchlieBlich gelang es der Firma Merck 1996, den

GHS-Rezeptor (GHS-R) zu klonieren und dessen Struktur aufzuklaren (104). Aufgrund
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der Unkenntnis eines Liganden wurde der Rezeptor zunichst als verwaist bezeichnet
(,orphan receptor”) (207). Die Strukturdhnlichkeit mit anderen Rezeptoren deutete
darauf hin, es sich bei dem unbekannten endogenen Liganden um ein Peptid handeln
konnte (104). Auf Grundlage der Erkenntnis, dass der GHS-Rezeptor bei Aktivierung zu
einem Anstieg der intrazellularen Konzentration freier Calciumionen fiihrt, konnte ein
Bioassay zum Screening nach Liganden etabliert werden. Dabei wurde eine kultivierte
GHS-R exprimierende Zellinie verschiedenen Fraktionen aus Gewebeextrakten
ausgesetzt und durch Messung der intrazellularen Calciumionenkonzentration auf eine
mogliche Aktivierung des Rezeptors geschlossen. Die naheliegende Vermutung, der
gesuchte endogene Ligand miisse im Gehirn zu finden sein, da der GHS-Rezeptor
vorwiegend in Hypophyse und Hypothalamus gefunden wurde, konnte nicht bestatigt
werden. Uberraschenderweise zeigte jedoch Magengewebe eine deutliche Aktivierung
des GHS-Rezeptors. Durch diverse Reinigungsverfahren gelang es schlieSlich der von
Kojima geleiteten Forschungsgruppe aus Osaka, das aktive Peptid zu isolieren und
dessen Struktur aufzuklaren. In Anlehnung an die indogermanische Wurzel ,ghre” des
englischen Verbs ,grow” und dem in der endokrinologischen Nomenklatur Gblichen
Suffix -relin fir Hormone, die stimulierend auf die Freisetzung eines anderen Hormons,

in diesem Fall auf GH, wirken, tauften die Entdecker das neue Hormon ,Ghrelin“(120).

4.1.2. Struktur und Molekularbiologie

Ghrelin ist ein aus 28 Aminosduren bestehendes Peptid mit einer Veresterung der
Hydroxylgruppe des Serins an dritter Stelle der Aminosduresequenz mit der
Carboxylgruppe der Oktansdure. Da diese vorher noch nie bei Sdugetieren beobachtete
posttranslationelle Modifikation fiir die endokrine Wirksamkeit essentiell ist (120), muss
man davon ausgehen, dass das fiir die Acylierung zustindige, bislang unentdeckte
Enzym in der Regulation der Ghrelinproduktion eine Schlisselfunktion einnimmt

(40,103).

0—C—(CH,),—CH,

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

Abbildung 21: Strukturformel von Ghrelin
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Das Ghrelin Gen des Menschen ist auf dem Chromosom 3 in Position p25-26 lokalisiert
(156,232) und besteht aus vier Exons, die durch drei Introns voneinander getrennt
werden, wobei die eigentliche Aminosduresequenz des Peptids in Teilen der Exons 1
und 2 codiert ist (230). Primares Translationsprodukt ist ein aus 117 Aminosauren
bestehendes Vorlaufermolekiil, das Praproghrelin (120). Es besteht aus einem 23
Aminosdauren langen Signalpeptid, dem die 28 Aminosduren umfassende
Ghrelinsequenz unmittelbar folgt, sowie einem Rest aus 66 Aminosauren, der letztlich
enzymatisch abgespaltet wird (122). Das Praproghrelin des Menschen und der Ratte
weisen eine Deckungsgleichheit von 82,9% in der Aminosduresequenz auf. Beim
Ghrelin selbst besteht ein Unterschied in nur zwei der insgesamt 28 Aminosauren siehe

Abbildung (120).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Mensch GS S FLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

Ratter. G S S FLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR

Abbildung 22: Ghrelin-Aminosiuresequenz von Mensch (oben) und Ratte (unten). S* steht fiir n-oktanoyl-
Serin. Schattiert dargestellt sind die nicht ibereinstimmenden Aminosduren in Position 11 und 12, die
beim Menschen mit Arginin und Valin und bei der Ratte mit Lysin und Alanin besetzt sind.

4.1.3. Ghrelinderivate

Neben Ghrelin konnten sowohl in menschlichem Magengewebe, als auch im Plasma
weitere Ghrelinderivate nachgewiesen werden. Diese unterscheiden sich strukturell vom
eigentlichen Ghrelin entweder in der Acylierung oder in der Anzahl der Aminosauren.

Bei der enzymatischen C-terminalen Prozessierung des Proghrelins, besteht die
Moglichkeit, dass auch das Arginin®® entfernt wird, so dass ein aus nur 27 Aminosauren
bestehendes Peptid entsteht, an dessen C-Terminus nun ein Prolin steht (Ghrelin[1-27])
(103). Ein dhnliches Phianomen wurde bereits bei der Prozessierung von -neo-
Endorphin, das durch Abspaltung der C-terminalen Aminosdure, in diesem Falle

allerdings Lysin, durch ein Carboxypeptidase B-dhnliches Enzym in [-neo-Endorphin
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Uberfihrt werden kann (234). An dessen Carboxyende wiederum steht, wie beim
Ghrelin[1-27], ein Prolin, dessen Bindungseigenschaften als sehr stabil und als relativ
unempfindlich gegeniiber derartigen Proteasen gelten (103). Daher ist es wahrscheinlich,
dass auch im Falle der Prozessierung von Ghrelin ein der Carboxypeptidase B dhnliches
Enzym involviert ist. Untersuchungen von Hosada und Mitarbeitern zeigten, dass im
menschlichen Magen das Verhiltnis der Ghrelinpeptide mit 27 Aminosduren zu denen
mit 28 etwa 1:3 entspricht (103). Die physiologische Bedeutung von Ghrelin[1-27] ist

noch unbekannt.

Die Acylierung des Serins in Position 3 erfolgt beim Ghrelin mit Oktansdure durch ein
noch unbekanntes Enzym. Daneben wurden auch mit Dekansdure und Dekensdure
veresterte Formen beobachtet, die der klassischen oktanoylierten Form in der Fahigkeit,
die GH-Freisetzung in vivo zu stimulieren wohl dquipotent sind (103). Diese Fahigkeit
jedoch fehlt den nicht acylierten Formen (103). In neueren Untersuchungen konnte
allerdings in vitro eine Wirkung auf Cardiomyozyten (12) und Brustkrebszellen (42)
nachgewiesen werden, so dass die These, des-acyl-Ghreline seien ganzlich ohne
biologische Aktivitdt verworfen werden muss. Vielmehr scheint es so zu sein, dass die
Acylierung fir die Wirkung am GHS-R1a, und somit u.a. fiir die endokrine Funktion
unentbehrlich ist, wahrend an noch unbekannten weiteren Rezeptoren auch die Bindung

der des-acyl Ghreline moglich ist (12).

[1-28] Ghreline [1-27] 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 tiber beim Menschen nachweisbare Ghrelinderivate

4.1.4. Des-GIn"-Ghrelin

Neben Ghrelin und seinen Derivaten existiert ein zweiter endogener Ligand des GHS-R,

der im Jahr 2000 ebenfalls von der Forschergruppe um Hosada und Kojima, den
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Entdeckern des Ghrelins, beschrieben wurde: das des-GIn'*-Ghrelin (102). Es
unterscheidet sich von Ghrelin nur durch das Fehlen des Glutamins an Position 14.
Obwohl auch dieses Peptid genomisch durch das Ghrelingen reprasentiert ist, handelt es
sich nicht um ein einfaches Derivat. Vielmehr besitzt es eine eigene Prapro-mRNS, die
durch alternatives Splicen entsteht (102). Beim Menschen konnten bislang im Magen nur
sehr geringe Mengen an Pripro-des-GIn'*-Ghrelin, dem 116 Aminosiuren langen
Vorlauferpeptid, gefunden werden und das eigentliche des-GIn'*-Ghrelin war ginzlich
nicht nachweisbar (103). Bei anderen Spezies wurden hoéhere Konzentrationen an
Prapro-des-GIn'*-Ghrelin beobachtet; so stehen stehen die Praproformen von Ghrelin
und des-GIn'*-Ghrelin bei der Ratte im Verhiltnis 5:1 und bei der Maus sogar 6:5 (103).
Die physiologische Bedeutung dieses GHS-R-Liganden ist bislang unbekannt.

4.1.5. Vorkommen und Lokalisation

Das Vorkommen von Ghrelin konnten in fast allen Organen nachgewiesen werden
(88,120), vor allem im Gastrointestinaltrakt (3,54,70,120,185), im Pankreas (57,120), der
Leber (120), im Nucleus arcuratus hypothalami (120,132), der Niere (146), der
Hypophyse (126), der Plazenta (91) und sogar in Immunzellen (94). Neben der
Identifikation eines Ghrelinoms im Pankreas (49) wurde in Einzelfdllen Gber die
Ghrelinexpression einiger Tumoren, wie Glucagonomen, Insulinomen (108,231),
Karzinoiden des  Magens, wie auch des Darms (166), medulliren

Schilddriisenkarzinomen (114) und Prostatakarzinomen (109) berichtet.

Der weitaus Uberwiegende Teil der physiologischen Ghrelinproduktion des
Gesamtorganismus ist in der Magenmukosa lokalisiert. Dies wird nicht nur durch
Messungen der Ghrelingehaltes verschiedener Gewebeextrakte (120) oder deren
Ghrelin - mRNS (3) belegt, sondern auch durch die Beobachtung, dass
Plasmaghrelinspiegel bei Patienten nach totaler Gastrektomie um 65-80% absinken
(3,53), gestitzt. Sowohl beim Menschen, wie auch bei der Ratte konnte
immunhistochemisch gezeigt werden, dass Ghrelin in den die ,X/A-dhnlichen Zellen”
(X/A-like cells), deren Funktion bis dato unklar war, produziert wird (54). Seither werden

sie gemadl der Nomenklatur endokriner Zellen in Anspielung auf ihr Hormonprodukt als
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,Gr-Zellen” bezeichnet. Diese finden sich in der Schleimhaut des gesamten
Gastrointestinaltrakts, wobei die Zelldichte im Corpus und Fundus des Magens im
Vergleich zum Darm deutlich hoher ist (185). Die Zellen liegen vor allem am Grund der
Magendriisen und vereinzelt auch im Driisenhals, wahrend sie im Diinn- und Dickdarm
in die Epithelien der Krypten und Zotten eingestreut sind (185). Morphologisch kénnen
zwei Formen unterschieden werden: Die Zellen vom geschlossenen Typ (,closed-type
cells”) sind klein, rund und liegen lumenfern in der Mukosa. Hingegen haben die Gr-
Zellen des offenen Typs (,open-type cells”) einen dreieckigen Aspekt und stehen durch
einen zytoplasmatischen Fortsatz im Kontakt mit dem Lumen (185). Die geschlossenen
Formen kommen im gesamten Magen-Darm-Trakt vor, wahrend die offenen Zelltypen

nur in Dinndarm und Kolon nachweisbar sind (185).

