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1. Einleitung

Adipositas ist das grofite und das am schnellsten wachsende Gesundheitsproblem
weltweit. Das beweist die Verdreifachung der Privalenz in den letzten 20 Jahren, sowohl
bei Méannern als auch bei Frauen. Zirka 50% der Deutschen sind iibergewichtig ( BMI >
25 kg/m*), wihrend ca. 20 % adipds sind ( BMI > 30 kg/m? ). Diese Krankheit schrinkt
nicht nur die Lebensqualitit erheblich ein, sondern ist auch, wegen ihrer
Begleiterkrankungen ( Typ 2 Diabetes Mellitus, Hypertonie, Schlaganfall, koronare
Herzkrankheit, Osteoarthritis u.s.w. ), mit erhdhter Morbiditdt verbunden. Die Kosten fiir
Adipositas-assoziierte Krankheiten in Deutschland werden auf etwa 25 Milliarden Euro
pro Jahr geschitzt, was 6% aller Gesundheitsausgaben in der Bundesrepublik
entsprechen wiirde. In der Geschichte der Menschheit war iiber Millionen von Jahren die
Nahrungsaufnahme zur Deckung des permanent vorliegenden Energieverbrauchs nie
garantiert. Deshalb ist die Fahigkeit zur Anlage groBer Energiespeicher und ein
moglichst sparsamer Verbrauch korpereigener Reserven ein Selektionsvorteil. Die Hélfte
der Weltbevolkerung verfiigt iiber ein praktisch unbegrenztes Nahrungsangebot und sieht
sich zunehmend mit den Folgen einer Uberernihrung konfrontiert. Aus den
obengenannten Griinden, scheint die Entwicklung von effektiven Behandlungsmethoden,
dringender als je zuvor zu sein (113).

Im Rahmen der therapeutisch wichtigen Reduktion des Kdorpergewichts ist das
Verstindnis der Regulation der Nahrungsaufnahme von besonderem Interesse. Die ist ein
sehr komplexer Vorgang, der durch eine Wechselwirkung von verschiedenen Hormonen
und Neuropeptiden, sowohl im ZNS als auch in der Peripherie, gepriagt wird.

Die Nahrungsaufnahme fiihrt zu einer Dehnung des Magens, die iiber vagale
Afferenzen zum Hypothalamus vermittelt wird. Innerhalb der verschiedenen Kerngebiete
des Hypothalamus, die als {ibergeordnetes, =zentrales Regulationsorgan die
verschiedenen Informationen biindeln und intergrieren, werden orexigen und anorektisch
wirksame Neurotransmitter freigesetzt. Interessanterweise verdndert eine bilaterale,

afferente Vagotomie im Tierexperiment nicht die Nahrungsaufnahme {iber einen



Zeitraum von 10 Wochen (113). Das bedeutet, dass beim Wegfall der neuralen
Mechanismen offenbar hormonale Faktoren die Regulation iibernehmen kénnen. Ein
wesentlicher Vertreter dieser Faktoren ist das Hormon Ghrelin. Hierbei handelt es sich
um ein orexigenes, aus 28 Aminosduren bestehendes Peptidhormon, das liberwiegend im
Magen produziert wird. Ghrelin wurde 1999 von einer japanischen Forschergruppe
entdeckt (75).

Die exogene Applikation von Ghrelin stimuliert den Appetit und die
Nahrungsaufnahme bei verschiedenen Spezies einschlieSlich des Menschen (152). Die
Ghrelinplasmaspiegel sind bei Hunger erhoht, fallen unter der Zufuhr von
kohlenhydratreichen Mahlzeiten innerhalb von 90 Minuten ab und kehren anschlieend
auf das Ausgangsniveau zuriick (137,25). Weiterhin hemmt die Gabe von Ghrelin-
Rezeptor-Antagonisten die Nahrungsaufnahme bei Méusen (5). Somit scheint Ghrelin an
der Hunger- /Séttigungsregulation beteiligt zu sein.

Die Ghrelinsekretion ist dariiber hinaus abhingig vom Erndhrungszustand des
Organismus. Basale Ghrelinplasmaspiegel sind erhoht im Zustand der Malnutrition wie
bei Tumorkachexie und Anorexia nervosa (26,66). Bei Adipositas sind die basalen
Ghrelinplasmaspiegel dagegen erniedrigt (137). Verdnderungen des Korpergewichts sind
von inversen Verdnderungen des Ghrelinspiegels begleitet (51). Somit scheinen
Faktoren, die fiir die Abstimmung der akuten Nahrungsaufnahme mit der Energiereserve
des Organismus zustidndig sind, Einfluss auf die Ghrelinsekretion zu nehmen. Derartige
Faktoren sollten idealerweise im Fettgewebe ihren Ursprung haben, um eine tonische
Riickkoppelung auf die akute postprandiale Kontrolle ausiiben zu koénnen. Ein
wesentlicher Vertreter dieser Gruppe ist das Hormon Leptin, dessen Plasmaspiegel mit
zunehmender Fettzellmasse zunehmen und bei Adipositas meistens erhdht sind (55).
Insofern konnte die Adipositas-assoziierte Suppression des Ghrelins auf einen direkten
hemmenden Effekt des Leptins zuriickzufiihren sein, was im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersucht wird.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird der EinfluB der Orexine auf die
Ghrelinsekretion untersucht. Diese orexigenen, Sekretin-dhnlichen Peptide wurden
urspriinglich im lateralen Hypothalamus entdeckt (31), in der Folge aber auch im Magen

verschiedener Spezies, einschlieflich des Menschen (97). Orexin-A besteht aus 33



Aminosduren, wahrend Orexin-B aus 28 besteht und eine, zu 46% identische Sequenz
mit Orexin-A aufweist (79). Die intracerebroventrikuldre Applikation von Orexin-A fiihrt
zur Stimulation der Nahrungsaufnahme bei Ratten (58). Bei Hunger und Hypoglykidmie
wird verstirkt Orexin-A und -B auch aus den endokrinen Zellen des Magenantrums
freigesetzt, was in erhohten Plasmaspiegeln resultiert (79). Dieser priprandiale Anstieg
ist dhnlich wie bei Ghrelin. Aullerdem weist bei adipdsen Individuen der Plasmaspiegel
des Orexins-A dhnlich wie der des Ghrelins eine negative Korrelation mit dem BMI auf
(1.

Orexine scheinen insofern an der Hunger- /Sittigungsregulation involviert zu
sein. In der vorliegenden Arbeit wird deshalb an dem Wechselspiel zwischen Ghrelin

und Orexinen untersucht.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden ménnliche Wistarratten mit einem Gewicht von 250 bis
350g verwendet ( Charles River Wiga GmbH, Sulzfelden, Deutschland ). Sie wurden im
Veterindrbereich des Instituts fiir Experimentelle Chirurgie der Technischen Universitét

Miinchen unter standarisierten Bedingungen gehalten:

- Kiinstlicher Tag/ Nacht Rhythmus,

- Raumtemperatur 20-23 °C,

- Luftfeuchtigkeit 60-70 %,

- Erndhrung mit Alleinfuttermittel fiir Ratten ( Sniff Spezialdidten
GmbH, Guest ) und Wasser.

Die Versuchstiere wurden 12 Stunden vor Versuchsbeginn niichtern gesetzt und in

randomisierter Folge den Versuchs- und Kontrollgruppen zugeordnet.

2.2 Priparationsbeschreibung

Ziel der Priparation des isoliert perfundierten Magens war es, iiber einen, in den
Truncus coeliacus implantierten Katheter, selektiv den Magen zu perfundieren und {iber
einen, in die V.portac implantierten Katheter, das Perfusat in vorgeschriebenen
Zeitrdumen zu sammeln.

Die Ratten wurden nach Kohlenmonoxidinhalation durch eine intraperitoneale
Pentobarbitalinjektion narkotisiert ( Narcoren®, 60 mg/kg, Rhone-Merieux, Koln,

Deutschland ). Je nach Gewicht der Ratte wurden ungefdhr 0,06 bis 0,11 ml Narcoren®



injiziert. Nach Eintreten der Andsthesie wurden die Versuchstiere in Riickenlage auf dem
Operationstisch fixiert.

Die Priparation begann mit dem Erdffnen des Abdomens in der Medianlinie.
Nach Darstellung des Magenantrums und des proximalen Duodenums, suchte man den
Lobus caudatus der Leber auf und mobilisierte ihn. AnschlieBend stellte man die Milz
dar und entfernte sie unter Schonung der gastroepiploischen Gefdlle an der groBen
Kurvatur. Danach entfernte man das Omentum majus durch sorgfaltige Ligatur der Rami
epiploici. Als nédchstes wurde das Duodenum ca. einen Zentimeter distal des Pylorus
durch zwei Ligaturen verschlossen und durchtrennt.

Die Aorta abdominalis wurde vom Truncus coeliacus nach distal bis zum Abgang

der Arteria renalis sinistra stumpf freiprapariert und vierfach angeschlungen:

- 1. Anschlingung: proximal des Truncus coeliacus

- 2. und 3. Anschlingung: zwischen dem Truncus coeliacus und dem
Abgang der Arteria mesenterica superior

- 4. Anschlingung: unmittelbar proximal des Abgangs der linken Arteria

renalis

Die Arteria mesenterica superior wurde an ihrem Abgang ligiert. Danach wurde mit
Anschlingung 4 der Blutfluss in der Aorta abdominalis nach distal unterbunden. Nach
Ligatur der dorsalen Abgénge, wurde die Aorta kranial des Truncus coeliacus kurzeitig
abgeklemmt, und mit einem Katheter ( Silastic-Katheter, Diameter 1,5 mm, Portex-
Limited Hythe, England ), durch Inzision unmittelbar proximal der Anschlingung 4
kaniiliert. Die Katheterspitze wurde unmittelbar distal des Abgangs des Truncus
coeliacus platziert und mit Anschlingung 2 und 3 fixiert. Der Katheter wurde mit 2-5 ml
heparinisierter 0,9% isotonischer Kochsalzldsung ( 25.000 I.E. Heparin-Natrium/l NaCl)
gespiilt, um eine Thrombosierung zu vermeiden. Dann wurde die Klemme kranial des
Truncus coeliacus wieder entfernt, um die Perfusion des Magens wihrend der
verbleibenden Priparationszeit zu gewahrleisten.

Zur Katheterisierung der Vena portae wurde eine Mesenterialvene inzidiert, ein

Katheter ( Diameter 1,3 mm, Portex ) bis zur Einmiindung der Vena gastroepiploica



dextra vorgeschoben und mit zwei Ligaturen fixiert. Um im Folgenden die Ischidmiezeit
bei der Gastrektomie zu verkiirzen, wurden bereits zu diesem Zeitpunkt das
Diinndarmkonvolut sowie grof3e Teile des Kolons entfernt.

Ferner wurde der subdiaphragmale Osophagus mdglichst weit oral abgesetzt. Die
Aorta abdominalis wurde proximal des Truncus coeliacus ligiert ( Anschlingung 1), die
Vena portae im Ligamentum hepatoduodenale. Dadurch war der Magen nun weder
perfundiert noch oxygeniert. Durch griindliches Spiilen des Magens {iber den
Aortenkatheter mit 20 ml heparinisierter, isotoner Kochsalzlosung wurde das Blut aus
den Gefafen entfernt um dadurch eine Thrombosierung zu verhindern.

SchlieBlich wurde das Préparat mit intakter GefaBversorgung aus dem Situs
entfernt. Danach wurde je ein Katheter durch den Osophagus ( Perfusor-Leitung Typ N,
Braun-Melsungen ) und das Duodenum ( Infusomat- Leitung Typ sec/2, Braun-
Melsungen ) in das Magenlumen vorgeschoben und fixiert, um den Magen wihrend des
Versuchs zu perfundieren und so die Aufrechterhaltung eines konstanten,
physiologischen pH Wertes zu erzielen.

Nach Spiilung des Magenlumens mit ca. 40 ml Aqua-dest. zur Entfernung von
Nahrungsriickstdnden wurde das Préparat in ein Organbad mit auf 37°C temperiertem
Krebs-Ringer-Puffer eingebracht und iiber eine Rollerpumpe ( STA-Schlauchpumpe,
Desaga GmbH, Heidelberg, Deutschland ) vaskuldr und luminal mit einem Flow von 1,5
ml/min kontinuierlich perfundiert. Die vaskuldre Perfusion erfolgte mit einem
modifizierten Krebs-Ringer-Puffer bestehend aus 0,9% NaCl, 4,5 mM KCI, 2,5 mM
CaCl, 1,2 mM KH,POy4, 1,2 mM MgSO,, 21,1mM NaHCO3;, 1 ml Glucose 5%/100 ml,
0,2 % Rinderserumalbumin ( Serva, Heidelberg, Deutschland ) und 4 % Dextran T 70 (
Pharmacia, Uppsala, Schweden ). Diese Pufferlosung wurde auf den physiologischen
pH-Wert 7,35 eingestellt, mit 95% O, und 5% CO, gesittigt und auf 37°C warm
gehalten. Das vaskuldre Perfusat wurde iiber den portalen Venenkatheter, mithilfe eines
Fraktionssammlers ( 2212 Helirac, LKB, Bromma ), in Reagenzréhrchen ( 4,5 ml,
Greiner-Bio-One ), in einminiitigen Intervallen gesammelt und nach dem Abschluss des
Versuches, bis zur quantitativen Bestimmung von Ghrelin mittels Radioimmunoassay,
bei —18°C eingefroren. Luminal wurde der Magen dagegen mit einer auf pH 2

eingestellten physiologischen NaCl-Losung perfundiert, die ebenfalls auf 37°C erwérmt



war. Dieses Perfusat verlieB den Magen iiber den Duodenalkatheter und wurde
verworfen.

