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Einleitung

1. Einleitung

Im Jahre 2005 registrierte die Weltgesundheitsorganisation (WHO) 1,6 Milliarden
Erwachsene weltweit als iibergewichtig (BMI > 25 kg/m?) und ca. 400 Millionen als fettleibig
(BMI > 30 kg/m?). Prospektive Studien deklarieren, dass 2015 bis zu 2,3 Billionen Menschen
iibergewichtig sein werden und sich darunter ca. 20 Millionen Kinder unter 5 Jahren befinden.
Neuste Studien haben aufgezeigt, dass in den USA 64,5 % der Bevdlkerung libergewichtig ist,
24,5 % sogar fettleibig. In Zahlen ausgedriickt sind 119 Millionen Amerikaner zu dick.

Berechnungen zu Folge konnte die mittlere Lebenserwartung der amerikanischen

Bevolkerung um vier Jahre verliangert werden, hitten alle Menschen Normalgewicht.

Auch in Europa ist inzwischen eine dhnliche Entwicklung zu beobachten, so wurde bei bis zu
80% der erwachsenen Bevolkerung einen Body-Mass-Index (BMI) von tber 25 kg/m?
festgestellt. Der durchschnittliche BMI in der europdischen Region liegt bei fast 26,5.
Definitionsgemal} ist ein Drittel der erwachsenen Bevolkerung hier zu Lande als adipds
einzustufen (BMI > 30 kg/m?) (1).

Nur noch 1/3 der Bevdlkerung weist ein gesundheitlich wiinschenswertes Korpergewicht
(BMI 20-25 kg/m?) auf. Besorgniserregend findet man auch bei Kindern und Jugendlichen
zunehmende BMI-Zahlen, so sind etwa 20% der Kinder ilibergewichtig und ein Drittel davon
ist sogar adipos (BMI >30 kg/m?).

Die gesundheitlichen Konsequenzen konnen bereits in den Krankenhdusern und Kliniken
beobachtet werden. So konnten die Framingham- und Nurses Health- Studie aufzeigen, dass
koronare Herzkrankheiten, Diabettes mellitus Typ II, ischdmische Insulte, arterielle
Hypertonie, Arthrosen und viele weitere adipositas-assoziierte Erkrankungen auf dem

Vormarsch sind und dariiber hinaus frither auftreten.

In einer Gesellschaft, in der 24,2% der Frauen und 28,9% der Ménner das Idealgewicht um
mehr als 20% iiberschreiten, ist es von essentieller Bedeutung diese Entwicklung aufzuhalten.
Berechnungen zufolge werden jahrlich bis zu 15 Milliarden Euro fiir adipositas-assoziierte
Erkrankungen ausgegeben, was 6% der Gesundheitsausgaben der Bundesrepublik
Deutschland entspricht. Es wird geschitzt, dass fettleibige Menschen in GroBbritannien 18
Millionen Krankheitstage pro Jahr verursachen, dass 30 000 Todesfille jahrlich eintreten, dass
insgesamt 40.000 Arbeitsjahre verloren gehen, und dass sich die durchschnittliche

Lebensdauer um 9 Jahre verkiirzt (2).
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Die Entstehung des Ubergewichts beruht auf einem multifaktoriellem Geschehen, so sind
sowohl exogene als auch endogene Faktoren daran beteiligt. Neben einem verminderten
Energieverbrauch, der sich aus dem Grundumsatz (50-70%), aus dem Verbrauch bei
korperlicher Bewegung (20-40%) und aus der nahrungsabhingigen Thermogenese (10%)
zusammensetzt, liegt die Hauptursache fiir die Entstehung der Adipositas in Industrienationen
v. a. in einer iiberhohten Energiezufuhr (3).

So fiihrt ein Ungleichgewicht zwischen Kalorienaufnahme einerseits und Energieverbrauch
andererseits zu einer globalen Zunahme der Adipositas. Die weltweite Verlagerung der
Nahrungsmittelzusammensetzung hin zu fett- und zuckerreichen Lebensmittel mit geringen
Vitamin- und Mineralgehalt sowie die Verminderung der korperlichen Aktivitit kénnen als

Hauptfaktoren in der Atiologie des Ubergewichts gesehen werden.

Aufgrund der weltweit steigenden Anzahl ilibergewichtiger Menschen ist das Interesse der
Forscher an medikamentdsen Therapieoptionen grof.

Die zurzeit erhéltlichen pharmazeutischen Préparate erzeugen einen eher moderaten Effekt
auf die Reduktion des Korpergewichts, auch diirfen ihre potentiellen Nebenwirkungen nicht
unterschitzt werden. Zudem kann die initial erreichte Gewichtsreduktion meistens nicht iiber
einen langen Zeitraum gehalten werden. Eine effektive Methode zur signifikanten
Gewichtsreduktion liegt in einer invasiven Magenband-Operation oder in einer vertikalen
Gastroplastik nach Mason. Beide Verfahren erweisen sich aber aufgrund hoher Kosten und
hoher Komplikationsraten (5-15%) bzw. Mortalititsraten <1% nicht als omnipotente Losung
im Kampf gegen die weltweite Adipositas. Interessant ist, dass dieses operative Verfahren
neben der flichenhaften Verminderung des gastralen Fassvolumens auch zu einer
Verdnderung der gastrointestinalen Hormone wie z.B. PYY,GLP-1 und Ghrelin fiihrt (4). So
konnte bei diesen Patienten ein verminderter pridprandialer Ghrelinanstieg sowie eine
verringerte kumulative Ghrelinsekretion beobachtet werden, welche moglicherweise die

Gewichtsabnahme beeinflusst (4).

Evidente Studien deklarierten den Magen-Darm-Trakt als endokrin aktives Organ (,,little
brain®), welches regulative Peptidhormone sezerniert (4, 5). Durch diese Peptidhormone
erhélt das ZNS {iiber neuronale Signalwege Informationen zur Steuerung von Appetit und
Sattigung.

Aus diesem Grund konnte in der Verabreichung gastrointestinaler Hormone oder deren

Antagonisten ein neuer Stellenwert in der Behandlung der Adipositas gesehen werden. Der
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Vorteil an einer solchen Therapie lige in dem physiologischen Wirkmechanismus der
Peptidhormone auf den menschlichen Organismus und einer damit verbundenen geringeren
Nebenwirkungsrate. Die geringe Halbwertszeit sowie die Tatsache, dass sie z.T. nicht enteral
resorbiert werden konnen, stellen jedoch einen Nachteil dar.

Die Erkenntnis, dass das Peptidhormon Ghrelin als ein Hauptsignal fiir die Entwicklung einer
positiven Energiebalance fungiert, fiihrt zu dem Bestreben einen pharmazeutischen
Antagonisten zur Bekdmpfung der Adipositas zu entwickeln.

Es ist bereits bekannt, dass das endogen aus dem Magen sezernierte Ghrelin iiber neuronale
Bahnen die Hypophyse stimuliert und somit das Hungergefiihl stirkt, was letztlich zu einer
gesteigerten Nahrungsaufnahme und einer Gewichtszunahme fiihrt. Dariiber hinaus stimuliert
es die gastrointestinale Motilitdt (6,7), die gastrale Sduresekretion (8), die exokrine
Pankraesenzymsekretion (9) und die Adipogenesis (10,11), wohingegen es den Energie-
Verbrauch (6), den Fett- Katabolismus, die Lipolyse (10,12) und die Adipozyten-Apoptose
(11) hemmt. Zusammenfassend steigert Ghrelin nicht nur die Nahrungsaufnahme, sondern es
beeinflusst auch eine Reihe von Prozessen, die am Energichaushalt beteiligt sind und letztlich

eine Gewichtszunahme zur Folge haben kdnnen.

Wissenschaftler entdeckten ein neues Peptidhormon namens Obestatin, welches genau wie
das Ghrelin aus dem Vorlduferpeptid Praproghrelin entsteht und durch die Veresterung am C-
Terminus biologisch aktiviert wird. Dieses Peptid ist moglicherweise an der Regulation des
Energiehaushaltes beteiligt: es scheint die Nahrungsaufnahme zu vermindern, das
Korpergewicht zu reduzieren und die Magenentleerung durch Hemmung der jejunalen
Kontraktion zu verzdgern (13,14).

Ratten, denen Obestatin intracerebral und intraperitoneal verabreicht wurde, aB3en signifikant
weniger als die Vergleichsgruppe. Auch eine Verminderung der gastralen Motilitit, sowie
eine bei gleichzeitiger Verabreichung gegensitzliche Wirkung des Obestatins zum Ghrelin,
lieBen die Hypothese aufkommen, dass dieses Peptidhormon einen signifikanten Einfluss auf
den Energiemetabolismus haben konnte (13). Andererseits haben andere Arbeiten gezeigt,

dass Obestatin keinen eindeutigen Effekt auf die Nahrungsaufnahme hat (15).

Aus diesem Grund legten wir im Rahmen dieser Promotion unser Augenmerk auf die
Auswirkung exogen zugefithrter Hormone auf die Ghrelin-Sekretion.
Unser Ziel ist es mit besonderer Aufmerksamkeit einen hemmenden Effekt von Obestatin auf

die Ghrelin-Ausschiittung aufzuzeigen.
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Im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit sollten durch in vitro Versuche am isolierten

Rattenmagen folgende Fragestellungen geklart werden:

1.) Wie wirkt der Nervus vagus auf die gastrale Obestatin- und Ghrelinsekretion?

2.) Welchen Einfluss haben gastrointestinale Hormone (Obestatin, Resistin,

Apelin und Adiponektin) auf die vagal prastimulierte Ghrelinsekretion?

3.) Welchen Effekt haben Alter und Korpergewicht auf die Ghrelinfreisetzung?

4.) Welche Auswirkungen haben Ghrelin und Insulin auf die in vitro Freisetzung von

Obestatin?

10
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2. Material und Methodik

2.1. Ubersicht

Die Versuche wurden am isolierten Rattenmagen durchgefiihrt. Ziel der Pridparation nach
einer von Schusdziarra und Mitarbeitern 1983 (16) bereits beschriebenen Technik war die
Perfusion des Magens in vitro iiber einen Katheter im Truncus coeliacus und die Sammlung
des Perfusats iiber eine Kaniile in der Pfortader zur Bestimmung endokriner Parameter mittels
Radioimmunoassay. Durch luminale Perfusion des Magens konnte der intragastrale pH-Wert

eingestellt werden.

2.2. Versuchstiere

Die Versuche wurden mit 200 — 400 g schweren ménnlichen Wistar-Ratten (Charles River
Deutschland GmbH, Sulzfeld) durchgefiihrt, die im Veterindrbereich des Instituts fiir
experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen Universitit Miinchen
gemill den Tierschutzbestimmungen unter standardisierten Bedingungen gehalten wurden.
Bei einem kiinstlichen Tag-/Nacht-Rhythmus, einer Raumtemperatur von 20-23 C° und einer
Luftfeuchtigkeit von 60-70% erhielten sie Alleinfuttermittel fiir Ratten (Altromin GmbH,
Lage) sowie Wasser ad libitum.

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

Kontrollgruppe erfolgte randomisiert.

2.3. Priparation der Ratten

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

Die Préparation begann mit der Eréffnung des Abdomens durch einen etwa 5 cm langen

Léngsschnitt median entlang der Linea alba.

11
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Nach doppelter Ligatur der Vasa epigastrica auf jeder Seite wurde die seitliche Bauchwand
jeweils dazwischen ca. 1,5 cm tief eingeschnitten, so dass ein geniigend grof3es

Praparationsfeld entstand.

Auf die Darstellung des Magens und dessen Mobilisierung durch Durchtrennung der
Magenligamenta folgte die Entfernung von Milz und Omentum maius nach Ligatur der sie
versorgenden Gefdlle unter Schonung der Vasa gastro-omentales an der groBlen Kurvatur.
Das Pankreas, das grofitenteils im Mesenterium des Duodenums liegt, wurde durch Ligatur
der Gefille vom Duodenum abgesetzt. Nun wurde das Duodenum ca. zwei Zentimeter distal
des Pylorus doppelt ligiert und dazwischen durchtrennt.

Der Magen wurde nun nach rechts verlagert, um die Aorta abdominalis vom Truncus

coeliacus bis zum Abgang der Arteria renalis sinistra freizupréparieren.

Drei Schlingen, eine proximal des Truncus coeliacus und zwei zwischen Truncus coeliacus
und Arteria mesenterica superior, wurden gelegt, jedoch noch nicht zugezogen. Die Aorta
wurde nach distal hin durch eine Ligatur unmittelbar proximal des Abgangs der Arteria
renalis sinistra komplett verschlossen; ebenso wurden die Arteria mesenterica superior und -

sofern als anatomische Variation hier vorhanden - auch die Arteria renalis dextra sowie

dorsale Abgdnge der Aorta abgebunden.

Nach Anlegen einer Arterienklemme unmittelbar kranial des Truncus coeliacus, erfolgte die
Einfiihrung eines Katheters (Silastic-Katheter, Portex Inc., Hythe, England, Durchmesser 0,75
mm) durch eine Inzision zwischen Aorta und Arteria mesenterica superior. Der Katheter
wurde bis zum Truncus coeliacus vorgeschoben und mit den beiden unteren der zuvor
geschlungenen Fiaden doppelt fixiert.

Danach wurde die Arterienklemme wieder ge6ffnet, um die Durchblutung des Magens fiir die
verbleibende Prédparationszeit zu ermoglichen. Die Ischdmiezeit des Magens wéhrend der
Aortenkaniilierung betrug etwa eine Minute.

Im Fortgang der Priparation wurde der Katheter etwa alle zwei Minuten mit etwa 0,2 ml
heparinisierter isotonischer Kochsalzlosung (25.000 L.E. Liquemin auf 1000 ml 0,9%ige
Kochsalzldsung) angespiilt, um eine Thrombosierung zu vermeiden.

Der Magen wurde nun wieder nach links verlagert und die Mesenterien des Darmes

dargestellt.

12



Material und Methodik

Dann wurde eine Darmvene vorsichtig freipripariert und kaniiliert mit einem selbst
hergestellten Katheter, bestehend aus einer abgestumpften Injektionsnadel (Becton Dickinson,
Fraga, Spanien, Grofe 1), auf die ein ausgezogener Vinylschlauch (Durchmesser ca. 1mm)
gezogen wurde. AnschlieBend wurde der bis zur Einmiindung der Vena gastro-omentalis

dextra vorgeschobene Katheter durch zwei Schlingen fixiert.

Nun wurde der gesamte Diinndarm, sowie der grofite Teil des Colons am Mesenterium
abgetrennt und entfernt. Nachdem der Oesophagus in seinem subdiaphragmalen Teil
moglichst weit oral durchtrennt worden ist, wurde schlieBlich die verbleibende offene
Schlinge um die Aorta, die ja proximal des Truncus coeliacus lag, zugezogen, wodurch die
Durchblutung des Magens endgiiltig unterbrochen wurde. Nach Ligatur der Vena portae im
Ligamentum hepatoduodenale wurde der Magen griindlich mit etwa 10ml heparinisierter
isotoner Kochsalzlsung gespiilt, um Blutreste zu entfernen und somit einer Thrombosierung
entgegenzuwirken.

