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1. Einleitung

Eines der schwerwiegendsten Probleme der Bevdlkerung in den
industrialisierten Landern ist die Adipositas. Sie bezeichnet eine
pathologische Vermehrung des Kdorperfettes und ist nicht nur mit
einer vermehrten Morbiditat sondern auch mit erhéhter Mortalitat
verbunden. Die WHO definiert die Adipositas nach dem Body-
Mass- Index (BMI bedeutet Korpergewicht (kg) : Koérpergrol3e
zum Quadrat (m?)). Von Adipositas Grad 1 spricht man ab einem
BMI von 30-34.5, von Grad 3 bei BMI-Werten ab 40.

Von der europaischen Bevoélkerung sind 15- 20% adipds (BMI
grosser 30).

Sie entsteht durch eine positive Energiebilanz, meistens bei
Uberméassiger Nahrungsaufnahme (Kalorienzufuhr groR3er als
Kalorienverbrauch).  Adipositas  beginstigt viele weitere
Erkrankungen, angefangen von Hypertonie, Diabetes mellitus
Typ 2, orthopadischen Beschwerden, Hyperurikdmie,
Fettstoffwechselstérungen oder bis hin zu kardialen und
respiratorischen pathologischen Veranderungen sowie
bestimmten Karzinomen.

In frlheren Zeiten war die Fahigkeit, Energie schnell zu
speichern, ein Uberlebensvorteil solange es nicht immer
gewahrleistet war, genigend Nahrung regelméssig zu sich zu
nehmen. In den modernen Industriestaaten sind Hungerperioden
jedoch selten geworden. Ausserdem hat sich der téagliche
Kalorienverbrauch verringert. Die Menschen bewegen sich im
Vergleich zu vor hundert Jahren weniger und die Arbeitstéatigkeit
findet in den Industriestaaten hauptséchlich im Sitzen statt.

So fuhrt der Selektionsvorteil vergangener Zeiten heute schneller
zur Adipositas und damit zu einem Selektionsnachteil durch oben
genannte ,Wohlstandskrankheiten®.

Somit ist die Erforschung der Regulation der Nahrungsaufnahme
immer mehr in den Vordergrund gertckt. Nicht, um einem
Verhungern  vorzubeugen, sondern die  unkontrollierte
Nahrungsaufnahme zu bremsen.

Die Steuerung der Nahrungsaufnahme ist sehr komplex und wird
Uber zentrale, vagale und hormonelle Regulationssysteme sowie
appetitstimulierende (orektische) und -hemmende (anorektische)



Faktoren reguliert.

Die Energiezufuhr wird durch Hungergefihl und Sattigung
gesteuert. Auf zentralnervéser Ebene nimmt der Hypothalamus
die wichtigste Rolle ein. Die aus der Peripherie ankommenden
unterschiedlichen Signale werden dort mit Hilfe von einer Vielzahl
von Transmittern und Neuropeptiden verarbeitet, deren genaues
Zusammenspiel nur in Ansatzen erforscht ist.

Die Regulation der Nahrungsaufnahme beginnt mit dem
Hungergeftuhl und endet mit der Sattigung. Es spielen schon
verschiedene Faktoren, wie sensorische Reize, Aussehen,
Geruch und der Geschmack der Nahrung eine Rolle. Diese Reize
mussen im Gehirn mit neuronalen und hormonellen Signalen aus
dem Gastrointestinaltrakt und dem Stoffwechsel verbunden
werden.

Die Nahrungsaufnahme ftihrt Gber die Dehnungsrezeptoren des
Magens zu einer neuronalen Aktivierung des Nervus vagus.
Diese Information wird an die zentralen Informationszentren
weitervermittelt. Schon im Magen wird zwischen flissigen und
festen Bestandteilen der Nahrung unterschieden.

Der N. vagus nimmt im Regelkreis der Nahrungsaufnahme zwar
eine sehr wichtige Position ein, aber eine Vagotomie oder
Magentransplantation heben die Regulation der
Nahrungsaufnahme nicht voéllig auf. Deshalb muissen noch
weitere Faktoren in diesem komplizierten System eine Rolle
spielen.