Die Operationszeit betrug etwa 30-50 Minuten. Die Ischdmiezeit vom Ligieren
der Aorta abdominalis bis zum Anschluss des Magens an das Perfusionssystem war

maximal 10 Minuten.

2.3 Versuchsprotokolle

Es wurden 3 unterschiedliche Versuchsprotokolle durchgefiihrt.

2.3.1Vagusstimulation

Eine Platinelektrode wurde jeweils am linken und rechten, entlang des Osophagus
verlaufenden und proximal abgetrennten N. vagus befestigt und unter leichten Zug
gesetzt, um eine optimale Impulsiibertragung zu garantieren. Die Nervi vagi wurden mit
einem elektrischen Impulsgeber ( S 88 Stimulator, Grass Medical Instruments, W.
Warwick, RI USA ) monophasisch stimuliert. Als Stimulationsparameter wurden in
allen Versuchen eine Spannung von 10 V, eine Impulsdauer von 1 ms und eine Frequenz
von 10 Hz verwendet. Diese Frequenz wurde ausgewihlt, da sich in Vorarbeiten kein
wesentlicher Unterschied bei 2, 5, 10 und 20 Hz zeigte und der Effekt der Stimulation

bei 10 Hz iiber 40 Minuten auf erhohtem Niveau aufrecht zu erhalten war.

Versuchsablauf:
Jeder Versuch begann mit einer sogenannten Aquilibrierungsphase. Diese Phase ( Minute
—15 bis 0 ) diente der Stabilisierung der vaskuldren und luminalen Perfusion des Magens
bei 1,5 ml/min und seiner Erholung aus der kurzen Ischdmiezeit. Das Perfusat dieser

Phase wurde verworfen. Danach erfolgte die Vorlaufphase ( Minute 0 bis 10 ), bei der



das vaskuldre Perfusat zur Bestimmung des basalen Plasmaghrelinspiegels verwendet
wurde. In der Hauptphase des Versuchs ( Minute 10 bis 50 ) erfolgte die Stimulation der
N. wvagi mit den obengenannten Parametern und die Bestimmung des
Ghrelinplasmaspiegel unter Stimulationsbedingungen. AbschlieBend folgte die
Nachlaufphase ( Minute 50 bis 60 ), die der Bestimmung der Ghrelinwerte nach
Beendigung der Vagusstimulation diente ( Abb.1 ).

Abb. 1. Versuchsprotokoll Vagusstimulation

Aquilibration: Vorlauf Nachlauf
| Vagusstimulation

- 15 0 10 20 30 40 50
60 Zeit (min)

2.3.2 Inhibitionsversuche bei gleichzeitiger VVagusstimulation

Diese Versuche wurden zur Aufdeckung inhibitorischer Einfliisse von
verschiedenen Hormonen ( Leptin, Leptin + Insulin, Orexin-A, Orexin-B und Orexin-
Antagonist ), bei gleichzeitiger Vagusstimulation, auf die Ghrelinsekretion des Magens
in vitro durchgefiihrt. Die Vagusstimulation war notwendig, weil aus fritheren
Untersuchungen schon bekannt war, dass die Ghrelinsekretionsrate unter nicht
stimulierten Bedingungen zu niedrig sein konnte, um relevante Inhibitionseffekte

aufzeigen zu konnen. Aus den bereits erhobenen Ghrelinwerten nach Vagusstimulation



konnte auch die Vitalitidt des Magens gesichert werden und eine eventuelle Senkung des
Ghrelinspiegels nach Hormonapplikation, besser sichtbar gemacht werden.
Fiir jedes Hormon wurden mehrere Versuche in verschiedenen Konzentrationen

durchgefiihrt, wobei das jeweilige Hormon immer im Krebs-Ringer-Puffer gelost wurde.

Versuchsablauf:
Auch diese Versuche begannen mit einer sogenannten Aquilibrierungsphase ( Minute —
15 bis 0 ) und einer Vorlaufphase ( Minute 0 bis 10 ). Danach folgte eine 10-miniitige
reine Vagusstimulation ( Minute 10 bis 20 ). In den nichsten 20 Minuten ( Minute 20 bis
40 ) wurde abgesehen von der Vagusstimulation, die vaskuldre Perfusion des Magens mit
einer Mischung aus Krebs-Ringer-Puffer und jeweiliges Hormon modifiziert. In der
darauffolgenden Phase ( Minute 40 bis 50 ) wurde die vaskuldre Perfusion, unter
Belassen der Vagusstimulation, erneut auf reinem Krebs-Ringer-Puffer umgeschaltet.
Das vaskuldre Perfusat der Nachlaufphase ( Minute 50 bis 60 ) diente zuletzt der
Bestimmung der Ghrelinwerte nach Abschluss der Vagusstimulation und der

Hormonapplikation ( Abb. 2).

Abb. 2. Versuchsprotokoll Inhibitionsversuche bei gleichzeitiger Vagusstimulation

Aquilibration| Vorlauf Nachlauf
| Vagusstimulation

Hormonapplikation

- 15 0 10 20 30 40 50
60 Zeit (min)
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2.3.3 Applikation eines Hormons ohne Vagusstimulation

Bei der letzten Versuchsreihe wurde der Einfluss des OX1R-Antagonisten SB-
334867 ( 1-(2-Methylbenzoxazol-6-yl)-3-[1,5] naphtyridin-4-yl-urea HCIl ) in
verschiedenen Konzentrationen, ohne gleichzeitige Vagusstimulation, auf die

Ghrelinsekretion des Magens in vitro untersucht.

Versuchsablauf:
Auch diese Versuche begannen mit einer sogenannten Aquilibrierungsphase ( Minute —
15 bis 0 ) und einer Vorlaufphase ( Minute 0 bis 10 ). Danach folgte eine 20-miniitige
(Minute 10 bis 30 ) modifizierte vaskuldre Perfusion des Magens mit einem Gemisch aus
Krebs-Ringer-Puffer und Orexin-Antagonist. In der darauffolgenden Phase ( Minute 30
bis 40 ) wurde die vaskuldre Perfusion erneut auf reinen Krebs-Ringer-Puffer
umgeschaltet, um die Ghrelinwerte nach Abschluss der Orexin-Antagonist-Applikation

bestimmen zu kénnen ( Abb.3 ).

Abb. 3: Versuchsprotokoll Applikation eines Hormons ohne Vagusstimulation

Aquilibration | Vorlauf Nachlauf

Hormonapplikation

-15 0 10 20 30 40 Zeit (min)
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2.4 Versuchsauswertung

2.4.1 Bestimmung der Plasmaghrelinkonzentration

Die Plasmaghrelinkonzentration wurde mittels einer radioimmunologischen
Methode bestimmt. Das Prinzip des kompetitiven Radioimmunoassays besteht darin,
dass das zu messende Antigen, in einer Plasmaprobe mit dem radioaktiv markierten
Antigen ( Tracer ) um die Bindungsstellen eines spezifischen Antikorpers, der im
UberschuB vorliegt, konkurriert. Da die Ag-Ak-Bindung reversibel ist, stellt sich gemil
gesehen eine Gleichgewichsreaktion dar, so dass nach einer Inkubationszeit das
Verhéltnis des gebundenen Tracers zum gebundenen, unmarkierten Antigen dem
Verhiltnis der Konzentrationen entspricht. Nach der Trennung von freiem und
gebundenem Antigen mittels Immunprazipitation oder Adsorption an Aktivkohle und
anschlieBender Zentrifugation und Dekantierung, kann im Szinti-Gamma-Zahler die
Radioaktivitit der Probe gemessen werden, die mit der Konzentration des zu
bestimmenden Peptids korreliert. Von der Messung verschiedener bekannter
Konzentrationen des Peptids in einer Standardverdiinnungsreihe kann ein Faktor fiir die
Umrechnung von Gamma-Zahlern in Peptidkonzentrationen ermittelt werden.

Es wurde ein im Handel erhéltlicher Ghrelin-Radioimmunoassay Kit ( Phoenix
Pharmaceuticals, Inc., California, USA ) verwendet. Der verwendete Kit enthielt als

125 markiertes Ghrelin und als Antiserum anti-humanes Kaninchen-

Tracer-Losung mit [
Ghrelin, das laut Hersteller keine Kreuzreaktionen mit Orexin-A, Orexin-B, Orexin-
Antagonist, Leptin und Insulin aufweist. Der Variationskoeffizient zwischen den Assays
lag bei 10% und der des Intraassays bei 4%. Die Sensitivitit des Assays lag bei 10-1280

pg/ml.
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2.4.2 Statistische Auswertung

Die Daten aus der radioimmunologischen Bestimmung von Ghrelin wurden
EDV-gerecht erfasst und mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) ausgewertet. Die Hohe des gemessenen
Ghrelinspiegels wurde als Mittelwert £ SEM ( standard error of the mean ) angegeben.
Zur weiteren statistischen Analyse wurde das Programm Jandel Sigma- Stat ( Erkrath,
Germany ) verwendet. Alle Daten haben den Normalitdtstest bestanden. Zur statistischen
Auswertung der Daten innerhalb der Gruppen wurde ein gepaarter t-Test verwendet.
Werte mit p < 0,05 wurden als signifikant angesehen. Zur graphischen Darstellung wurde

das Programm Jandel Sigma-Plot sowie das Programm MS Excel 2000 verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Effekt der VVagusstimulation auf die Ghrelinfreisetzung

Die reine vagale Stimulation mit 10Hz, 10V und einem Intervall von 1ms
induzierte einen signifikanten Anstieg ( p<0,05 ) der Ghrelinfreisetzung bei allen
durchgefiihrten Versuchen von 315 + 80 auf ein Maximum von 800 + 210 pg/min
(n=12).

3.2 Effekt des Leptins auf die vagal stimulierte Ghrelinfreisetzung

Die intravaskuldre Applikation von Leptin bewirkte einen signifikanten ( p<0,05 )
Abfall der vagal vorstimulierten Ghrelinfreisetzung bei den Konzentrationen 1072 M, 10°
"M, 10°M, 10® M und 10°M. Nach Beendigung der Leptininfusion stiegen die
Ghrelinwerte wieder, ungefihr auf Anfangswerte an. Bei 10* M wurde allerdings die
Grenze der inhibitorischen Wirkung des Leptins erreicht.

In einer Konzentration von 10"*M ( n=6 ) hat Leptin keinen signifikanten Effekt

auf die Ghrelinsekretion.( Abb. 1).
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Abb. 1: Effekt der Leptinapplikation bei einer Konzentration von 10™* M, auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal vorstimulierten Magens ( Mittelwert = SEM, n=6 ).

Schon bei etwas hoheren Konzentrationen ist der inhibitorische Effekt des Leptins
auf die Ghrelinfreisetzung in vitro allerdings eindeutig. So fiihrte die zwanzigminiitige
Leptinapplikation in einer Konzentration von 10"?M zu einem signifikanten Abfall der
Ghrelinsekretion von 615 + 89 auf ein Minimum von 262 +46 pg/min ( n=6 ) ( Abb. 2).
Ebenso bewirkte Leptin, bei einer Konzentration von 10™°M einen signifikanten Abfall
des Ghrelinspiegels von 635 £+ 109 auf ein Minimum von 168 + 49 pg/min ( n=5 ) ( Abb.
3).
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Abb. 2: Effekt der Leptinapplikation bei einer Konzentration von 107 M, auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal vorstimulierten Magens ( Mittelwert = SEM, n=6 ).
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Abb. 3: Effekt der Leptinapplikation bei einer Konzentration von 107’ M, auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal vorstimulierten Magens ( Mittelwert = SEM, n=5 ).
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Bei eciner Konzentration von 10°M bewirkte die Applikation von Leptin einen
signifikanten Abfall des Ghrelinspiegels von 463 + 79 auf ein Minimum von 71 + 39
pg/min ( n=5 ) ( Abb. 4 ) und bei einer Konzentration.von 10®M einen signifikanten

Abfall von 581 £ 225 auf ein Minimum von 164 + 43 pg/min ( n=6 ) ( Abb.5).
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Abb. 4: Effekt der in vitro Leptinapplikation bei einer Konzentration von 10® M, auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal vorstimulierten Magens ( Mittelwert £ SEM, n=5 ).
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Abb. 5: Effekt der Leptinapplikation bei einer Konzentration von 10™® M, auf die

Ghrelinfreisetzung des vagal vorstimulierten Magens ( Mittelwert £ SEM, n=6 ).
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Bei der hochsten, untersuchten Konzentration, 10° M bewirkte die Leptingabe
einen deutlichen, signifikanten Abfall der Ghrelinfreisetzung von 1327 + 381 auf ein

Minimum von 344 + 71 pg/min (n=4 ) ( Abb. 6).
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Abb. 6: Effekt der Leptinapplikation bei einer Konzentration von 10° M, auf die
Ghrelinfreisetzung des vagal vorstimulierten Magens ( Mittelwert + SEM, n=4).

Aus der Berechnung des Gesamtghrelinabfalls wihrend der zwanzigminiitigen
Leptinapplikation resultiert, dass die hemmende Wirkung des Leptins auf die
Ghrelinfreisetzung eher bei den Konzentrationen von 10" M und 10° M ausgeprigter
ist. So war die kumulative Senkung der Ghrelinsekretion des Magens bei einer
Leptinkonzentration von 10% M, -1456 + 84 pg/20min, bei einer Konzentration von 107
M, -4473 + 895 pg/20min, bei einer Konzentration von 10" M, -4435 + 1446 pg/min
und bei einer Konzentration von 1072 M, -3462 + 743 pg/20min ( Abb. 7).
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Abb. 7: Kumulative Anderung der vagal vorstimulierten Ghrelinfreisetzung, wihrend der
zwanzigminiitigen, vaskuldren Perfusion des isolierten Rattenmagens mit Leptin, in
verschiedenen Konzentrationen ( Mittelwert = SEM ). Die Sternchen weisen auf die

Signifikanz der Werte im Vergleich zu den Basalwerten, hin ( p<0,05 ).