Schlielich wurde der Magen unter Erhaltung der GefaBBversorgung aus dem Situs

geschnitten.

Am Priparat wurden nun je ein Katheter in den Oesophagus (abgeschnittene Perfusor®-
Leitung, Typ N, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) und durch das Duodenum in den
Magen (Modifizierter Frauenkatheter, CH14, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) eingefiihrt
und fixiert, um den Magen auch luminal perfundieren und somit den intragastralen pH-Wert
konstant halten zu kdnnen.

Zur Entfernung moglicher Nahrungsreste wurde der Magen iiber den Oesophaguskatheter mit

etwa 20 ml isotoner Kochsalzlosung durchgespiilt.

Das Priparat wurde nun in einem auf 37 C° angewédrmten, mit Krebs-Ringer-Puffer gefiillten
Organbad aufgehéngt und an das Perfusionssystem angeschlossen. Schlie8lich wurden die
Nervi vagi seitlich des Oesophagus durch zwei bipolare Platinstimulationselektroden
aufgegriffen und unter leichtem Zug gespannt. Uber einen elektrischen Impulsgeber konnte so
je nach Versuchsprotokoll eine elektrische Stimulation der Nerven erfolgen.

Bei einer Gesamtdauer der Prdparation von etwa 40-45 Minuten betrug die Ischdmiezeit
zwischen Ligatur der Aorta abdominalis und der maschinellen Perfusion mit oxigeniertem

Puffer etwa sechs Minuten.

13



Material und Methodik

2.4. Versuchsaufbau der Magenperfusion

Sowohl die vaskuldre, als auch die luminale Perfusion des Magens erfolgte mittels einer
Rollerpumpe (STA-Schlauchpumpe, Desaga GmbH, Heidelberg) mit einer Geschwindigkeit
von 1,5 ml/min. Die infundierten Fliissigkeiten wurden wie das Organbad konstant auf einer
physiologischen Temperatur von 37-38 C° gehalten.

Fir die vaskuldre Perfusion wurde ein modifizierter Krebs-Ringer-Puffer mit folgender
Zusammensetzung verwendet: 154 mM Natriumchlorid, 4,5 mM Kaliumchlorid, 2,5 mM
Calciumchlorid, 1,2 mM primires Kaliumhydrogenphosphat, 1,2 mM Magnesiumsulfat, 21,1
mM Natriumhydrogencarbonat, 5,5 mM Glucose, 2 g/l Humanalbumin, 40 g/l Dextran T70.
Gegebenenfalls wurden gemiB3 Versuchsprotokoll weitere Substanzen, wie beispielsweise
Peptide, hinzugefiigt. Die zu infundierenden Losungen wurden mit 1 M Salzsdure auf einen
physiologischen pH-Wert von 7,35 titriert und mit Carbogen (95% Sauerstoff, 5%
Kohlendioxid) geséttigt.

Das Perfusat wurde aus dem Portalvenenkatheter abgeleitet und durch einen Fraktionierer
(2212 Helirac, LKB Bromma) in einminiitigen Intervallen gesammelt. Die so gewonnenen
Proben wurden bis zur Auswertung mittels Radioimmunoassay bei -18 C° eingefroren. Die
Herkunft der verwendeten Stoffe ist in Tabelle 1 im Einzelnen aufgelistet.

Um den intragastralen pH-Wert konstant zu halten wurde der Magen luminal mit isotoner
Natriumchloridldsung perfundiert, die je nach Versuchsaufbau mit 1 M Salzséure auf einen

pH-Wert von 7,0 oder 2,0 eingestellt wurde. Das luminale Perfusat wurde verworfen.

14
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Substanz Hersteller

Adiponectin BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg

Actrapid Novo Nordisk Pharma GmbH, Kopenhagen,
Déanemark

Apelin BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg

Calciumchlorid Merck, Darmstadt

Carbogen Linde AG, Wiesbaden

Glucose 5%ige Losung Deltaselect GmbH, Pfuhlingen

Humanalbumin 20% Pharmacia & Upjohn GmbH

Insulin BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat, priméres Merck, Darmstadt

Liquemin 25001E/5ml Roche AG, Grenzach-Wyhlen

Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt

Natriumchlorid 0,9%ige Losung
Natriumhydrogencarbonat

Deltaselect GmbH, Pfuhlingen
Merck, Darmstadt

Natronlauge Apotheke der Medizinischen Klinik Innenstadt,
Miinchen

Obestatin BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg

Resistin BACHEM Biochemica GmbH, Heidelberg

Salzsdure 1M

Apotheke der Medizinischen Klinik Innenstadt,
Miinchen

Tabelle 1: Herkunftsverzeichnis der verwendeten Substanzen

2.5. Versuchsprotokolle

Nach der Priparation ging den eigentlichen Messungen eine Aquilibrierungsphase von 15
Minuten voraus, wihrend dieser Zeit wurde das Perfusat verworfen. Daraufhin wurden die
Proben in einem einminiitigen Intervall gesammelt und eingefroren. Bei einigen
Experimenten wurde zusitzlich eine Stimulation der Nervi vagi vorgenommen, welche durch
einen elektrischen Rechteckimpulsgeber monophasisch bei einer Spannung von 10 Volt und
einer Impulsdauer von 1 Millisekunde durchgefiihrt worden war. Die Frequenz wurde

konstant auf 10 Hz gehalten und der intragastrale pH wurde auf 2,0 eingestellt.

2.5.1. Auswirkungen des Nervus vagus auf die Ghrelinsekretion

Ein GrofBteil der Versuche im Rahmen dieser Arbeit betrachtet den Effekt verschiedener
Peptidhormone auf die vagal vorstimulierte Ghrelinsekretion. Daher ist es ndtig primér zu
kldaren, ob die elektrische Stimulation des Nervus vagus auch iiber bestimmte Zeitrdume von

10, 20 und 30 Minuten eine konstant elevierte Sekretion hervorzurufen vermag.
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Diese Versuche wurden 1ms bei einem intragastralen pH von 2,0 und einer
Stimulationsfrequenzen von 10 Hz durchgefiihrt. Der vagalen Stimulation gingen eine
Aquilibrierungsphase von 15 Minuten und eine zehnminiitige Vorlaufphase voraus. Die

Experimente endeten schlielich mit einer 15-miniitigen Endlaufphase.

Intragastral: NaCl-Losung 0,9%, pH 2

Krebs-Ringer-Puffer

15 min 10 min 15 min

Vagusstimulation {iber 10, 20 oder 30
Aquilibrierung | Vorlauf Minuten mit 10 Hz Endlauf

Abbildung 1:
Versuchsanordnung zur Uberpriifung des Effektes des Nervus vagus in Abhingigkeit von der Stimulationsdauer

auf die Ghrelinsekretion. In der gesamten Zeit wurde der Magen luminal mit einer auf pH 2 titrierten
Natriumchloridlésung und vaskulér mit einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung perfundiert. Dabei schloss sich der
Aquilibrierungsphase eine Vorlauf- und Stimulationsphase sowie eine abschlieBende Endlaufperiode.

2.5.2. Einfluss des Nervus vagus auf die Obestatinsekretion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine direkte Interaktion des Nervus vagus mit dem Obestatin
untersucht. Der Aquilibrierungs- und Vorlaufphase schloss sich eine iiber 20 Minuten
durchgehenden Stimulation des Nervus vagus an. Dieser Phase folgte dann wiederum eine
zehnminiitige Nachlaufphase. AnschlieBend wurde mittels Elisa der Verlauf der

Obestatinausscheidung registriert.

Intragastral: NaCl-Losung 0,9%, pH 2

Krebs-Ringer-Puffer

15 min 10 min 15 min

Aquilibrierung | Vorlauf Vagusstimulation iiber 20 Minuten mit 10 Hz | Endlauf
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Abbildung 2:
Uberpriifen des Effektes des Nervus vagus auf die Obestatinsekretion. Wéhrend des gesamten Experiments

wurde der Magen luminal mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlésung und vaskuldr mit einer Krebs-
Ringer-Puffer-Losung perfundiert. Dabei schloss sich der Aquilibrierungsphase eine Vorlauf- und
Stimulationsphase an sowie die abschlieende Endlaufperiode.

2.5.3. Auswirkungen verschiedener Peptidhormone auf die Ghrelinsekretion

Um die Auswirkungen der Hormone Resistin, Adiponektin, Apelin und Obestatin auf die
Ghrelinsekretion aufzuzeigen, wurde das im folgendem beschriebene Versuchschema
angewandt. Dabei ging dem gesamten Versuch eine 15-miniitige Aquilibrierungsphase voran,
erst dann begann die eigentliche Messung iiber 55 Minuten. Einer Basalperiode, in welcher
der Magen iiber 10 Minuten lediglich mit reiner Pufferlosung perfundiert wurde, folgte eine
30 miniitige vagale Stimulationsphase mit 10 Hz. Nach 10 miniitiger Stimulation wurde das
vaskuldr flieBende substanzfreie Puffergemisch ausgetauscht und von einem mit den
jeweiligen Hormon in entsprechender Konzentration versetzten Krebs-Ringer-Puffer-Losung
ersetzt. Nach wiederum 10 Minuten wurde das Hormongemisch entfernt und mit der
urspriinglichen Losung iiber die restliche verbleibende Zeit weiter perfundiert. Die vagale
Stimulation wurde nach insgesamt 30 Minuten beendet und von einer 15-miniitigen

Endlaufphase ersetzt.

Intragastral: NaCl-Losung 0,9%, pH 2

Krebs-Ringer-Puffer

Vagusstimulation 10 Hz |
15 min 10 min 10 min 10 min 10 min 15 min
Aquilibration | Vorlauf Stimulation Hormon und | Stimulation | Endlauf
Stimulation

Abbildung 3: )
Versuchsschema zur Uberpriifung der Auswirkung gastrointestinaler Hormone auf die Ghrelinsekretion.

Wiéhrend des gesamten Experiments wurde der Magen luminal mit einer auf pH 2 titrierten
Natriumchloridldsung und vaskular mit einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung perfundiert. Die jeweiligen getesteten
Hormone wurden in entsprechender Konzentration einer separaten Pufferlosung beigemischt und nach einer 10
miniitigen vagalen Vorstimulation, iiber 10 Minuten perfundiert. Die Nachstimulation erfolgte wieder in reiner
Pufferlosung und schlielich wurde der Versuch mit einer 15-miniitigen Endlaufphase abgeschlossen.
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2.5.3.1. Effekt von Obestatin auf die Ghrelinsekretion

Durch Perfusion des Magens mittels einer mit Obestatin versetzten Pufferlosung, lag die
Intention dieses Versuches darin, die antagonistische Wirkung des Obestatin auf seinen
Gegenspieler Acyl-Ghrelin unabhéngig von der vagalen Beeinflussung aufzuzeigen.

Folglich wurde der Magen nach einer 15-miniitigen Agqilibrierungsphase und einer 10-
miniitigen Basalphase mit dem Obestatinpuffer {iber 20 Minuten perfundiert, dabei aber nicht
vagal stimuliert. Der Versuch wurde mit einer 15-miniitigen Nachlaufphase, in der wieder nur

mit der reinen Pufferlosung perfundiert wurde, beendet.

Intragastral: NaCl-Losung 0,9%, pH 2

Krebs-Ringer-Puffer

15 min 10 min 20 min 15 min
Aquilibration Vorlauf Obestatin ohne Endlauf
Vagusstimulation

Abbildung 4:
Uberpriifung der antagonistischen Wirkung des Obestatins auf die gastrale Ghrelinsekretion. Der Magen wurde

in dieser Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlésung perfundiert
und vaskuldr zundchst mit einer reinen Pufferlosung, dann nach 25 Minuten mit einer Obestatin versetzten
Losung und letztendlich wieder mit der substanzfreien Fliissigkeit perfundiert.
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2.5.3.2. Effekt von Insulin auf die Obestatinsekretion

Nachdem eine Insulin-Signal-Kaskade im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen wurde und
damit eine mogliche Interaktion mit gastral sezernierten Hormonen denkbar wire, lag unser
Interesse darin, einen direkten Effekt des Insulins auf das ebenfalls gastral ausgeschiittete
Obestatin aufzuzeigen. Demzufolge wurde der isolierte Rattenmagen in vitro nach 15-
miniitiger Aquilibrierungsphase zuniichst 10 Minuten mit einem reinen Puffergemisch und im
Anschluss ohne Vagusstimulation iiber 15 Minuten mit einem Insulin (10®M) versetzten
Puffergemisch vaskuldr perfundiert. Danach folgte eine viertelstiindige Zwischenlaufphase
mit substanzfreien Puffer, der sich wiederum eine 15-miniitige Phase anschloss, in der der
Magen erneut mit einem Insulin (10°M) versetzten Puffer in hoherer Konzentrierung

perfundiert wurde. AbschlieBend wurde das Experiment mit einem viertelstiindigen Endlauf

beendet.
Intragastral: NaCl-Ldosung 0,9%, pH 2
Krebs-Ringer-Puffer
15 min 10 min 15 min 15 min 15 min 15 min

Aquilibrierung | Vorlauf | Insulin (10®M) | Zwischenlauf | Insulin  (10°M) | Endlauf
ohne ohne

Vagusstimulation Vagusstimulation

Abbildung 5:
Uberpriifung der Wirkung des Insulins auf die Obestatinsekretion. Der Magen wurde in dieser

Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlésung perfundiert und
vaskuldr abwechselnd mit reiner Pufferlosung und mit Insulin versetzten Puffergemischen perfundiert.

2.5.3.3. Effekt von Acyl-Ghrelin auf die Obestatinsekretion

Die Wirkung des Acyl-Ghrelin auf die Obestatinsekretion am isolierten Rattenmagenmodell
sollte in diesem Versuchsablauf gezeigt werden. So wurde der priparierte Magen nach einer
15-miniitigen Aquilibrierungsphase zunichst mit einer substanzfreien Pufferldsung
perfundiert und dann anschlieBend iiber 20 Minuten mit einem Acyl-Ghrelin versetzten Puffer

perfundiert. Hierauf wurde der Versuch mit einem 15-miniitigen Endlauf abgeschlossen.
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Intragastral: NaCl-Losung 0,9%, pH 2

Krebs-Ringer-Puffer

15 min 10 min 20 min 15 min

Aquilibrierung Vorlauf Acyl-Ghrelin Endlauf
(10°M, 107M) ohne

Vagusstimulation

Abbildung 6:
Uberpriifung der antagonistischen Wirkung des Acyl-Ghrelins auf die gastrale Obestatinsekretion. Der Magen

wurde in dieser Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlgsung
perfundiert und vaskuldr zunédchst mit einer reinen Pufferlosung, dann nach 25 Minuten mit einer Obestatin
versetzten Losung und letztendlich wieder mit der substanzfreien Fliissigkeit perfundiert.

2.5.3.4. Effekt von Desacyl-Ghrelin auf die Obestatinsekretion

Eine synergistische Wirkung zum Obestatin auf die Magenentleerung und die
Nahrungsaufnahme konnte in vivo bereits fiir das Desacyl-Ghrelin aufgezeigt werden. So wird
beiden Hormonen eine anorektische Wirkung nachgesagt, daher liegt das Interesse darin,
diese Ergebnisse auch fiir in vitro Versuche zu reproduzieren.