Das erst 1994 entdeckte, vom Fettgewebe produzierte Hormon
Leptin scheint eine bedeutende Rolle fir die Langzeitregulation
des Korpergewichtes zu haben. Hingegen gelten Magen und
Dunndarm schon seit Mitte des letzten Jahrhunderts als
Ursprungsort peripherer Sattigungssignale, die vor allem der
Kurzzeitregulation der Nahrungsaufnahme dienen. Beim
Menschen und der Ratte nimmt der Magen eine wichtigere Rolle
als der Dinndarm ein.

In den spéaten 60er Jahren ergaben sich die ersten Hinweise,
dass neben dem vagalen System ein hormoneller Faktor
bestehen miusse, der die Nahrungsaufnahme limitiert. So ergab
sich bei Transfusion von Blut gesattigter Ratten eine
Verminderung der Nahrungsaufnahme bei hungrigen Ratten.



Zusatzlich konnte eine Hemmung der Nahrungsaufnahme bei
Fullung eines transplantierten, zweiten Magens, der keine
neuronale Verbindung zu zentralen Gebieten hatte, dokumentiert
werden (22). Die beiden schon bekannten gastralen Hormone
Somatostatin und Gastrin, die bei Nahrungsaufnahme ins Blut
sezerniert werden, zeigten bei Infusion physiologischer
Konzentrationen keinen Einfluss auf die Nahrungsaufnahme (97).
So Dblieb der entscheidende humorale Faktor, der die
Nahrungsaufnahme steuert noch unbekannt.

Erst 1999 gelang es einer japanischen Forschergruppe durch
Zufall einen unbekannten endogenen Liganden des Growth-
hormone-secretagogue-Rezeptors (GHS-R) zu separieren. Die
Entdecker tauften das Hormon ,Ghrelin®, in Anlehnung an die
indogermanische Wurzel ,ghre” des englischen Verbs ,grow“ und
dem in der endokrinologischen Nomenklatur dblichen Suffix -
relin® fir Hormone, die stimulierend auf die Freisetzung anderer
Hormone wirken (52). Dieses, aus 28 Aminosauren bestehende,
Polypeptid wird hauptsachlich vom Magen freigesetzt (83).
Neben Stimulierung des Wachstumshormones zeigte sich bei
exogener Zufuhr bei Nagetieren auch eine Gewichtszunahme.
Damit kbénnte Ghrelin ein mdglicher Kandidat fiir den humoralen
Informationsweg vom Magen an den Hypothalamus sein.

Wie Ghrelin auf die verschiedenen Organsysteme wirkt, wurde in
vielen wissenschaftlichen Publikationen behandelt. Jedoch wie
die Ausschittung von Ghrelin geregelt wird ist bislang noch
ungeklart. Dies st in Bezug auf ein Verstdndnis der
physiologischen Regulation der Nahrungsaufnahme und einer
maoglichen therapeutischen Nutzung von Ghrelin unerlasslich.

Im Hinblick auf diese Problematik wurde in dieser Arbeit auf
mdogliche Faktoren eingegangen, die die Sezernierung
beziehungsweise Hemmung von Ghrelin bewirken.

Hierbei wurde die Wirkung von Vagusstimulation, CCK und GIP
in verschiedenen Konzentrationen auf Ghrelin untersucht.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Wistarraten mit einem
Gewicht von 200 bis 500g verwendet (Charles River Wiga
GmbH, Sulzfelden, Deutschland).

Sie wurden im Veterinarbereich des Instituts fir Experimentelle
Chirurgie der Technischen Universitdt Muinchen unter
standardisierten Bedingungen gehalten:

Kunstlicher Tag/ Nacht- Rhythmus

Raumtemperatur 20- 23°C

Luftfeuchtigkeit 60- 70 %

Erndhrung mit Alleinfuttermittel flur Ratten (Sniff
Spezialdiaten GmbH, Guest) und Wasser

hronNPE

Die Versuchstiere wurden 12 Stunden vor Versuchsbeginn
nuchtern gesetzt.

2.2 Vagusstimulation

Bei diesen Experimenten werden die Nervi vagi mit einem
elektrischen  Impulsgeber (Voltstimulator, Grass Medical
Instruments, W. Warwick, RIl, USA) monophasisch stimuliert. Als
Stimulationsparameter wurden in den Versuchen eine Spannung
von 10V, eine Frequenz von 10Hz und eine Pulsdauer von 1ms
verwendet. Die Platinelektroden wurden zur Schonung der Nervi
vagi erst unmittelbar vor der Stimulationsphase am distalen Ende
des leicht gespannten linken und rechten Nervus vagus befestigt
und unter leichten Zug gesetzt, um eine optimale
Impulstbertragung zu garantieren. Nach vierzig Minuten wurde
die Stimulation beendet ( Stimulationszeit von Minute 10 bis 50).