Im menschlichen Blutplasma wurden Ghrelinspiegel von 117,2 37,2 fmol/ml gemessen
(120). Untersuchungen an der Ratte zeigten, dass der Anteil an des-acyl Ghrelin im

Plasma um ein vielfaches hoher ist, als der des Ghrelins (101).

4.2. Ghrelinrezeptoren

4.2.1. Das GHS-R-Gen

Der menschliche GHS-Rezeptor wurde 1996 von der Firma Merck isoliert und geklont
(104). Genetisch ist der Rezeptor auf dem Chromosom 3 in Position g26.2 lokalisiert
(156). Das Gen setzt sich aus zwei durch ein Intron getrennte Exons zusammen und
codiert fir ein Protein mit sieben transmenbranésen Domédnen (142). Dabei ist die
Information fiir die Domanen 1-5 auf dem ersten Exon reprdsentiert und die der letzten
beiden Domanen auf dem zweiten (38). In der Promoterregion finden sich keine
typischen TATA-, CAAT- oder GC- Regionen fiir die Bildung eines Initiationskomplexes,
allerdings konnten mogliche Bindungsstellen fiir einige Transkriptionsfaktoren, unter
anderem Teil eines Estrogen-response-element, identifiziert werden (112).  Eine
regulierender Einfluss auf die GHS-R-Genexpression konnte fiir Schilddriisenhormone
(113), Glucocortikoide (174,212) und Ostrogen (174) experimentell nachgewiesen

werden.
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4.2.2. Subtypen

In der Literatur wurden bislang zwei GHS-Rezeptoren beschrieben, der GHS-R Ta und
der GHS-R 1b. Sie stellen Splicevarianten des gleichen Gens dar. Dabei entsteht der
GHS-R 1a in reguldarer Weise durch komplette Entfernung des Introns, so dass am Ende
des Translationsprozesses das vollstaindige, sieben Domanen umfassende Protein steht.
Durch eine weitere Splicemoglichkeit innerhalb des Introns mit alternativer
Polyadenylierungssequenz entsteht die Isoform 1b des GHS-R, der folglich nur die fiinf
im ersten Exon codierten Domanen umfasst, sowie eine kleine C-terminale akzessorische
Aminosduresequenz besitzt, die durch den Intronrest verursacht ist (142).

Die Beobachtung, dass den des-acyl-Ghrelinen zwar die Bindungsfahigkeit an die GHS-R
fehlt, sie jedoch eine biologische Wirkung haben, so zum Beispiel auf das Herz (12) oder
auf Tumorzellen (42), legen die Vermutung nahe, dass weitere Rezeptoren fiir Ghrelin

und Ghrelinderivate existieren (12).

4.2.2.1. GHSR 1a

Der GHS-R 1a  gehort zur Gruppe der heptahelikalen G-Protein-gekoppelten
Transmembranrezeptoren und besteht aus 366 Aminosduren (207). Fir synthetische
GHS konnte an Hypophysenzellen gezeigt werden, dass die intrazellulare
Signaltransduktion iber eine Aktivierung des G-Proteins G ;, und der Proteinkinase C zu
einer Konzentrationserhohung des freien intrazellularen Calciums fiihrt (44). Obwohl der
genaue Wirkmechanismus der GH-Freisetzung fir Ghrelin noch nicht experimentell
demonstriert wurde, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden,
dass er identisch ist. Fernerhin konnte gezeigt werden, dass Ghrelin in somatotropen
Hypophysenzellen zur Aktivierung des Transktiptionsfaktors Pit-1 (pituitary-specific
transcription factor-1), der fiir die Transkription des GH-Gens essentiell ist (20), fiihrt (84).
Diese Eigenschaft konnte auf molekularbiologischer Ebene den GH-freisetzenden Effekt

des Ghrelin erklaren.
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4.2.2.2. GHSR 1b

Dieser aus insgesamt aus 289 Aminosduren bestehender Rezeptor unterscheidet sich
vom GHS-R 1a durch das Fehlen der letzten drei Domanen und einem zusatzlichen, 24
Aminosauren langen, vom Intron kodierten Rest. In Anwesenheit synthetischer GHS [6st
dieser Rezeptor im Gegensatz zu seiner Isoform 1a keine Aktivierung der Proteinkinase
C oder Erhohung intrazellularer Calciumionen-konzentrationen aus und es ist fraglich, ob
GHS Uberhaupt an den Rezeptor binden (104). Bislang liegen auch keine Ergebnisse
Uber das Bindungsverhalten von Ghrelin am GHS-R 1b vor, so dass die physiologische

Rolle dieses Rezeptorsubtypen weiter zweifelhaft bleibt.

4.3. Wirkungen

4.3.1. Wirkungen auf das Endokrinium

4.3.1.1. Wachstumshormon

Die Regulation der Wachstumshormonausschiittung in der Adenohypophyse steht
bekanntermafen unter der Kontrolle mindestens zweier hypothalamischer Faktoren
(188): zum einen durch das inhibitorisch wirkende Somatostatin (SRIF), das vor allem im
Nucleus periventricularis synthetisiert wird, und zum anderen durch GH-releasing-
Hormon (GHRH) als stimulierendem Gegenspieler, welches vornehmlich im Nucleus
arcuratus produziert wird (188,213). Der komplizierte Regulationsmechanismus, der
letztlich zur pulsatilen GH-Sekretion fiihrt ist noch nicht in allen Einzelheiten geklart
(213), zumal mit Ghrelin nun ein dritter Faktor entdeckt wurde, dessen Wirkungsweise
bislang nur bruchstiickhaft verstanden ist (7,21,22,27,55,56,86,170,171,173,177,181-
183,200,207,211,214,220,249,251,252).

Die Fahigkeit von Ghrelin, die GH-Sekretion zu stimulieren wurde /n vivo sowohl beim
Menschen nach intravendser Injektion (i.v.) (5,211), als auch bei der Ratte nach i.v.
(196), intracerebroventriculdrer (i.c.v.) und intraperitonealer (i.p.) (249) Applikation

demonstriert. Auch /n vitro wirkt Ghrelin direkt auf die GH-Freisetzung aus Zellen des
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Hypophysenvorderlappens (251). Die Wirksamkeit von Ghrelin ist dosisabhdngig (55)
und Ubertrifft im molaren Vergleich sogar die des GHRH; beim Menschen stellt es den

starksten jemals beschriebenen GH-Stimulus dar (177,211).

Basierend auf der Beobachtung, dass der stimulierende Effekt der GHS auf die GH-
Sekretion durch Unterbrechung der hypothalamo-hypophysaren Bahnen (97,178), sowie
durch GHRH-Antagonisten (165) erheblich abgeschwacht wird und bei Patienten mit
fehlendem GHRH-Rezeptor sogar ganzlich verschwindet (136), wird der Hypothalamus
und nicht die Hypophyse als primarer Wirkort postuliert (66,86,92,147,213). Den GHS
wird hierbei eine Triggerfunktion auf GHRH-Neurone im Hypothalamus zugeschrieben,
deren Expression von GHS-R bereits experimentell nachgewiesen wurde (215). Obwohl
GHS die hypothalamische SRIF-Sekretion nicht inhibieren (127), wird ein funktioneller
Antagonismus zum Somatostatin im Hypothalamus und in der Hypophyse diskutiert
(86). Inwiefern diese Gber GHS gewonnenen Erkenntnisse auf Ghrelin ibertragbar sind
und welche physiologische Relevanz ihnen zukommt, muss jedoch in weiteren
Untersuchungen geklart werden (69). Die theoretisch postulierte Wirkungsahnlichkeit
von GHS und Ghrelin griindet sich auf der Annahme, Ghrelin sei der nattrliche Ligand
des GHS-R1a, dem wohl entscheidenden Rezeptor fiir die Vermittlung der GH-Sekretion,
der durch die GHS lediglich pharmakologisch imitiert wird (22). Fernerhin ist unklar, ob
und in welchem Malle auch das peripher zirkulierende, in erster Linie vom Magen
freigesetzte Ghrelin bei der physiologischen Regulation der zentralnervésen GH-

Sekretion eine Rolle spielt.

4.3.1.2. Weitere Hypophysenhormone

Arvat und Mitarbeiter beobachteten bei intravendser Injektion eines Ghrelinbolus beim
Menschen neben dem zu erwartenden starken Anstieg der Somatotropinspiegel auch
einen zwar erheblich schwdcheren, aber dennoch signifikanten Anstieg der
Plasmakonzentrationen von Adrenocorticotropin (ACTH), Aldosteron, Cortisol und
Prolaktin (7). Diese Eigenschaft teilt Ghrelin mit seinen synthetischen Analoga und

scheint ausgepragter zu sein, als bei diesen (7).
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Die Fahigkeit der synthetischen GHS, die Sekretion von Prolaktin zu stimulieren, konnte
auf eine direkte Wirkung an den mammotropen Zellen des Hypophysenvorderlappens
zurlickgefiihrt werden (46), so dass fiir Ghrelin ebenfalls ein derartiger Mechanismus zu

vermuten ist.

Im Gegensatz dazu lauft die Wirkung der GHS auf die ACTH-Sekretion indirekt tber
zentralnervos vermittelte Mechanismen. Dabei werden neben CRH und Arginin®
Vasopressin (AVP) (125,216) auch andere Mediatoren, wie -Aminobuttersdaure (GABA)
diskutiert (6). Da in der menschlichen Nebenniere spezifische GHS-Bindungsstellen
gefunden wurden (167) konnte dort ebenfalls eine direkte Wirkung von Ghrelin moglich

sein.