In dem vorliegenden Versuchsablauf wurde der priparierte Rattenmagen nach Aquilibrierung
abwechselnd zunichst mit einem reinen Puffergemisch und anschliefend mit einem Desacyl-
Ghrelingemisch iiber 15 Minuten perfundiert. Daran schloss sich ein 15-miniitiger
Zwischenlauf an, dem erneut eine 15-miniitige Desacyl-Ghrelin Perfusion folgte. Beendet

wurde das Experiment mit einer 15-miniitigen Endlaufphase.
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Intragastral: NaCl-Losung 0,9%, pH 2

Krebs-Ringer-Puffer

15 min 10 min 15 min 15 min 15 min 15 min

Aquilibrierung | Vorlauf | Desacyl-Ghrelin | Zwischenlauf | Desacyl-Ghrelin | Endlauf
(10°M) ohne (10"M) ohne

Vagusstimulation Vagusstimulation

Abbildung 7:
Versuchsanordnung zur Uberpriifung der Wirkung des Desacyl-Ghrelin auf die gastrale Obestatinsekretion. Der

Magen wurde in dieser Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlgsung
perfundiert und vaskuldr abwechselnd mit reiner Pufferlosung sowie mit Desacyl-Ghrelin perfundiert.

2.5.4. Auswirkungen von Alter und Gewicht der Ratten

In diesem Experiment wurden die Médgen von jungen bzw. normalgewichtigen (328g+ 18g)
und alten, iibergewichtigen Ratten (540g+ 52g) mit einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung
infundiert. Damit sollte die Auswirkungen des Alterns und des Korpergewichts auf die
Ghrelinsekretion augezeigt werden. Der 10-miniitigen Basalperiode, in der weder vagal
stimuliert noch eine Substanz zugefiigt wurde, ging eine 15-miniitige Aquilibrierung voraus.
Dann folgte die mit 10 Hz iiber insgesamt 20 Minuten verlaufende Stimulationsphase.

SchlieBlich wurde der Versuch mit einer 15-miniitigen Nachlaufphase beendet.

Intragastral: NaCl-Losung 0,9%, pH 2

Krebs-Ringer-Puffer

15 min 10 min 15 min

Aquilibrierung | Vorlauf Vagusstimulation iiber 20 Minuten mit 10 Hz | Endlauf

Abbildung 8:
Versuchsanordnung zur Testung des Einflusses der Korpermasse und des Alters auf die Ghrelinsekretion. In der

gesamten Zeit wurde der Magen luminal mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlosung und vaskuldr mit
einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung perfundiert. Dabei folgte einer Aquilibrierungsphase eine Vorlauf- und
Stimulationsphase sowie eine abschlieBende Endlaufperiode.
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2.6. Messungen der Peptidkonzentration

2.6.1. Prinzip des Radioimmunassays

Die Bestimmung der Ghrelinkonzentration in den Proben erfolgte radioimmunologisch auf
Grundlage der erstmals 1960 von Yalow und Berson beschrieben Technik (17). Das Prinzip
des Radioimmunoassays besteht darin, dass das in einer Probe in unbekannter Konzentration
enthaltene Antigen mit einem zugesetzten radioaktiv markierten Antigen, dem sogenannten
»lracer”, um Bindungsstellen eines spezifischen Antikorpers, der im Unterschul3 vorliegt,
konkurriert. Da die Antigen-Antikorper-Bindung reversibel ist, stellt sie chemisch gesehen
eine Gleichgewichtsreaktion dar, so dass sich nach einer Inkubationszeit das Verhiltnis des
gebundenen Tracers zu gebundenem unmarkiertem Antigen dem Verhiltnis der
Konzentrationen entspricht. Nach der Trennung von freiem und gebundenem Antigen mittels
Immunprézipitation oder Adsorption an Aktivkohle mit anschlieBender Zentrifugation und
Dekantierung kann im Szintillations-Gamma-Zihler die Radioaktivitidt der Probe gemessen
werden, die mit der Konzentration des zu bestimmenden Peptids korreliert. Durch Messung
verschiedener bekannter Konzentrationen des Peptids in einer Standardverdiinnungsreihe,
kann ein Faktor fiir die Umrechnung von Gamma-Zihlern in Peptidkonzentration ermittelt

werden.

2.6.2. Ghrelinbestimmung

Die Ghrelinkonzentration wurde in jeder zweiten ungeraden Probe bestimmt. Dazu wurde ein
im Handel erhéltliches Ghrelin Radioimmunoassay Kit (Phoenix Pharmaceuticals, USA)
verwendet. Entsprechend den Anweisungen des Herstellers wurde den mit Ghrelinantikdrpern
vom Kaninchen tiber 24 Stunden inkubierten Proben 1251 markiertes Rattenghrelin als Tracer
zugesetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde der zweite Antikorper und das Schafserum
zugesetzt, um die Antikérper auszufillen. Nach Zentrifugierung und Absaugen erfolgte die
automatisierte Messung im Gamma-Zahler. Die Sensitivitit des Assays lag bei 1-128 pg/ml.
Der Variationskoeffizient zwischen den Assays betrug 10%, innerhalb der Assays 4%. Eine
Kreuzreaktivitit der infundierten Substanzen mit dem Antikérper wurde durch regelméiBige
Mitbestimmung in verschiedenen Konzentrationen ausgeschlossen. Sowohl fiir Desacyl- als

auch Acyl-Ghrelin wurde der gleiche Kit von der Firma LINCO, Missouri (USA) verwendet.
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2.6.3. Obestatinbestimmung

Aus jeder zweiten ungeraden Probe wurde die Obestatinkonzentration bestimmt. Hierfiir
wurde ein im Handel erhéltlicher Obestatin Radioimmunoassay Kit (Phoenix
Pharmaceuticals, USA) verwendet. Entsprechend den Anweisungen des Herstellers wurden
die Proben mit Obestatinantikdrpern vom Kaninchen iiber 24 Stunden inkubiert, anschliefend
wurde ein 1251 markiertes Rattenobestatin als Tracer zugesetzt. Um die Antikdrper nun
auszufillen wurde nach weiteren 24 Stunden der zweite Antikdrper und das Schafserum
zugesetzt. Nach Zentrifugierung und Absaugen erfolgte die automatisierte Messung im
Gamma-Zihler. Die Sensitivitidt des Assays lag bei 215.5 pg/ml. Der Variationskoeffizient
zwischen den Assays betrug 12%, innerhalb der Assays 5%. Durch regelmifige
Mitbestimmung in verschiedenen Konzentrationen wurde eine Kreuzreaktivitit der

infundierten Substanzen mit dem Antikorper ausgeschlossen.

2.6.4. Statistische Auswertung

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

Zur graphischen Darstellung wurde das Programm Jandel SigmaPlot (Jandel Corporation, San
Rafael, CA, USA) sowie das Programm Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA) eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Auswirkungen des Nervus vagus auf Ghrelinsekretion

Eine 20-miniitige Vagusstimulation fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der Total-/ Acyl-/
und Desacyl- Ghrelinsekretion. So ergaben sich fiir das Total-Ghrelin eine Zunahme von 1777
+ 1675 pg bei 20-miniitiger Vagusstimulation (n=7, p<0,05) und bei 30 Minuten ein Zuwachs
von 665 £ 457 pg (n=7, p<0,05).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Verdnderung des Total-Ghrelin bei einer konstanten Vagusstimulation
mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 20 Minuten und einem intragastralen pH-Wert von 2.
Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 10:Graphische Darstellung der Verdnderung des Total-Ghrelin bei einer konstanten Vagusstimulation
mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten und einem intragastralen pH-Wert von 2.
Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Fiir Acyl-Ghrelin ergab sich rechnerisch eine signifikante Erhohung von 236 + 226 pg/ 10
min (n=7, p<0,05). Des Weiteren verdnderte die Vagusstimulation auch die Desacyl-

Ghrelinsekretion signifikant um den Wert 845 £ 150 pg/ 10 min (n=6, p<0,05).
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Abbildung 11:Graphische Darstellung der Verdnderung des Acyl-Ghrelin bei einer konstanten Vagusstimulation
mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 10 Minuten und einem intragastralen pH-Wert von 2.
Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min £ SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 12:Graphische Darstellung der Verdnderung des Desacyl-Ghrelin bei einer konstanten
Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von 10 Minuten und einem intragastralen
pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der
Abszisse aufgetragen.
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3.2. Auswirkungen des Nervus vagus auf die Obestatinsekretion

Eine elektrische Stimulation des Nervus vagus =zeigte keine Beeinflussung der
Obestatinausscheidung. Rechnerisch ergab sich eine geringe Reduktion des Obestatin von 1,4

+ 4,3 pg/ 20 min (n=8, p>0,05).
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Abbildung 13:Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei einer konstanten
Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von 20 Minuten und einem intragastralen
pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der
Abszisse aufgetragen.
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3.3. Auswirkungen von Peptidhormonen auf die Ghrelinsekretion

3.3.1. Effekt von Adiponektin auf die vagal priastimulierte Total-Ghrelinsekretion

Adiponektin in der Konzentration 10*M konnte eine signifikante Verringerung der Total-
Ghrelinsekretion induzieren. Die Messwerte ergaben rechnerisch eine Verminderung von

1561 pg/ 10 min + 739 pg (n=4, p<0,05).
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10-miniitigen
Infusion von Adiponektin in einer Konzentration von 10°M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation
mit einer Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min £ SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

3.3.2. Effekt von Resistin auf die vagal pristimulierte Acyl- und Desacyl-

Ghrelinsekretion

Die Perfusion von Resistin in der Konzentration 10™M hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Aktiv-Ghrelin Sekretion. So zeigte sich rechnerisch eine Zunahme von 234+ 462 pg/ 10
min (n=4, p>0,05).

Zudem ergaben sich keine signifikanten Verdnderungen der Desacyl-Ghrelinsekretion bei
einer Infusion mit Resistin in den Konzentrationen 10°M und 10"°M. Die Messwerte zeigten
jeweils fiir die angegebenen Konzentrationen eine Steigerung von 480 pg/ 10 min + 2586 pg

(n=4, p>0,05) und 96 pg/ 10 min + 1139 pg (n=3, p>0,05).
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Resistin
in einer Konzentration von 10"'°M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10
Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Verdnderung der Acyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Resistin in
einer Konzentration von 10®M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz
bei einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Resistin
in einer Konzentration von 10*M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10
Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

3.3.3. Effekt von Apelin auf die vagal prastimulierte Desacyl-Ghrelinsekretion

Unter vagaler Vorstimulation hatten die Infusionen mit Apelin in den Konzentrationen 10™'°M
und 10°*M keine bedeutsame Auswirkung auf die Desacyl-Ghrelinsekretion.

Es zeigte sich eine Verminderung von 476 + 884 pg/ 10 min (n=2, p>0,05) fir die
Konzentration 10"°M, wohingegen bei Erhdhung der Konzentration auf 10*M keine Tendenz

mehr erkennbar war 0,5+ 1782 pg/ 10min (n=4, p>0,05).
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Apelin
in einer Konzentration von 10"'°M (n=2) wihrend einer 30-miniitigen konstanten Vagusstimulation mit einer
Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Apelin
in einer Konzentration von 10®M (n=4) wihrend einer 30 miniitigen konstanten Vagusstimulation mit einer
Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in
pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

3.3.4. Effekt von Obestatin auf die Ghrelinsekretion

3.3.4.1. Effekt von Obestatin auf die vagal pristimulierte Total-Ghrelinsekretion

In dieser Versuchsanordnung wurde die Wirkung des Obestatins in den Konzentrationen
10"'"M, 10°M und 10"M auf die totale Ghrelinsekretion gepriift. Hierbei zeigte sich kein
signifikanter Effekt, allerdings fiel ein deutlicher ,off-Effekt“ nach Beendigung der
Obestatininfusion auf. Rechnerisch ergaben sich die folgenden Messwerte: 2274 + 1701 pg/
10 min (n=4, p>0,05) fiir 10"''M, 16 + 1303 pg/ 10 min (n=6, p>0,05) fiir 10 M sowie 214 +
436 pg/ 10 min (n=8, p>0,05) fiir 10”"M.
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10-miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10"'M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10-miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10°M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10-miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10’M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min £ SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

3.3.4.2. Effekt von Obestatin auf die vagal pristimulierte Acyl-Ghrelinsekretion

Eine Infusion von Obestatin in der Konzentration 10"M bei vagaler Vorstimulation zeigte
keinen Effekt auf die Ausscheidung des Acyl-Ghrelins. Auch hier fiel wiederum ein
deutlicher ,,off-Effekt* nach Beendigung der Obestatininfusion auf. Demgeméil erschienen

folgende Werte: 92 + 245 pg/ 10 min (n=3, p>0,05).
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der Verdnderung der Acyl-Ghrelinsekretion bei einer 10-miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10"M (n=3) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit
einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten und einem intragastralen pH-Wert von 2.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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3.3.4.3. Effekt von Obestatin auf die vagal prastimulierte Desacyl-Ghrelinsekretion

Bei der Infusion von Obestatin in der Konzentration 10°M zeigte sich bei gleichzeitiger
vagaler Vorstimulation eine tendenzielle Steigerung der Desacyl-Ghrelin Sekretion, so
ergaben sich die follgenden Messwerte 870 + 715 pg/ 10 min (n=4, p>0,05).

Wohingegen eine Erhéhung der Konzentration auf 10°M eine signifikante Stimulation der

Desacyl-Ghrelinkonzentration auf 1289 + 1956 pg/ 10 min (n=4, p>0,05) nach sich zog.
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei einer 10-miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10°M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der Verédnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei einer 10-miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10’M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten.

Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min £ SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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3.4. Auswirkungen von Peptidhormonen auf die Obestatinsekretion

3.4.1. Effekt von Insulin auf die Obestatinsekretion

Die Infusion von Insulin zeigte in der Konzentration 10®M eine tendenzielle Abnahme der

Obestatinsekretion mit einem Unterschied von 0,8 & 0,932 pg/ 15 min (n=6, p>0,05).

Die Konzentration 10°M hingegen ergab keinen signifikanten Einfluss auf die

Obestatinsekretion. So ergab sich rechnerisch eine Differenz von 0,1 = 0,5 pg pg/ 15 min

(n=6, p>0,05).
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei Infusion von Insulin in einer
Konzentration von 10®M (n=6) und 10°M (n=6) iiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei einem intragastralen
pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.
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3.4.2. Effekt von Ghrelin auf die Obestatinsekretion

3.4.2.1. Effekt von Acyl-Ghrelin auf die Obestatinsekretion

Die Perfusion mit Acyl-Ghrelin in einer Konzentration von 10”M erbrachte keinen Effekt auf
die Obestatinfreisetzung, rechnerisch fanden sich folgende Werte: 0,438 + 0,59 pg/ 20 min
(n=5, p>0,05).