3.3 Effekt der Kombination aus Leptin und Insulin auf die vagal stimulierte

Ghrelinfreisetzung

Aus vorangegangenen Studien ist bereits bekannt, dass Insulin, selbst bei
niedrigen Konzentrationen bis 107'°M, die Ghrelinfreisetzung hemmt. In dieser
Versuchsgruppe ( n=6 ) wurde untersucht, ob Insulin in einer Konzentration von 10™? M,
die fiir sich unwirksam auf die Ghrelininhibition ist, in Kombination mit Leptin in einer
Konzentration von 10'* M zu einer Hemmung der Ghrelinfreisetzung des vagal
vorstimulierten Magens filhren kann. Es zeigte sich ein sogenannter on/off Effekt, der

allerdings nicht signifikant war ( p>0,05 ) ( Abb. 8).
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Abb. 8: Effekt der kombinierten, niedrigdosierten Applikation von Leptin und Insulin,
auf die vagal vorstimulierte Ghrelinfreisetzung des Magens ( Mittelwert + SEM, n=6 ).

3.4 Effekte der Orexine A und B auf die vagal stimulierte Ghrelinfreisetzung

3.4.1 Orexin A

Bei dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss der Applikation von Orexin A in 4
verschiedenen Konzentrationen, auf die vagal vorstimulierte Ghrelinfreisetzung
untersucht.

Die zwanzigminiitige, vaskuldre Perfusion des Magens mit Orexin A in der
niedrigsten, untersuchten Konzentration von 10°Mm ( n=6 ) zeigte keinen signifikanten
Effekt.

Bei einer Orexin A- Konzentration von 10° M ( n=7 ) zeigte sich ein Abfall der
Ghrelinfreisetzung von 518 + 106 auf ein Minimum von 305 £ 67 pg/min, der aber auch

nicht signifikant war ( Abb. 9).
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Zuletzt zeigte sich auch bei einer Orexin A-Konzentration von 10® M ( n=5 ) und
10°'M ( n=7 ) nur ein méBiger Abfall der Ghrelinfreisetzung von 675 + 125 auf ein

Minimum von 525 + 130 pg/min, der genauso nicht signifikant war ( p>0,05 ).
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Abb. 9: Effekt der zwanzigminiitigen Applikation von Orexin A 10 M auf die vagal

vorstimulierte Ghrelinfreisetzung des isolierten Rattenmagens ( Mittelwert + SEM, n=7 ).

3.4.2 Orexin B

Orexin B wurde ebenso im Bezug auf seine Wirkung auf die Ghrelinsekretion des
isolierten Magens in zwei verschiedenen Konzentrationen untersucht.

Die Applikation von Orexin B in den Konzentrationen von 10°M (n=11) ( Abb.
10 ) und 107 M ( n=8 ) hatte keinen signifikanten Effekt auf die vagal vorstimulierte
Ghrelinfreisetzung.

Insgesamt scheinen Orexine, eher eine hemmende Tendenz auf die
Ghrelinsekretion des Rattenmagens in vitro zu haben, ohne allerdings sie signifikant zu

beinflussen.
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Abb. 10: Effekt der Applikation von Orexin B 10° M auf die vagal vorstimulierte
Ghrelinfreisetzung des isolierten Rattenmagens ( Mittelwert £ SEM, n=8 ).

3.5 Effekt des OX1R-Antagonisten SB-334867 auf die Ghrelinfreisetzung.

3.5.1 Versuche ohne vagale Vorstimulation

Es wurde der Einfluss der zwanzigminiitigen Applikation von OX1R-Antagonist
in 2 verschiedenen Konzentrationen, auf die basale Ghrelinfreisetzung des Rattenmagens
in vitro untersucht.

Die Applikation des OX1R-Antagonisten bei einer Konzentration von 108 M (
n=6 ) und 10° M ( n=8 ), ( Abb. 11) zeigte keinen signifikanten Effekt auf die basale

Ghrelinsekretion.
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Abb. 11: Effekt der zwanzigminiitigen Applikation von OX1R-Antagonist 10° M auf die
basale Ghrelinfreisetzung des Rattenmagens ( Mittelwert + SEM, n=8 ).

3.5.2 Versuche mit vagaler Vorstimulation

Ein moglicher hemmender Effekt des OX1R-Antagonisten kdnnte durch die
niedrigen basalen Ghrelinspiegel maskiert werden. Es wurde deshalb der Einfluss der
Applikation von OX1R-Antagonist in 2 verschiedenen Konzentrationen, auf die vagal
vorstimulierte Ghrelinfreisetzung des isolierten Magens untersucht.

Sowohl bei einer Konzentration von 10 M (n=6) ( Abb. 12 ), als auch bei einer
Konzentration von 10° M (n= 8 ) ( Abb. 13 ) wurde eine tendentiell stimulierende aber
nicht signifikante ( p>0,05 ) Wirkung auf die vagal vorstimulierte Ghrelinfreisetzung

beobachtet.
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Abb. 12: Effekt der zwanzigminiitigen Applikation von Orexin Antagonist 10™ M auf die

vagal vorstimulierte Ghrelinfreisetzung des Rattenmagens ( Mittelwert + SEM, n=6 ).

10Hz
200 1 | OX Ant 10-6M |
|
| |
< | |
£ | |
2 | |
< 100 | | |
£ | I
o | |
c |
o |
I |
| |
I |
0" T :

-10 0 10 20 30 40 50
time (min)

Abb 13: Effekt der zwanzigminiitigen Applikation von OX1R- Antagonist 10° M auf die

vagal vorstimulierte Ghrelinfreisetzung des Rattenmagens ( Mittelwert £ SEM, n=8 ).
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4. Diskussion

4.1 Requlation der Nahrungsaufnahme im ZNS

Im ZNS sind zahlreiche Zentren an der Regulation der Nahrungsaufnahme
beteiligt. Die wichtigsten davon sind im Hypothalamus lokalisiert. Dabei handelt es sich
um den Nucleus arcuatus ( ARC ), den paraventricularen Nucleus ( PVN ), den
dorsomedialen Nukleus ( DMN ), den ventromedialen Nucleus und den lateralen
Hypothalamus. Insbesondere der Nucleus arcuatus, der an der Basis des Hypothalamus
auf jeder Seite des 3. Ventrikels lokalisiert ist und sich rostrokaudal von der hinteren
Grenze des Chiasma opticum bis zu den Corpora mamillaria erstreckt, stellt eine
wichtige Verbindung zur peripheren Signaltransduktion dar, da hier die Blut-Hirn-
Schranke fehlt (69). Sdmtliche hypothalamischen Kerngebiete haben ausgedehnte
neurale Verbindungen untereinander und zu verschiedenen extrahypothalamischen
Arealen, wie den Nucleus tractus solitarii ( NTS ) oder der Area postrema im Hirnstamm,
dem Tractus retinohypothalamicus, dem Bulbus olfactorius und dem limbischen System
und nicht zuletzt auch dem Kortex. Diese neuronalen Verbindungen dienen der
Interaktion zwischen den, im Hypothalamus freigesetzten anorektischen und orexigenen
Neurotransmittern und den, aus der Peripherie stammenden Séttigungssignalen und sind
auch die anatomische Basis flir die funktionell sehr bedeutende Modifikation des
Essverhaltens durch sensorische ( Geschmack, Geruch, Anblick ) und kognitive
(Gewohnheiten, soziales Lernverhalten und Stressoren) Mechanismen (69).

Von besonderer Bedeutung fiir die zentrale Regulation der Nahrungsaufnahme
scheinen auch extrahypothalamische Zentren in der Medulla Oblongata ( Nucleus tractus
solitarius und Nucleus dorsalis des N. Vagus ) zu sein. Diese Kerngebiete dienen der
Verarbeitung der, aus der Peripherie stammenden Séttigungssignale und erhalten
zahlreiche viszeroafferente Fasern aus dem oberen gastrointestinal Trakt ( GIT ), die mit
dem N. facialis, dem N. glossopharyngeus und dem N. vagus verlaufen (22).

Stimulation des ventromedialen Nucleus von Tieren flihrt zur Verminderung der

Nahrungsaufnahme, wéhrend seine Schidigung Hyperphagie und Adipositas hervorruft
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(,,Sattigungszentrum*). Dagegen, hat eine Stimulation oder Schidigung des lateralen
Hypothalamus gegenteilige Ergebnisse ( ,,Hungerzentrum* ) (59). Diese Beobachtung
wurde zum ersten mal 1940 von Hetherington et al. gemacht. Seitdem und vor allem in
den letzten 10 Jahren, wurden zahlreiche neue Entdeckungen gemacht, die verschiedene
biologische Signale und Interaktionen, im Rahmen der Regulation der
Nahrungsaufnahme im ZNS zum Vorschein brachten. So kam es auch zur Identifikation
von mehreren appetithemmenden ( Dopamin, Serotonin, Noradrenalin, Cholezystokinin
[CCK], cocaine- and amphetamine- regulated transcript [CART], glucagon-like peptide 1
[GLP-1], a-melanocyte stimulating hormone [a-MSH] u.s.w. ) und appetitstimulierenden
( Neuropeptid Y [NPY], agouti-related protein [AgRP], Gamma-amino-Butterséure
[GABA], melanin-concentrating hormone [MCH], Endogene Opioid- Peptide [fB-
Endorphin, Dynorphin, Enkephalin], Ghrelin, Galanin, Orexin A und B u.s.w. )
Neurotransmittern, die innerhalb der relevanten Hirnregionen nachweisbar sind und
einen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme nach exogener Applikation haben (69). Die
funktionelle Bedeutung dieser Neurotransmitter kann man daran ermessen, dass durch
Rezeptorblocker zwar akut Anderungen des Essverhaltens nachweisbar sind, dass aber
ein chronischer Mangel eines bestimmten Neurotransmitters sowohl auf der
anorektischen, wie auch auf der orexigenen Seite nicht von nennenswerten
Veranderungen des Korpergewichts begleitet ist. Das deutet darauf hin, dass der Ausfall

einzelner Neurotransmitter sehr leicht durch andere Faktoren kompensiert werden kann.

4.2 Requlation der Nahrungsaufnahme in der Peripherie

Eine Vielfalt von peripheren Signalen sind an der Regulation der
Nahrungsaufnahme und des Energiechaushalts beteiligt.

Beim Menschen, wie bei zahlreichen anderen Spezies auch, liegt der Ursprung
der Séttigungssignale im Gastrointestinaltrakt. Dies ist sinnvoll, da nur so eine schnelle
und unkomplizierte Modifikation der Nahrungsaufnahme in Abhéngigkeit von den sehr

variablen Mengen und der Zusammensetzung der Nahrung erfolgen kann und vor allem
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auch eine Abstimmung mit den Verdauungs- und Resorptionsmechanismen gewéhrleistet
ist. Zu den Sittigungssignalen zdhlen: a) die mechanische Dehnung des Mages b) die
verschiedenen Makrondhrstoffe ( Kohlenhydrate, Fett und Eiweil ) und c) mehrere
Hormone aus dem Gastrointestinaltrakt ( CCK, GLP-1, Peptid YY u.s.w. ) (149,55). Es
muf allerdings betont werden, dass diese Hormone meistens nur in pharmakologischen
und nicht in physiologischen Dosierungen in der Lage sind, die Nahrungsaufnahme zu
hemmen. AuBBerdem die Tatsache, dass bei Patienten nach Gastrektomie das Hunger- und
Sattigungsgefiihl total verschwunden ist, deutet darauf hin, dass bei den meisten Spezies
eher gastrale und nicht intestinale Regulationsmechanismen fiir die Sattigung zustdndig
sind (113). Die bilaterale, afferente Vagotomie im Tierexperiment hemmt nicht die
Nahrungsaufnahme iiber einen Zeitraum von 10 Wochen (113). Das ldsst vermuten, dass
abgesehen von der mechanischen Dehnung des Magens auch einige gastrale, hormonale
Faktoren die Sattigung beinflussen konnten. Zwei Kandidaten dieser Gruppe kdnnten das
neuerdings entdeckte Hormon Ghrelin und die Orexine sein.

Ein zweites peripheres Regulationssystem ist erforderlich, um die akute
Nahrungsaufnahme mit der Energiereserve des Organismus abstimmen zu konnen um so
das Korpergewicht konstant zu halten. Derartige Faktoren sollten idealerweise im
Fettgewebe ihren Ursprung haben, um eine tonische Riickkoppelung auf die akute
postprandiale Kontrolle ausiiben zu konnen. Diese Faktoren werden 1. proportional zur
Korperfettmenge sezerniert, konnen 2. die Sensitivitdt gegeniiber den Sattigungssignalen
dndern und haben 3. Zugang zu speziellen Arealen des ZNS. Der wichtigste Vertreter
dieser Gruppe ist das Hormon Leptin (150,9).

4.2.1 Mechanische Dehnung des Magens

Der wesentliche Mechanismus, der zur Aktivierung von Séttigungssignalen fiihrt,
ist die Fiillung und Dehnung des Magens. Dabei werden sogenannte Mechano- und
Dehnungsrezeptoren aktiviert und mit Hilfe der vagalen Afferenzen werden dann

entsprechende Sattigungssignale zum ZNS weitergeleitet. Geliebter et al. zeigten als
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erste, dass die Ballondilatation des Magens der Menschen mit einem Volumen von 400
ml zur Reduktion der Nahrungsaufnahme fiihrt (45). Ahnliche Ergebnisse hatte auch eine
Studie, bei der die Dehnung des Magens mit hochviskésen Guar/Mannitol Losungen

hervorgerufen wurde (113).