Einige Autoren halten die Wirkung von Ghrelin auf das corticotrope und laktotrope
System fiir physiologisch irrelevant und interpretieren es lediglich als Nebeneffekt der
starken Aktivierung des somatotropen Systems (40). Allerdings wurde bei Madusen eine
Bedeutung von Ghrelin fiir die Verarbeitung von Stressoren im Zusammenhang mit

Cortisol beobachtet (9).

4.3.1.3. Endokrines Pankreas

Sowohl normales, als auch neoplastisches Pankreasgewebe exprimieren GHS-R 1a
mRNS (1,88,124,166). Die bislang publizierten tierexperimentellen Daten zum Einfluss
von Ghrelin auf die Insulinsekretion sind teilweise widerspriichlich. So konnte Ghrelin
sowohl bei isolierten Inselzellen (57), als auch /n vivo die Insulinausschiittung stimulieren
(1,128). Hingegen fand sich beim isoliert perfundierten Pankreas durch Ghrelin eine
Abschwadchung des stimulativen Effektes von Glukose, Arginin und Carbachol (73).

Auch beim Menschen sind die Effekte von Ghrelin auf die Insulinfreisetzung
widersprichlich. Einerseits liegen einige Ergebnisse vor, die einen eindeutigen
inhibitorischen Effekt von Ghrelin auf den Insulinspiegel zeigen (50,154,229,247),
andererseits konnten dies Caixas und Mitarbeiter in lhren Experimenten nicht
nachweisen (37). Die Arbeitsgruppe um Broglio konnte zeigen, dass Ghrelin beim

Menschen eine Hyperglykdmie induzieren kann, die paradoxerweise von einer
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verminderten Insulinsekretion gefolgt ist (26). Der dafiir verantwortliche Mechanismus ist
noch nicht aufgeklart. Es ist jedoch nicht davon auszugehen, dass dies via GH oder
Glukagon geschieht (26). BekanntermaBen jedoch kann Ghrelin den inhibitorischen
Effekt von Insulin auf die Glukoneogenese aufheben (149). Dies, sowie der vermutete
direkte stimulative Effekt auf die Glykogenolyse (26) bei gleichzeitiger Insulinsuppression
konnte eine mogliche Erklarung fiir das ghrelininduzierte Auftreten einer Hyperglykdmie
ohne Gegenregulation durch Insulin sein.

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass Ghrelin als gastroenteropankreatisches
Hormon eine wichtige Rolle in der Feinregulation der Insulinsekretion und im

Glukosemetabolismus spielt.

4.3.2. Extraendokrine Wirkungen

4.3.2.1. Verdauungssystem

Die groRe strukturelle Ahnlichkeit von Ghrelin mit Motilin, wie auch die derer
Rezeptoren, GHS-R 1a und Motilin-Rezeptor 1a, legten eine Funktion von Ghrelin im
Verdauungtrakt nahe (10,78,106,107,120). Die Expression des GHS-R im
Gastrointestinaltrakt gilt als sicher nachgewiesen (88,121,166,201,231).

Fir den Menschen konnte eine Korrelation von Ghrelinserumspiegels und der
Magenentleerungsgeschwindigkeit gezeigt werden (228). Auch bei anderen
Sdugetierspezies fordert Ghrelin die Magen-Darm-Motilitdt (8,83,138,224,225) und
beeinflullt die Magensduresekretion (58,138,202). Hierbei wird abhdngig von der
Methode sowohl Gber stimulierende (58,138), als auch Gber inhibierende Wirkungen
(202) auf die Magensdureproduktion berichtet. Dabei besteht jedoch weitgehende
Einigkeit dartiber dass der Effekt zumindest partiell Gber zentralnervése Mechanismen
vermittelt wird. Darliber hinaus bestehen Hinweise, dass diese Wirkungen cholinerg
vermittelt werden, da sie durch Blockierung muskarinischer Acetylcholinrezeptoren, wie
auch durch Vagotomie aufgehoben werden (138). Fernerhin ist zentralnervos injiziertes

Ghrelin in der Lage, Ratten vor durch Ethanol induzierten Mangenulcera zu schiitzen
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(203). Dieser gastroprotektive Effekt scheint auf die Vermittlung durch Stickstoffmonoxid

und afferente Vagusfasern angewiesen zu sein (203).

In Bezug auf das exokrine Pankreas wurde fiir die Ratte gezeigt, dass Ghrelin die durch
Cholezystokinin  (CCK) induzierte Exkretion /n wvivo, wie auch am isolierten
Pankreaslobulus deutlich zu hemmen vermag (253). Dies geschieht auf indirektem
Wege, so dass hier wahrscheinlich intrapankreatische Neurone eine vermittelnde Rolle

einnehmen (253).

4.3.2.2. Kardiovaskulires System

Das reichhaltige Vorkommen von Bindungsmoglichkeiten fir GHS im Herzen und im
Gefallsystem beim Menschen wie auch bei der Ratte ist seit einigen Jahren sicher
nachgewiesen (42,88,121,147). In Aorta und Herz der Ratte konnte GHS-R Ta mRNS
nachgewiesen werden (152). Durch Radiomarkierung wurden spezifische
Bindungsmoglichkeiten  fiir ~ Ghrelin  und die vermehrte Expression  dieser
Rezeptorstrukturen bei Atherosklerose gezeigt; beim Menschen lagen diese vor allem in
der Aorta, den Koronararterien, den pulmonalen GefdRRen, den Arteriae arcuratae renales
und der Vena saphena (115-117). Aufgrund des unterschiedlichen Bindungsverhaltens
von Peptidyl-GHS, non-peptidyl-GHS und Ghrelin in kardiovaskuldaren Geweben wird
Uber die Existenz einer weiteren GHS-R-Subpopulation spekuliert (19,164,167).

Die synthetischen GHS zeigen eine Reihe faszinierender, auch therapeutisch
interessanter kardiovaskuldrer Effekte: Bei Ratten zeigt sich nach Verabreichung von
GHS eine verbesserte Herzfunktion nach Myokardinfarkt (217) und Hexarelin besitzt
kardioprotektive Eigenschaften bei GH-defizienten Ratten mit postischamischer
ventrikularer Dysfunktion (60). Auf der anderen Seite wurde bei Injektion einer hohen
Dosis von Peptidyl-GHS (iber eine voriibergehende Vasokonstriktion der Koronargefilse
am perfundierten Rattenherz berichtet (19). Bei Schweinen mit dilatativer
Kardiomyopathie wirken GHS positiv inotrop (118). Hexarelin erhéht die
Ejektionsfraktion bei gesunden Probanden (18), Patienten mit Hypopituitarismus (17)

und Patienten mit ischdmisch bedingter dilatativer Kardiomyopathie (28), ohne dabei zu
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Veranderungen von Blutdruck, Herzfrequenz oder Katecholaminspiegel zu fiihren.
Jedoch weisen experimentelle Daten beziglich antiischdmischer kardioprotektiver
Effekte Ghrelin, im Vergleich zu den synthetischen GHS, eine untergeordnete Rolle zu
(221). Allerdings wurden auch bei Ghrelin Wirkungen auf das Herz-Kreislauf-System
beobachtet. So wurde fiir GH-defiziente Ratten und solche mit chronischer
Herzinsuffizienz bei langfristiger Behandlung mit Ghrelin tGber eine verbesserte kardiale
Inotropie bei verminderter Nachlast berichtet (154). Beim gesunden Menschen und bei
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz senkt Ghrelin signifikant die Nachlast und
erhoht den Herzindex (152,153). Dabei erniedrigt Ghrelin den mittleren arteriellen
Blutdruck, ohne BeeinfluBung von Herzfrequenz oder mittlerem Pulmonalarteriendruck.
Dieser hypotensive Effekt, der unabhangig von GH-IGF-l und NO zu sein scheint (163)
fihrt zu leicht erhohtem Adrenalinspiegel bei unverdndertem Noradrenalinspiegel
(152,153). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die durch Ghrelin hervorgerufene
verbesserte Herzfunktion entweder auf die arterielle Vasodilatation und die damit
verbundene Nachlastsenkung oder die erhohten Adrenalinspiegel zuriickzufiihren ist

(29).

4.3.2.3. Tumoren

Bindungsmoglichkeiten fiir GHS wurden in neoplastischen endokrinen, wie auch nicht-
endokrinen Geweben nachgewiesen (29). Ahnlich wie im kardiovaskuliren System
wurden auch bei Tumorzellen Effekte beobachtet, die sowohl durch Ghrelin, als auch
durch die des-acylierte Form vermittelt werden, obwohl die aliphatische Seitenkette fiir
die Bindung am GHS-R 1a essenziell ist, was die Hypothese der Existenz weiterer
Rezeptorsubtypen stiitzt (147). Bemerkenswerterweise gibt es Gewebe, wie etwa bei
der Mamma, die erst bei Entartung GHS-Rezeptoren exprimieren (42), wahrend bei
Fibroadenomen und normalem Parenchym keine Bindungsmoglichkeiten fiir Ghrelin
gefunden wurden (42,167). Die relative Dichte an GHS-Rezeptoren beim
Mammakarzinom ist am hoéchsten bei der gut differenzierten (G1) invasiven Form und
nimmt mit steigendem Entdifferenzierungsgrad (G2,G3) ab. Fir die in vitro Wirkung
exogenen Ghrelins auf verschiedene Brustkrebszellinien liegen unterschiedliche

Ergebnisse vor: Wahrend Cassoni eine Proliferationshemmung bei einigen Zellinien
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(MCF-7, T47D, MDA-MB 231) beschreibt (42), konnte dieser Effekt durch Jeffrey an den
Zellinien MDA-MB 231, MDA-MB 435 und MCF-7 nicht reproduziert werden, so dass
die Ergebnisse von Cassoni moglicherweise auf die Zytotoxizitit der von ihm

eingesetzten unphysiologisch hohen Ghrelinkonzentrationen zurtickzufiihren sein

konnten (110).

Mit Ausnahme der medulldaren Schilddriisenkarzinome exprimieren alle anderen
Karzinome der Schilddriise wie auch in geringerem Umfang normales
Schilddriisengewebe GHS-Rezeptoren (41). Fir synthetische GHS vom peptidyl- und
non-peptidyl-Typ wurde ein antiproliferativer Effekt auf papillare, follikulare und
anaplastische Schilddriisenkarzinome in vitro beschrieben (41); der Nachweis fiir Ghrelin

im Speziellen steht noch aus.