Wohingegen eine Konzentrationssteigerung auf 10'M eine signifikante Verringerung der

Sekretion von Obestatin von 2,14 + 1,713 pg/ 20 min (n=7, p<0,05) erbrachte.
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei Infusion von Acyl-Ghrelin in
einer Konzentration von 10”M (n=5) iiber einen Zeitraum von 20 Minuten sowie einem intragastralen pH-Wert
von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse
aufgetragen.

Acyl-Ghrelin 107M

1000

800

600

400 +

200 o

dbestatin (pg/nin)

_ 10 20 30
minutes

-10

35



Ergebnisse

Abbildung 28: Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei einer Infusion von Acyl-
Ghrelin in einer Konzentration von 10"M (n=7) iiber einen Zeitraum von 20 Minuten, sowie einem
intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min
auf der Abszisse aufgetragen.

3.3.2.2. Effekt von Desacyl-Ghrelin auf die Obestatinsekretion

Die Infusion von Desacyl-Ghrelin hatte in den Konzentrationen 10°M und 107’M keinen
signifikanten Effekt auf die Obestatinfreisetzung. Es ergaben sich rechnerisch Differenzen
von 0,6 = 1,4 pg/ 15 min (n=6, p>0,05) und 0,3 + 0,959 pg/ 15 min (n=6, p>0,05) fir die

jeweils oben genannten Konzentrationen.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei einer Infusion von Desacyl-
Ghrelin in einer Konzentration von 10°M (n=6) und 10"M (n=6) iiber einen Zeitraum von 15 Minuten und
einem intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit
in min auf der Abszisse aufgetragen.
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3.5. Auswirkungen von Alter und Gewicht der Ratten

In diesem Versuchsablauf wurde die vagusinduzierte Desacyl-Ghrelinsekretion bei &lteren
und gleichzeitig schwereren Ratten mit der bei leichtergewichtigen jlingeren Tieren
verglichen. Es ergab sich eine Differenz von 334 + 179 pg/ 20 min (dicke Ratten n=3, diinne
Ratten n=5, p>0,05).
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Abbildung 30: Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei einer konstanten
Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von 20 Minuten und einem intragastralen
pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min £ SEM gegen die Zeit in min auf der
Abszisse aufgetragen.
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4. Allgemeine Diskussion

4.1. Struktur von Obestatin

Zhang und Mitarbeiter entdeckten 2005 erstmals ein Peptidhormon, welches aus dem
Vorlauferpeptid Priaproghrelin abstammt (18).

Aus diesem entsteht zum einen Ghrelin, welches aus 28 Aminosduren zusammengesetzt ist
und an der dritten Stelle der Aminosiuresequenz mit einer Veresterung der Hydroxylgruppe
des Serins mit der Carboxylgruppe der Oktansdure verbunden ist (19). Zum anderen stammt
daraus auch das aus 23 Aminoséduren bestehende Peptidhormon Obestatin.

Bei Obestatin handelt es sich um ein aus 23 Aminosduresequenzen bestehendes
Peptidhormon, welches durch Amidierung am C-Terminus biologisch aktiviert wird.

Die Forscher sagten diesem Hormon initial eine anorexigene Wirkung nach und nannten es
dem lateinischen Begriff nach zu Folge "obedere," und "statin," , iibersetzt als Ubergewicht

supprimierend (13).

4.2. Vorkommen und Lokalisation von Obestatin

Von Interesse ist es das Vorkommen und die Syntheseorte des Obestatins zu identifizieren,
um daraus die Interaktion und die Wirkweise auf die Peripherie wie auch auf das zentrale
Nervensystem besser verstehen zu konnen.

Durch die Herstellung eines Antiserums, war es der Forschergruppe um Dun et al. mdglich,
eine Immunreaktivitét (irOBS) in Zellen nachzuweisen, die Obestatin sezernieren (20).

So konnte eine irOBS-Expression sowohl im Gastrointestinaltrakt als auch im Hoden
méinnlicher Ratten nachgewiesen werden.

Im Magen-Darm-Trakt scheint vor allem die gastrointestinale Mucosa ein Produktionsort fiir
das Obestatin zu sein. So fand sich im Magen eine groBere Immunreaktivitit als im
Duodenum, sowie in den basalen Anteilen der Glandularzellen eine héhere Aktivitit als in
den distalen Anteilen.

Daneben sezernieren auch die Ganglienzellen des Plexus myentericus Obestatin in
unterschiedlicher Intensitdt. Folglich konnte eine Immunreaktivitit in den Granula-like
Vesikeln, im Zytoplasma, nicht aber in den Nuclei des Plexus entdeckt werden.

Interessanterweise zeigten die Ganglienzellen des Plexus myentericus auch eine
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Immunreaktivitit auf das Vorlauferpeptid Praproghrelin (irGRL). Dies lasst die Vermutung
autkommen, dass aufgrund der gleichzeitigen Existenz des Priproghrelins, diese Zellen
sowohl Obestatin als auch Ghrelin sezernieren konnen. Bekriftigt wird diese These durch die
Erkenntnis, dass fast alle irOBS-Zellen des Plexus myentericus der Ratte ChAT (cholin
acetyltransferase) positiv sind und damit das Vorkommen von Obestatin auch in cholinergen
Neuronen nachgewiesen werden kann. Gleichzeitig ldsst das Wissen {iber die Co-Existenz der
Ghrelin-Immunreaktivitdt und des ChAT die Vermutung aufkommen, dass die cholinergen

Neurone im Plexus myentericus sowohl Ghrelin als auch Obestatin enthalten.

Interessant ist, dass zwei Peptide, welche vom gleichen Vorlduferpeptid abstammen und zum
Teil von den gleichen Zelle exprimiert werden, eine so gegensitzliche Wirkung auf den
Organismus ausiiben konnen.

Barreiro et al. entdeckte tiberdies auch die gleichzeitige Expression von Ghrelin und Obestatin
in den Leydig-Zellen des Hodens ménnlicher Ratten (21).

Eine neuronale Aktivitit des Obestatin konnte durch die Verdnderung der intrazelluldren
Calcium-Konzentrationen aufgezeigt werden. So bewirkt eine Aktivierung von Obestatin-
Rezeptoren einen signifikanten Anstieg des intrazelluldren Calcium-Gehaltes in kortikalen
Neuronen. Dies wird zum einen durch eine vermehrte Freisetzung von Calcium aus internen
Speichern und zum anderen durch den verstirkten Einstrom {iber die plasmalemalen
Calciumkanéle erreicht. So finden eine Reihe von neuronalen Aktivititen Anschluss an eine
konsekutive Verdnderung des Calcium-Spiegels, wie z.B. die synaptische Transmission, das

Zellwachstum, die Apoptose sowie die neuritische Retraktion (22, 23).
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das Obestatin in der gastralen Mucosa, im Plexus

myentericus und in den Leydig-Zellen exprimiert wird und dass dieses Peptid eine

biologische Aktivitét in neuronalen Zellen besitzt.
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4.3. Spezielle Wirkung auf das Verdauungssystem

Zhang et al. berichteten erstmals 2005 iiber die Wirkung des Obestatin. Sie entdeckten, dass
es bei peripherer Verabreichung die tdgliche Nahrungsaufnahme vermindert, die
Magenentleerung verzogert, das Korpergewicht reduziert und eine antagonistische Wirkung

auf das Ghrelin ausibt.

Viele Arbeitsgruppen machten es sich zur Aufgabe diese Behauptungen zu bestétigen, indem
siec Ratten und Maiusen sowohl peripher als auch zentral Obestatin verabreichten.
Erstaunlicherweise gelang es vielen nicht die beschriebene Wirkung nachzuweisen. So
konnten Nouguras et al. weder einen signifikanten Effekt des Obestatin auf die
Nahrungsaufnahme, noch auf den BMI aufzeigen (24).

Auch bei gleichzeitiger Verabreichung mit Ghrelin, konnte weder eine antagonistische
Wirkungsweise noch ein signifikanter Effekt auf den Energie-Haushalt nachgewiesen werden.
Der Grund fiir diese Diskrepanzen ist bis heute unklar.

Dem zu Folge kamen Smet et al. zu dem Entschluss, dass dem Obestatin in der Regulation der
gastralen Motilitdt keine bedeutende Rolle zugeschrieben werden kann, denn es zeigte sich
weder in vitro eine Zunahme der Kontraktionsfiahigkeit jejunaler Muskelstreifen, noch kam es
in vivo zu einer Beeinflussung der gastralen Entleerungsparameter (T half, T lag) (25).

Der Grund dafiir konnte womoglich auch darin liegen, dass die Wirkung des Obestatin durch
seinen Gegenspieler Ghrelin aufgehoben wird und dariiber hinaus dessen Halbwertszeit im
Organismus zu kurz ist, um eine signifikante Wirkung auf die gastrointestinale Funktion
auszuiiben.

Bresciani bestdtigte zwar eine nahrungshemmende Wirkung des Obestatin, sah aber keinen

Einfluss auf die GH- und die Corticosteroid-Sekretion (26).

Die Vielzahl an kontroversen Ergebnissen erschwert eine eindeutige Formulierung der
Wirkweise des Obestatin auf den menschlichen und tierischen Organismus. Doch das Wissen
iiber die Abstammung vom gleichen Vorlduferpeptid wie Ghrelin und die Erkenntnis iiber
Lokalisation und Vorkommen des Obestatin legen die Vermutung {iber eine Beteiligung am

gastrointestinalen Regulationsmechanismus nahe, ob nun orexigen oder anorektisch.
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4.4. Wirkung auf bestimmte Organsysteme

4.4.1. Das Auge

Bei einem gesunden Auge verarbeitet das retinale Pigmentepithel die abgestoBBenen
Scheibchen der Rezeptoren und schirmt das einfallende Licht nach hinten ab. Dabei herrscht
eine Balance zwischen Proliferation und Wachstumshemmung des retinalen Pigmentepithels.
Unter phatologischen Bedingungen interagieren eine Vielzahl von Zytokine und
Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF (27), TNFa (28), IL 8 und MCP-1 (29) miteinander und
16sen bei Aktivierung eine Signalkaskade aus, die zu einer ungehemmten Proliferation und
Emigration der retinalen Pigmentepithelzellen fiihren. Folglich wandern diese in den
Glaskorper ein und fiihren zu einer proliferativen Vitreoretinophatie (PVR) mit konsekutiver

Netzhautablosung und Visusverlust.

Die Forschergruppe um Camifia et al. entdeckte erstmals, dass das Peptidhormon Obestatin
wahrscheinlich auch einen Beitrag an der Entstehung der PVR leistet. Sie konnten zeigen,
dass Obestatin dosisabhingig iiber ein PTX-sensitives Gi-Protein eine Signalkaskade
aktiviert, die das MEK/ERK1/2 phosphoryliert und somit eine Zellproliferation induziert (30).
Dies lédsst erkennen, dass Obestatin die Hyperplasie des Pigmentepithels fordert und somit

auch eine Rolle an der Erkrankung der Retina spielt.

Des Weiteren fand man heraus, dass bei iibergewichtigen Menschen die proliferative
diabetische Retinophatie die erste Organmanifestation eines Diabetes mellitus darstellt, was
sich womoglich auf die im Rahmen einer Gewichtszunahme entstehenden Veridnderungen des

Obestatinspiegels zuriickfiihren lasst (30).

4.4.2. Die Ovarien

Bekanntermal3en wird Obestatin nicht nur im Gastrointestinaltrakt sezerniert, sondern auch in
den Leydig-Zellen des Hodens. Einen Effekt auf die Reproduktionsorgane konnte noch nicht
aufgezeigt werden, aus diesem Grund untersuchte die Forschergruppe um M¢szarosova die
Auswirkungen des Obestatin auf porcine Ovarien. Sie kamen zu der Erkenntnis, dass

Obestatin die Expression einer Vielzahl von Proliferationsmarkern (PCNA peptid, cyclin B1,
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Map-Kinase) stimuliert, die wiederum den Ubergang in die mitotische Phase des Zellzyklus
fordern (31). Dies ldsst vermuten, dass Obestatin durch die Beeinflussung des Zellzyklus die

Proliferation porciner Granulosazellen in den Ovarien aktiviert.

Ferner wird eine Beteiligung in der Apoptose postuliert, denn Obestatin fordert auch die
Expression apoptotischer Peptide, wie z.B. das Bax, die Caspase 3, sowie das anti-
proinflammatorische Peptid p53 in Zellen der Ovarien.

Die contempordre Stimulation von Proliferation und Apoptose fithren zu der Annahme, dass
Obestatin einen Einfluss auf das Turnover/bzw. das Remodelling in ovariellen Zellen hat.

Die Forschergruppe deklarierte zudem eine Obestatin induzierte Stimulation der P4-
Sekretion. Dabei handelt es sich um ein Steroidhormon, welches vom Corpus luteum
sezerniert wird und die Luteinisation ovarieller Follikelzellen aktiviert.

Interessanterweise wirkt das Ghrelin auf dhnliche Weise, so stimuliert es die Proliferation, die

Apoptose und die Steroidsynthese in Ovarien von Hithnern (32).

Eine Zusammenschau dieser Ergebnisse ldsst einen direkten Einfluss des Obestatin auf die
ovarielle Zellfunktion erkennen und damit auch die Vermutung aufkommen, dass eine
mogliche Interaktion zwischen intrakorporalen Metabolismus, Erndhrungsstatus und

Reproduktionsmechanismus besteht.

4.4.3. Das Zentrales Nervensystem

Obestatin scheint auch auf die Gedéchtnisleistung und die Psyche einen Einfluss zu nehmen.
Carlini et al. fanden erstmals heraus, dass dieses Peptidhormon bei Ratten die
Speicherkapazitit des Gedichtnisses erhoht und eine anxiolytische Wirkung zur Folge hat
(33).

So zeigten sie, dass Ratten denen Obestatin i.c.v. verabreicht wurde, weniger dngstlich waren
als die Vergleichsgruppe, sie tolerierten es linger auf einem freien Balken zu stehen und
betraten diesen auch ofter. Der dafiir verantwortliche Bereich im zentralen Nervensystem
scheint sowohl der Hippocampus als auch die Amygdala zu sein. Ob nun das Obestatin tiber
die dort gefundenen GPR-39 Rezeptoren wirkt oder iiber einen anderen Mechanismus ist

unklar.
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Betrachtet man nun den postulierten Gegenspieler des Obestatin, so konnte gezeigt werden,
dass Ghrelin nach Injektion in den Hippocampus und der Amygdala eine Anxiogenese
hervorruft (34).

Interessanterweise nimmt bei i.c.v. Gabe von Obestatin auch die Gedichtnisfdhigkeit bei
Ratten zu. Es liegt in der Natur der Ratte ein erhohtes Interesse fiir unbekannte Artgenossen
aufzuzeigen. Nach einer intracerebralen Injektion wurde beobachtet, dass das
Erinnerungsvermogen der Tiere gesteigert wurde, da sie bereits bekannte Tiere ignorierten
und sich verstirkt mit unbekannten Artgenossen beschéftigten. Auch dieser Effekt wird
vornehmlich durch den Hippocampus und die Amygdala gesteuert. Im Gegensatz zum
Angstverhalten wirkt Ghrelin beziiglich der Gedichtnisleistung &hnlich wie die oben

beschriebene Wirkung des Obestatin.