4.2.2 Nahrstoffe

Die Makrondhrstoffe Fett, Eiweil und Kohlenhydrate sind in zahlreichen
Untersuchungen hinsichtlich ihres Einflusses auf Séttigung, Energieaufnahme und
Ausmall und Dauer des Hunger-/Sittigungsgefiihls verglichen worden. Sowohl der
Vergleich von fett- und kohlenhydratreichen als auch von eiweil- und
kohlenhydratreichen Mahlzeiten ergab eine identische Nahrungsaufnahme und Hunger-
/Sattigungsgefiihl in mehreren Langzeitstudien. Daraus resultiert, dass die drei
Makronéhrstoffe keinen nédhrstoffspezifischen Einfluss auf die Séttigung ausiiben. Somit
scheint das Auftreten der Sittigung eher von der Energiedichte als von der

Zusammensetzung der Mahlzeiten abhiangig zu sein (142,126,85).

4.2.3 Hormone

4.2.3.1 Ghrelin

4.2.3.1.1 Entdeckung

1980 versuchte die Gruppe von Bowers zum ersten mal neue Substanzen zu
entwickeln, die die Sekretion von GH ( Growth hormone ) stimulieren. Damals war
bereits bekannt, dass Enkephaline, die Freisetzung von GH auf hypothalamischer Ebene,
aber nicht auf hypophysérer Ebene fordern konnen. Bowers et al. schafften es, durch

chemische Modifikation der Met-Enkephalin-Struktur ein, in vitro und in vivo, sehr
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potentes GH-releasing Hexapeptid zu entwickeln, das GHRP-6 genannt wurde (15).
GHRP-6 war die Basis fiir die Entstehung von anderen synthetischen GH-Sekretagoga
(GHS), wie Hexarelin und MK-0677, die im Vergleich zu GHRP-6 eine bessere
Bioverfiigbarkeit und eine ldngere Halbwertszeit aufweisen (20). Die endgiiltige
Isolierung des Hormons GHRH im Jahr 1982 fiihrte zu einem voriibergehenden
Stillstand der Forschung im Gebiet der GHS. Erst ein paar Jahre spiter wurde
beobachtet, dass die GHS synergistisch mit GHRH wirken und deswegen ihre Wirkung
durch einen getrennten Mechanismus, mit Hilfe von speziellen Rezeptoren entfalten
miissen (10). Diese Kenntnis fiihrte zu der Klonierung des GHS —Rezeptors, des ersten
,orphan“ —Rezeptors, der mithilfe von synthetischen Komponenten ( GHS ) isoliert
wurde (65). Der GHS-Rezeptor ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der von einem
einzigen Gen auf der chromosomalen Lokalisation 3q26.2 exprimiert wird (89). Bis zum
heutigen Tag wurden 2 Subtypen dieser Rezeptoren identifiziert, ndmlich der GHSR1a
und der GHSRI1Db (122). 1999 isolierten Kojima et al. aus dem Magen der Ratten den
endogenen Liganden dieses Rezeptors, ein Peptid, das Ghrelin genannt wurde, 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 (75).

4.2.3.1.2 Struktur

Ghrelin ist ein Peptid, das aus 28 Aminoséduren besteht und ein Molekulargewicht
von 3315 aufweist. Das humane Ghrelin-Gen ist lokalisiert auf dem Chromosom 3p26-
p25 und besteht aus 4 exons und 3 introns, wie auch das Gen der Ratten und Méuse
(144). Die verschiedenen Spleivorginge der Ghrelin- prd-m-RNA fithren zu der
Besonderheit, dass aus dem selben Ghrelin-Gen zwei verschiedene Molekiile, ndmlich
Ghrelin und Des-Gln 14-Ghrelin entstehen konnen. Des-GInl14-Ghrelin unterscheidet
sich von dem normalen Ghrelin insofern, dass an der Position 14 die Aminosdure

Glutamin fehlt. Beide Peptide unterliegen vor ihrer Sekretion einem enzymatischen
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Prozess im Zytoplasma, es wird ndmlich die Hydroxylgruppe der Aminosdure Serin an
der Position 3 acetyliert (20). Ghrelin ist das einzige, bis jetzt bekannte Hormon, das vor
seiner Sekretion einer Acetylierung unterliegt. Diese Acetylierung ist fiir die Bindung an
dem GHSRIla und die biologische Aktivitit des Molekiils notwendig. 80% des
zirkulierenden Ghrelins ist allerdings nicht acetyliert. Es wird vermutet, dass auch diese
Form des Ghrelins biologisch aktiv sein kann und einige kardiovasculdre und anti-
proliferative Effekte durch Bindung an andere Subtypen des GHS-Rezeptors entfalten
kann (64).

Das menschliche Ghrelin unterscheidet sich von dem der Ratten in nur 2
Aminoséduren. AuBlerdem ist es zu 36% strukturell identisch mit Motilin. Sowohl Ghrelin
als auch Motilin stimulieren die Nahrungsaufnahme und die GH-Sekretion und werden
beide in enterochromaffinen Zellen produziert. Allerdings bindet Motilin nicht an den
GHSR1a. Trotzdem konnten beide Peptide durch einem &dhnlichen Prozess entstanden

sein (6,75,95).

4.2.3.1.3 Lokalisation

Ghrelin wird im ganzen Gastrointestinaltrakt produziert, hauptsidchlich aber im
Fundus des Magens mit absteigender Héufigkeit nach distal (75). Verantwortlich fiir
seine Produktion sind die sogenannten X/A-like-Zellen, ein endokriner Zelltyp, der in
den Sdure-produzierenden Driisen des Magens identifiziert wurde und 20-25% aller
endokriner Zellen des Magens repriasentiert. Diese Zellen synthetisieren runde,
elektronendichte Granula, die das Ghrelin beinhalten. AuBlerdem haben sie keinen
Kontakt mit dem Lumen der Driisen, reagieren hauptsichlich auf physikalische und
chemische Reize, die aus der basolateralen Seite stammen und sind in der Ndhe von
Kapillaren lokalisiert (sogenannte close-type cells). Das deutet darauf hin, dass die
Ghrelinsekretion hauptsidchlich direkt ins Plasma und nicht in den Gastrointestinaltrakt

stattfindet (27).
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Eine Gastrektomie reduziert den zirkulierenden Ghrelinspiegel zu nur 80% (27).
Das ldasst vermuten, dass abgesehen von dem Magen, auch in anderen Organen wie
Darm, Pankreas, Niere, Hypothalamus, Lymphozyten und Plazenta eine
Ghrelinproduktion vorhanden ist, jedoch in bedeutend kleineren Mengen als im Magen
(46). In sehr kleinen Mengen wurde Ghrelin auch im Osophagus, in der Gallenblase, in
der Leber, in der Milz, in der Haut und in den Adipozyten identifiziert (68). Die Rolle
des extragastointestinal-produzierten Ghrelins ist noch unklar. Es wird vermutet, dass
dieses Ghrelin eher als ein parakriner Faktor auf die verschiedenen Organe wirkt und
seine endokrine Rolle nur gering ausgeprigt ist (27).

Es wurde beobachtet, dass Patienten, die unter einem Kurzdarmsyndrom leiden
anders als erwartet, niedrige Ghrelinplasmaspiegel aufweisen. Diese Erkenntnis ist ein
Hinweis, dass nicht nur im Magen, sondern auch im Darm kleine Mengen von Ghrelin
produziert werden. Die Ghrelin-produzierenden Zellen im Colon und im distalen Ileum
sind im Gegensatz zu den Zellen des Magens sogenannte open-type cells (80).

Immunhistochemische Methoden haben gezeigt, dass Ghrelin sowohl im
normalen als auch im neoplastischen endokrinen Pankreas vorhanden ist. Ghrelin wurde
in den endokrinen a-Zellen und B-Zellen der Ratten und Menschen identifiziert (29). Die
Tatsache aber, dass Ghrelin mit keinem von den bis jetzt bekannten pankreatischen
Hormonen koexprimiert wird, deutet darauf hin, dass eigene Ghrelin-produzierende
Zelltypen im Pankreas vorhanden sein konnten. In der Tat wurde vor kurzem gezeigt,
dass Ghrelin auch in einer Fraktion von endokrinen Pankreaszellen, die sogenannten H-
Zellen produziert wird (143). Im Fetus wird Ghrelin in einer endokrinen Zellpopulation
des Pankreas produziert und sogar in grofleren Mengen als im Magen (141).

Eine Ghrelinproduktion wurde ebenfalls in den Nieren der Mause beschrieben.
Weiterhin wurde auch in den Zellen des Mesangiums von Ratten eine prepro-ghrelin-
Produktion identifiziert. Dies ist ein Hinweis, dass Ghrelin auch in der Niere eine
parakrine Rolle spielen kdnnte (94).

Vor kurzem wurde eine Ghrelinexpression in einer zuvor unbekannten Gruppe
von Neuronen im 3. Ventrikel identifiziert. Diese Neurone weisen -efferente
Verbindungen mit anderen NPY-, AgRP-, POMC- und CRH produzierenden

Nervenzellen, die fiir die Regulation der Nahrungsaufnahme eine Rolle spielen (24).
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Trotzdem scheint der grofite Anteil des im Hypothalamus vorhandenen Ghrelins von der
Peripherie zu stammen (62).

Ghrelin und GHS-Rezeptoren wurden ebenfalls in menschlichen T-Zellen, B-
Zellen und Neutrophilen unabhingig von ihrem Reifegrad identifiziert und sogar in
solchen, die keine Bindungsstellen fiir das GH aufweisen. So konnte Ghrelin GH-
unabhingige Wirkungen auf das Immunsystem entfalten (52).

Interessanterweise wird auch in der Plazenta Ghrelin produziert und zwar
hauptsédchlich in den Zytotrophoblasten. Seine Sekretion pendelt sehr stark im Verlauf
der Schwangerschaft und seine physiologische Funktion, wenn es iiberhaupt eine gibt, ist

noch unklar (49).

4.2.3.1.4 Funktion

4.2.3.1.4.1 Die Rolle des Ghrelins fiir die Reqgulation der Nahrungsaufnahme

Schon Jahre vor der Entdeckung des Ghrelins wurde beobachtet, dass einige GHS
eine appetitstimulierende Wirkung in Nagetieren haben. Die Identifizierung von GHS-
Rezeptoren im Hypothalamus und der Nachweis der Wirkung von GHS in dieser Region
vestérkte spéter diese These. Mit der Entdeckung des Ghrelins als endogener Ligand des
GHS-Rezeptors ist ein neuer, sehr potenter, appetitstimulierender Faktor zum Vorschein
gekommen. Ghrelin ist das erste orexigene Signal, dass aus dem Magen stammt.

Die Ghrelinapplikation bei Ratten fiihrt zur Stimulation der Nahrungsaufnahme.
Diese Wirkung ist dosisabhingig, tritt innerhalb von 60 Minuten auf und ist stirker nach
zentraler als nach peripherer Gabe ausgeprigt. (152). Kontinuierliche Applikation des
Ghrelins in den 3. Ventrikel fiihrt dagegen zu einer potenten und konstanten Stimulation
des Appetits in Ratten, ein Effekt, der durch periphere Gabe nicht erreicht werden kann
(135). Auch bei Menschen stimuliert die intravendse Gabe von Ghrelin in

physiologischer Dosis, als Bolus oder als Infusion den Appetit (151).
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Sowohl die chronische, intracerebroventrikuldre als auch die intermittierende,
subcutane Applikation von Ghrelin in Nagetieren fithren zur Gewichtszunahme, die mit
einer Zunahme des Fettgehalts im Korper assoziiert ist. Dieser Effekt beginnt innerhalb
von 48 Stunden und ist in 2 Wochen voll ausgeprigt (135). Die Gewichtszunahme nach
Applikation des Ghrelins, ldsst sich auch durch eine Hemmung des Energieverbrauchs
und/oder eine Reduktion der Fettoxidation erkldren (125).

Im Gegensatz zu anderen, potenten, orexigenen Substanzen (NPY, AGRP, MCH
u.s.w.), die nur nach intrazerebraler Injektion wirksam sind, kann Ghrelin wie bereits
erwdhnt, seine Wirkungen auch nach peripherer Gabe entfalten. Das heilit nicht
unbedingt, dass Ghrelin die Blut-Hirn-Schranke passieren muf3 oder kann, da viele von
den Regionen des Hypothalamus, die fiir die Regulation der Nahrungsaufnahme
essentiell sind, nicht komplett von der Blut-Hirn Schranke geschiitzt werden (90).
AuBerdem gibt es Hinweise, dass Ghrelin durch eine Aktivierung der aus dem Magen
stammenden, afferenten Fasern des N. vagus seine appetitstimulierenden Signale ins

ZNS vermitteln kann (6).

4.2.3.1.4.2 Die Wirkung des Ghrelins im ZNS

Nach den neuesten Erkenntnissen sind an der Entfaltung der
appetitstimulierenden Ghrelinwirkung im ZNS zwei unterschiedliche Signalwege im
Hypothalamus beteiligt. Der erste Weg der Signaliibermittlung ist iiber die NPY-
produzierenden Neurone und der zweite liber die MCH- ( Melanocortin ) Rezeptoren und
thre agonistischen ( POMC ) und antagonistischen (AgRP ) Liganden. Akute oder
chronische Applikation von Ghrelin fiihrt zur Stimulation der Expression der orexigenen
Peptide AgRP und NPY (62). NPY scheint eher fiir die akute, appetitstimulierende
Wirkung des Ghrelins wichtiger zu sein, wahrend AgRP sowohl an der Entfaltung der

chronischen als auch der akuten Wirkung beteiligt ist.
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4.2.3.1.4.3 Gastrointestinale und pankreatische Effekte des Ghrelins

Sowohl die intravendse, als auch die intracerebroventrikulire Applikation von
Ghrelin in Ratten und Menschen stimuliert die Magensduresekretion und beschleunigt
die Magenentleerung (87,30). Zusdtzlich wurde von Lee et al. eine Erhdhung der
Gastrinfreisetzung nach i.v. Ghrelingabe in Ratten beschrieben (81). Diese Effekte
werden durch die Behandlung mit Atropin oder die bilaterale, zervikale Vagotomie
blockiert (87). Daraus resultiert, dass Ghrelin verschiedene gastrointestinale Wirkungen
iiber eine Vermittlung des N. vagus entfaltet.