Bei den Tumoren der Lunge gibt es Hinweise, dass nicht nur Bronchialkarzinoide,
sondern auch Adenokarzinome Bindungsstellen fiir GHS exprimieren (147), wie dies
auch bei der Lungenkrebszelline CALU-1 der Fall ist. Deren Proliferation wird nur durch

peptidyl-GHS gehemmt, fir Ghrelin liegen noch keine Daten vor (85).

Die Koexpression von Ghrelin und GHS-Rezeptoren konnte fiir das Verstandnis der
Pathogenese einiger Tumorleiden entscheidend sein, da bei vorausgesetzter und noch
zu beweisender proliferationsférdernder Wirkung von Ghrelin autokrin oder parakrin
eine ungehemmte Eigenstimulation entarteter Zellen vonstatten gehen konnte (110).
Diese Hypothese wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass Ghrelin tber die Mitogen-
aktivierte-Proteinkinase (MAPK) zu beschleunigtem Wachstum der Hepatom-Zellreihe
HepG2 fihrt (149). Die Aktivierung dieses Enzyms scheint prinzipiell fir die
Tumorgenese eine wichtige Rolle zu spielen und wurde bei Karzinomzellreihen von
Pankreas, Kolon, Lunge, Ovar und Niere sowie bei Primdrtumoren von Niere, Kolon und
Lunge beobachtet (100); bei all diesen Geweben ist die Koexpression von Ghrelin und

GHS-Rezeptoren bekannt (110).

Auch fir die Hypophyse, bei der ebenfalls die Koexpression von Ghrelin und seinem
Rezeptor nachgewiesen ist, wird ein auto- oder parakriner positiver Riickkopplungseffekt

bei der Entstehung von Adenomen vermutet (14,110,124,126). Die Beobachtung, dass
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die GHS-R mRNS Expression in Adenomen gegeniiber Normalgewebe etwa um das
zweihundertfache gesteigert ist, unterstreicht erneut die mogliche Bedeutung dieses

Rezeptors (205).

Bei Untersuchungen mit Prostatakrebszellen konnte das gemeinsame Vorkommen von
GHS-R 1a und Ghrelin fir die Zellreihen ALVA-41, DU 145, LNCaP und PC-3
nachgewiesen werden, bei letzterer steigert exogenes Ghrelin /n vitro die

Proliferationsrate um ein Drittel (109).

Neuere molekularbiologische Untersuchungen geben ebenfalls Hinweise auf die
Involvierung Ghrelins in die Tumorgenese. So wurde festgestellt, dass Prostatakarzinome
mit Genamplifizierung im Bereich von 3q25-27, also der Genregion, die auch fiir Ghrelin
und GHS-R codiert, eine erhohtes Tumorwachstum aufweisen (186). Aullerdem
vermuten Sugita und Mitarbeiter aufgrund genetischer Untersuchungen an Cervix-,
Ovarial- und Lungenkarzinomen die Existenz eines Onkogens am Genlokus 3q26.2,

eben jenem Ort, an dem auch das GHS-R-Gen zu finden ist (210).

In der Zusammenschau ldsst sich jedoch keine eindeutige Aussage zum Verhalten
Ghrelins in Bezug auf die Tumorprogression treffen, da sowohl proliferative als auch
antiproliferative Effekte Ghrelins teilweise sogar bei Zelllinien der gleichen Tumorentitat
beschrieben werden (41). In Anbetracht der Vielzahl von Vero6ffentlichungen tber den
Einfluss Ghrelins auf Tumorzellen, scheint eine Beeinflulung des Zellzyklus durch
Ghrelin, zumindest bei pathologisch verdanderten Zellen sehr wahrscheinlich, was in

weiteren Studien genauer auszuarbeiten ist.

4.3.2.4. Verhalten und Psyche

Bei Mdusen konnte nach intracerebroventrikuldarer und intraperitonealer Injektion von
Ghrelin ein deutliches Angstverhalten induziert werden, welches durch gleichzeitiges
Verabreichen eines Antagonisten am Rezeptor fiir Corticotropin-releasing-Hormon
(CRH) signifikant gemindert werden konnte (9). Diese Ergebnisse weisen Ghrelin eine

mogliche Funktion in der Verarbeitung von Stressoren auf neuroendokriner und
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Verhaltensebene zu und fiihren zu Spekulationen Gber die Rolle des Magens, nicht nur

in der Regulation von Hunger, sondern auch in der Regulation des emotionalen Erlebens

(9).

Fernerhin scheint Ghrelin modifizierend auf den Schlaf-Wach-Rhythmus (218) und die
Schlafphasen (160) bei Ratten einzuwirken, wobei hier Schwierigkeiten bestehen,
zwischen direktem Effekt und indirekter Wirkung UGber die BeeinfluBung des
Fressverhaltens und der damit verbundenen metabolischen Konsequenzen zu
differenzieren (218). Beim Menschen zeigen Untersuchungen des Max-Planck-Instituts
fiir Psychiatrie in Miinchen an Probanden im Schlaflabor eine Verlangsamung des Schlaf-
EEGs nach wiederholten Ghrelininjektionen, sowie eine Verringerung der REM-

Schlafphasen im weiteren Schlafverlauf (237).

4.3.3. Ghrelin und Metabolismus

4.3.3.1. Energichomdostase

Das Korpergewicht, das durch genetische, wie auch umweltbedingte Faktoren beeinfluf3t
ist, wird beim Gesunden durch &duflerst genaue Regulationsmechanismen in engen
Grenzen gehalten. Obwohl deutliche Variationen des Energieungleichgewichts von Tag
zu Tag bei den meisten Menschen vorkommen, wird dies (iber einen ldngeren Zeitraum
kompensiert, so dass bei tUber einer Million konsumierter Kilokalorien pro Jahr bis auf
etwa 1% genau ausgeglichen wird (79,236). Der ursichliche, als Energiehomdostase
bezeichnete Prozess stellt die auf Verdanderung des Korpergewicht folgende reaktive
Adaptation der Energieaufnahme durch Hungergefiihl auf der einen, und des
Verbrauchs, d.h. des Grundumsatzes auf der anderen Seite dar, mit dem Ziel, den
Sollwert wiederherzustellen (129,204,236). Dies fiihrt beispielsweise dazu, dass der
Versuch, durch eine Didt abzunehmen, zwangsldaufig zu vermindertem Grundumsatz,
sowie gesteigertem Appetit flihrt und zwar proportional zum Gewichtsverlust, was zur
Rezidivneigung der Adipositas nach Didt beitrdgt (81). Das Modell der
Energiehomdostase impliziert das Vorhandensein eines Riickmeldungsmechanismus der

peripher im Korper gelegenen Nahrungsspeicher an das Zentralnervensystem, das mit
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seinen vegetativen Anteilen die Steuerungszentrale der genannten
Regulationsmechanismen darstellt (193). Die tierexperimentellen Untersuchungen von
Woods und Mitarbeitern tber die Wirkungen zentral applizierten Insulins wiesen
erstmals auf eine tragende Rolle dieses Hormons fiir den Rickkopplungsmechanismus
hin (245). Obgleich die Proportionalitdt von Korpergewicht und Insulinspiegel eindeutig
nachgewiesen ist, ist der Beweis, dass Insulin im Zentralnervensystem zu einer
Verringerung des Korpergewichts flihrt, ungleich schwieriger, da das Hormon (ber seine
periphere Wirkung einen genau entgegengesetzten Effekt erzielt (143,195). Erst kiirzlich
konnte diese These durch aufwendige molekularbiologische und pharmakologische
Studien an Nagetieren gestlitzt werden: Bruning und Mitarbeiter konnten beobachten,
dass die spezifische Deletion des Insulinrezeptors in Nervenzellen zu vermehrter
Nahrungsaufnahme und Erh6hung des Korperfettanteils fiihrt (34). Denselben Effekt
konnte die Arbeitsgruppe um Obici durch die perihypothalamische Injektion von
Antisenseoligonukleotiden des Insulinrezeptors, die zur Aufhebung der Biosynthese des
Rezeptors fiihrt, beobachten (161). Auf der anderen Seite konstatierten Air und
Mitarbeiter eine Reduktion von Korpergewicht und Nahrungsaufnahme nach Injektion
von Insulinanaloga, die leichter die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden als das natiirlich

vorkommende Hormon (2).

Mit der Entdeckung von Leptin durch Friedmann 1994, wurde ein weiterer Faktor
gefunden, der zweifelsohne eine tragende Rolle in diesem Riickkopplungssystem spielt
(254). Dieses vom Fettgewebe synthetisierte Hormon zeigt wie Insulin eine
Proportionalitit von Plasmaspiegel und Fettreserven im Korper (48,82). Leptin ist in der
Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu tberwinden (194), um dort in Interaktion mit Leptin-
Rezeptoren (LepR) zu treten, die nachgewiesenermallen von Neuronenpopulationen
exprimiert werden, die an der Regulation der Energiebalance beteiligt sind (195).
Aufgrund der derzeit vorliegenden experimentellen Daten wird von einigen Autoren die
Bedeutung des Leptins bei der Energiehomoostase fiir wichtiger als die des Insulins
gehalten (51,195). So scheint Leptin fiir die addquate Regulation des Korpergewichts
unverzichtbar zu sein, denn Nager (82) wie auch Menschen mit inaktivierenden
Mutationen des Leptin-Gens (145) oder des Leptin-Rezeptors (47) weisen eine massive

Adipositas und Hyperphagie auf. Biochemische Untersuchungen von Niswender deuten

48



Allgemeine Diskussion

auf eine Verschaltung der intrazellularen Signalkaskade des Insulin- und des

Leptinrezeptors auf Ebene der Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase (PI-3-Kinase) hin (158).

Die hypothetische Vermutung, der krankhaften Adipositas ldge pathogenetisch ein
Lepinmangel zugrunde, lies die Hoffnung aufkeimen, durch Leptinsubstitution endlich
eine suffiziente Pharmakothreapie der Adipositas entwickeln zu kénnen. Jedoch zeigte
sich schnell, dass bei adip6sen Patienten kein Leptinmangel vorliegt und die exogene
Zufuhr von Leptin bei Adiposen zu einer geringeren Verminderung des Appetits fihrt als
dies bei normalgewichtigen Probanden der Fall ist (48,96). Diese Beobachtung fiihrte zu
der Theorie, dass der Adipositas kein Leptinmangel zugrunde liegt, sondern vielmehr

eine Leptinresistenz, dhnlich der Insulinresistenz beim Diabetes mellitus Typ Il (96).