Des Weiteren erkannten die Forscher auch eine Obestatin- induzierte Fressinhibition bei
Ratten, denen das Hormon i.c.v. verabreicht worden war. Interessanterweise kann auch hier
davon ausgegangen werden, dass Obestatin zentral nicht iiber den Hypothalamus, dem

klassischen Fresszentrum, wirkt, sondern vielmehr iiber den Hippocampus und die Amygdala.

Zusammenfassend wirkt Obestatin anxiolytisch, gedédchtnissfordernd und hemmend auf das

Fressverhalten.

4.4.4. Der Schlafrhythmus und das Trinkverhalten

Nach intracerebroventrikuldrer Gabe wirkt das Obestatin nicht nur anxiolytisch und
gedichtnisssteigernden, sondern fernerhin auch direkt auf den Schlaf-Wach-Rhythmus (35,
36).

Eine Stunde nach i.c.v. Injektion konnte bei den Versuchstieren (Ratten) eine signifikante
Zunahme der NREM-Schlafphase um 58% sowie eine Verminderung der Schlaf-Latenz und
der slow-waves Aktivitit im EEG erkannt werden. Erstaunlicherweise sanken nach zwei
Stunden post injectionem die NREM-Schlafphasen wieder, wobei nun auch eine Abnahme
der REM-Schlafperioden zu beobachten war. Diese Tatsache ist wahrscheinlich auf einen
homdoostatischen Kompensationsmechanismus zuriickzufiihren.

Interessant ist, dass nach zwei Stunden Obestatin die gleiche Wirkung auf den Schlaf- Wach-
Rhythmus ausiibt wie Ghrelin, welches intracerebroventrikuldr verabreicht auch zu einer

Verminderung des NREM- und des REM-Schlafes fiihrt.
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Fernerhin verursacht Ghrelin auch das dark-onset-Syndrom, welches mit einer vermehrten
Nahrungsaufnahme, einer erh6hten Wachheit und einer gesteigerten motorischen Aktivitat

einhergeht.

Einige Forscher stellten die These auf, dass eine durch Obestatin induzierte verminderte
Nahrungsaufnahme sekiindar die Folge eines verminderten Trinkverhaltens sein konnte (37).
Sie entdeckten, dass Ratten, denen Obestatin i.c.v. verabreicht wurde, ihre Wasseraufnahme
drosselten. AuBerdem inhibiert das Peptidhormon die Angiotensin II-vermittelte
Wasseraufnahme, wobei dieser Mechanismus durch Beeinflussung der Nebenniere induziert
wird und nicht durch Beeinflussung der Hypophyse. Denn es konnte gezeigt werden, dass
Obestatin weder bei i.c.v.- noch bei i.v.- Injektion in der Lage war die Ausschiittung von

Wachstumshormonen zu steigern.

AbschlieBend kann man sagen, dass Obestatin durch Suppression des Trinkverhaltens, durch
Verminderung der in vivo GH-Sekretion (38), durch Schlafregulation, durch Aktivierung
neuronaler Hormone (20) und durch Stimulation retinaler Pigmentepithelzellen, als aktives
Peptid fungiert. Dennoch bleibt seine Funktion noch unbekannt und muss niher hinterfragt

werden.

4.4.5. Das Magenkarzinom

Es konnte gezeigt werden, dass Obestatin durch ein PTX-sensitives G-Protein die PKC
(Protein-Kinase C) Isoenzyme aktiviert, die wiederum durch eine ERK1/2-Phosphorylisation
die Proliferation der Magenkarzinomzelllinie (KATO-III) stimuliert. Die Aktivierung der
KATO III-Zellen durch Obestatin fiithrte zu einer signifikanten Zellproliferation, was durch

das Ghrelin nicht ausgeldst werden konnte (39).
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4.4.6. Das Pankreas

Obestatin wird dhnlich wie Ghrelin in €-Zellen des fetalen und adulten Pankreasgewebe
produziert und fungiert damit auch als ein lokaler Regulator der Beta-Zellfunktion.

Granata et al. konnte zeigen, dass Obestatin die Synthese der Beta-Zellen und der Insel-Zellen
des Pankreasgewebe fordert und sogar deren Apoptose verhindert, indem es die Aktivitét der
Caspase 3 reduziert (40).

Ahnliches postulierte auch Egido et al., der ebenfalls einen Einfluss des Obestatins auf die
Beta-Zellsekretion und einer damit verbundenen Glukose-induzierten Insulinsekretion sah
(41). Man fand eine positive Korrelation der Immunreaktivitit von Obestatin mit der
Insulinsekretion (42).

Dennoch wird der Effekt des Obestatin auf die Insulinsekretion kontrovers diskutiert. So
zeigte Green et al., dass bei Miusen, denen Obestatin intraperitoneal verabreicht wurde, keine
Verdnderung der Glukose oder Insulinkonzentrationen zu verzeichnen waren (14).
Zusammenfassend ist die Wirkung auf das endokrine Pankreas immer noch weitestgehend

unbekannt.
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5. Spezielle Diskussion

5.1. Auswirkungen des Nervus vagus auf die Ghrelin- und Obestatinsekretion

Viele Studien sehen den Nervus vagus als Verbindungslinie zwischen dem Verdauungstrakt
und dem zentralen Nervensystem an. So entstehen durch afferente und efferente Nervenfaser
Interaktionen zwischen dem Magen-Darm-Trakt und dem ZNS, die eine gegenseitige
Informationsiibertragung iiber die aktuelle Nahrungsaufnahme, den Nahrungsgehalt und den

Energieverbrauch ermdglichen.

Direkte und indirekte Interaktionen zwischen dem Nervus vagus und der Ghrelinsekretion
konnten bereits in einigen Studien aufgezeigt werden. So fiihrt eine elektrische Stimulation
des Nervus vagus am isolierten Rattenmagenmodell unabhingig vom intraluminalen pH und
der Stimulationsfrequenz zu einer signifikanten Steigerung der Ghrelinsekretion. Auch die
Ergebnisse von William et all. zeigen, dass eine subdiaphragmale Vagotomie einen Anstieg
von Ghrelin bei hungernden Ratten verhindert (43).

Diese stimulierende Wirkung lésst sich lediglich in in vitro Versuchen beobachten, denn in-
vivo Experimente ergaben einen inhibitorischen Effekt. Lee und Mitarbeiter kamen zu dem
Ergebnis, dass nach Ausschalten der vagalen Wirkung im Rahmen einer Vagotomie eine
dreifache Erhohung der Ghrelinsekretion zu beobachten war (44).

Diese inhibitorisch-tonische Funktion des Nervus vagus auf Ghrelin ist wahrscheinlich
Ausdruck komplexer Regulationsmechanismen, die am isolierten Rattenmodell ausgeschalten
sind. Nichtsdestotrotz zeigen viele Studien, dass der Nervus vagus in vivo von Néten ist, um

eine Ghrelin-induzierte Steigerung des Fressverhaltens hervorzurufen (45, 46).

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass beim isolierten Organ die elektrische Reizung des Nervus
vagus zu einer signifikanten Steigerung der Acyl-/ Desacyl-/ und Total-Ghrelinsekretion

fiihrte.
Die gleichzeitige Abstammung vom Préproghrelin ldsst die Vermutung aufkommen, dass

Obestatin ebenfalls durch Beeinflussung der Aktivitit vagaler Afferenzen, Einfluss auf die

gastral-zephale Sattigungskaskade nehmen kann.
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Die Forschergruppe um Zhang et al. kam zu der Erkenntnis, dass eine in vitro Gabe von
Obestatin die jejunale Kontraktionsaktivitdt vermindert, was wiederum in vivo afferente
Vagusfasern stimulieren konnte, die {iber neuronale Bahnen ein zentrales Séttigungssignal im
ZNS hervorrufen (13). Somit kann die These aufgestellt werden, dass Obestatin indirekt iiber

den Nervus vagus auf die Energie-Homoostase wirken konnte.

Im Gegensatz dazu beschreiben Glourcerol et al., dass bei einem isolierten Organmodell die
i.a. Injektion von Obestatin keine Aktivierung afferenter vagaler Fasern (GVA) zur Folge hat,

wohingegen CCK einen Aktivititsanstieg von 189% zu verweisen hat (47).

Auch die vorliegenden Daten am isolierten Organmodell konnten keine synergistische
Interaktion zwischen Obestatin und dem Nervus vagus feststellen. Eine 20-miniitige
Aktivierung des Nervus vagus mit 10 Hz filhrte zu keiner Verdnderung der
Obestatinsekretion. Dieses Ergebnis ldsst die Vermutung aufkommen, dass die anorektische
Wirkung des Obestatin nicht auf die vagal induzierte Aktivierung der Séattigungskaskade

zurickzufiihren ist.

Anders als beim Magen-Darm-Trakt scheint jedoch ein intakter Nervus vagus notwendig zu
sein, um die durch das Obestatin getriggerte Pankreasenzym-Freisetzung zu stimulieren. So
konnte in Versuchen bei Ratten aufgezeigt werden, dass bei Zustand nach subdiaphragmaler

Vagotomie eine verminderte Sekretion der Pankreasenzyme zu beobachten war (48).

Zusammenfassend zeigt sich, dass nicht von einer direkten Interaktion des Obestatin und des
Nervus vagus im Hinblick auf die gastrale Sittigungskaskade ausgegangen werden kann,

Auswirkungen auf andere Organsysteme aber durchaus bestehen.

5.2. Auswirkungen von Adiponektin auf die Ghrelinsekretion

Das Fettgewebe dient nicht nur als Energiereservoir, sondern kann auch als endokrin aktives
Organ angesehen werden. So sezernieren Adipozyten eine Reihe von Proteinen, wie z.B.
Resistin, Leptin und Adiponektin, die eine wichtige Rolle in der Entstehung der Adipositas

und ihrer Folgeerkrankungen spielen.
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Forscher entdeckten ein aus 244 Aminosduren bestehendes Peptidhormon Adiponektin,
welches der Entstehung von Krankheiten, wie z.B. Diabetes mellitus Typ II, Artheriosklerose
sowie einer NASH entgegenwirkt.

Interessanterweise korreliert Adiponektin im Gegensatz zu anderen Adipocytokinen, die in
einer Adipositas hochreguliert sind, negativ mit dem BMI, mit der Korperfettmasse und mit
der niichtern Insulin- sowie Triglycerid-Konzentration. Rhesus Affen, die ein Ubergewicht
und konsekutiv einen Diabetes mellitus entwickelten, wiesen erniedrigte Adiponektin

Konzentrationen auf (49, 50).

Das Hauptaugenmerk der Forscher liegt auf dem hypoglykdmischen Effekt, der weniger auf
eine erhohte Insulinsekretion zurlickzufiihren ist als vielmehr auf eine Adiponektin-induzierte
Erhohung der Insulinsensitivitit (51). So fithrt eine Hypoadiponektindmie bei jungen
Menschen durch eine B-Zell-Dysfunktion zu einer Insulin-Resistenz und damit letztendlich zu

der Entstehung eines Diabetes mellitus (52).

Auch eine viszeral betonte Adipositas und eine Verminderung des HDL sind bei einem
verminderten Adiponektin-Spiegel zu beobachten (53, 54).

Verschiedene Arbeiten schrieben dem Peptidhormon eine antiinflamatorische Eigenschaft zu,
die der Entstehung einer Arteriosklerose entgegenwirkt. So ist es nicht verwunderlich, dass
Patienten mit einem metabolischen Syndrom oftmals erniedrigte Werte dieses Hormons
aufweisen.

Sowohl Adiponektin als auch Ghrelin sind involviert in der Regulation der korperlichen
Energie-Homoostase. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der adipositas-
assoziierten Insulin-Resistenz bei Typ 2 Diabetikern.

Verschiedene Studien offenbarten, dass Adiponektin negativ mit Desacyl- und Acyl-Ghrelin
korreliert (55). Zudem supprimiert Ghrelin die Adiponektin-Expression um fast 50% (56).
Diese entgegengesetzte Beeinflussung der beiden Hormone, ldsst sich mit der
unterschiedlichen Wirkweise auf den Energiehaushalt begriinden. So fordert Ghrelin die
Glucose-Oxidation sowie die Lipogenesis und im Gegensatz dazu steigert Adiponektin die
Gluconeogenese, die B-Oxidation sowie die TAG-Clearence (57).

Des Weiteren stimulieren Insulin und IGF-1 die Adiponektinsekretion (51), wohingegen sie
die Ghrelin-Sekretion hemmen, so kann ein inhibitorischer Effekt zwischen Ghrelin und dem

IGF-1 beobachtet werden (58).
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Es besteht ein grofes Interesse der Forscher darin einen direkt hemmenden Effekt des
Adiponektin auf das hungerférdernde Ghrelin aufzuzeigen, um damit eventuell der
Entstehung der Adipositas entgegenzuwirken. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
in vitro bei Vagus induzierter Stimulation der Total-Ghrelinsekretion, die Applikation von
Adiponektin eine signifikante Reduktion der Ghrelinkonzentration zur Folge hatte. Somit ist
die negative Korrelation zwischen den beiden Hormonen nicht nur indirekt durch die
Insulinwirkung hervorgerufen, sondern wie hier gezeigt werden konnte, auch durch eine
direkte Wechselwirkung.

Somit ldsst sich die Hypothese aufstellen, dass womdglich auch bei in vivo Versuchen die
Verabreichung von Adiponektin eine Verminderung der korpereigenen Ghrelinausscheidung

zur Folge haben konnte. Hierzu sind noch weitere in vivo Studien notwendig.

5.3. Auswirkungen von Resistin auf die Ghrelinsekretion

Resistin ist ein Peptidhormon, welches von Adipozyten sezerniert wird. Auch bekannt unter
dem Namen serine/cysteine rich adipocyte specific secretory factor (ADSF) oder FIZZ3,
besteht es aus 108 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von 11,3 kDa.

Steppan et al. entdeckte es erstmals 2001. Nachdem er es Miusen verabreichte und eine
darauffolgende Insulin-Resistenz beobachtete, gab er diesem Peptid seiner Wirkung nach
zufolge ,,resistance to insuline* den Namen Resistin (59). Des Weiteren stellte man fest, dass
Rosiglitazone die Insulin-Sensitivitdt erhohen und die Expression von Resistin supprimieren
(60). In den darauf folgenden Jahren beschéftigten sich viele Arbeitsgruppen mit dessen

Wirkung auf den menschlichen Organismus.

Resistin stimuliert in Adipozyten die Lipolyse und die Expression von VCAM1 und von
ICAMI1, was in der Pathogenese der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielt (61). Erhdhte
Konzentrationen von Resistin waren auch verbunden mit dem gesteigerten Auftreten von
plotzlichem Herzversagen (62).