Im Bezug auf die stimulierende Wirkung des Ghrelins auf die Magenentleerung
zeigten Trudel et al. in einem Tiermodel, dass die Applikation von Ghrelin den
postoperativ aufgetretenen, paralytischen Ileus positiv beeinflussen kann (134). Aufgrund
seiner prokinetischen Wirkung konnte Ghrelin auch fiir die Diabetes mellitus-assozierte
Gastroparese eingesetzt werden.

Ghrelin kann die intrazellulire Calciumkonzentration und somit die
Insulinsekretion in isolierten B-Zellen aus dem Pankreas von Ratten stimulieren (29).
Dagegen zeigten Broglio et al, dass die in vivo Applikation von Ghrelin beim Menschen
zur Hyperglykdmie und reduzierten Insulin-Sekretion fiihrt (16). Eine Erkldrung dafiir
wire, da} in vivo zusammen mit Ghrelin auch andere endogene Faktoren die Regulation
der Insulinsekretion beeinflussen konnen. Weiterhin berichteten Zhang et al, dass die
intavenose Infusion von Ghrelin (12 nmol/kg/h) die CCK- und vagal-induzierte, exokrine
Sekretion des Pankreas in vivo hemmen kann. In vitro dagegen, tritt dieser Effekt nicht

auf (157).

4.2.3.1.5 Die Rolle des Ghrelins in pathologischen Zustianden wie Adipositas,

Tumorkachexie und Anorexia nervosa

Der Ghrelinplasmaspiegel weist generell eine negative Korrelation mit dem BMI,

dem gesamten Fettgehalt des Organismus und der GroBe der Adipozyten auf (137).
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Tschop et al zeigten, dass adipdse Individuen niedrigere Ghrelinspiegel als
normalgewichtige haben. Pima-Indianer, die eine Tendenz zur Entwicklung von
Adipositas und Typ 2 Diabetes mellitus haben, weisen ebenfalls, unabhingig von ihrem
BMI niedrigere Ghrelinplasmaspiegel als Kontrollindividuen auf (135,137). Die
niedrigen Ghrelinplasmaspiegel bei Adipositas konnten eine physiologische Adaptation
auf die lang andauernde, positive Energiebilanz reflektieren. Andererseits ist es moglich,
dass Ghrelin zur Aufrechterhaltung von Adipositas beitragt, da die Gewichtsabnahme bei
adipdsen Patienten zu einer proportionalen Erhdhung des Ghrelinplasmaspiegels fiihrt
(51). Dartiber hinaus ist die postprandiale Senkung des Ghrelinspiegels bei adipdsen
Individuen im Vergleich zu Normalgewichtigen weniger ausgepragt (39,41).

Vor kurzem publizierte Studien zeigten, dass Adipositas auch mit genetischen
Variationen des Ghrelin-Gens assoziiert sein konnte. Korbonits et al. berichteten, dass
adipose Kinder, die einen Nukleotid-Polymorphismus (eine Aminosdure-Variation im
Bereich des C-Terminals des preproghrelinproteins) aufweisen, einen hoheren BMI und
reduzierte Insulinsekretion haben (78). Ukkola et al. identifizierten weiterhin eine
Mutation in der Position 51 ( Arg51Gln ) des preproghrelinproteins von adipdsen
Individuen und zeigten, dass eine Mutation des Kodons 72 ( Leu72Met ) mit early onset
Adipositas assoziiert ist (138). Interessanterweise wurden auch bei Prader —Willi-
Syndrom, eine der hiufigsten Formen der genetisch bedingten Adipositas hohe
Plasmaghrelinspiegel =~ beobachtet. Man  vermutet, dass diese  gesteigerte
Ghrelinexpression, die zur Hyperphagie fiihrt, eher mit den genetischen Alterationen des
Chromosoms 15, die fiir das PWS zustindig sind und weniger mit direkten Mutationen
des Ghrelin-Gens assoziiert ist (32). Weitere Studien sind allerdings notwendig, um die
genaue Beziehung zwischen genetischen Alterationen des Ghrelin-Gens und Adipositas
zu definieren.

Anhand der orexigenen Wirkung des Ghrelins erscheint der Einsatz eines
Ghrelin-Antagonisten fiir die Bekdmpfung des Ubergewichts logisch. In der Tat zeigten
Asakawa et al., dass die intraperitoneale Applikation eines GHS-R- Antagonisten ( [D-
Lys-3]-GHRP-6 ) bei fastenden Méusen ( 2-200 nmol/ Maus ) die Nahrungsaufnahme
hemmt. Der gleiche Effekt wurde auch bei fastenden ob/ob Midusen demonstriert,

allerdings bei hoheren Dosen des GHS-R- Antagonisten ( 200 nmol/ Maus ). Zuletzt
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filhrte die wiederholte, intraperitoneale Applikation des [D-Lys-3]-GHRP-6 bei ob/ob
Mausen ( 20-200 nmol/ Maus alle 12 h fiir 6 Tage ) zur Gewichtabnahme und Senkung
des Glukoseplasmaspiegels (5). Inwieweit diese Erkenntnisse auf dem Menschen
iibertragbar sind, ist jedoch unklar. Erstens ist es unsicher, dass die weitere Suppression
des Ghrelins bei adipdsen Patienten, wo der Ghrelinplasmaspiegel sowieso niedrig ist,
einen Effekt haben konnte. Zweitens konnte der Antagonismus der Ghrelinrezeptoren als
Nebenwirkung auch eine funktionelle GH-Insuffizienz verursachen und drittens wird
vermutet, dass wie bei der NPY-knockout-Maus verschiedene kompensatorische
Mechanismen die Wirkung des Antagonisten maskieren wiirden. Bis jetzt wurde bei
Menschen kein Antagonist, aber ein inverser Agonist des Ghrelin-Rezeptors beschrieben
(61).

Es ist bereits bekannt, dass der Gewichtsverlust ein potenter Stimulus fiir die
Nahrungsaufnahme in Menschen und Tieren ist. Dementsprechend deutet die Persistenz
der Anorexie bei Tumorerkrankungen auf ein Versagen der Kompensationsmechanismen
hin. Fiir dieses Versagen konnten verschiedene Zytokinen, die mit Tumorerkrankungen
assoziiert sind, verantwortlich sein. In der Tat fiihrt die Gabe von IL-f zur Hemmung der
Expression von Ghrelin-mRNA im Magen (66), wihrend die periphere
Ghrelinapplikation die IL-1p induzierte Appetitlosigkeit und Kachexie authebt (6).
Allerdings wurden bei kachektischen Patienten mit Lungenkrebs und anorektischen
Patienten nach Chemotherapie erhohte Ghrelinspiegel beschrieben (117). Weiterhin
zeigten Wisse et al., dass auch in tumorkachektischen Ratten der Ghrelinspiegel hoch ist
und die zentrale Ghrelinapplikation nicht in der Lage ist diese Anorexie aufzuheben
(147). Insofern sind abgesehen von den Interleukinen, wahrscheinlich auch andere
Mechanismen fiir die Ineffektivitdit des Ghrelins im Rahmen der Tumorkachexie
verantwortlich. Trotzdem wird an dem potentiellen Einsatz des Ghrelins oder anderer
GHS fiir die Behandlung der Tumorkachexie weiter geforscht. Draghia-Akli et al.
zeigten, dass die intramuskuldre Injektion eines GHRH-exprimierenden Plasmids in
tumor-leidenden Hunden die Tumorkachexie positiv beeinflusst (34).

Weiterhin haben auch Patienten mit Anorexia nervosa oder Bulimia nervosa
hohere Ghrelinspiegel im Vergleich zu gesunden Individuen des gleichen Alters

(26,130). Eine Erklarung dafiir konnte sein, dass die Ghrelinsekretion getriggert wird, um



36

weitere Energieverluste zu verhindern. Dafiir spricht die Tatsache, dass die
Gewichtszunahme bei Patienten mit Anorexia nervosa die erhOhten, basalen
Ghrelinplasmaspiegeln wieder senkt (100). Erwdhnenswert ist es auch, dass wie bei den
adipdsen Patienten, kein postprandialer Ghrelinabfall beobachtet wird (98). Unklar bleibt
allerdings immer noch, inwiefern der erhohte Ghrelinplasmaspiegel die Triggerung und

die Aufrechterhaltung dieser beiden Erkrankungen beeinflussen kann.

4.2.3.1.6 Requlation der Ghrelinsekretion

Die Regulation der Ghrelinsekretion unterliegt der Wirkung diverser
Mechanismen, die bis zum heutigen Tag nicht genau identifiziert wurden. Trotzdem gibt
es mehrere Hinweise, dass jede akute oder chronische Anderung des Energiehaushalts,
der N. vagus und verschiedene Hormone seine Sekretion direkt oder indirekt
beeinflussen konnen. Die meisten Studien mit diesem Thema fokussieren auf das, im
Magen produzierte Ghrelin, da der grofite Anteil des zirkulierenden Ghrelins aus diesem
Organ stammt. Ob die gleichen Mechanismen fiir die Regulation des extragastrointestinal
produzierten Ghrelins verantwortlich sind, ist bis zum heutigen Tag genauso unklar, wie
seine biologische Relevanz (153).

Der Ghrelinplasmaspiegel des Menschen steigt bei Hunger und Hypoglykidmie,
sinkt nach Einnahme einer kohlenhydrathaltigen oder eiweihaltigen Mahlzeit innerhalb
von 90 Minuten ab und kehrt anschliefend auf das Ausgangsniveau zuriick (136,25).
Fetthaltige Mabhlzeiten, die keine Kohlenhydrate enthalten, fiihren dagegen zu einer
Stimulation des postprandialen Ghrelinspiegels (41). AuBlerdem hat die Magendehnung
keine Effekte im Bezug auf die Ghrelinsekretion (40). Insgesamt scheint also Ghrelin an

der akuten Hunger- /Séttigungsregulation beteiligt zu sein.
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4.2.3.2 Leptin

4.2.3.2.1 Entdeckung, Struktur

Im Jahre 1953 behauptete Kennedy (71) zum ersten Mal, dass die
Langzeitregulation des Korpergewichts von einem humoralen Faktor beeinflusst wird,
der in Adipozyten, proportional zu der Menge des gespeicherten Fettes produziert wird.
Erst nach 40 Jahren fiihrte aber die Klonierung des sogenannten ,,Adipositas-Gens* ( ob-
Gen ) aus den ob/ob Méusen zur Identifizierung dieses humoralen Faktors, der Leptin
genannt wurde ( auf griechisch leptos = diinn ) (158). Das ob-Gen wird primér im
Fettgewebe der meisten Sdugetiere exprimiert und kodiert fiir Leptin, ein Protein, das aus
167 Aminosduren besteht, eine Zytokin-dhnliche Struktur hat und das Molekulargewicht
von 16- kDa aufweist (158). Bei der ob/ob Maus handelt es sich um eine adipdse Maus
mit einer Mutation im ob-Gen, die zur fehlenden Leptinproduktion fiihrt. Die db/db Maus
ist dagegen eine adipose Maus, die eine Mutation im Gen, das fiir den Leptinrezeptor

kodiert, hat.

4.2.3.2.2 Lokalisation

Im Laufe der Zeit wurde entdeckt, dass Leptin nicht nur in Adipozyten, sondern
auch in vielen anderen Gewebsarten und Organen produziert wird, wie der Magen
(8,124,23,103), das Pankreas (77), die Skelettmuskulatur (145), die Hypophyse (67) und
die Plazenta (88).

Leptin ist auch im Liquor nachweisbar, allerdings in einer Konzentration, die
ungefahr 1/10 der Blutkonzentration entspricht. Bjorbaek et al. berichteten 1998 {iber die
Anwesenheit von Leptinrezeptoren auf den Endothelzellen der Blut-Hirn Schranke von
Ratten, die dem Transport des Leptins ins ZNS dienen (13). Bei steigendem

Leptinplasmaspiegel sinkt aber der Quotient Liquor-Leptin / Plasma-Leptin. Dieser
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Befund deutet darauf hin, dass der ZNS-Transportmechanismus des Leptins bei hoheren

Plasmaspiegeln gesittigt werden kann (116).

4.2.3.2.3 Leptinrezeptor: Struktur und Verteilung

Der Leptinrezeptor gehort zu der Familie der Klasse 1- Zytokinrezeptoren und
besteht aus einem groBen extrazelluliren Anteil und einem etwas kleineren,
intrazelluliren Anteil (131). Bis zum heutigen Tag wurden vier Subtypen von
Leptinrezeptoren identifiziert: OB-Ra, OB-Rb, OB-Rc und OB-Re. Die Leptinaffinitit ist
bei allen Subtypen &hnlich. Die lange Form des Leptinrezeptors ( Subtyp OB-Rb )
unterscheidet sich von den anderen Subtypen insofern, dass sie einen langeren
intrazelluldren Anteil hat und somit die wichtigste, fiir die Entfaltung der inhibitorischen
Leptinwirkung auf die Nahrungsaufnahme ist (2,120).