2.3 In Vitro Versuche
2.3.1 Praparationsbeschreibung

Ziel der Praparation des isoliert perfundierten Magens ist es, Uber
einen, in den Truncus coeliacus implantierten Katheter selektiv
den Magen zu perfundieren, und Uber einen in den V. portae
implantierten Katheter das Perfusat in vorgeschriebenen
Zeitrdumen zu sammeln.

Die Ratten wurden nach Kohlendioxidinhalation durch eine
intraperitoneale Pentobarbitalinjektion narkotisiert (Narcoren,
1ml/kg, Rhone- Merieux, Koln, Deutschland).
Nach Eintreten der Anasthesie wurden die Versuchstiere in
Rickenlage auf dem Operationstisch fixiert.

Die Praparation beginnt mit dem Eroffnen des Abdomens in der
Medianlinie. Nach Darstellung des Magenantrums und
proximalen Duodenums, sucht man den Lobus caudatus auf und
mobilisiert diesen. Anschliessend stellt man die Milz dar und
entfernt sie unter Schonung der gastroepiploischen Gefasse an
der grossen Kurvatur.

Als nachstes wird das Pankreas, welches grdsstenteils im
Mesenterium des Duodenums liegt, durch Ligatur der Geféasse
vom Duodenum abgesetzt. Das Duodenum wird ca. einen cm
distal des Pylorus durch zwei Ligaturen verschlossen und
durchtrennt.

Die Aorta abdominalis wird vom Truncus coeliacus nach distal bis
zum Abgang der Arteria renalis sinistra stumpf frei prapariert und
vierfach angeschlungen:

=

. Anschlingung proximal des Truncus coeliacus

2. Anschlingung zwischen Truncus coeliacus und Arteria
mesenterica superior

3. Anschlingung unmittelbar distal der Arteria mesenterica

superior



4. Anschlingung unmittelbar proximal der linken Arteria renalis

Mit Anschlingung 4 wird der Blutfluss in der Aorta abdominalis
nach distal unterbunden. Nach Ligatur der dorsalen Abgénge
wird die Aorta cranial des Truncus coeliacus abgeklemmt und mit
einem Katheter (Silastic-Katheter, D 1,5mm, Portex-Limited,
Hythe, England) durch Inzision unmittelbar proximal der
Anschlingung 4 kanuliert. Die Katheterspitze wird unmittelbar
distal des Abgangs des Truncus coeliacus platziert und mit
Anschlingung 2 und 3 fixiert. Der Katheter wird mit ein bis zwei ml
heparinisierter 0,9% isotoner Kochsalzlosung (25000 I.E.
Heparin- Natrium/ | NaCl) gespult, um eine Thrombosierung zu
vermeiden. Dann wird die Klemme cranial des Truncus coeliacus
wieder entfernt, um die Perfusion des Magens wahrend der
verbleibenden Praparationszeit zu gewahrleisten.

Zur Katheterisierung der V. portae wird eine Mesenterialvene
inzidiert, ein Katheter ( D 1.3mm, Portex) bis zur Einmindung der
V. gastroepiploica dextra vorgeschoben und mit mindestens zwei
Ligaturen fixiert. Um im Folgenden die Isch&miezeit bei der
Gastrektomie zu verklrzen, entfernt man bereits zu diesem
Zeitpunkt das Dunndarmkonvolut sowie grosse Teile des Kolons.

Ferner setzt man den subdiaphragmalen Osophagus mdglichst
weit oral ab. Die Aorta abdominalis wird proximal des Truncus
coeliacus ligiert (Anschlingung 1), die V. portae im Ligamentum
hepatoduodenale. Dadurch ist der Magen nun weder perfundiert
noch oxygeniert. Durch grindliches Spulen des Magens Uber den
Aortenkatheter mit 20 ml heparinisierter isotoner Kochsalzlésung
entfernt man das Blut aus den Gefassen und verhindert eine
Thrombosierung. Schliesslich wird der Magen mit intakter
Gefassversorgung aus dem Situs entfernt. Es wird je ein Katheter
durch den Osophagus (Perfusorleitung Typ N, Braun-Melsungen)
und das Duodenum (Infusomat-Leitung Typ sec/ll, Braun-
Melsungen) in das Magenlumen vorgeschoben und fixiert, um
den Magen wéahrend des Versuchs zur Aufrechterhaltung eines
konstanten intragastralen pH- Wertes zu perfundieren.