Ferner wurde eine Assoziation mit der Adipositas und mit der Entstehung von Diabetes
mellitus Typ II postuliert (63, 64, 65). Viele Arbeiten beschreiben im Fettgewebe, in der
Skelettmuskulatur und in der Leber eine positive Korrelation der Resistinkonzentration mit
einer Insulinresistenz. So fiihrte die Gabe von Resistin zu einer Verminderung der Tyrosin-
Phosphorylisation des Insulinrezeptors um ca. 40%, was letztlich eine Insulinresistenz zur

Folge hatte (66).
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Es konnte gezeigt werden, dass durch Stimulation der Expression proinflammatorischer
Zytokine (67,63) die Insulin-Sensitivitit durch Blockierung der Insulin-Wirkkaskade reduziert
und damit die Entstehung einer Insulin-Resistenz gefordert wird (68).
Dariiber hinaus fand man heraus, dass Resistin die intrahepatische Glucoseproduktion erhoht,
indem es die Glucose-6-Phosphatase, die Phosphoenolypyruvate-carboxykinase (PEPCK),
und den Suppressor des Cytokine -Signal 3 (SOCS-3) stimuliert (69).

Letztlich besteht die Hauptwirkung des Resistin indirekt durch Induktion einer
Insulinresistenz. So fiihrte die Perfusion eines isolierten Rattenmagens mit Insulin zu einer
signifikanten Erniedrigung des Ghrelinspiegels (70). Theoretisch wére es also durchaus
denkbar, dass Resistin aufgrund seiner inhibitorischen Effekte auf die Insulinwirkung, einen
stimulierenden Effekt auf die Ghrelinfreisetzung haben konnte. Dies muss allerdings erst in

weiteren Studien gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass weder die Konzentration 10™"°M
noch 10®M einen signifikanten Effekt auf die Desacyl-/ Acyl-Ghrelinsekretion erzielte. So
dass davon auszugehen ist, dass Resistin in vitro keinen stimulierenden Effekt besitzt und der

Effekt erst Uiber Insulin vermittelt wird.

Daher kann man abschlieBend sagen, dass sowohl Resistin als auch Ghrelin eine
entscheidende Rolle in der Entstehung der Adipositas und deren Folgeerkrankungen haben,

aber eine direkte Wechselwirkung nicht nachgewiesen werden konnte.

5.4. Auswirkungen von Apelin auf die Ghrelinsekretion

Apelin wurde erstmals aus dem Rindermagen exprimiert, basierend auf seiner Fihigkeit die
extrazellulire Azidifikationsrate zu erhéhen und die cAMP Produktion in chinesischen
Hamsterovarien zu erniedrigen, nachdem diese mit einem APJ-Rezeptor versehen wurden
(71, 72).

Apelin-36 besteht aus 36 Aminosduren und wird in vielen Regionen des Korpers exprimiert.
So konnte es z.B. im Gastrointestinaltrakt, im Herzen, im GefdBlsystem, in der
Skelettmuskulatur, in der Niere, im Gehirn, in der Lunge, in der stillenden Mamma sowie im
weillen Fettgewebe nachgewiesen werden (73, 74). Aufgrund dieser Erkenntnis beschiftigen

sich viele Arbeitsgruppen mit der Wirkweise des Apelins auf die jeweiligen Organsysteme.
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Es hat Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System (75, 76), indem es den arteriellen Blutdruck
senkt, positiv inotrop wirkt und fernerhin beim Entstehen von kardiovaskuldren Erkrankungen
beteiligt ist (77).

Uberdies wurde auch eine Steigerung des Trinkverhaltens bei Ratten beobachtet (72). Auf das
nephrologische System wirkt es durch Hemmung des Angiotensin II diuretisch, was
letztendlich auch zu einer Gewichtsreduktion fiihren kann.

Interessanterweise wirkt es auch als Cofaktor im Prozess der HIV-Infektion (78, 79, 80),
wobei zwischen dem kiirzeren und dem ldngeren Peptid differenziert werden muss (Apelin 13
und 16). So verhindert das ldngere Peptid sogar den Eintritt des HI-Virus in die menschliche
Zelle (81), wohingegen das kiirzere Apelin 13 vor allem Einfluss auf das Herz-

Kreislaufsystem nimmt (82).

Der Hauptexpressionsort des Apelin ist der Magenfundus, so wurde es in den mucosalen
Neben-, Haupt- und Becher-Zellen entdeckt, aber auch im Kolon, Ileum und Duodenum
konnte es nachgewiesen werden.

Studien zeigen, dass Apelin und Chromogranin A, ein Marker endokriner Zellen (83), in
gastralen Epithelzellen coexistieren. Dies fiihrt zu der Annahme, dass Apelin auch eine
endokrine Funktion im Magen ausiiben konnte. Dariiber hinaus konnte mittels
Immunhistochemie das Vorliegen von Apelin in glanduldren Epithelzellen des menschlichen
und tierischen Magens belegt werden (84). Somit erfiillt es sowohl endokrine als auch

exokrine Funktionen.

Aufgrund der Expression des Apelins in Organsystemen, die in der Sattigungskaskade
involviert sind, legt die Hypothese nahe, dass dieses Peptid Auswirkungen auf die
Nahrungsaufnahme und vielleicht sogar einen direkten Effekt auf die Ghrelinsekretion haben
konnte.

Bei intraperitonealer Zufuhr von Apelin kam es bei adipdsen Menschen zu einer Reduktion
des Korpergewichts bzw. konnte eine Gewichtszunahme verhindert werden (85).

Dieser Effekt beruht auf eine durch das Apelin getriggerte Expression bestimmter Proteine
(UCPs 1), welche Auswirkungen auf die Adipositas und den Energie-Metabolismus haben
(85). Dartiber hinaus kommt es zu einer Senkung des plasmatischen Insulin- und Leptin-
Spiegels, was ein weiterer Cofaktor in der Reduktion des Ubergewichts darstellt. Eine

Verianderung der Nahrungsaufnahme per se konnte aber nicht gezeigt werden (85).
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Eine intracerebroventriculdre Gabe von Apelin-13 hingegen fiihrte zu einer verminderten
Nahrungsaufnahme bei fressenden Ratten, nicht jedoch bei fastenden Tieren. Im Gegensatz
dazu fiihrte eine kontinuierliche Administration von Apelin-12 zu einer Fress-Stimulation
(86).

Reaux et al. entdeckten Apelin-Neurone im Nucleus supraopticus und Nucleus
paraventriculare, beides Strukturen, die als Sattigungszentrum fungieren (72). Diese steigern
durch die Ausschiittung von TRH und CRH den intrakorporalen Energieverbrauch, indem
sie verstirkt Schilddriisenhormone sezernieren. Durch Aktivierung des symphatischen
Nervensystems vermindern sie die Nahrungsaufnahme und rufen damit konsekutiv eine

Gewichtsreduktion hervor.

Eine direkte Assoziation zwischen Ghrelin und Apelin konnte bis jetzt nur durch die gleichen
Expressionsorte vermutet werden. So wurde in der vorliegenden Arbeit der Versuch
unternommen durch Zugabe eines Apelin-Gemisches, eine vagusstimulierte Ghrelinsekretion
zu beeinflussen. Weder die Apelin Konzentrationen 10"°M noch 10®M verinderten die
Desacyl-Ghrelin Ausschiittung signifikant.

Durch diese Erkenntnisse ist davon auszugehen, dass Apelin eher durch eine zerebrogastrale
Verschaltung seine Wirkung auf die Energichomdostase entfaltet, als durch eine direkte

Interaktion mit dem gastral sezernierten Ghrelin.

5.5. Auswirkungen von Obestatin auf die Ghrelinsekretion

Obestatin ist ein 23 Amonosédurepeptid, welches aus dem Rattenmagen sezerniert wurde. Es
entsteht aus dem gleichen Vorlduferpeptid wie Ghrelin. Wie bereits erwihnt, wird diesem
Peptidhormon nachgesagt, dass es die tdgliche Nahrungsaufnahme vermindert, die
Magenentleerung verzogert, das Korpergewicht reduziert und als Gegenspieler zum Ghrelin
fungiert (13). Daraus resultiert die These, dass es sich bei Obestatin, um den direkten
Antagonisten des Ghrelin handeln muss, da alle von Zhang beschriebenen Effekte sich kontrar
zu der Wirkung von Ghrelin verhalten.

So zeigte Lagaud, dass eine intraperitoneale Verabreichung von Obestatin eine anorektische
Wirkung nach sich zog und eine Ghrelingabe orexigen wirkte. Als beide Hormone jedoch
gemeinsam verabreicht wurden, édnderte sich das Fressverhalten der Ratten und Miuse nicht.

Somit wurde eine antagonistische Interaktion postuliert (87, 13, 38).
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Im Gegensatz zu den oben genannten Studien behaupten viele Arbeitsgruppen, dass Obestatin
alleine oder in Kombination mit CCK keinen Effekt auf die Nahrungsaufnahme hat und auch
die gastrale Entleerung nicht beschleunigt (88, 89). Weder in vivo noch in vitro verabreichtes

Obestatin ergaben eine Wirkung auf die Energie-Homdostase (88, 89).

Bassil hingegen entdeckte, dass Obestatin die Fahigkeit des Ghrelins, nimlich die EFS-
evozierte Kontraktion des Magens zu erleichtern, reduzierte. Dariiber hinaus schienen gréBere
Obestatinkonzentrationen (10-1000 nM) die Ghrelinsensitivitdt zu verringern, jedoch konnte
weder eine signifikante Verdanderung, noch eine Hemmung der jejunalen sowie der

Forestomach Kontraktion beobachtet werden (89).

Eine signifikante Erhohung der GH-Sekretion konnte fiir das Ghrelin, wie auch fiir seinen
Rezeptor, GHRH- oder GHRP-2, bei intravendser Administration gezeigt werden. Obestatin
hingegen konnte auch diesen Effekt nicht antagonisieren. So kam es bei
intrazerebroventrikuldrer Gabe zu keinerlei Veranderung in der Sekretion hypophysérer

Hormone wie GH, PRL, ACTH und TSH (90, 26).

Letztlich bleibt es fraglich, ob es sich bei Obestatin um den direkten Gegenspieler des
Ghrelins handelt. Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind zum Teil damit erklédrbar, dass bei
der Originalarbeit von Zhang et al. ein nicht purifiziertes Obestatin verwendet worden war.
Schlieflich war es der gleichen Arbeitsgruppe in einer spdteren Untersuchung, nach
Verwendung eines reinen Obestatin, nicht mehr mdglich ihre anfanglichen Ergebnisse zu
reproduzieren (91).

Ein weiterer Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte in den verwendeten
Obestatinkonzentrationen liegen. Denn weder sehr hohe noch sehr niedrige Dosen hatten bei
i.p. Gabe einen Effekt auf die Nahrungsaufnahme (87). Mittlere Konzentrationen hingegen
fiihren bei 7 tagiger Gabe zu einer Abnahme des Korpergewichts und des Fressverhaltens bei

Mausen (87).
Das Interesse dieser Arbeit besteht darin, alle moglichen systemischen Wechselwirkungen

auszuschlieBen um einen direkten Einfluss des Obestatin auf die Ghrelinsekretion zu

untersuchen.
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Eine Perfusion mit Obestatin zeigte in keiner Konzentration (10"''M, 10”M und 10”M) einen
signifikanten Effekt auf die Total-Ghrelinfreisetzung. Allerdings fiel ein deutlicher ,,off-
Effekt” nach Beendigung der Obestatininfusion auf.

Schlieflich konnte auch fiir das Aktive-Ghrelin keine Beeinflussung durch das in
Konzentration 10”M verabreichte Obestatin aufgezeigt werden.

Die Desacyl-Ghrelin Konzentration wurde durch Perfusion mit Obestatin in der
Konzentration 10°M tendenziell stimuliert, 10"M fiihrte sogar zu einer signifikanten
Stimulation der Desacyl-Ghrelinsekretion.

Interessant dabei ist, dass der Nervus vagus dabei eine tragende Rolle spielt, da bei Perfusion
des isolierten Organmodells mit Desacyl-Ghrelin ohne vagale Vorstimulation weder ein
stimulierender noch ein inhibitorischer Effekt auf den Obestatinspiegel zu erkennen war. Dies
lasst die Vermutung aufkommen, dass ein Zusammenspiel aller drei Bestandteile, Nervus

vagus, Obestatin und Desacyl-Ghrelin von Néten ist, um eine Reaktion zu erzielen.

Um eine mogliche interaktive Wirkung zwischen Obestatin und Nervus vagus besser zu
erkennen, zeigte eine Perfusion mit Obestatin bei gleichzeitig vagaler Stimulation eine
konstante Total-Ghrelin Ausschiittung, wohingegen bei Beendigung der Obestatinperfusion
und Beibehalten der vagalen Stimulation ein signifikanter Abfall der Ghrelin-Konzentration
zu beobachten war.

Dieser Effekt ist am ehesten mit dem Abbruch der Obestatinzufuhr zu erkldren (Off-Effect)
und einer daraus kurzzeitig veranderten gastralen Sekretionsleistung.

Mit diesen in vitro durchgefiihrten Experimenten kann eine gegenteilige Wirkung des
Obestatin auf das Ghrelin widerlegt werden und allenfalls von einem synergistisch

unterstiitzenden Effekt ausgegangen werden.

Die Erkenntnisse der in vivo Versuche iiber die Ineffektivitidt des Obestatin auf den Energie-
Haushalt (88) sowie die aktuellen in vitro Ergebnisse {iber einen eher synergistischen Effekt,
widerlegen die These, dass es sich bei dem Obestatin um den Gegenspieler des Ghrelin
handelt. So kann die Publikation von Gloucerol unterstiitzt werden, die eine Umbenennung
des Obestatin in ein Ghrelin-assozziertes Peptid fordert (92, 93). Letztlich handelt es sich bei
dem Obestatin wahrscheinlich eher um ein Spaltprodukt, das bei der Entstehung von Ghrelin

aus dem Vorlauferpeptid Praproghrelin entsteht, dhnlich wie das C-Peptid beim Insulin.
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5.6. Auswirkungen von Insulin auf die Obestatinsekretion

In einigen Arbeiten wird dem Obestatin eine anorektische Wirkung zugesprochen (13, 94,
95). Aus diesem Grund konnte diesem Hormon eine Mitbeteiligung in der Regulation der
Energie-Homdostase zugesprochen werden, wodurch auch eine Rolle im Glucosestoffwechsel
erkldrbar wire.

Guo et al. entdeckte bei libergewichtigen Menschen ein Ungleichgewicht im Verhéltnis
zwischen Ghrelin und Obestatin. Bei diesen Testpersonen fand man praprandial eine erhohte
Ghrelin/Obestatin-Ratio (96). Auch die Forschergruppe um Bernd Beck kam zu dem
Ergebnis, dass dicke Ratten praprandial einen hoheren Plasma Ghrelin-Spiegel aufwiesen als
deren diinne Vergleichsgruppe (97). Dies ldsst die Hypothese aufkommen, dass vielleicht
nicht nur ein erhohter praprandialer Ghrelinspiegel, sondern auch ein erniedrigter

praprandialer Obestatinwert dieses Ungleichgewicht hervorrufen konnte.

So kamen einige Studien zu dem Resultat, dass erniedrigte priprandiale Obestatin-
Konzentrationen mit einem Diabetes mellitus Typ II, einer gestorten Glucoseregulation, sowie
einer Insulinresistenz assoziiert waren (98, 99). Ahnliches zeigte Nakahara et al., er postulierte
eine negative Korrelation zwischen niichtern Obestatin, BMI, Glucose und Insulin (100).
Zugleich entdeckten Forscher eine Insulin-Signal-Kaskade im Gastrointestinaltrakt, was
diesen somit zu einem insulinsensitiven Gewebe macht (101). Daher liegt es nahe, dass die
postprandiale Insulinausschiittung einen Effekt auf die ebenfalls gastral sezernierten Hormone
Ghrelin und Obestatin ausiiben konnte.