Leptinrezeptoren wurden in fast allen vorhandenen Gewebsarten identifiziert. Im
Hypothalamus dominiert der OB-Rb, obwohl er in den meisten Geweben seltener als die
anderen Subtypen des Leptinrezeptors zu finden ist (120). Mithilfe des Verfahrens von in
situ Hybridisierung wurde eine starke Expression von OB-Rb-mRNA im ARC, VMN,
PVN und LH von Méusen beobachtet (69). Die lange Form des Leptinrezeptors OB-Rb
wurde auch auf NPY- und POMC- produzierenden Neuronen in ARC und auf MCH- und
Orexin- produzierenden Neuronen in LH identifiziert (50). Neuerdings wurden
Leptinrezeptoren auch in weiteren Subpopulationen von Neuronen aufBlerhalb des
Hypothalamus identifiziert. Aus den gesamten bisherigen Erkenntnissen resultiert aber,
dass der Nucleus arcuatus ( ARC ) am sensibelsten gegeniiber der Applikation von
Leptin reagiert (69).

Verschiedene Subtypen des Leptinrezeptors wurden auch im Magen, im
Duodenum, im Jejunum, im Ileum (131,19), im Ganglion nodosum und an den afferenten

Fasern des N. vagus (17) identifiziert.
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4.2.3.2.4 Leptin-signaling, Leptinresistenz

Die intrazelluldre Signaltransduktion von Leptin weist einige Gemeinsamkeiten
mit der von Zytokinen auf. Die Bindung des Leptins am Rezeptor fiihrt, mittels der
Offnung von ATP-abhingigen K-Kanile zur Aktivierung von entweder einem
Transkriptionsfaktor ( STAT3 — signal transducer and activator of transcription 3 ), oder
einer Tyrosinkinase ( Janus-Kinase, JAK ). Diese Aktivierung steigert die c-fos-
Expression, die ihrerseits modulierend auf die Produktion von anorexigenen und
orexigenen Substanzen wirkt (2,14). AuBBerdem berichteten vor kurzem Bjorback et al.
(12), dass Leptin die Expression von einem intrazelluliren Protein namens SOC-3 (
supressor of cytokine-signaling 3 ) aktivieren kann. Die libermdflige Expression von
SOC-3 kann allerdings die Leptin-induzierte Signaltransduktion blockieren.
Dementsprechend handelt es sich bei SOC-3 um einen von Leptin selbst-induzierten,
negativen Regulator der Leptin-Signaltransduktion, der bei der Pathophysiologie der
Leptinresistenz eine Rolle spielen konnte.

Heutzutage werden allerdings mehrere Ursachen fiir die Entstehung der

Leptinresistenz diskutiert (69). Die wichtigsten davon sind :

e Mutationen im Gen, das flir den Leptinrezeptor kodiert
e Defekte beim Transportmechanismus des Leptins ins ZNS
e Defekte bei der Signaltransduktion des Leptins

e UbermiBige Expression von SOC-3

4.2.3.2.5 Die Wirkung des Leptins im ZNS

Der Hauptwirkungsort des Leptins im ZNS ist, wie bereits erwéhnt der
Hypothalamus. Die genaue Bestimmung der hypothalamischen Kerne, die an der

Entfaltung dieser Wirkung beteiligt sind, ist Gegenstand zahlreicher Studien, die zum
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Teil kontroverse Ergebnisse liefern. Leptin hemmt die Nahrungsaufnahme indem es
primér, entweder die Freisetzung und Wirkung von orexigenen Signalen hemmt oder/und
die von anorexigenen Signalen im ZNS stimuliert (102). Somit kann die tégliche
Injektion von Leptin das Korpergewicht in Ratten reduzieren, indem sie die NPY- und
AgRP induzierte Nahrungsaufnahme hemmt. Leptin hemmt auBerdem hauptsdchlich
indirekt, ( durch seine Wirkung auf NPY ) aber auch auf direktem Wege die Expression
der orexigenen Peptiden Galanin, MCH und Orexin im lateralen Hypothalamus (109).
Dagegen stimuliert die zentrale Applikation von Leptin die Expression der anorexigenen

Peptide POMC und CART im Nucleus arcuatus (22).

4.2.3.2.6 Leptin und Adipositas

Die chronische Uberernihrung und die Zunahme des Fettgewebsanteils im
Organismus fithrt zur Erh6éhung des Leptinspiegels im Blut. Dagegen bleibt der
Leptinspiegel direkt postprandial relativ konstant (76). So versucht Leptin die
Energicaufnahme einzuschrinken und die Energieverwertung zu erhéhen, mit dem Ziel
der Erhaltung des Energiegleichgewichts (22). Leptininsuffizienz oder Leptinresistenz
sind zwei Faktoren, die fiir die Entstehung von Adipositas mitverantwortlich gemacht
werden. Leptininsuffizienz wurde auller bei Nagetieren auch bei Menschen beobachtet,
ist aber eher selten. 1997 wurde zum ersten Mal iiber zwei Middchen aus Pakistan
berichtet, die wegen eines defekten Ob-Gens unter schwerer Adipositas litten (92). Bei
den meisten libergewichtigen Patienten ist aber der Leptinspiegel im Blut hoch, wéhrend
Patienten mit Anorexia nervosa konstant niedrige Leptispiegel aufweisen (48).

Zahlreiche Studien bei libergewichtigen oder gesunden Nagetieren haben gezeigt,
dass die chronische, periphere ( intravendse, intraperitoneale oder subkutane ) oder
zentrale Applikation von Leptin die Nahrungsaufnahme hemmt und einen
Gewichtsverlust induziert (69). Die Gabe von Leptin bei adipdsen Patienten oder
Probanden mit BMI im Normbereich fiihrt dagegen zu einem nur bescheidenen und

variablen Gewichtsverlust (60). Nur bei Patienten, die eine  Leptininsuffizienz



41

aufweisen, flihrt die Leptingabe, genauso wie bei der ob/ob Maus zu einer deutlichen
Senkung der Polyphagie und des Korpergewichts und zu einer Wiederherstellung der
Fertilitdt und der TRH-Sekretion (42).

Die Entdeckung des Leptins vor 12 Jahren offnete neue Perspektiven beim
Verstiandnis der Pathogenese von Adipositas. Aus den Ergebnissen der obengenannten
Studien wurde allerdings schnell klar, dass der direkte medikamentose Einsatz dieses
Hormons bei der Bekidmpfung des Ubergewichts eine untergeordnete Rolle spielt und
das, obwohl Leptin ein grundlegender Faktor fiir die Regulation der Nahrungsaufnahme

1st.

4.2.3.2.7 Requlation der Leptinsekretion

Der Leptinspiegel im Blut korreliert besser mit dem Anteil des Gewichts an
Fettgewebe als mit dem Korpergewicht selbst (69). Er ist bei Frauen 3-4 mal hoéher als
bei Ménnern mit identischem BMI. Dieser Unterschied ldsst sich aber nicht durch den
Effekt der weiblichen Geschlechtshormone erkldren, da der Leptinspiegel sowohl pri- als
auch postmenopausal oder nach Hormonsubstitutionstherapie keine Verdnderungen
aufweist. Vielmehr gibt es Hinweise, dass die hemmende Wirkung der Androgene oder
die unterschiedliche, korperliche Verteilung des Fetts bei Ménnern und Frauen zu diesen
Alterationen des Leptinspiegels fiihren kdnnten (54).

Die Konzentration des zirkulierenden Leptins im Plasma unterliegt beim
Menschen einen téglichen Rhythmus. Sie ist wihrend der Morgenstunden am niedrigsten
und beginnt ab 12.00 Uhr zu steigen. In der Nacht erreicht sie dann zwischen 24.00 und
4.00 Uhr ihren hochsten Wert, bevor sie wieder zu fallen beginnt (119). Allerdings ist
das Auftreten des nichtlichen Gipfels des Leptinspiegels von dem Zeitpunkt der
aufgenommenen Mabhlzeiten abhingig (114). AuBBerdem wird dieser tdgliche Rhythmus
unter Nahrungskarenz nicht beobachtet. Deswegen scheint die Leptinsekretion keinen
echten zirkadianen Rhythmus zu unterliegen, wie es zum Beispiel der Fall bei der

Cortisonsekretion ist (55). Die pulsatile Sekretion des Leptins bleibt auch bei adipdsen



42

Patienten erhalten, bei denen werden aber hohere Amplituden erreicht. Die oben
genannten Kenntnisse fithren zu der Annahme, dass neurale oder neurohumorale
Komponenten im ZNS, an der Regulation des tdglichen Leptinspiegels mitbeteiligt sein
konnten.

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass auch Glucose und Insulin die
Leptinsekretion modulieren konnen. Die Applikation von Insulin sowohl in
physiologischen, als auch in supraphysiologischen Dosen stimuliert die Leptinproduktion
beim Menschen (139,108). Den gleichen Effekt zeigt auch die Infusion von Glukose
beim Affen (53). Diverse Studien zeigten auflerdem, dass bei Nahrungskarenz der
niedrige Leptinspiegel im Blut mit dem Glucoseplasmaspiegel korreliert.

Von besonderem Interesse sind aber die Verhéltnisse beim Diabetes mellitus Typ
1. Der absolute Insulinmangel beeintrachtigt massiv die Glukoseverwertung und fiihrt so
zur Hemmung der Fettsynthese und zur Gewichtsabnahme. Der Leptinspiegel bleibt
deswegen, trotz des hohen Glucoseplasmaspiegels auf einem niedrigen Niveau und der
Patient neigt zur Polyphagie. Eine Studie bei diabetischen Ratten hat tatsdchlich gezeigt,
dass die chronische, niedrigdosierte Leptingabe das Auftreten der Diabetes Typ 1-
assoziierten Polyphagie verhindern kann (118).

Interessanterweise ist auch bei Diabetes mellitus Typ 2 der Leptinspiegel relativ
niedrig. Daraus resultiert, dass die Insulin-induzierte Glukoseverwertung und nicht das
Insulin selbst fiir die Regulation der Leptinproduktion verantwortlich ist. Die
Substitution von Leptin bei diesen Patienten fiihrt zu einer deutlichen Besserung der

Insulinresistenz, der Hyperglykédmie und der Dyslipidédmie (47).

4.2.3.2.8 der Einfluss des Leptins auf die Ghrelinsekretion in vivo und in vitro

Abgesehen von der prd- und postprandialen Kurzzeitregulation der
Ghrelinsekretion, korreliert der Ghrelinspiegel im Blut wie bereits erwihnt auch mit dem
jeweiligen Erndhrungszustand des Individuums. Die Tatsache, dass adipdse Patienten

niedrige Ghrelinspiegeln aufweisen (137), wéhrend in kachektischen Individuen der
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Ghrelinspiegel eher hoch ist (66), ldsst vermuten, dass auch Faktoren des Fettgewebes,
die proportional zum Fettgehalt des Korpers synthetisiert werden, wie das Hormon
Leptin, die Ghrelinfreisetzung beeinflussen. Unter diesen Umstinden konnte die
Adipositas-assoziierte Reduktion des Ghrelinplasmaspiegels das Ergebnis erhdhter
Leptinkonzentrationen sein (83). Die inverse Beziehung zwischen Ghrelin und Leptin im
Plasma von adipdsen Individuen wurde in mehreren Studien beschrieben und erreicht ihr
Maximum bei einem BMI von 27 kg/m” (41,107,137). Insofern scheint eine periphere
Interaktion zwischen diesen beiden Hormonen sehr wahrscheinlich.

In diesem Zusammenhang zeigten Asakawa et al, dass die intraperitoneale
Applikation von Leptin in normalen Mausen und Ratten zu einer Reduktion der Ghrelin-
mRNA fiihrt (6). Barazzoni et al. beobachteten weiterhin, dass die Hyperleptindmie die
Erhéhung der Plasmaghrelinkonzentration in fastenden Ratten verhindern kann (7).
Dagegen zeigten andere Studien, dass die intraperitoneale Leptinapplikation in fastenden
ob/ob Mausen keine Effekte auf den Ghrelinplasmaspiegel hat, wihrend die chronische
intraperitoneale Applikation in db/db Mausen, im Vergleich zu normalen Mausen sogar
die Ghrelin-mRNA erhéhen kann (4,133). Zu einer Erh6hung des Ghrelinplasmaspiegels
fithrt auch die intracerebroventrikuldre Leptin-Gen Therapie (11).

Auch bei Menschen zeigte die subkutane Leptinapplikation in physiologischen
und pharmakologischen Dosierungen sowohl bei fastenden, als auch bei normal
erndhrten Individuen keinerlei Effekte auf den Ghrelinplasmaspiegel (21).

Die teils kontroversen Ergebnisse der obengenannten Studien deuten auf eine sehr
komplexe Interaktion zwischen Ghrelin und Leptin in vivo, bei der weitere
neuroendokrine oder metabolische Faktoren eine Rolle spielen konnten. Um diese
Faktoren soweit wie moglich auszuschlieen, wurde die direkte Wirkung des Leptins auf
die Ghrelinfreisetzung des isolierten Rattenmagens in vitro untersucht. Aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit resultiert, dass die in vitro Applikation von Leptin
zu einer deutlichen Hemmung der Ghrelinfreisetzung fiihrt. Dieser Effekt ist {iber eine
grofle Konzentrationsspanne und sogar auch bei sehr niedrigen Konzentrationen ( bis zu
10> M ) mit Signifikanz nachweisbar. Der gleiche Effekt konnte auch bei einer Studie

von Kamegai et al. gezeigt werden (70).
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Aus der vorliegenden Arbeit resultiert, dass Leptin ein potenter Inhibitor der
Ghrelinfreisetzung des Magens ist, der von allein wirken kann, obwohl ein Synergismus
mit anderen neuroendokrinen oder metabolischen Faktoren nicht auszuschliefen ist.
Insgesamt scheinen sowohl die biologischen Effekte des Ghrelins, als auch die
Regulation seines Plasmaspiegels im Bezug auf die akuten und chronischen
Veranderungen des Erndhrungszustandes des Individuums, entgegengesetzt mit denen

von Leptin zu sein.