4.3.3.2. Regulation des Kérpergewichts im ZNS

An der zentralnervosen Regulation des Koérpergewichts sind zahlreiche Neuropeptide
beteiligt, die anhand ihre jeweiligen katabolen oder anabolen Eigenschaft in zwei
Gruppen eingeteilt werden kénnen (195). Dabei bewirken die katabolen Neuropeptide,
deren Freisetzung durch Insulin und Leptin stimuliert wird iber Verminderung des
Appetits und Erhohung des Energieverbrauchs eine Verringerung des Korpergewichtes.
Hingegen zeigen die anabolen Neuropeptide gegenldufige Effekte und unterliegen in
ihrer Freisetzung der Inhibition durch Leptin und Insulin (51). Fernerhin besteht die
Moglichkeit, die Neuropeptide nach ihrem anatomischen Expressionsort einzuteilen.
Dabei ist entscheidend, ob die jeweiligen Nervenzellen direkt durch Insulin und Leptin
reguliert werden, d.h. Neurone ersten Grades sind, oder ob die Nervenzellen im
neuronalen Integrationsprozels nachgeschaltet sind, d.h. zweit- oder hohergradig sind

(51).

Die Nervenzellen erster Ordnung befinden sich im Nucleus arcuratus hypothalami, in
dem reichlich Rezeptoren fiir Leptin und Insulin nachgewiesen wurden (192). Klassische
Transmitterpeptide dieser Neurone sind das katabol wirkende Proopiomelanocortin
(POMC), sowie das anabole Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related-Protein (AgRP).

Die weitere Verarbeitung der Informationen zur Steuerung des Energiehaushaltes erfolgt

49



Allgemeine Diskussion

vor allem in Subzentren des Hypothalamus, perifornikalen Neuronen, dem Hirnstamm
und der Hypophyse (51). Dem lateralen Anteil des Hypothalamus und dem
benachbarten perifornikalen Bereich wird dabei die Funktion eines ,Hungerzentrums”
zugeschrieben, da die elektrische Stimulation dieser Gehirnregion zu Adipositas und
Hyperphagie fiihrt, die Schadigung hingegen genau gegenteilige Effekte zeigt (25).
Sowohl die NPY/AgRP-Neurone, wie auch die POMC-Neurone projizieren in diese
Areale und treten dort monosynaptisch in Kontakt zu Nervenzellen, die anabole
Neuropeptide exprimieren, wie beispielsweise Melanin-concentrating-hormone (MCH),
Orexin A und Orexin B (74). Die von dort aus zu verschiedenen Regionen des Kortex
ziehenden Efferenzen tragen zum Auftreten eines Hungergefiihls bei (74). AuBerdem
wird die zusatzliche Verminderung des Energieverbrauchs durch eine supprimierende
Wirkung von MCH auf die Schilddriisenfunktion diskutiert (199). Auf der anderen Seite
bestehen zahlreiche axonale Verbindungen der NPY/AgRP- und POMC-Neurone zum
Nucleus paraventricularis hypothalami (74,195). Da die Beschadigung dieses
Gehirnareals zu Hyperphagie und Fettleibigkeit fihrt, wird hier der Sitz eines
,Sattigungszentrums” vermutet. Diese Aufgabe wird durch Efferenzen zum Kortex und
durch die Freisetzung von TRH und CRH aus den Axonen in der Hypophyse erfiillt.
Diese beiden hypothalamischen Releasinghormone steigern den Energieverbrauch bei
gleichzeitiger Verminderung der Nahrungsaufnahme durch Stimulation der Schilddriise,

bzw. durch Aktivierung des sympathischen Nervensystems (25).

Voraussetzung fiir die Steuerung der Gesamtnahrungsaufnahme durch Leptin und Insulin
ist die BeeinfluBung von Umfang und Frequenz der Einzelmahlzeiten, also der
Entscheidung des Individuums, den Zeitpunkt des Beginns, wie der Beendigung der
Nahrungsaufnahme festzulegen. Das Vollegefiihl, welches wesentlich an der
Entscheidung zur Beendigung der Nahrungsaufnahme beteiligt ist, resultiert aus
mechanischen, neuronalen und humoralen Signalen des Magen-Darm-Trakts, die vor
allem im Stammhirn verarbeitet werden. Zahlreiche Publikationen deuten auf den
Nucleus tractus solitarii als Hauptangriffspunkt derartiger Sattigungssignale hin (51). Zu
diesen Signalen gehoren z.B. die Magendehnung und auch enterische Neuropeptide,
wie Cholezystokinin, Glukagon, Glucagon-like-peptide 1, Amylin, Bombesin-related
peptides, Apolipoprotein A-IV und moglicherweise Enterostatin (206,243). Leptin scheint

tUber  verschiedene  Wege  die  Ansprechbarkeit des  Stammbhirns  fir
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Kurzzeitsattigungssignale zu  beeinflulen. Neben direkten, monosynaptischen
Verbindungen der Neurone ersten Grades zu den Kerngebieten im Hirnstamm, die an
der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt sind, bestehen auch indirekte mit
Zwischenschaltung sekundarer Zentren, wie dem Nucleus periventricularis und den
lateralen Hypothalamusanteilen (51). Daneben wird eine teilweise direkte Wirkung von
Leptin im Stammhirn diskutiert (89,90). Folglich fihrt die Reduktion korpereigener
Fettdepots durch die konsekutiv sinkenden Leptin- und Insulinspiegel zu verminderter
Wirksamkeit o.g. Kurzzeitsattigungssignale und damit zu vermehrter Nahrungsaufnahme
(52).

Fernerhin kommen in einigen Kerngebieten des Hirnstamms, wie z.B. dem Nucleus
tractus solitarii, dem Nucleus motorius dorsalis nervi vagi und der Area postrema
Rezeptorstrukturen fiir zahlreiche metabolische Signale vor; darunter finden sich
Rezeptoren fir Insulin, Leptin, Neuropeptid Y, Proopiomelanocortin und Melanocortin
(51). Darliber hinaus zeigt die Verabreichung von Leptin oder Melanocortin in den
Hirnstamm &dhnliche Phdnomene wie die hypothalamische Injektion (89). Diese
Beobachtungen deuten auf die Involvierung des Stammhirns in der Regulation der

Langzeit-Energiehomoostase hin (89).

4.3.3.3. Ghrelin

Im Gegensatz zu den relativ gut verstandenen postprandialen Sattigungsmechanismen,
ist Uber die Vermittlung des Hungergefiihls, das zum Beginn der Nahrungsaufnahme
fihrt, wenig bekannt (52). Campfield und Smith beobachteten, dass kurz vor der
Nahrungsaufnahme ein kurzzeitiger und voriibergehender Abfall des Blutzuckerspiegels
um etwa 11% eintritt (39). Jedoch wird die physiologische Relevanz dieses Phanomens
fir den Menschen durch andere Untersuchungen in Frage gestellt (52,176). Das
Magenhormon Ghrelin scheint hingegen sowohl bei der Kurzzeit-, als auch der
Langzeitregulation von Nahrungsaufnahme und Energiehaushalt eine Schliisselrolle zu

spielen.

Schon vor der Entdeckung von Ghrelin gab es experimentelle Hinweise, dass die GHS

zu erhohter Nahrungsaufnahme fiihren, die jedoch sehr kontrovers diskutiert und
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keinesfalls allgemein akzeptiert wurden (131,162,222,223). Fernerhin wurde in einer
Vielzahl an Publikationen von durch GHS aktivierten Nervenzellen in Bereichen des
Hypothalamus, denen eine bedeutende Rolle bei der Regulation von Nahrungsaufnahme
und Energiehaushalt zugeschrieben wird, berichtet (11,62-68,99,134,239). Die
Expression des GHS-R auf derartigen Neuronen gilt als sicher nachgewiesen
(104,142,239). Die Kontroverse um die umstrittene orexigene Wirkung der GHS-R-
Agonisten wurde erst mit der Entdeckung Ghrelins als dem natiirlichen Liganden dieses
Rezeptors, der einen der starksten adipogenen und orexigenen physiologischen Faktoren
darstellt, die jemals bei Sdugetieren gefunden wurden (22,106,226,249). So wurde
beobachtet, dass die Verabreichung von Ghrelin bei Nagetieren zur Gewichtszunahme
fihrt (155,226,227,248). Dabei scheint die Wirkung von Ghrelin direkter Natur, also
unabhdngig von dem stimulierenden Effekt auf die Freisetzung von Wachstumshormon
zu sein. Wahrend bei dem Weg (iber GH in erster Linie ein erh6htes Wachstum von
knochernem Skelett und Muskelgewebe zu erwarten ware (130,238), zeigt Ghrelin in
den Versuchen vor allem eine Vermehrung der Fettdepots bei weitgehend unveranderter

Knochen- und Muskelmasse (226).
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5. Spezielle Diskussion

5.1. Allgemeines zur Regulation der Ghrelinsekretion

Wahrend die Wirkungen von Ghrelin auf verschiedenste Funktionen und Organe des
Organismus Gegenstand vieler wissenschaftlicher Publikationen darstellt, ist die
Regulation der Ghrelinsekretion selbst weitgehend noch unbekannt. Obgleich Ghrelin in
Zellen nahezu aller Organe nachgewiesen werden konnte, befinden sich die Mehrzahl
aller Gr-Zellen im Magen (siehe 4.1.5) und eine Gastrektomie fiihrt beim Menschen zu
einer Reduktion des Ghrelinspiegels um etwa 70-80% (3,53). Es ist daher davon
auszugehen, dass die im Plasma gemessenen Ghrelinkonzentrationen im Wesentlichen

die gastrale Ghrelinsekretion wiederspiegeln.