Nach Spllung des Magenlumens mit ca. 40ml NaCl-Lésung zur
Entfernung von Nahrungsriickstanden wird der Magen in ein



Organbad mit auf 37°C temperiertem Krebs-Ringer-Puffer
eingebracht und Uber eine Rollenpumpe (STA-Schlauchpumpe,
Desaga GmbH, Heidelberg, Deutschland) vaskular und luminal
mit einem Flow von 1,5 ml/min kontinuierlich perfundiert. Die
vaskulare Perfusion erfolgt mit einem modifizierten Krebs-Ringer-
Puffer (154 mMol NaCl, 154 mMol KCI, 110 mMol CaCl2, 154
mMol KH2PO4, 154 mMol MgS0O4, 154 NaHCO3, Dextran 4
g/100ml, Glucose 100 mg/100ml, Albumin 0.2%, pH- Einstellung
auf 7.35, mit 95% O2- und 5% CO2- Sattigung). Das vaskulare
Perfusat wird tber den portalen Venenkatheter gesammelt und
sofort bis zur quantitativen Bestimmung von Ghrelin mittels
Radioimmunessay bei -18°C eingefroren.

Die Operationszeit betragt etwa 30 Minuten. Die Ischamiezeit
vom Ligieren der Aorta abdominalis bis zum Anschluss an das
Perfusionssystem betragt ca. 10 Minuten.

2.3.2 Versuchsprotokoll
Fur den Versuch werden folgende Dinge bendétigt:

1 Fraktionssammler:2212 Helirac, LKB, Bromma
2 Reagenzréhrchen:4.5ml, Greiner-Bio- One

3 Stopfen zu den Réhrchen:Greiner

4 Rollenpumpenschlauch ( zweimal):Roth

Der Versuchsablauf geht wie folgt:

1 Minute —15 bis 0: Aquilibrierungsphase. Vaskular wird der
Magen den gesamten Versuch tber mit modifizierter Krebs-
Ringer-Puffer-, luminal mit isotoner Kochsalzlésung (pH-
Wert 2.0) mit einer Peristaltikpumpe mit 1.5ml/min
perfundiert. Das luminale Perfusat wird verworfen.

2 Minute 0 bis 10: Vorlaufsphase. Die vaskularen Proben
werden zur Bestimmung des basalen
Plasmaghrelinspiegels Gber ein Intervall von je einer Minute
in den Reagenzrbhrchen mithilfe des Fraktionierers



gesammelt.
3 Minute 10 bis 20: Vagusstimulation.

4 Minute 20 bis 40: Vagusstimulation und zusatzlich
geanderte vaskulare Perfusion des Magens (GIP, Glukose,
CCK in verschiedenen Konzentrationen).

5 Minute 40 bis 50: Zurlckschalten auf ,normale* Krebs-
Ringer-Puffer Perfusion (siehe unter 2.3.1) des Magens
unter Belassen der Vagusstimulation

6 Minute 50 bis 60: Wie Minute O bis 10.

Das Perfundat der Versuchszeit —15 bis 0 wird verworfen.
Aufgefangen und im Labor weiterbearbeitet wird das Perfundat in
der Versuchszeit 0 bis 60 Minuten.

Die Vagusstimulation erfolgt mit 10 Hertz, 10 Volt in 1
Millisekunde.

Eine Anderung des Versuchsablaufs gibt es bei den GIP-
Konzentrationen. Dort findet der Versuch ohne Vagusstimulation
statt und dauert somit ohne Aquilibrierung 40 Minuten. Beim
Somatostatinantagonisten wurde anstatt der vagalen eine
Vorstimulierung durch GIP durchgefihrt.
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Abb.1: Schematische Darstellung des  Versuchstablaufs mit
Vagusstimulation und unterschiedlichen Konzentrationen von GIP. Anstelle
des GIP, wie in der Abbildung, wurden auch andere Hormone wie CCK
eingesetzt. Die Vagusstimulation wurde von Minute O bis 40 durchgefuhrt,
GIP oder CCK wurden von Minute 10 bis 30 dem Perfusat zugesetzt.