4.2.3.2.9 der Einfluss des Insulins und die Kombination von Insulin und Leptin auf

die Ghrelinsekretion in vivo und in vitro

Insulin ist ein Hormon, das in den endokrinen B-Zellen des Pankreas produziert
wird. Zum ersten Mal wurde 1970, von Woods und seinen Mitarbeitern, auf die Rolle des
Insulins als tonischer Regulator der Nahrungsaufnahme hingewiesen (148). Die
Insulinkonzentration im Blut ist proportional sowohl zur gesamten Korperfettmenge, als
auch zu der letztens aufgenommenen Menge von Kohlenhydraten und Proteinen (104).
Das bedeutet, dass in einem schwerem Individuum, bei einer bestimmten
Glukosekonzentration mehr Insulin sezerniert wird, als in einem vergleichsweise
diinneren Individuum.

Der hohe Insulinspiegel bei adipdsen Individuen wire insofern eine weitere
Moglichkeit den niedrigen Ghrelinplasmaspiegel zu erkldren. Verschiedene Studien in
vivo unterstiitzen diese These. Flanagan et al. zeigten, dass die intravendse
Insulinapplikation in normoglykédmischen Individuen zu einer Senkung des
Ghrelinspiegels fiihrt. Dieser niedrige Ghrelinspiegel persistiert auch unter
hypoglykédmischen oder hyperglykdmischen Bedingungen (43). Auch Mohlig et al.
berichteten {liber eine 50%  Senkung des  Ghrelinplasmaspiegels  unter
hyperinsulindmischen, normoglykdmischen Bedingungen (91). Die umgekehrte
Beziehung zwischen Ghrelin und Insulin wird weiterhin durch die Beobachtung einer

Erhohung des Ghrelinspiegels in insulin-defizienten, diabetischen Ratten unterstiitzt (86).
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Auch fiir die postprandiale Hemmung des Ghrelinspiegels nach Konsumierung von
kohlenhydratreichen Mabhlzeiten konnte die Erhohung des Insulinplasmaspiegels
verantwortlich sein (40).

Dagegen gibt es einige Studien, die diese umgekehrte Korrelation zwischen
diesen beiden Hormonen nicht bestitigen (18,112). Um soweit wie moglich systemische
Interaktionen auszuschlieBen wurde die Wirkung des Insulins auf die Ghrelinfreisetzung
in vitro untersucht. Insulin zeigte sich als ein potenter Inhibitor der Ghrelinfreisetzung
des isolierten Rattenmagens (84,70).

Im Hinblick auf die inhibitorische Wirkung sowohl des Leptins, als auch des
Insulins auf die Ghrelinfreisetzung in vitro stellt sich die Frage inwieweit diese beiden
Hormone synergistisch wirken konnen. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht. Die kombinierte Applikation von Leptin und Insulin in einer, jeweils
beziiglich der Ghrelininhibition unwirksamen Konzentration zeigte keinerlei signifikante
Effekte. Daraus resultiert, dass obwohl beide Hormone als tonische Regulatoren des
Energiehaushalts gelten, nicht synergistisch auf die Hemmung der Ghrelinfreisetzung

wirken.

4.2.3.3 Orexin A und Orexin B

4.2.3.3.1 Entdeckung

1998 wurden von 2 verschiedenen Arbeitsgruppen, zum ersten Mal die
orexigenen, hypothalamischen Neuropeptide Orexin-A und Orexin-B ( Hypocretin 1 und
2 ) beschrieben. Thr Name stammt aus dem griechischen ,,orexis®“, was Appetit bedeutet.
Einerseits erwédhnten Lecea et al. (31) in ihrer Arbeit die Entdeckung von einer
hypothalamisch-spezifischen mRNA, das preprohypocretin kodiert, ein Protein
bestehend aus 130 Aminoséuren. Aus der Spaltung dieser Substanz entstehen dann 2
Peptide ( Orexin-A und Orexin-B ), die dhnliche Struktur mit den gastrointestinalen

Hormonen Sekretin, VIP und GIP aufweisen. Andererseits publizierten kurz danach
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Sakurai et al. (110) iiber die Entdeckung von 2 eng verwandten Liganden fiir einen,

vorher identifizierten, G- protein-gekoppelten, ,, orphan receptor®.

4.2.3.3.2 Struktur, Lokalisation, Rezeptoren

Beim Menschen ist das prepro-Orexin Gen auf dem Chromosom 17q21 lokalisiert
(111). Orexin-A besteht aus 33 Aminoséren, wihrend Orexin-B aus 28 besteht und eine,
zu 46 % identische Sequenz mit Orexin-A hat. Die Struktur des Orexins-A ist identisch
bei den Ratten, den Mausen und den Menschen (79).

Im ZNS der Ratte wurden bis jetzt immunreaktive Orexin-Neurone in der Area
perifornicalis, im lateralen und im dorsalen Hypothalamus identifiziert. Sie weisen
zahlreiche Projektionen sowohl zu benachbarten hypothalamischen Nuclei, als auch zu
anderen Hirnregionen ( cerebrale Cortex, Hippocampus, Thalamus, Amygdala, Area
postrema, Area tegmentalis, Locus coeruleus, NTS, Spinalmark ) auf (110). Auch beim
Menschen ist die Verteilung der Orexin-Neurone im ZNS &hnlich (93).

In der Peripherie wurden ebenfalls immunreaktive Nervenzellen, die Orexin
speichern, entdeckt, nimlich im Hodengewebe, in der Hypophyse, in der Niere, in der
Nebenniere, im Plexus submucosus und Plexus myentericus, in den o- und -Zellen des
Pankreas und interessanterweise auch in enterochromaffinen Zellen des Darms
(72,73,97) und in Gastrin-produzierenden Zellen des Magenantrums (37).

Orexine aktivieren 2 eng verwandten, G-protein-gekoppelten Rezeptoren, die
Orexin-1 ( OX1R ) und Orexin-2 Rezeptor (OX2R) genannt werden und eine 65%ige
Ahnlichkeit in ihrer Struktur aufweisen. Orexin A hat die gleiche Affinitit zum OX1R
und OX2R, wihrend Orexin B eine 10fach hohere Affinitdt zum OX2R zeigt (110). Die
Bindung der Orexine an diesen Rezeptoren flihrt entweder zur Aktivierung der cAMP-,

oder der IP3-Kaskade (140).
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4.2.3.3.3 Funktion

4.2.3.3.3.1 Die Rolle der Orexine bei der Regulation der Nahrungsaufnahme

Die Bedeutung der Orexine als appetitstimulierende Faktoren wurde mittlerweile
genauer untersucht. Orexin—B weist im Vergleich zu Orexin-A eine schwichere und in
vielen Studien sogar nicht nachweisbare, appetitstimulierende Wirkung auf, etwas, das
sich durch den schnelleren in vivo Abbau dieses Molekiils erkldren lassen konnte (36).
Die orexigene Potenz von Orexin-A &hnelt der von MCH und Galanin, ist aber
vergleichsweise kleiner als die Potenz von NPY (58,110).

Allein die bestehenden Verbindungen der Orexin Neurone mit verschiedenen
Zentren des Hypothalamus und des ZNS allgemein, und die Expression von
Leptinrezeptoren an Orexin Neuronen (44) sind neurophysiologische Indizien, die eine
Beteiligung der Orexine an der zentralen Regulation der Nahrungsaufnahme sehr
wahrscheinlich machen.

Die prolongierte Nahrungskarenz und die Insulin —induzierte Hypoglykidmie
steigern die Expression von preproorexin mRNA und die Aktivitit der Orexin Neuronen
im Hypothalamus (110).

Weiterhin fiihrt die akute, intracerebroventrikulédre Applikation von Orexin-A,
aber nicht von Orexin-B zur dosisabhédngigen, gesteigerten Nahrungsaufnahme sowohl
bei ménnlichen, als auch bei weiblichen Ratten, wiahrend die intravendse Gabe keine
derartigen FErgebnisse hat (58). Die gesteigerte Nahrungsaufnahme, sowie eine
Verldangerung der Essenszeit treten nur wihrend der Lichtphase des Tages auf, aber nicht
in der Nacht. Auflerdem ist diese Wirkung in &lteren Ratten nicht nachweisbar (129).

Neben den akuten Effekten, wurde auch der Einfluss des Orexins-A auf der
Nahrungsaufnahme bei chronischer, zentraler Applikation untersucht. Die chronische
Gabe fiihrt bei Ratten zur Erh6hung der Nahrungsaufnahme wihrend des Tages, aber zur
kompensatorischen Reduktion wéhrend der Nachtstunden. Auf Dauer gesehen, fiihrt
somit die Gabe von Orexin-A zur keinerlei Verdnderungen in der 24h

Nahrungsaufnahme, im Kdorpergewicht und in den Plasmaspiegeln von Glukose, Insulin,
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Leptin, Triglyzeride und Cholesterin. Diese Kenntnis verstdrkt die These, dass Orexine
eher an der akuten Regulation des Energiehaushalts beteiligt sind (58,156).

Anhand der vorherigen Daten filihrt wie erwartet, die zentrale, aber nicht
periphere Applikation von anti-Orexin-A oder anti-OX1R-Antikorpern (154,123), die
Ausschaltung der Orexin-Gene oder die genetische Ablation der Orexin Neuronen zur
einer Reduktion der Nahrungsaufnahme in Ratten. Interessant ist aber die Tatsache, dass
Orexin-knock-out Ratten trotz Untererndhrung auf die Dauer ein normales
Wachstumprofil aufweisen. Parallel dazu werden Ratten mit einer Hyperexpression von
Orexin-Gen nicht adipds (106). Dies ist ein weiteres Indiz, dass Orexine eher an der
akuten Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt sind und ihre appetitstimulierende
Wirkung auf die Dauer von anderen Faktoren kompensiert wird.

Unklar ist es noch, inwieweit die in der Peripherie produzierten Orexine an der
Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt sind. Die Tatsache, dass die intravendse
Gabe von Orexin-A, im Gegensatz zu der intracerebroventrikuldren, keinerlei Effekte auf
die Nahrungsaufnahme zeigt, macht so eine Beteiligung eher unwahrscheinlich.
Allerdings wird bei Hunger und Hypoglykémie eine verstirkte Expression von Orexin-A
aus den endokrinen Zellen des Magens und Darms beobachtet, die zum Anstieg des

Orexinplasmaspiegels beitragt (79).

4.2.3.3.3.2 Gastrointestinale und pankreatische Effekte der Orexine

Wie bereits erwdhnt, wurde sowohl im Magen, als auch im Darm und Pankreas
der Menschen und Ratten eine Produktion von Orexinen identifiziert (79). Es erscheint
insofern sehr wahrscheinlich, dass filir die diversen gastrointestinalen Wirkungen auch
die in der Peripherie produzierten Orexine eine Rolle spielen kdnnten.

Die intrathekale Injektion von Orexin-A bei Ratten fiihrt zu einer phasischen
Kontraktion des distalen Magens und zu einer Relaxation des proximalen Magens (74).
Takahashi et al. zeigten weiterhin, da3 die zentrale Applikation von Orexin-A, aber nicht

Orexin-B die Magensduresekretion stimuliert (128). Dagegen hat die intravendse
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Applikation von Orexin-A in Ratten keinerlei Effekte auf die basale und Pentagastrin-
stimulierte Magenséuresekretion (79).

Nowak et al. zeigten, dass die subkutane Injektion von Orexin-A in vivo bei
Ratten den Plasmaspiegel von Glukose und Insulin steigert, wihrend die Injektion von
Orexin-B nur den Insulinspiegel, aber nicht den Glukosespiegel im Plasma erhoht (99).
Dagegen zeigten Ouedraogo et al., dass die in vivo, kontinuierliche, hochdosierte, i.v.
Applikation von Orexin-A bei Ratten den Glucagon-und Glukosespiegel im Plasma
erhoht und den Insulinspiegel erniedrigt (101). Bei anderen Studien hatte wiederum die
intravendse Gabe von Orexinen keinerlei Effekte auf den Glukose-und
Insulinplasmaspiegel. Trotz der zum Teil kontroversen Ergebnissen resultiert aus den

obengenannten Studien, dass Orexine die adipo-insulindre Achse beeinfliissen konnen.

4.2.3.3.4 Orexin-Rezeptor -Antagonisten

Bis zum heutigen Tag basierte die Forschung iiber die Wirkung der Orexine im
ZNS an die intracerebroventrikulare ( ICV ) oder intracerebrale Gabe ( IC ) dieser
Peptide. Diese Methode hatte aber den Nachteil, dass es unklar war, ob die Hohe der
exogen applizierten Dosen eine physiologische Relevanz hatte. Die Losung zu diesem
Problem gab die Entdeckung von spezifischen Orexin-Rezeptor-Antagonisten. Der
potenteste und am meisten spezifisch von denen, ist der OX1R-Antagonist SB-334867
(1-[2-Methylbenzoxazol-6-yl]-3-[1,5] naphtyridin-4-yl-urea HCI). Er hat nanomolare
Affinitat zum OX1R, mindestens 50-fache Selektivitdt zum OX2R und zu vielen anderen
G-Protein gekoppelten Rezeptoren und passiert die Blut-Hirn Schranke bei systemischer
Gabe (121). Diese Entdeckung war sehr wichtig fiir das weitere Verstehen der

physiologischen Wirkung von endogenen Orexinen.
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4.2.3.3.4.1 Funktion

Es wurden bereits einige Studien publiziert, die sich mit der Blockade des OX1R
von dem spezifischen Antagonisten SB-334867 beschiftigen. Haynes et al. zeigten, dal3
die akute, systemische Vorbehandlung mit diesem Orexin-Antagonisten die, durch die
ICV-Gabe von Orexin-A induzierte Hyperphagie in Ratten, blockieren kann (57).
Weiterhin fiihrt die alleinige, periphere Gabe von SB-334867 zur Hemmung der
Nahrungsaufnahme nicht nur bei fastenden Ratten wihrend der Nachtstunden, sondern
auch bei nicht fastenden Ratten im Laufe des Tages (105,57). Das Ergebnis ist
vergleichbar mit der akuten Applikation von anti-Orexin-A- Antikorpern, jedoch ist die
Unterdriickung der Nahrungsaufnahme ldngeranhaltend und {ber 24 Stunden
nachweisbar. Auflerdem wird in diesem Fall nach 3 Tagen auch eine Gewichtsreduktion
beobachtet (106).