Die Ghrelinkonzentration steigt kurzfristig bei Nahrungskarenz an und féllt nach
Nahrungsaufnahme wieder ab (75,197,226,228). Daher ist anzunehmen, dass die
Kurzzeitregulation der Ghrelinsekretion im Wesentlichen von metabolischen Faktoren
abhangig ist, die am wahrscheinlichsten durch gastrointestinale neuroendokrine Prozesse
vermittelt werden. Bei Aufnahme von kohlenhydratreicher Nahrung ldsst sich bei
Menschen und Nagetieren ein rascher Abfall des Ghrelinspiegels beobachten, der
schnell wieder auf interdigestives Basalniveau ansteigt (50,197,226,228). Dadurch
unterscheidet sich Ghrelin vom Verhalten der meisten anderen gastrointestinalen
Hormone, die sich durch einen postprandialen physiologischen Anstieg auszeichnen
(188). Darliber hinaus fiihrt proteinreiche Nahrung beim Menschen zu einem Anstieg
der Ghrelinsekretion (75). Bei Ratten hingegen scheint eine proteinarme Diit liber einen
langeren Zeitraum zum Anstieg und eine fetthaltige Didt zum Abfall der
Plasmaghrelinkonzentration zu fiihren (128). Die alleinige Dehnung des Magens

allerdings zeigt keine Wirkung (75,197,226). Die fir diese bemerkenswerten
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nahrstoffabhdangigen Phanomene verantwortlichen Regulationsmechanismen sind bislang

unbekannt, deuten jedoch auf eine komplexe endokrine Steuerung hin.

Fir die Hohe des basalen Ghrelinspiegels ist der Erndhrungszustand ausschlaggebend: Es
besteht eine negative Korrelation mit dem Body-Mass-Index (BMI = Kérpergewicht in kg
dividiert durch das Quadrat der Korperlange in m) (3,93,197,229). So lasst sich bei
Anorexia nervosa und Kachexie eine gesteigerte Ghrelinsekretion beobachten, wahrend
bei Adipositas der Plasmaghrelinspiegel vermindert ist und sich durch Reduktion des
Korpergewichts normalisieren ldasst (15,53,179,219). Damit ist das Verhéltnis von
Ghrelinspiegel und Erndhrungszustand dem Leptinspiegel genau entgegengesetzt, so
dass vermutet wird, dass diese beiden Hormone jeweils antagonistisch an der Regulation

der Energiehomoostase beteiligt sind (50,147).

5.2. Nervus vagus und cholinerges System

Die parasympathische Steuerung gastroentero-pankreatischer Funktionen erfolgt im
Wesentlichen iber den Nervus vagus (111). Er verbindet dabei tiber seine afferenten
und efferenten Fasern das  Zentralnervensystem  bidirektional mit dem
Verdauungssystem. Unter der Vielzahl unterschiedlicher Transmittersysteme dieses
vegetativen Nervens kommt dabei Acetylcholin eine herausragende Rolle zu. Die
Anwesenheit cholinerger Nervenendigungen des N. vagus in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den Magendriisen, dem Hauptort der Gr-Zellen, lassen einen
regulativen Einfluss des Nerven aus anatomischer Sicht moglich erscheinen (119).
Fernerhin ist bekannt, dass die Aktivierung des N. vagus im Magen u.a. zu vermehrter
Freisetzung von Gastrin und verminderter Somatostatinsekretion fiihrt (141,157). Daher
wdre auch eine indirekte, durch diese Hormone mediierte Beeinflulung der
Ghrelinsekretion durch den N. vagus aus theoretischer Sicht durchaus denkbar. Ebenso
konnte die durch Vagusstimulation induzierte Sdureproduktion im Magen und der
dadurch ausgelosten Abfall des intraluminalen pH-Wertes ebenfalls die Freisetzung von
Ghrelin verandern, in dhnlicher Weise, wie dies bei anderen Magenhormonen bereits

demonstriert wurde (98,233).
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Kirzlich berichteten Lee und Mitarbeiter von Versuchen, die zeigten, dass bei Ratten
eine Vagotomie nach zwei Wochen einen um das Dreifache erhéhten Ghrelinspiegel im
Plasma bewirkt (128), was zu der Vermutung fiihrte, die Ghrelinsekretion stiinde unter
tonischer Vagusinhibition. Auf der anderen Seite hat, wie von Muramaki und
Mitarbeitern gezeigt, die zervikale Vagusstimulation keine akute Wirkung auf die
Ghrelinausschiittung bei narkotisierten Ratten (148). Beim Menschen hat die vagale
Aktivierung in Form von Scheinmahlzeiten (,sham feeding”) keinen messbaren
kurzfristigen Einfluss auf die Ghrelinkonzentration im Blutplasma (75). Dem
widersprechen die experimentellen Ergebnisse einer japanischen Forschergruppe, die bei
Schafen wahrend einer zweistiindigen Scheinmahlzeit zundchst einen Abfall, spater
einen leichten Anstieg der Plasmaghrelinspiegel gemessen haben. Dieselbe
Arbeitsgruppe berichtet dariiber hinaus auch von einem Anstieg der Ghrelinsekretion
etwa eine Stunde vor Beginn ihrer Mabhlzeit, die tdaglich zu einem festen Zeitpunkt
verflittert wird. Nach aktuellem Wissensstand unterliegen die gastrointestinalen
Phianomene in dieser als cephal bezeichneten Phase der Nahrungsaufnahme in erster
Line der Steuerung durch den Nervus vagus, so dass der Anstieg der
Plasmaghrelinkonzentration der Schafe in Erwartung ihrer Mahlzeit als ein vagal
vermittelter konditionierter physiologischer Reflex interpretiert werden konnte (208).
Fernerhin la3t sich der durch Hungern provozierte Anstieg der Ghrelinkonzentration bei
Ratten durch subdiaphragmale Vagotomie verhindern und durch Atropin deutlich

vermindern (240).

Die vorliegenden Daten zeigen, dass beim isolierten Organ die elektrische Reizung des
Nervus vagus zu einer Stimulation der Ghrelinsekretion fiihrte. Diese war weitgehend
unabhdngig von der applizierten Frequenz und dem intraluminalen pH-Wert. Auch die
von Williams und Mitarbeitern publizierten Ergebnisse, die zeigen, dass subdiaphragmale
Vagotomie den Anstieg von Ghrelin bei hungernden Ratten verhindert, weisen auf eine
stimulierende Wirkung des Nervus vagus hin (240). Die zuvor auf der Grundlage von /n
vivo - Versuchen beschriebene inhibitorisch-tonische Funktion des Nervus vagus ist
deshalb  hochstwahrscheinlich  Ausdruck  komplexer Regulationsprozesse  unter
Einbeziehung von extragastralen Strukturen, die im isolierten Organmodell ausgeschaltet
sind. Ferner konnte die Vagotomie und die dadurch sekundar ausgelosten Prozesse in

der Kurz- und Langzeitbeobachtung zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren. Aullerdem
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sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit, wie letztlich auch die zuvor beschriebenen
Ergebnisse von Muramaki (148) und Erdmann (75) nicht fir die Hypothese, dass vagale
Mechanismen am postprandialen Abfall des Ghrelinspiegels beteiligt sind. AuBerdem
sind die Daten gut vereinbar mit der von Sugino und Mitarbeitern gedullerten
Vorstellung eines vagal vermittelten praprandialen Anstieg der Plasmaghrelinsekretion in

der cephalen Phase (208).

Acetylcholin ist ein Neurotransmitter von zentraler Bedeutung fiir die Regulation
endokriner und exokriner Prozesse im Verdauungssystem (45,87). Einige der wichtigsten
Wirkungen von Ghrelin, wie die Erh6hung von Motilitdt und Saureproduktion im Magen
oder die Zunahme des Korpergewichts werden durch das cholinerge System vermittelt
(56,138,240). Durch verschiedene Studien am Menschen und an Sadugetieren wurde
bereits versucht, die Wertigkeit cholinerger Fasern fiir die neuroendokrine Steuerung der
Ghrelinfreisetzung selbst zu bewerten. Eine Untersuchung von Sugino und Mitarbeitern
wurde an Schafen durchgefiihrt, bei denen der zeitliche Verlauf der Ghrelinsekretion bei
der  Futterung  unter  Behandlung mit  Atropin, einem  kompetitiven
Acetylcholinantagonisten ~ am  muskarinischen ~ ACh-Rezeptor  (119),  sowie
Hexamethonium, einem Antagonisten am nikotinischen, also gangliondren Rezeptor (36)
beobachtet wurde. Dabei zeigte sich, dass der in der Kontrollgruppe beobachtbare
postprandiale Abfall des Ghrelinspiegels bei den mit Atropin oder Hexamethonium
behandelten Tieren ausblieb. Das in dieser Studie ebenfalls untersuchte
Metocloperamid, einem durch Hemmung der Acetylcolinesterase indirekt agonistisch
wirkenden Pharmakon (135), zeigte hingegen keinen Effekt. Die Autoren der Studie
interpretieren ihre Ergebnisse als Hinweis auf eine supprimierende Wirkung des
cholinergen Systems auf die Ghrelinsekretion (209). Dem stehen jedoch die Ergebnisse
von Broglio und Mitarbeitern entgegen, die den Einfluss von Pirenzepin, einem
muskarinischen Antagonisten, und Pyridostigmin, einem indirekten cholinergen
Agonisten auf die Plasmaghrelinspiegel sechs gesunder Manner untersuchten. Dabei
zeigte sich, dass Pyridostigmin zu erhohten, Pirenzepin dagegen zu erniedrigten
Plasmaghrelinspiegeln fiihren (30). Diese Ergebnisse stehen zwar im Gegensatz zu den
Versuchen der Arbeitsgruppe von Sugino, sind jedoch gut vereinbar mit den von
Williams und Mitarbeitern veréffentlichten (30,240), so dass die Unterschiede entweder

als speziesspezifisch anzusehen sind oder aber es kommt in der von Sugino et al.
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untersuchten postprandialen Phase durch das Zusammenwirken vieler Neurotransmitter
zu einer paradoxen Wirkung der eingesetzten Pharmaka. Zusammenfassend muss man
aufgrund der derzeitigen Datenlage davon ausgehen, dass zumindest beim Menschen
und der Ratte Acetylcholin eine stimulierende Wirkung auf die Freisetzung von Ghrelin

besitzt.