Hinsichtlich des Ghrelins konnte gezeigt werden, dass ein postprandial kombinierter Anstieg
von Glucose und Insulin zu einem Abfall der Ghrelin-Sekretion sowohl bei gesunden
Probanden wie auch bei insulinresistentem Typ 2 Diabetikern fiihrt (102).

Intraperitoneal verabreichtes Obestatin fiihrte bei Miusen zu einer 43-53% Reduktion der
Nahrungsaufnahme sowie zu einer Abnahme der Glucoseexkursion bzw. Insulinsensitivitét
um 64-77% und 39-41% (14). Wobei letztere Erkenntnisse eher aus einer Verdnderung des

Appetits resultieren, als auf einen direkten Effekt des Obestatins auf die Insulinsekretion (14).

Die Arbeiten von Anderwald-Stadler kamen zu dem Ergebnis, dass eine intravendse Insulin-
Injektion eine signifikante Abnahme der Obestatinkonzentration bei Insulin-sensitiven
Probanden (368+/- 14pg/ml), nicht aber bei Insulin-resistenten, nach sich zog.

Im Gegensatz dazu wurde eine Insulin-induzierte Abnahme der Ghrelinsekretion sowohl bei

Insulin-resistenten, wie auch sensitiven Menschen beobachtet. Dies fiihrt zu der Annahme,
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dass die priprandialen Obestatinwerte beim Menschen negativ mit einer Insulin-
Sensitivitidt/bzw. positiv mit einer Resistenz korrelieren. Somit wédre es auch erklédrbar,
weshalb Probanden, die im Rahmen eines metabolischen Syndroms, eine Adipositas und eine
Insulinresistenz mit konsekutiv dauerhaft erhohten Insulinspiegeln entwickeln, erniedrigte
priaprandiale Obestatinwerte aufweisen.

Letztlich postulierte die Gruppe um Zhi-Fu Guo, dass iibergewichtige Individuen im
Gegensatz zu einer normalgewichtigen Vergleichsgruppe sowohl pri- als auch postprandial

niedrigere Obestatinkonzentrationen aufzeigen (96).

Fiir Insulin existieren einige in vivo Studien bei Menschen und Nagetiere, die auf einen
inhibitorischen Effekt des Insulins auf die Ghrelinfreisetzung hinweisen (103, 104, 105, 106,
107), die Wirkweise auf das Obestatin jedoch ist noch unbekannt.

Im gegenwirtigen Experiment, in dem gesunde Ratten ohne Stérungen in der Glucose-
Homéostase verwendet wurden, fiihrte die Infusion von Insulin in der Konzentration 10°M zu
einer tendenziellen Reduktion der Obestatinausscheidung, 10°M hingegen zeigte keinerlei
Verdnderungen. Letztlich ist unter Ausschaltung endogener Faktoren die Wirkung des

Insulins auf Obestatin mit Hilfe der aktuellen Ergebnisse nicht sicher zu eruieren.

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass intraorganelle Wechselwirkungen fiir die
gegenseitige Interaktion beider Hormone verantwortlich sind, ein direkter Zusammenhang

aber ausgeschlossen werden kann.

5.7. Auswirkungen von Acyl- und Desacyl-Ghrelin auf die Obestatinsekretion

In dem vorangegangenen Abschnitt wurde bereits auf die Wirkung von Obestatin auf Ghrelin
eingegangen, im nun folgenden Teil wurde das Augenmerk auf die Wirkung der Subtypen des
Ghrelins auf die Obestatinsekretion gerichtet. Alle drei Abkdmmlinge des Proghrelins (Acyl,
Desacyl-Ghrelin und Obestatin) werden konkormitant von den A-Like-Zellen des Magen
sezerniert.

Das orexigenetische Peptidhormon Ghrelin zirkuliert intarorganell hauptsédchlich in zwei
Formen, der acylierten und der desacylierten Form.

In Zeiten von Nahrungsmangel scheinen Obestatin und Acyl-Ghrelin, anders als auf den
Magen, dhnliche Effekte auf das Pankreasgewebe auszuiiben. So stimulieren beide Hormone

die Glucagonsekretion und hemmen die PYY- und Somatostatinausscheidung aus den
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Langerhansinseln des Pankreas von Ratten und Méusen. Die Insulinsekretion konnte lediglich
durch Obestatin in physiologisch relevanten Konzentrationen gehemmt werden (108).
Demgegeniiber beeinflusste das Desacyl-Ghrelin die pankretische Hormonsekretion nicht.

Es ist anzunehmen, dass die Wirkung des endogenen Acyl-Ghrelins, wie z.B. die Appetit-
Regulation, die Adipogenese, der Energie-Verbrauch und die gastrointestinale Peristaltik (40),
durch die gleichzeitige Sekretion von Obestatin und Desacyl-Ghrelin ausgeglichen wird. So
konnte Van der Lely aufzeigen, dass Acyl-Ghrelin im menschlichen Organismus zu einer
signifikanten Steigerung des Glucose- und Insulin-Levels fiihrt (110). Bei zusédtzlicher Gabe
von Desacyl-Ghrelin konnte dieser Effekt jedoch nicht mehr reproduziert werden.

Dies flihrt zu der MutmaBung, dass in vivo die Effekte des endogenen Acyl-Ghrelins und des
Obestatins tiberschattet und/oder durch das Desacyl-Ghrelin abgeschwécht werden (109).

In Studien konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem Desacyl-Ghrelin nicht um eine
inaktive Form des Ghrelins handelt (111, 112, 113, 114, 115). Fernerhin nimmt es je nach
Verabreichung gegensétzliche Wirkweisen an. So induzierte es eine Steigerung der
Nahrungsaufnahme bei intrazerebroventrikuldrer Administration, wohingegen eine periphere

Verabreichung (i.p. und i.v.) zu einem anorektischen Effekt fiihrte (116, 117).

Im menschlichen Organismus, in dem Desacyl-Ghrelin im Serum in héheren Konzentrationen
vorgefunden wird als Acyl-Ghrelin, fungiert es als metabolisch, antiprolifertativ und
kardiovaskuldr endokriner Faktor (118). So hatten Méuse mit einer genetisch induzierten
Uberexpression von Desacyl-Ghrelin einen kleineren Body-mass-Index, ein vermindertes
Fressverhalten, sowie einen herabgesetzten freien Fettsdure-Spiegel. Bei Menschen flihrte
eine intravendse Zufuhr zu einer frither einsetzenden nahrungsbezogenen Insulinantwort, zu

einem gesteigerten Glucosemetabolismus sowie zu einer erhdhten Insulinsensitivitdt (110).

Lagaud et al. konnte belegen, dass sich Ghrelin und Obestatin bei gleichzeitiger
Verabreichung in vivo dermaBien beeinflussen, dass weder eine Zu- noch eine Abnahme in der
Nahrungsaufnahme beobachtet werden konnte. Bei alleiniger Verabreichung jedoch
gegensitzliche Effekte beobachtet werden konnten. So fiihrte i.p. verabreichtes Ghrelin zu
einem Anstieg des Fressverhaltens bei Ratten (ca. 13-15,5 g) und Maiusen (ca. 3,1-4,1g),
Obestatin hingegen bewirkte eine Verminderung (87). Aus dieser Erkenntnis wurde eine

antagonistische Wirkung der beiden Hormone aufeinander vermutet.

57



Spezielle Diskussion

In der vorliegenden Arbeit liegt das Interesse nun darin eine direkte Wirkung der Subtypen
des Ghrelins auf die Obestatinsekretion aufzuzeigen, um hieraus eine mdgliche Interaktion
der Hormone unter Ausschluss systemischer Effekte aufzudecken.

Es konnte gezeigt werden, dass Acyl-Ghrelin in der Konzentration 10'M einen signifikant
inhibitorischen Effekt auf die Obestatinfreisetzung ausiibt, bei weiterer Verdiinnung aber
keine Beeinflussung mehr registrierbar war. Somit ldsst sich eine Parallele zwischen den in

vitro Versuchen und den Ergebnissen von Quader et al. aufzeigen (109).

Eine wie vermutet synergistische Wirkung des Desacyl-Ghrelins konnte nicht gezeigt werden,
da weder die Konzentrationen 10°M noch 10'M einen stimulierenden Effekt auf den

Obestatinspiegel austibten.

Dennoch muss kritisch hinterfragt werden, ob in vitro Ergebnisse auf in vivo Verhiltnisse
iibertragbar sind, denn es ist zu vermuten, dass endogene Faktoren die Wirkung des Obestatin
dermallen beeinflussen, dass es zu einer synergistischen Wirkweise beziiglich des Ghrelins

oder gar zu einem kompletten Wirkverlust kommt (92, 93).

5.8. Auswirkungen von Alter und Gewicht der Ratten

Bekannt ist bereits, dass bei libergewichtigen Zucker-Ratten der Plasma Ghrelinspiegel nach
24 stlindigen Fasten hoher ist als bei der normalgewichtigen Vergleichsgruppe (119).

Beck et al. postulierte dariiber hinaus, dass diese Tatsache nicht nur auf fastende Ratten
zutrifft, sonder auch bei selbstindig fressenden ilibergewichtigen Ratten vorzufinden ist (120).
Andere Arbeiten widerlegten diese These, indem sie zeigten, dass adipdse Ratten, denen
ebenfalls der Nahrungszugang fiir 24 Stunden verweigert wurde, einen niedrigeren
priaprandialen Plasma Ghrelin-Spiegel hatten als die diinne Vergleichsgruppe (121). Erklarbar
ist dies mit der hoheren Blutglucose-Konzentration bei Adipdsen, welche den Korper daran
hindert das hungerférdernde Peptidhormon Ghrelin zu sezernieren. Des Weiteren hemmt auch
ein groBBeres Energie-Depot die Ausschiittung.

Nicht nur eine erniedrigte Konzentration, sondern auch ein verzogerter Wideranstieg der
Ghrelinsekretion nach dem Fasten wurde beobachtet.

So stieg bei dicken Ratten das totale und aktive Ghrelin erst nach 48 Stunden wieder an, bei

den Diinnen dagegen schon nach 24 Stunden (121).
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In dem hier durchgefiihrten Versuchsablauf konnte in den beiden Vergleichsgruppen kein
signifikanter Unterschied in der Desacyl-Ghrelinsekretion beobachtet werden. Jedoch war bei
den isolierten Organmodellen adipdser Ratten praprandial eine doppelt so hohe Konzentration
an Desacyl-Ghrelin messbar als bei der ca. 200 g leichteren Versuchsgruppe. Uberdies stieg
auch bei in vitro Stimulation des Nervus vagus die Ghrelin-Konzentration bei den dicken
Tieren hoher an.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind hochstwahrscheinlich Ausdruck komplexer
Regulationsmechanismen, die im Organismus stattfinden und bei in vitro Versuchen
ausgeschalten sind. Eine weitere Erklarung dieser Ergebnisse konnte auch in dem
unterschiedlichen Alter der Versuchstiere liegen, denn die iibergewichtigen Ratten in unserem
Experiment waren im Durchschnitt 62,3 Tage + 10,8 Tage é&lter als die diinne
Vergleichsgruppe. Diesbeziiglich postulierte Saeko Akimoto-Takano und seine Mitarbeiter,
dass die plasmatische Desacyl-Ghrelin Konzentration bei élteren Ratten hoher ist als bei

jiingeren, wohingegen die Konzentration des Acyl-Ghrelins im Alter abnimmt (122).

Beim Menschen verhidlt es sich gegensitzlich. So weisen adipdse Probanden einen
niedrigeren Desacyl- und Total-Ghrelinspiegel auf, im Gegensatz dazu ist der Acyl-Ghrelin
Gehalt im Vergleich zur diinneren Vergleichsgruppe signifikant erhoht. Dies ist letztendlich
wahrscheinlich auf eine Adipositas-assoziierte Erhohung des Leptins und Insulins

zuriickzufiihren, welche beide hemmend auf die Ghrelinsekretion wirken (123).

Zhi-Fu Guo et al. entdeckte, dass dicke Menschen sowohl pri- als auch postprandial einen
niedrigeren Plasma Ghrelinspiegel aufweisen als Diinne (91). So konnte eine Beteiligung des
Ghrelins an der Entstehung der Adipositas bezweifelt werden. Aber das erhdhte
Ghrelin/Obestatin-Verhéltnis weicht bei tiibergewichtigen Menschen zu Gunsten des
hungerfordernden Ghrelins stérker voneinander ab.

Eine weitere Erkldrung flir erniedrigte praprandiale Ghrelinwerte wére eine physiologische
Adaption des Korpers an eine erhdhte positive Energie-Balance, mit der Konsequenz der
Downregulierung des Appetit-fordernden Hormons (124). So war bei 2 Monate alten Zucker-
Ratten das Ghrelin herunterreguliert, womit ein Schutz gegen die Entstehung der Adipositas

hervorgerufen werden konnte (119).
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6. Zusammenfassung

Eine Reihe gastrointestinaler Peptide vermitteln das Sattigungsgefiihl liber vagal afferente
Fasern an Hungerzentren im zentralen Nervensystem. Dabei spielen vor allem die Subzentren
des Hypothalamus, die perifornikalen Neuronen, der Hirnstamm und die Hypophyse eine
tragende Rolle (125).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine stimulierende Wirkung des Nervus vagus auf die
Ghrelinsekretion aufgezeigt werden. So fiithrte die Aktivierung des parasymphatischen Nerven
unabhingig von der Zeitdauer zu einer signifikanten Zunahme der Acyl-, Desacyl-, und Total-
Ghrelinsekretion. Dieses Phdnomen wird in vivo vor allem in der cephalen Phase der
Nahrungsaufnahme beobachtet. So interpretierte Sugino et al. den priprandialen Anstieg des
Plasmaghrelins bei Versuchstieren, die in Erwartung auf ihre Mahlzeit waren, als ein vagal
vermittelter konditionierter Reflex (126).

Im Gegensatz dazu konnte kein Effekt der Vagusstimulation auf die Obestatinsekretion
nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ldsst sich durch die durchgefiihrten Versuche sagen, dass eine vagale
Interaktion des Ghrelins mit dem zentralen Nervensystem besteht. Fiir Obestatin scheint das

jedoch nicht giiltig zu sein.

In der Entstehung der Adipositas spielt eine Insulinresistenz eine tragende Rolle. Im Rahmen
dieser Beobachtungen wurde auch ein Zusammenhang mit dem von Adipozyten sezerniertem
Adiponektin gesehen, welches bei adiposen Probanden signifikant erniedrigt war.