Legende Hauptversuch:
anstatt Krebs-Ringer-Puffer ohne Zusatz wird
Glukose
GIP (BACHEM Biochemia GmbH, Heidelberg; MW 4975,66 net)
CCK (CCK Octapeptide, sulfated; TOCRIS, Bristol; MW 1142,20)
mit Krebs-Ringer gemischt perfundiert.

2.4 Versuchsauswertung
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2.4.1 Bestimmung der Ghrelinkonzentration im Perfusat

Die Ghrelinkonzentration wurde mit einer radioimmunologischen
Methode bestimmt. Es wurde dazu ein im Handel erhéltlicher
Ghrelin Radioimmunoassay Kit (Phoenix Pharmaceuticals Inc.,
California) verwendet. Das Prinzip des kompetitiven
Radioimmunoassays besteht darin, dass das zu messende
Hormon in einer Plasmaprobe mit radioaktiv markierten
Molekilen (Tracer) um die Bindungsstellen an spezifischen
Antikdrpern konkurriert. Der Anteil an gebundener Radioaktivitét
verhalt sich umgekehrt proportional zur Konzentration des zu
bestimmenden Hormons. Der verwendete Kit enthielt als Tracer-
LOsung ein mit lod 125 markiertes Ghrelin und als Antiserum
anti-humanes Kaninchen-Ghrelin, das laut Hersteller keine
Kreuzreaktionen mit GIP, CCK und Insulin aufweist.

Der Interassay-Variationskoeffizient lag bei 10% und der Intra-
Assay Variationskoeffizient bei 4%.

2.4.2 Statistische Auswertung

Die Daten aus der radioimmunologischen Bestimmung von
Ghrelin ~ wurden EDV-gerecht erfasst und mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm  Microsoft  Excel  (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) ausgewertet. Die HOhe des
gemessenen Ghrelinspiegels wurde als Mittelwert +/- SEM
angegeben.

Alle Daten wurden durch ein Programm ausgewertet und
analysiert (SigmaStat, Jandel, Erkrath, Germany).

Zur statistischen Auswertung der Daten innerhalb der Gruppen
wurde ein gepaarter t-Test verwendet (Friedmann-Test fir den
Vergleich verbundener Messwerte). Falls dieser ein Verwerfen
der Nullhypothese erlaubte, wurde daraufhin der Wilcoxon-
Rangsummentest angewandt. Werte mit p < 0.05 wurden als
signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Vagusstimulation

Wahrend der elektrischen vagalen Stimulation mit 10V und einer
Impulsdauer von 1ms, konnte eine signifikante Stimulation der
Ghrelinsekretion von ca. 1600pg/min dokumentiert werden
(p<0,05; n=10; Abb. 2). Es wurde mit einer Frequenz von 10Hz
stimuliert.

Nach einer Vagusstimulation von vierzig Minuten wurde die
Stimulation beendet und, wie in Abb.4 ersichtlich, sanken die
Ghrelinwerte wieder auf das Ausgangsniveau von ca. 800pg/min
ab.

Die basalen Ghrelinspiegel waren sehr niedrig, deswegen
wurden alle Versuche unter wvagaler Vorstimulierung
durchgefihrt. Der Hauptversuch mit Hormonen und Glukose in
verschiedenen Konzentrationen dauerte jeweils zwanzig Minuten.
Bei jedem Versuch wurde zehn Minuten vorstimuliert und nach
dem Hauptversuch dauerte die Stimulierung noch zehn Minuten
an. Bei GIP wurde eine Versuchsreihe auch ohne
Vorstimulierung durchgefiihrt und beim Somatostatinantagonisten
wurde die Vagusstimulation durch eine Vorlaufphase mit GIP
ersetzt.

Pro Rattenmagen wurde jeweils nur ein Versuch durchgefihrt.

3.2 Effekt des GIP

Der Versuchsablauf (Gesamtzeit 60 Minuten) am Rattenmagen
bei pH 2 ist schematisch in Abb.1 dargestellt. Wie im Kapitel
Material und Methodik beschrieben, dauerte der Gesamtversuch
60 Minuten, davon der Hauptversuch 20 Minuten.