Die Interpretation der im Rahmen dieser Arbeit am isolierten Rattenmagen gemessenen
Werte gestaltet sich aufgrund der fehlenden statistischen Signifikanz schwierig und ist
daher besonders kritisch zu bewerten. Tendenziell zeigt sich jedoch in der Gruppe der
mit 2Hz stimulierten Nn. vagi, einer vornehmlich das cholinerge System ansprechenden
Frequenz, eine dauerhafte Verringerung der Ghrelinsekretion. Die Aussagekraft wird
durch den initial schwachen Anstieg der Ghrelinstimulation bei Vagusaktivierung schon
vor der Infusion von Atropin jedoch in Frage gestellt. Auf der anderen Seite konnte auch
gerade der geringe Anstieg flir die fehlende statistische Signifikanz verantwortlich sein.
Der Effekt von Atropin bei der Stimulation mit 1T0Hz, einer eher auf die peptiderge
Transmission abzielenden Frequenz, ist geringer ausgeprdgt und auch die sich in der
2Hz-Gruppe zeigende Persistenz des Effektes ist nicht gleichermalen deutlich ersichtlich.
Trotz fehlender Signifikanz liefern die geschilderten Ergebnisse einen Hinweis darauf,
dass das Verhalten des isolierten Rattenmagens mit den Ergebnissen anderer
Publikationen vereinbar sein konnte (30,31,240) und ebenfalls einen inhibitorischen

Effekt von Atropin auf die vagal induzierte Ghrelinsekretion zeigen kénnte.

5.3. Gastrin

Gastrin wird postprandial von den G-Zellen des Magens vermehrt ausgeschiittet. Dabei
kommt es zum einen durch Proteine zu einer nahrungsmittelspezifischen Freisetzung
und zum anderen zu einer unspezifischen Ausschittung durch die physikalische
Magendehnung (57,172,191,246). Insbesondere im Hinblick auf die bereits
beschriebenen Beobachtung, dass die Zusammensetzung der Nahrung einen Einfluss auf
den Plasmaghrelinspiegel hat, konnte Gastrin also fiir die Ghrelinsekretion eine wichtige
Rolle zukommen. Die Ergebnisse einiger /in vivo Studien sind teilweise gegensatzlich: Bei

wiederholter subkutaner Injektion hoher Dosen von Gastrin zeigt sich ein
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stimulatorischer Effekt (128), wahrend eine kontinuierliche zweitdgige intraperitoneale
Infusion keine Wirkung auf den Ghrelinspiegel von Ratten hat (150). Auch die
kurzzeitiger intraperitoneale Infusion zeigt keine Anderung im Vergleich zu einer
niichternen Kontrollpopulation (148). Diese /in vivo Ergebnisse stehen nicht zwangslaufig
im Gegensatz zu den im Rahmen dieser Arbeit veroffentlichten Daten, da im /n vivo
Modell andere Wirkungen von Gastrin, wie beispielsweise die Magensaureproduktion
oder die Freisetzung von Somatostatin mogliche Storfaktoren darstellen kénnten. Jedoch
lasst der inhibitorische Effekt von Gastrin eine essentielle Rolle bei der stimulierenden
Wirkung proteinreicher Nahrung auf den Ghrelinspiegel eher unwahrscheinlich

erscheinen.

5.4. Somatostatin

Neben Ghrelin und Gastrin wird im Magen postprandial auch Somatostatin freigesetzt
(172,191). Bei exogener Applikation bewirkt Somatostatin die Inhibition nahezu aller
gastrointestinalen Funktionen und  endogen sezerniertes Somatostatin verhindert
Uberschiellende Aktivierungen diverser exokriner und endokriner Sekretionsprozesse im
Magen-Darm-Trakt (189). Die Expression und Sekretion von Somatostatin selbst steht
unter dem stimulierenden Einfluss von Ghrelin, so dass ein negativer
Rickkopplungsprozess wahrscheinlich ist (4). Der gemessene inhibitorische Effekt von
Somatostatin auf die vagal induzierte Ghrelinfreisetzung steht somit im Einklang mit dem
aktuellen Konzept der Physiologie von Somatostatin. Fernerhin sind die Ergebnisse gut
vereinbar mit anderen Studien zum Einfluss von Somatostatin oder synthetischen

Analoga auf die Ghrelinsekretion (13,32,159,198).

5.5. Glucagon-like Peptide-1

Nahrungsaufnahme fiihrt nicht nur zur Ausschiittung von Magenhormonen, sondern
auch zur vermehrten Sekretion intestinaler Hormone, denen eine wichtige Rolle bei der
Steuerung von gastrointestinalen und pankreatischen Funktionen, sowie der Magen-

Darm-Motilitit zukommen. Eines der wesentlichen Peptide, die dabei vom Diinndarm
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sezerniert werden ist Glucagon-like Peptide-1(7-36)amid (GLP-1). Die Sekretion von
GLP-1 wird durch Kohlenhydrataufnahme stimuliert, was wiederum zu einer Zunahme
der durch Glucose induzierten Insulinfreisetzung fiihrt (71,76). In den vorliegenden
Experimenten zeigt sich fir GLP-1 ein signifikant inhibitorischer Effekt (siehe Kapitel
3.2.3). Im Hinblick auf die bereits beschriebenen supprimierenden Effekt oral
aufgenommener Glucose auf den Ghrelinspiegel (197), konnte GLP-1 an der Vermittlung
dieses Phanomens durchaus einen maligeblichen Anteil haben. Diese These wird durch
die Ergebnisse von Caixas und Mitarbeitern gestiitzt, die bei menschlichen Probanden
durch parenterale  Glukoseinfusion den physiologischen postprandialen
Blutzuckerspiegel imitierten und dabei keinen Einfluss auf die Ghrelinsekretion sehen
konnten (37), so dass der Glukosespiegel alleine die Ghrelinsupression nicht erklaren
kann. Daher scheint in der Zusammenschau der Ergebnisse der durch Glukose
vermittelte Effekt auf Ghrelin tatsachlich weniger von systemischen Mechanismen, als
vielmehr von intestinalen, maligeblich wohl GLP-1, und abhdngig zu sein. Die
inhibitorische Wirkung von GLP-1 auf die Ghrelinfreisetzung konnte ihrerseits im
Hinblick auf die im Rahmen dieser Arbeit demonstrierte inhibitorische Wirkung von
Somatostatin (siehe Kapitel 3.2.2), auf der zumindest teilweisen Vermittlung durch
Somatostatin beruhen. Zur Klarung dieser Fragestellung waren weitere Experimente
unter gleichzeitiger Verabreichung eines Somatostatinantagonisten wiinschenswert. Im
Gegensatz zu den Untersuchungen zur Wirkung von Insulin zeigte sich bei GLP-1 eine
Wirksamkeit erst in unphysiologisch hohen Dosen. Diese Tatsache schlielit eine
physiologische Relevanz jedoch nicht aus, da das verwendete /n vitro Modell auch fir
andere Peptide wie beispielsweise Somatostatin oder Bombesin-related Peptides eine

niedrigere Sensitivitdt besitzt.

Ein weiteres, in diesem Zusammenhang moglicherweise interessantes Darmhormon stellt
Gastric inhibitory Polypeptide (GIP) dar. GIP wird postprandial von den K-Zellen des
Duodenums und des proximalen Jejunums ausgeschiittet. Es wird wie GLP-1 ebenfalls
durch die orale Aufnahme von Glukose stimuliert (43,168), fiihrt zu erhohter durch
Glukose induzierter Insulinfreisetzung (72) und stimuliert die Somatostatinausschiittung
(141). Es wird die Aufgabe weiterer Studien sein, die Relevanz von GIP fir die

Ghrelinsekretion zu klaren.
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5.6. Insulin

Far Insulin liegen einige /in vivo - Studien bei Nagetieren und menschlichen Probanden
vor, die auf einen inhibitorischen Effekt von Insulin auf die Ghrelinfreisetzung hinweisen
(77,139,144,184,197). Erste Hinweise gaben die Experimente der Arbeitsgruppe von
Shija und Mitarbeitern, die sowohl durch orale, wie auch intraventse Verabreichung bei
freiwilligen Versuchspersonen eine Senkung des Plasmaghrelinspiegels beobachteten
(197). Fernerhin wird diese Hypothese durch weitere Experimente gestiitzt, die bei
Infusion von hohen (139) bis supraphysiologischen Konzentrationen an Insulin (133),
aber auch bei nahezu physiologischen Mengen einen Abfall des Ghrelinspiegels zeigen
(77,144,184). Die Glukosekonzentration im Plasma hingegen scheint offensichtlich eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da die durch Insulin provozierte Inhibition der
Ghrelinsekretion sowohl bei Euglykimie wie auch bei Hypo- und Hyperglykdmie
nachweisbar ist (139,197). Dennoch bleibt die Wirkung von Insulin auf die
Ghrelinfreisetzung umstritten, vor allem aufgrund der Untersuchungsergebnisse zweier
Arbeitsgruppen, die postprandiale Veranderungen von Insulin- und Glukosespiegeln
durch Infusion imitierten: Schaller und Mitarbeiter konnten einen Abfall des
Ghrelinspiegels nur bei supraphysiologischen Dosen beobachten, wahrend kleinere
Mengen an Insulin sich als wirkungslos erwiesen (187). Auch die von Caixas und
Mitarbeitern publizierten Ergebnisse zeigen keinen physiologischen Effekt.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen eine deutliche Verminderung der
Ghrelinsekretion durch Insulin bei Normoglykdamie und unter Ausblendung systemischer
Effekte durch das isolierten Organmodell. Dieser Effekt ist tber einen groRen
Konzentrationsbereich mit Signifikanz nachweisbar. Dabei entspricht die niedrigste
Konzentration, die Wirkung zeigte etwa dem natirlicherweise vorkommenden
postprandialen Konzentrationsanstieg von Insulin im Blutplasma, wobei jedoch, wie
bereits erwdhnt, der direkte Vergleich von in vivo- und in vitro- Daten sehr kritisch
gesehen werden muss. Im molaren Vergleich erwies sich bei Insulin bereits bei
niedrigeren Konzentrationen als wirksam, als dies bei den anderen untersuchten
Hormonen der Fall war. Dies stiitzt die Vermutung, dass Insulin moglicherweise eine
tragende Bedeutung fiir den Abfall der Plasmaghrelinkonzentration als Folge

kohlenhydratreicher Nahrungsaufnahme spielen konnte. Dariiber hinaus kénnten die
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bei Ubergewichtigen dauerhaft erhéhten Insulinspiegel zumindest teilweise fiir die bei

diesen Patienten verminderten basalen Ghrelinspiegel (53,229) verantwortlich sein.