Des Weiteren wurde eine negative Korrelation zum Desacyl- und Acyl-Ghrelin beobachtet
(55). Dies ldsst die Vermutung aufkommen, dass nicht nur die entgegengesetzte
Stoffwechselleistung der beiden Hormone dafiir verantwortlich ist (57), sondern auch ein
moglicher direkter Einfluss aufeinander.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass durch Zugabe eines Adiponektingemisches eine
signifikante Reduktion der Total-Ghrelinsekretion zu beobachten war. Diese Erkenntnis kann
der Grundstein moglicher Therapieansitze fiir die Behandlung von Adipositas und deren
Folgeerkrankungen sein. So wiére es durchaus denkbar, dass durch externe Zufuhr von
Adiponektin nicht nur die Entstehung der Insulinresistenz verhindert werden kann, sondern
auch durch die Verminderung des Hungergefiihls die Entstehung des Ubergewichts reduziert

wird.
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Das von Adipozyten sezernierte Resistin, welches im menschlichen Organismus eine
Insulinresistenz vermittelt, ist wesentlich an einer Gewichtszunahme beim Menschen beteiligt
(63, 64, 65). In vitro Experimente zeigten, dass die Perfusion des Rattenmagens mit Insulin
eine signifikante Reduktion der Ghrelinsekretion zur Folge hatte (70). Daraus ergibt sich die
Vermutung, dass womoglich eine direkte Wechselwirkung zwischen Resistin und Ghrelin
besteht. Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese These wiederlegt werden, denn es konnte kein

Einfluss der beiden Hormone aufeinander entdeckt werden.

Der Magen als Hauptexpressionsort des Apelins und der Nachweis des Vorkommens in
endokrinen Zellen sowie im zerebralen Sittigungszentrum, lassen eine Beteiligung des
Apelins an der Sattigungskaskade vermuten. In der vorliegenden Arbeit fiihrte jedoch eine in
vitro Infusion des Rattenmagens mit Apelin weder in den Konzentrationen 10™'°M noch 10®*M
zu einer signifikanten Verdnderung der Desacyl-Ghrelin Ausschiittung. Folglich konnte
gezeigt werden, dass der Wirkmechanismus des Apelins vermutlich auf einer cerebrogastralen

Verschaltung beruht und nicht auf eine direkte Interaktion mittels Ghrelin.

Um die direkte Wirkung zwischen Obestatin und Ghrelin zu untersuchen und um die in vivo
moglichen Wechselwirkungen zu demaskieren, wurde in der vorliegenden Arbeit ein in vitro
Experiment verwendet.

Interessanterweise flihrte die Zugabe eines Acyl-Ghrelingemisches in der Konzentration
10"M zu einer signifikanten Abnahme der Obestatinsekretion.

Eine vermutete synergistische Wirkung des Desacyl-Ghrelins konnte nicht gezeigt werden, da
weder die Konzentrationen 10°M noch 107M einen stimulierenden Effekt auf den

Obestatinspiegel ausiibten.

In den vorliegenden Experimenten konnte kein Effekt des Obestatin auf die gastrale
Ghrelinsekretion nachgewiesen werden.

Vielmehr erhértet sich die Vermutung, dass es sich bei dem Obestatin lediglich um ein
Spaltprodukt bei der Entstehung von Ghrelin aus Priproghrelin handelt, als um ein

Peptidhormon mit eigener Funktion.
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Ein weiteres Interesse war es, die Auswirkung von Insulin auf die Obestatinsekretion zu
untersuchen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Insulin
in der Konzentration 10®M zu einer tendenziellen Verminderung der Obestatinausscheidung
fiihrte, 10°M jedoch keinerlei Verinderungen nach sich zog. Diese Erkenntnis bekriftigt ein
weiteres Mal, dass dem Obestatin keine wesentliche Rolle in den Regulationsmechanismen

der Erndhrungskaskade zugeschrieben werden kann.

Des Weiteren konnte eine unterschiedliche Desacyl-Ghrelinsekretion bei dicken und diinnen
Ratten aufgedeckt werden. Diese Beobachtung beruht jedoch vermutlich vielmehr auf das

unterschiedliche Alter als auf das Korpergewicht der Tiere.

Zusammenfassend zeigen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten, dass Adiponektin
zu einer deutlichen Verminderung des Ghrelinspiegels fiihrt, was moglicherweise ein neuer
Therapieansatz in der Bekdmpfung der Adipositas darstellt. Resistin und Apelin hingegen
hatten keinen wesentlichen Einfluss auf die Ghrelinsekretion im isolierten
Rattenmagenmodell.

Zudem ergab sich, dass Obestatin anders wie von vielen Arbeitsgruppen postuliert, keine
tragende Rolle in der Erndhrungskaskade spielt. Denn es fiihrte weder zu einer Reduktion der
Ghrelinausscheidung, noch interagierte es mit dem Nervus vagus. Auch eine Wechselwirkung
der beiden Hormone Ghrelin und Obestatin konnte widerlegt werden. Diese Erkenntnisse
bekriftigen die Vermutung, dass das Obestatin womdglich nur als Spaltprodukt aus der
Synthese von Ghrelin fungiert, die Wirkung auf den Energie-Organismus jedoch gering und
von keiner relevanten Bedeutung ist, Effekte auf andere Organsysteme aber durchaus

bestehen.
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7. Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen

Abbildung 1:

Versuchsanordnung zur Uberpriifung des Effektes des Nervus vagus in Abhéngigkeit von der
Stimulationsdauer auf die Ghrelinsekretion. In der gesamten Zeit wurde der Magen luminal mit einer
auf pH 2 titrierten Natriumchloridldsung und vaskuldr mit einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung
perfundiert. Dabei schloss sich der Aquilibrierungsphase eine Vorlauf- und Stimulationsphase an

sowie die abschlieBende Endlaufperiode.

Abbildung 2:

Testung der Auswirkung des Nervus vagus auf die Obestatinsekretion. Wahrend des gesamten
Experiments wurde der Magen luminal mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlésung und
vaskular mit einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung perfundiert. Dabei schloss sich der
Aquilibrierungsphase eine Vorlauf- und Stimulationsphase an sowie die abschlieBende

Endlaufperiode.

Abbildung 3:

Versuchsschema zur Uberpriifung der Auswirkungen der gastrointestinalen Hormone auf die
Ghrelinsekretion. Wihrend des gesamten Experiments wurde der Magen luminal mit einer auf pH 2
titrierten Natriumchloridlosung und vaskuldr mit einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung perfundiert. Die
jeweiligen getesteten Hormone wurden in entsprechender Konzentration einer separaten Pufferlosung
beigemischt und nach einer 10 miniitigen Vorstimulation, iiber 10 Minuten perfundiert. Die
Nachstimulation erfolgte wieder in reiner Pufferlosung und schlieBlich wurde der Versuch mit einer

15 miniitigen Endlaufphase abgeschlossen.

Abbildung 4:

Uberpriifung der antagonistischen Wirkung des Obestatins auf die gastrale Ghrelinsekretion. Der
Magen wurde in dieser Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH 2 titrierten
Natriumchloridlosung perfundiert und vaskuldr zunichst mit einer reinen Pufferlosung, dann nach 25
Minuten mit einer Obestatin versetzten Losung und letztendlich wieder mit der substanzfreien

Flissigkeit perfundiert.
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Abbildung 5:

Testen der Wirkung des Insulin auf die Obestatinsekretion. Der Magen wurde in dieser
Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH 2 titrierten Natriumchloridlésung perfundiert
und vaskuldr abwechselnd mit reiner Pufferlosung und mit Insulin versetzten Puffergemischen

perfundiert.

Abbildung 6:
Uberpriifung der antagonistischen Wirkung des Acyl-Ghrelinsekretion auf die gastrale

Obestatinsekretion. Der Magen wurde in dieser Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH
2 titrierten Natriumchloridlosung perfundiert und vaskuldr zundchst mit einer reinen Pufferldsung,
dann nach 25 Minuten mit einer Obestatin versetzten Losung und letztendlich wieder mit der

substanzfreien Fliissigkeit perfundiert.

Abbildung 7:
Versuchsanordnung zur Uberpriifung der Wirkung des Desacyl-Ghrelin auf die gastrale

Obestatinsekretion. Der Magen wurde in dieser Versuchsanordnung luminal konstant mit einer auf pH
2 titrierten Natriumchloridlosung perfundiert und vaskuldr abwechselnd mit reiner Pufferlésung und

mit Desacyl-Ghrelin perfundiert.

Abbildung 8:

Versuchsanordnung zur Testung des Einflusses der Korpermasse und des Alterns auf die
Ghrelinsekretion. In der gesamten Zeit wurde der Magen luminal mit einer auf pH 2 titrierten
Natriumchloridldsung und vaskuldr mit einer Krebs-Ringer-Puffer-Losung perfundiert. Dabei schloss
sich der Aquilibrierungsphase eine Vorlauf- und Stimulationsphase an sowie die abschlieBende

Endlaufperiode.

Abbildung 9:

Graphische Darstellung der Verdanderung des Total-Ghrelin bei einer konstanten Vagusstimulation mit
einer Frequenz von 10 Hz Uber einen Zeitraum von 20 Minuten und einem intragastralen pH-Wert
von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 10:

Graphische Darstellung der Verdnderung des Total-Ghrelin bei einer konstanten Vagusstimulation mit
einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten und einem intragastralen pH-Wert
von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 11:

Graphische Darstellung der Verdnderung des Acyl-Ghrelin bei einer konstanten Vagusstimulation mit
einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von 10 Minuten und einem intragastralen pH-Wert
von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 12:

Graphische Darstellung der Verdnderung des Desacyl-Ghrelin bei einer konstanten Vagusstimulation
mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 10 Minuten und einem intragastralen pH-Wert
von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 13:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei einer konstanten
Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 20 Minuten und einem
intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die

Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 14:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10 miniitigen Infusion
von Adiponektin in einer Konzentration von 10®M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation
mit einer Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 30
Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 15:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Acyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Resistin in einer
Konzentration von 10®M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von
10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 {iber einen Zeitraum von 30 Minuten. Auf der Ordinate

wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 16:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Resistin in
einer Konzentration von 10*M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 {iber einen Zeitraum von 30 Minuten. Auf der

Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 17:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Resistin in
einer Konzentration von 10"'°M (n=4) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz
von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2 iiber einen Zeitraum von 30 Minuten. Auf der

Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min £ SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 18:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Apelin in
einer Konzentration von 10°M (n=4) wihrend einer 30 miniitigen konstanten Vagusstimulation mit
einer Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die

Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 19:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei Infusion von Apelin in
einer Konzentration von 10"'°M (n=2) wihrend einer 30 miniitigen konstanten Vagusstimulation mit
einer Frequenz von 10 Hz bei einem intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die

Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 20:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10 miniitigen Infusion
von Obestatin in einer Konzentration von 10"''M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von 30
Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 21:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10 miniitigen Infusion
von Obestatin in einer Konzentration von 10°M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30
Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 22:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Total-Ghrelinsekretion bei einer 10 miniitigen Infusion
von Obestatin in einer Konzentration von 10"M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts von 2
und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von 30
Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 23:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Acyl-Ghrelinsekretion bei einer 10 miniitigen Infusion
von Obestatin in einer Konzentration von 10”M (n=3) wihrend einer konstanten Vagusstimulation mit
einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 30 Minuten und einem intragastralen pH-Wert von
2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse

aufgetragen.

Abbildung 24:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei einer 10 miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10°M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts
von 2 und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von
30 Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 25:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei einer 10 miniitigen
Infusion von Obestatin in einer Konzentration von 10’M (n=4) wihrend eines intragastralen pH-Werts
von 2 und einer konstanten Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz {iber einen Zeitraum von
30 Minuten. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die Zeit in min auf der

Abszisse aufgetragen.

Abbildung 26:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei Infusion von Insulin in einer
Konzentration von 10°M (n=6) und 10®*M (n=6) iiber einen Zeitraum von 15 Minuten bei einem
intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die

Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 27:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei einer Infusion von Acyl-Ghrelin
in einer Konzentration von 10’M (n=7) iiber einen Zeitraum von 20 Minuten, sowie einem
intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die

Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 28:

Graphische Darstellung der Verianderung der Obestatinsekretion bei einer Infusion von Acyl-Ghrelin
in einer Konzentration von 10°M (n=5) iiber einen Zeitraum von 20 Minuten, sowie einem
intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min = SEM gegen die

Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 29:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Obestatinsekretion bei einer Infusion von Desacyl-
Ghrelin in einer Konzentration von 10"M (n=6) und 10°M (n=6) fiiber einen Zeitraum von 15
Minuten und einem intragastralen pH-Wert von 2. Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min

+ SEM gegen die Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Abbildung 30:

Graphische Darstellung der Verdnderung der Desacyl-Ghrelinsekretion bei einer konstanten
Vagusstimulation mit einer Frequenz von 10 Hz iiber einen Zeitraum von 20 Minuten und einem
intragastralen pH-Wert von 2.Auf der Ordinate wurden die Mittelwerte in pg/min + SEM gegen die

Zeit in min auf der Abszisse aufgetragen.

Tabelle 1: Herkunftsverzeichnis der verwendeten Substanzen
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8. Abkiirzungen

Abkirzung
ACTH
Abb.
AS
BMI
BRD
ca.
cAMP
CCK
ChAT
CRH
EEG
EFS
ERK1/2
Go6Pase
GHRH
GHRP
GH-Sekretion
GLP 1
GVA
HDL
Hz

ia.
i.c.v.
L.p.

Lv.
ICAM 1
IL8
irGRL
irOBS
MCP1
MEK
mg

min

Bedeutung

Adrenocorticotrophes Hormon
Abbildung

Aminoséure

Body-Mass- Index

Bundesrepublik Deutschland

Circa

Zyklisches Adenosinmonophosphat
Cholecystokinin

Cholin acetyltransferase
Corticotropin-Releasing-Hormon
Elektro-Enzephalographie
Elektrische Feldstimulation
Extracellular signal-regulated kinase 1/2
Glucose-6-phosphatase

Growth hormone releasing hormone
Growth hormone releasing peptide
Growth Hormone

Glucagon-like peptide 1

Afferente vagale Fasern

High Density Lipoprotein

Hertz

Intrarteriell
Intracerebroventriculére
Intraperitoneal

Intravends

Intracellular adhesion molecule 1
Interleukin 8

Immunreaktivitit auf Praproghrelin
Immunreaktivitét

Monocyte chemotactic protein-1
Mitogen-activated Protein Kinase
Milligramm

Minute
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mM

mol

NASH
NREM
PCK
PCNA
PDGF
PEPCK
PRL
PTx
PVR
PYY
REM

SEM

SOCS-3
Tab.
TNFa
TRH
TSH
UCPs 1
VCAM 1
WHO
z.B.

ZNS

Millimolar

Mol

Millisekunde

Non-alcoholic steatohepatitis
Non-Rapid Eye Movement
Protein-Kinase C

Proliferation cell nuclear antigen
Platelet-derived growth factor
Phosphoenolypyruvate-carboxykinase
Prolaktin

Pertussis toxin

Proliferative Vitreoretinopathie
Peptide YY

Rapid Eye Movement

Sekunde

Standart error of the mean (Standartabweichung vom
Mittelwert)

Suppressor of Cytokine signaling 3
Tabelle

Tumor Nekrose Faktor
Thyreotropin Releasing Hormon
Thyroid stimulating hormon
Uncoupling Protein 1

Vascular cell adhesion molecular
World Health Organisation

Zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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