Die Versuche mit GIP in verschiedenen Konzentrationen wurden
auch ohne vagale Vorstimulierung durchgefiihrt. Der gesamte
Versuch dauerte dann nur 40 Minuten und die, mit GIP
angereicherte Krebs-Ringer-Losung wurde direkt nach 10
Minuten Vorlauf fir 20 Minuten durchgefihrt. Es schloss sich
wieder eine 10 Minuten dauernde Nachbeobachtungsphase an,
in der der Magen mit physiologischer Krebs-Ringer-L6sung durch
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den Magen perfundiert wurde.
Die Vitalitdt des Magens wurde am Ende eines jeden Versuchs
mithilfe von einer Kaliumchlorid Perfusion dokumentiert.

Wahrend der Infusion von GIP 10712 M betrugen die
interferierten Ghrelinwerte -1004+/- 743 pg/20 min bei n=4
Rattenmégen. Bei der Konzentration von 107-10 M wurden finf
Magen ausgewertet und die Ghrelinsekretion lag bei -2586+/-
1801 pg/20 min. In Abb. 3 ist der 20-minltige Verlauf bei
160+/-10 pg/min beschrieben.

Bei der GIP Konzentration von 10*-9 M konnten bei zehn Magen
Werte von -1627+/- 2352 pg/20 min und 100+/-35 pg/min
gemessen werden. Es konnte schon eine Steigerung der
Ghrelinsekretion beobachtet werden, aber diese war noch nicht
signifikant (p>0,05).

Insgesamt kann Uber die Konzentrationen von GIP 107-12 M, GIP
1010 M und GIP 109 M gesagt werden, dass keine
signifikante Erh6hung der Ghrelinsekretion des vorstimulierten
Magens beobachtet werden konnte (p>0,05).

Niedrigere  Konzentrationen von GIP, bei fehlender
Vorstimulierung, zeigten keinen Effekt auf die Ghrelinsekretion
(Abb.5).

Bei einer GIP Konzentration von 10"-10 M lagen die Ghrelinwerte
bei ca. -700+/-200 pg/20min und bei 10-9 M bei ca. -1000+/-300
pg/20min. Bei p>0,05 konnte keine Signifikanz festgestellt
werden (Abb. 5).

In Zusammenhang mit GIP 107-8 und GIP 10”-7 jedoch wurden
beim vorstimulierten Magen mit 6775+/- 1580 pg/20 min (n=8;
p<0,05) und 8966+/- 2740 pg/20 min (n=6; p<0,05) signifikante
Erhéhungen der Ghrelinsekretion festgestellt (Abb. 4).

Wurde der Versuch bei GIP 107-8 M ohne vagale Vorstimulierung
durchgeflihrt (n=7), konnten Ghrelinwerte von 2614+/- 945 pg/20
min dokumentiert werden. Diese entsprachen einer signifikanten
Erhéhung (p<0,05) (Abb. 5).

Zusammenfassend zeigen die Abbildungen 6 und 7 den Effekt
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unterschiedlicher GIP-Konzentrationen (107-7 bis 107-12) mit und
ohne Vagusstimulation auf die Ghrelinsekretion. Die mit einem
Sternchen gekennzeichneten Saulen weisen eine Signifikanz auf.

10Hz

2000

1600

1200

800

ghrelin (pg/min)

400

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

Abb.2: Einfluss einer Vagusstimulation mit 10 Hz, 10 V, 1 ms auf die
Ghrelinsekretion im isolierten Rattenmagen (n=8).
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Abb. 3: Verlauf der Ghrelinsekretion nach Vorstimulierung des N. Vagus mit
10 Hz und anschliessender Gabe von GIP in den Konzentrationen 10"-10M,
n=5, und 107-9M, n=10. Es wurde keine signifikante Veranderung
festgestellt (p>0,05).
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Abb. 4: Einfluss der verwendeten GIP- Konzentrationen auf die
Ghrelinsekretion des Magens mit Vorstimulierung. Die mit *
gekennzeichneten Saulen weisen eine signifikante Ghrelinausschittung auf.
(p<0,05)
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Abb. 5: Ghrelinsekretion bei verschiedenen GIP- Konzentrationen, ohne
Vagusstimulation. Die mit * gekennzeichnete Saule zeigt eine signifikante
Ghrelinausschiittung. (p<0,05)
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3.3 Effekt von CCK-8 und CCK-9