5.7. Neuromedin C

Neuromedin C ist ein aus zehn Aminosduren bestehendes Peptid aus der Gruppe der
Bombesin-dhnlichen Peptide. Vertreter dieser Gruppe sind im Korper weit verbreitet: sie
konnten im Zentralnervensystem, dem Pankreas, der Lunge und v.a. im
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden. Dort wurden die hochsten Konzentrationen
im Magen und im Kolon gemessen (35). Die zentalnervose Injektion von Bombesin fiihrt
zur Senkung der Korperkerntemperatur (33,175), zu Sattigung und verminderter
Nahrungsaufnahme  (241,244). Diese physiologischen Effekte  zeigen eine
Gegensatzlichkeit zur Wirkung von Ghrelin, so dass die Einbeziehung an der Vermittlung
des Bombesineffektes durch Ghrelin im Sinne einer Inhibition denkbar ware.

Da Bombesin bei Sdugetieren physiologischerweise nicht vorkommt, wurde fir die
Experimente im Rahmen dieser Studie auf Neuromedin C, einen natirlicherweise
vorkommenden Vertreter der Bombesin-dhnlichen Peptide zuriickgegriffen.

Die Ergebnisse zeigten dabei weder in der Konzentration von 10°M, noch von 10°M
einen signifikanten Einfluss auf die Ghrelinsekretion, so dass davon auszugehen ist, dass
Neuromedin C in vitro keinen stimulierenden Effekt besitzt. Ein moglicher inhibitorischer
Effekt sollte in Analogie zum Verfahren mit den anderen hier untersuchten
gastrointestinalen Hormonen unter vagaler Vorstimulation untersucht werden.
Bombesine fiihren bekanntermallen unter anderem zu erh6hter Freisetzung von Insulin
und Gastrin (140,244). Fir diese beiden Hormone wurde, wie auch im Rahmen dieser
Arbeit, ein inhibitorischer Effekt auf die Freisetzung von Ghrelin beschreiben, so dass /in
vivo eine teilweise auch Uber diese Hormone indirekt vermittelte Inhibition aus
theoretischer Sicht durchaus denkbar wire. In der internationalen Literatur finden sich
derzeit keine anderen Studien zu einer moglichen Interaktion von Ghrelin und Peptiden

der Bombesingruppe.
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6. Zusammenfassung

Ghrelin ist ein aus 28 Aminosauren bestehendes Peptidhormon, das vor allem im Magen
gebildet und sezerniert wird (120). Es stellt ein peripheres humorales Hungersignal dar
und ist an der Regulation des Korpergewichts beteiligt. Neben der Stimulation der
Wachstumshormonsekretion weist es auch zahlreiche andere Wirkungen auf
unterschiedliche Organe auf. Im Gegensatz zur Erforschung der Wirkungen liegen kaum
Ergebnisse zur Regulation der Ghrelinsekretion selbst vor. Bekannt ist, dass beim
Menschen kohlenhydratreiche Nahrung zum Abfall und proteinreiche Nahrung zum
Anstieg der Ghrelinspiegel fiihren (50,197,226,228). Die alleinige Dehnung des Magens
hingegen zeigt keine Wirkung (75,197,226). Die fiir diese bemerkenswerten
nahrstoffabhdangigen Phanomene verantwortlichen Regulationsmechanismen sind bislang
unbekannt, deuten auf eine komplexe neuroendokrine Steuerung hin. Deshalb wurde
im Rahmen dieser Arbeit der regulative Einfluss verschiedener Neuropeptide und
Hormone, die physiologischerweise wahrend der Nahrungsaufnahme sezerniert werden,

auf die Ghrelinsekretion am isolierten Rattenmagen /n vitro untersucht.

Die elektrische Stimulation des Nervus vagus mit einer Rechteckspannung von 10 Volt
und Tms Impulsdauer fiihrte zu einer signifikant erhéhten Sekretion, die weitgehend
unabhdngig von pH-Wert (pH2 und pH7) und applizierter Frequenz war (2Hz, 5Hz,
10Hz, 20Hz).

Der Versuch, die durch elektrische Stimulation gesteigerte Ghrelinsekretion durch den
Acetylcholinrezeptorantagonisten Atropin zu inhibieren, erbrachte keine statistisch
signifikanten Ergebnisse. Es zeigte jedoch sich tendenziell eine Inhibition, was im

Einklang zu den Ergebnissen anderer publizierten Studien steht.
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Die W.irkung verschiedener gastrointestinaler Hormone wurde unter vagaler
Prastimulation untersucht, um bei niedrigen basalen Ghrelinspiegeln einen méglichen

inhibitorischen Effekt messen zu kénnen:

Gastrin-17 zeigte bei einer Konzentration 10° M eine signifikante Verringerung der
Ghrelinausschiittung, wohingegen bei weiterer Verdiinnung auf 10" M kein Effekt mehr
erkennbar war. Der inhibitorische Effekt von Gastrin lasst eine essentielle Rolle bei der
stimulierenden Kurzzeitwirkung proteinreicher Nahrung auf den Ghrelinspiegel eher

unwahrscheinlich erscheinen.

Somatostatin fiihrte zu verminderter Freisetzung von Ghrelin. Dies steht im Einklang mit
anderen Studien und dem aktuellen Konzept der Physiologie von Somatostatin. Eine

Rickkopplungsschleife zwischen Ghrelin und Somatostatin scheint wahrscheinlich.

Das  Diinndarmhormon  Glucagon-like-Peptide-1(7-36), das vor allem bei
kohlenhydratreichen Mahlzeiten sezerniert wird, zeigte in den Konzentrationen 10" M
und 107 M einen geringen, jedoch nicht signifikanten inhibitorischen Effekt. Hingegen
war der inhibitorische Effekt in den hoheren Konzentrationen von 10® M und 10° M
signifikant. Die Wirkung nur in unphysiologisch hohen Dosen schlieBen eine
physiologische Relevanz jedoch nicht aus, da das verwendete /in vitro Modell auch fir
andere Peptide, wie beispielsweise Somatostatin oder Bombesin-related Peptides eine
niedrigere Sensitivitat besitzt. Somit konnte GLP-1 insbesondere bei dem durch Glukose

und kohlenhydratreiche Nahrung induzierten Abfall des Ghrelinspiegels beteiligt sein.

Bei der Infusion von Insulin zeigte sich ebenfalls eine Reduktion der vagal vorstimulierten
Ghrelinsekretion iber einen grolen Konzentrationsbereich bei Normoglykdamie.
Lediglich in der Gruppe, die mit der geringsten Konzentration von 10"* M perfundiert
wurde, zeigte sich kein signifikanter Rickgang der Ghrelinsekretion. Im molaren
Vergleich erwies sich Insulin bereits bei niedrigeren Konzentrationen als wirksam, als
dies bei den anderen untersuchten Hormonen der Fall war. Dies stiitzt die Vermutung,
dass Insulin moglicherweise fiir den Abfall der Plasmaghrelinkonzentration als Folge

kohlenhydratreicher Nahrungsaufnahme von Bedeutung sein konnte.
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Zusammenfassung

Neuromedin C zeigte weder in der Konzentration von 10® molar, noch bei 10° molar
einen signifikanten Einfluss auf die Ghrelinsekretion, so dass davon auszugehen ist, dass

Neuromedin C /n vitro keinen stimulierenden Effekt besitzt.

Zusammenfassend zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten, dass Gastrin,
Somatostatin, GLP-1(7-36) und Insulin die Ghrelinsekretion am isolierten Rattenmagen
hemmen. Diese vier Hormone konnten damit moglicherweise an der Vermittlung der /n
vivo beobachteten postprandialen Inhibition der Ghrelinsekretion beteiligt sein. Vagale
Aktivierung wirkt stimulierend und konnte damit der postprandialen Inhibition der

Ghrelinsekretion entgegen wirken.
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8. Abkirzungen

Abkiirzung Bedeutung
Durchmesser
A. Arteria
Aa. Arteriae
Abb. Abbildung
Ach Acetylcholin
ACTH Adrenocorticotropes Hormon
AgRP Agouti-related-Protein
Ala Alanin
Arg Arginin
AVP Arginin®-Vasopressin
BMI Body-Mass-Index
C Celsius
ca. Circa
CART Cocaine- and amphetamine-regulated transcript
CCK Cholezystokinin
CRH Corticotropin-Releasing-Hormon
DNS Desoxiribonukleinsdure
EEG Elektroenzephalogramm
f Femto-
8 Gramm
GABA -Aminobuttersdure
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GH Growth Hormone

GHRH Growth Hormone Releasing Hormone
GHS Growth Hormone Secretagogue
GHSR Growth Hormone Secretagogue - Receptor
Gln Glutamin

Glu Glutamat

Gly Glycin

GIP Gastric inhibitory polypeptide
GLP-1 Glucagon-like peptide 1

His Histidin

Hz Hertz

i.c.v. intracerebroventrikular

LLE. Internationale Einheit

IGF Insulin-like-growth-factor |

i.p. Intraperitoneal

i.v. intravenos

KG Korpergewicht

LepR Leptinrezeptor

Lig. Ligamentum

Ligg. Ligamenta

M molar

MAPK Mitogen-aktivierte-Proteinkinase
MCH Melanin-concentrating-Hormone
mg Milligramm

min Minute

mM Millimolar

mm Millimeter

mol Mol

Ms Millisekunde
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mRNS

NMC

NPY

0.8.

Phe

Pl-3-Kinase

PIT-1

PKC

POMC

Pro

REM

RIA

SEM

Ser

SRIF

Tab.

TRH

Vv.

ZNS

z.B.

Messenger-Ribonukleinsdure

Nervus

Nervi

Neuromedin C

Neuropeptid Y

oben genannte(r)

Phenylalanin
Phosphatidylinositol-3-Hydroxyl-Kinase
Pituitary-specific transcription factor-1
Proteinkinase C

Proopiomelanocortin

Prolin

Rapid-eye-movement
Radioimmunoassay

Sekunde

Seite

Standard error of the mean (Standardabweichung des Mittelwertes)
Serin

Somatotropin Release Inhibiting Factor (Somatostatin)
Tabelle
Thyreotropin-Releasing-Hormon

Vena

Venae

Zentralnervensystem

zum Beispiel
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