Im Zusammenhang mit den obengenannten Beobachtungen ist es auch
erwahnenswert, dass die chronische ( 14-tdgige ) Gabe des OX1R Antagonisten in ob/ob
Maiusen nicht nur die tdgliche Nahrungsaufnahme, sondern auch auf Dauer das
Korpergewicht und den Plasmaspiegel von Glucose und Insulin reduziert. Somit kénnte
dieser Antagonist zukiinftig eine Rolle in der Behandlung von Adipositas und Diabetes
Mellitus Typ 2 spielen (56).

Zuletzt blockiert die periphere Gabe des OX1R Antagonisten SB-334867 die
Orexin-A induzierte Stimulation der intestinalen Motilitdt und der Magenséduresekretion

(155,79).

4.2.3.3.5 Der Einfluss der Orexine und des Orexin-Antagonisten SB-334867 auf die

Ghrelinsekretion in vivo und in vitro

Es ist bereits bekannt, dass Ghrelin nicht nur in der Peripherie, sondern in
geringem Ausmall auch im ZNS produziert wird (63). Ghrelinrezeptoren wurden an

mehreren Stellen im ZNS identifiziert, unter anderen auch im Nucleus arcuatus und im
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lateralen Hypothalamus. Die zentrale Applikation von Ghrelin entfaltet eine
appetitstimulierende Wirkung iiber dem NPY- und dem AgRP-System (62). Die
Interaktion zwischen Ghrelin und anderen hypothalamischen, orexigenen Neuropeptiden
wurde allerdings bis zum heutigen Tag nur wenig untersucht. Orexin-A und Orexin-B
sind zwei solche Neuropeptide, die hauptsidchlich im lateralen Hypothalamus und in der
Area perifornicalis produziert werden und stimulierend auf die Nahrungsaufnahme
wirken.

Toshinai et al. =zeigten, dass die in vivo intracerebroventrikulire
Ghrelinapplikation zu einer erhdhten Expression von c-Fos ( Marker zur Beurteilung der
nervalen Aktivierung ) in Orexin-produzierenden Neuronen fiihrt. Diese Wirkung wird
durch die Gabe von Anti-Orexin-A IgG und Anti-Orexin-B IgG, aber nicht durch die
Gabe von Anti-NPY IgG aufgehoben. Weiterhin wurde beobachtet, dass die Ghrelin-
induzierte Stimulation der Nahrungsaufnahme bei Orexin-knockout Méusen suprimiert
ist (132). Aus dieser Studie resultiert, dass Ghrelin und Orexine im Rahmen der
Regulation der Nahrungsaufnahme auf hypothalamischer Ebene interagieren.

Interessanterweise wurde auch in der Peripherie eine Orexinproduktion in
endokrinen Zellen des Darms und des Magens identifiziert (97,37,38). Orexine werden,
dhnlich wie Ghrelin bei Hunger oder Hypoglykdmie verstiarkt aus dem Magenantrum und
dem Darm freigesetzt (79). AuBlerdem weist der Plasmaspiegel des Orexins-A bei
adipésen Individuen genauso wie der Plasmaspiegel des Ghrelins eine negative
Korrelation mit dem BMI auf (1). Insofern wire eine Interaktion zwischen Orexinen und
Ghrelin auch auf peripherer Ebene theoretisch denkbar. Diese Vermutung wird durch die
Studie von Levin et al. unterstiitzt. Sie zeigten, dass die intravendse Applikation von
Ghrelin bei Ratten die Plasmakonzentration von Orexin-A reduziert (82). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der Applikation von Orexin-A oder Orexin-B in
verschiedenen Konzentrationen auf die in vitro Ghrelifreisetzung  des vagal
vorstimulierten Rattenmagens untersucht. Zu erwarten wire, dass Orexine echer
stimulierend auf die Ghrelinsekretion wirken wiirden, da beide Hormone als orexigene
Signale zéhlen. Dagegen zeigte sich eine hemmende Tendenz sowohl des Orexins-A, als
auch des Orexins-B auf die Ghrelinfreisetzung. Der Effekt war allerdings in keinem der

Versuche signifikant.
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Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt der Applikation von dem
spezifischen Orexin-Antagonisten SB-334867 in verschiedenen Konzentrationen auf die
in vitro Ghrelinfreisetzung des Rattenmagens, mit und ohne vagaler Vorstimulation
untersucht. Auch bei diesen Versuchen zeigten sich keinerlei signifikante Effekte. Somit
scheint die endogene Orexinsekretion des Magens im Bezug auf die Ghrelinfreisetzung

und die Regulation der Nahrungsaufnahme unbedeutend zu sein.

4.2.4 Der N. vagus und seine Bedeutung bei der Regulation der Nahrungsaufnahme

Der Nervus vagus ist der zehnte Hirnnern und hat das weiteste Innervationsgebiet
von allen, das bis hin in den Brust- und Bauchraum reicht. Er setzt sich aus
viszeromotorischen, sensorischen, sensiblen und viszerosensiblen Fasern zusammen.

Seine vier Kerngebiete befinden sich in der Medulla oblongata.

Die viszeroafferenten Fasern des N. vagus sind fiir die Weiterleitung von
verschiedenen Signalen aus dem GIT und dem hepatoportalen System ins ZNS
verantwortlich. Es ist bereits bekannt, dass sie nicht nur bei der Kontrolle der Reflexe aus
dem GIT, sondern auch bei der Entstehung von diversen pathologischen Zustinden
(Dyspepsie, gastrodsophagealer Reflux, Nausea, Erbrechen und viszeraler Schmerz) eine
Rolle spielen. Nach neuen Erkenntnissen dienen die Afferenzen des N. vagus aber auch
der Weiterleitung von Séttigungs- oder Hungersignalen zum ZNS und sind deswegen, fiir
die Regulation der Nahrungsaufnahme, des Energiehaushalts und somit auch der

Korpertemperatur von grofler Bedeutung (127).

An der Transduktion dieser Signale beteiligen sich eine Vielfalt von Rezeptoren,
die auf den Endingungen der viszeroafferenten Fasern, im Bereich der Mucosa des GIT
lokalisiert sind. Bei denen handelt es sich um Mechanorezeptoren und Chemorezeptoren.
Mechanorezeptoren reagieren hauptsdchlich auf Reize wie Dehnung oder Spannung,
wihrend Chemorezeptoren sensibel gegeniiber Substanzen wie Nihrstoffe, CCK,

Serotonin, GABA, Opioide, Ghrelin und Leptin sind und das therapeutische Ziel vieler
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Medikamenten bilden (3). Chemorezeptoren sind aber nicht nur in der Wand des GIT zu
finden, sondern auch im sogenannten hepatoportalen System. Diese werden durch einen
niedrigen Blutglucosespiegel, oder durch die verminderte Anwesenheit von absorbierten

Néhrstoffen in der V. porta aktiviert.

Ursprungsort der  Séttigungssignale ist, wie bereits erwdhnt der
Gastrointestinaltrakt ( GIT ). Die Induktion von Hungersignalen findet dagegen
hauptsidchlich im hepatoportalen System statt. Aus diesem Grund wirken die
viszeroafferenten Fasern, die aus dem GIT stammen stimulierend auf die Ncll. tractus
solitarii, wihrend die Fasern aus dem hepatoportalen System eher eine inhibitorische
Wirkung aufweisen und entsprechend zur gesteigerten Nahrungsaufnahme fiihren. Die
Aktivitit beider Fasergruppen ist in einem Gleichgewicht, das der Regulation des
Energiehaushalts dient (127). Genauso hat der N. vagus die Fahigkeit, zwei gleichzeitig
auftretende Sattigungssignale zu verarbeiten und aus beiden eine sinnvolle Information

zu formen (115).

4.2.4.1 Der Einfluss des N. Vagus auf die Ghrelinsekretion in vivo und in vitro

Wie bereits erwdhnt, ldsst allein die Anwesenheit cholinerger Nervenendigungen
des N. vagus in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Magendriisen, dem Hauptort der
Ghrelin-produzierenden Zellen einen regulativen Einfluss des Nerven aus anatomischer
Sicht auf die Ghrelinsekretion moglich erscheinen. Date et al. berichteten als erste, daf3
die biologischen Wirkungen des Ghrelins auf die Nahrungsaufnahme iiber vagale
Efferenzen vermittelt werden konnen (28). Diese These unterstiitzten Lee et al., die
gezeigt haben, dass eine Vagotomie im Bereich des Truncus nach 2 Wochen einen um
das dreifache erhohten Ghrelinplasmaspiegel bewirkt. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass
die Ghrelinsekretion unter tonischer Vagusinhibition steht (81). Auf der anderen Seite
hat, wie von Muramaki et al. gezeigt wurde, die zervikale Vagusstimulation keine

Wirkung auf die Ghrelinausschiittung bei narkotisierten Ratten (96). Auch beim
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Menschen hat die vagale Aktivierung in Form von Scheinmahlzeiten ( ,,sham feeding* )
keinen messbaren, kurzfristigen Einfluss auf die Ghrelinkonzentration im Plasma (40).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der obengenannten Studien flihrt die
elektrische Reizung des N. Vagus beim isolierten Rattenmagen zu einer Stimulation der
Ghrelinsekretion (84). Diese ist weitgehend unabhéngig von der applizierten Frequenz
und dem intraluminalen pH-Wert. Ein dhnliches Ergebnis lieferte auch die Studie von
Williams et al., die gezeigt haben, dass die subdiaphragmale Vagotomie in vivo einen
Anstieg des Ghrelins bei hungernden Ratten verhindert. (146). Die zuvor, auf der
Grundlage von anderen in vivo Versuchen beschriebene, tonisch-inhibitorische Funktion
des N. Vagus ist insofern wahrscheinlich Ausdruck komplexer Regulationsprozessen
unter Einbeziehung von extragastralen Einfliissen, die im isolierten Organmodell
weitgehend ausgeschaltet sind.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die stimulierende Wirkung der
elektrischen Reizung des N. vagus auf die Ghrelinsekretion des isolierten Rattenmagens
erneut durch eine weitere Versuchsreihe bestitigt. Da die basale Ghrelinsekretion in dem
verwendeten Versuchsmodell relativ niedrig war, wurde zur besseren Demonstration
moglicher, inhibitorischer oder stimulierender Effekte der verschiedenen applizierten

Hormone auch in den anderen Versuchsreihen eine vagale Vorstimulation durchgefiihrt.
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5. Zusammenfassung

Ghrelin ist ein, aus 28 Aminosduren bestehendes Peptidhormon, das 1999
entdeckt wurde und vor allem im Magen gebildet und sezerniert wird. Die exogene
Applikation von Ghrelin stimuliert den Appetit und die Nahrungsaufhahme bei
verschiedenen Spezies einschlieSlich des Menschen. Der Ghrelinplasmaspiegel ist bei
Hunger und Hypoglykédmie erhoht und fillt unter der Zufuhr von kohlenhydratreichen
Mahlzeiten ab. Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass die Ghrelinsekretion nicht
nur von der Nahrungsaufnahme abhingig ist, sondern auch vom Energiezustand und dem
Korpergewicht des Organismus. Basale Ghrelinplasmaspiegel sind bei Tumorkachexie
und Anorexia nervosa erhoht, wihrend Adipositas mit niedrigen Ghrelinspiegeln
assoziiert ist. Verdnderungen des Korpergewichts fithren zu inversen Verdnderungen des
Ghrelinplasmaspiegels.

Eine Mdglichkeit der Erkldrung fiir die erniedrigten Ghrelinspiegel bei Adipositas
konnte ein direkter Effekt von Adipozyten-sekretionsprodukten sein. Ein solches
Sekretionsprodukt ist das Hormon Leptin. In der vorliegenden Arbeit konnte ein direkter,
hemmender Effekt von Leptin auf die vagal vorstimulierte Ghrelinfreisetzung des
Magens in vitro, iiber eine weite Konzentrationsspanne gezeigt werden.

Die erhohten Insulinspiegel konnten eine zweite Erkldrung fiir die reduzierten
Ghrelinspiegel bei Adipositas darstellen. Es ist bereits bekannt, dass Insulin ein potenter
Inhibitor der Ghrelinfreisetzung in vivo und in vitro ist. Die kombinierte Applikation von
Leptin und Insulin in jeweils fiir die Ghrelinfreisetzung unwirksamen Konzentrationen
zeigte auf die vagal vorstimulierte Ghrelinfreisetzung in vitro keinerlei Effekte. Daraus
resultiert, dass Leptin und Insulin keine potenzierende Hemmung auf die
Ghrelinsekretion ausiiben.

Orexin A und B sind orexigene Neuropeptide, die hauptsdchlich im lateralen
Hypothalamus aber auch in der Peripherie synthetisiert werden. Die Applikation von
Orexin A oder Orexin B in verschiedenen Konzentrationen zeigte keinerlei signifikante
Effekte auf die vagal vorstimulierte Ghrelinsekretion des Rattenmagens in vitro. Auch

die Gabe von einem Orexin-Antagonisten in verschiedenen Konzentrationen zeigte
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sowohl auf die vagal vorstimulierte, als auch auf die basale Ghrelinfreisetzung keinerlei
Wirkungen. Insofern scheint zumindest in vitro eine periphere, direkte Interaktion

zwischen Orexinen und Ghrelin unbedeutend zu sein.
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