Wie bei den anderen Versuchen, wurde auch mit CCK-8 und
CCK-9 verfahren. Der gesamte Versuch dauerte 60 Minuten.
Nach 15 Minuten andauernder Aquilibrierungsphase folgten 10
Minuten Vorversuch. Im Anschlul3 kamen 40 Minuten vagale
Stimulation.  Nach 10 mindtiger  Vorstimulierung  des
Rattenmagens folgte der 20 Minuten andauernde Hauptversuch,
bei dem die physiologische Magenperfusion, auf eine mit CCK-9
oder CCK-8 angereicherte Losung gewechselt wurde. Danach
wurde wieder mit der physiologischen Krebs- Ringer- Lésung
ohne Hormonzusatz perfundiert. Die vagale Stimulation wurde
beibehalten. Der Nachversuch wurde 10 Minuten nach
Abschalten der elektrischen Stimulation durchgefihrt. (Abb.8)

Das CCK-Oktapeptid (Konzentration 10"-9) hatte auf die Ghrelin-
Sekretion keinen signifikant steigernden Effekt, p>0,05. Nach
Vorstimulierung erhéhten sich die Ghrelinwerte von ca. 600 auf
680+/-300 pg/min (Abb. 9).

In einer Konzentration von 10"-8M konnte auch keine Signifikanz
dokumentiert werden, p>0,05. Die Werte stiegen nach
Vorstimulierung nicht weiter an (Abb. 10).

Genauso wenig ist eine signifikante Ghrelinsekretion bei hoheren
Konzentrationen, wie 107-7M aufgefallen. Die Ghrelinwerte
stiegen von 500 auf ca. 620+/-100 pg/min (p>0,05) (Abb. 11).

Auch das CCK- Nonapeptid konnte in verschiedenen
Konzentrationen keine signifikanten Verdnderungen der
Ghrelinsekretion auslésen (p>0,05).

In einer Konzentration von 107-10 sowie 10"-6 des Peptids zeigte
sich nach Stimulierung keine vermehrte Ghrelinsekretion. Bei
einer Konzentration von 107-8 stiegen die Ghrelinwerte von ca.
100 auf ca. 140 pg/min an (nicht signifikant, p>0,05).
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Die folgenden Abbildungen zeigen den Effekt von CCK-9 in
aufsteigender Konzentration auf die Ghrelinsekretion (Abb. 12;
Abb. 13; Abb.14).

Zusammenfassend sieht man in Abb. 14 die oben gezeigten
Kurven zur Verdeutlichung des nicht signifikanten Ghrelin-Effekts
(p>0,05). Bei einer Nonapeptid-Konzentration von 10”-10 zeigten
sich Werte von -190+/-120, bei 10"-8 280+/-520 und bei einer
Konzentration von 107-6 Ghrelinwerte von -200+/-120.

pH 2
= 10H z
250
E i CCK-9 10°°Mm '
1 1
o 1
o 200 i i i :
- 1 1 : 1
c 150 : : 1 :
= 1 1 1 1
o 1 1 1 |
= 100 | : ! i
5 | | | =
50 i i i |
| | 1 1
1 1 | 1
0 . : ! . ! H .
-10 0 10 20 30 40 50
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Abb.: 8: Versuchstablauf mit Vagusstimulation und unterschiedlichen
Konzentrationen von CCK. Die Vagusstimulation wurde von Minute 0 bis 40
durchgefuhrt, der Hauptversuch mit CCK von Minute 10 bis 30.
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Abb. 9: Effekte des CCK- Oktapeptids in der Konzentration von 10"-9M auf
die Ghrelinsekretion des Magens. Es konnte keine signifikante Veranderung
dokumentiert werden (p>0,05, n=8).
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Abb. 10: Effekte des CCK- Oktapeptids in der Konzentration von 10"-8M auf
die Ghrelinsekretion des Magens. Es konnte keine signifikante Veranderung
dokumentiert werden (p>0,05, n=8).
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Abb. 11: Effekte des CCK- Oktapeptids in der Konzentration von 10"-7 auf
die Ghrelinsekretion des Magens.. Es konnte keine signifikante Verdnderung

dokumentiert werden (p>0,05, n=8).
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Abb. 12: Effekte des CCK- Nonapeptids in der Konzeniration vor

1 10°-10 auf

die Ghrelinsekretion des Magens. Es konnte keine signifikante Verénderung

dokumentiert werden (p>0,05, n=8).
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Abb. 13: Effekte des CCK- Nonapeptids in der Konzentration von 10”-8 auf
die Ghrelinsekretion des Magens. Es konnte keine signifikante Veranderung
dokumentiert werden (p>0,05, n=8).
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Abb. 14: Effekte des CCK- Nonapeptids in der Konzentration von 107-6 auf
die Ghrelinsekretion des Magens. Es konnte keine signifikante Veranderung
dokumentiert werden (p>0,05, n=8).
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Abb. 15: Zusammenfassende Darstellung der Effekte des CCK-
Nonapeptids auf die Ghrelinsekretion des Magens. Die Konzentrationen
waren 10"-10M, 107-8M und 107"-6M. Keine der Konzentrationen zeigte
einen signifikanten Effekt auf die Sekretion (p>0,05).
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3.4 Effekt der Hyperglykamie auf die Ghrelinfreisetzung

Bei den Versuchen mit Hyperglykéamie wurden zur Krebs-Ringer-
Losung 300 mg% Glucose zugegeben. So wurde der
hyperglykdmische Effekt simuliert mit n=8.

Wahrend der Vagusstimulation wurde die Glukosekonzentration
im Perfusat von 100 mg% auf 300 mg% erhoht. Dies flhrte zu
keiner signifikanten Veranderung der Ghrelinsekretion (Abb. 16),
p>0,05.
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Abb. 16:Ergebnisse des Hyperglykamieversuches auf die Ghrelinsekretion
des Magens. Die Hyperglykdmie wurde mit 300mg/100ml Glukose
durchgefuhrt (n=8).
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4. Allgemeine Diskussion

Wie schon in der Einleitung beschrieben, gibt es viele
verschiedene

Faktoren, die stimulierend auf die Nahrungsaufnahme wirken
oder sie hemmen.

An der Kurzzeitregulation des Sattigungsverhaltens ist besonders
der Magen beteiligt. Wird bei Ratten z.B. Nahrung aus dem
Magen entfernt, tritt eine Kompensation in Form von gesteigerter
Nahrungsaufnahme ein. Wird jedoch eine Pylorusklemme
eingesetzt und so der Transport der Nahrung in den Dinndarm
gehemmt, bleibt die Nahrungsaufnahme gegeniber
Vergleichstieren identisch (25), (44), (54).

Zusatzlich  konnte auch gezeigt werden, dass die
Nahrungsaufnahme bei Ratten von der Magenentleerungszeit
(55) und der Magenfullung (123) abhéngig ist, was auch beim
Affen bestatigt werden konnte (43).

Beim Menschen konnte durch die Arbeitsgruppe Welch et al.
gezeigt werden, dass die Infusion von Fett in den distalen
Dinndarm (Jejunum und lleum) die Nahrungsaufnahme hemmen
kann (118) (117).

Allerdings wurde bei diesen Versuchen Fett in unphysiologischen
hohen Raten von knapp 5 kcal/min zugefuhrt. Unter
physiologischen Bedingungen ist die Magenentleerungszeit von
Fett oder anderen Nahrstoffen wesentlich niedriger, bei 1-2
kcal/min. Das bedeutet, dass nach Durchmischung mit
Gallensauren und pankreatischer Lipase wesentlich kleinere
Mengen von unverdautem Fett in Kontakt mit weiter distal
gelegenen Abschnitten des Dinndarms kommen wurden, als bei
Welch's Versuchen. So hohe Mengen von Fett wirden nur unter
unphysiologischen Bedingungen wie bei einer Magenresektion,
Dumping- Syndrom, Malassimilations- Syndrom oder Kurzdarm-
Syndrom auftreten.

Bei Menschen ist in erster Linie der Magen fur die
Sattigungssignale zustandig, wie Schick et al. mit seinen
Versuchen feststellen konnte. Er legte bei mannlichen Probanden
eine duodenale Sonde und applizierte ihnen eine Flissignahrung
(Biosorb) mit einer Rate von 1,6 kcal/min. Bei der Applikation der
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Nahrung in den Magen wurde eine Reduktion der
Nahrungsaufnahme beobachtet, wohingegen bei Applikation in
das Duodenum kein Unterschied in der Nahrungsaufnahme
beobachtet werden konnte (93).

Zusatzlich zu Nahrstoffen zeigten Untersuchungen von Geliebter
et al.,, dass eine Magendehnung von mindestens 400 ml die
Nahrungsaufnahme supprimieren kann (42).

Die Nahrungsaufnahme wird auch noch zentral geregelt,
hauptséachlich tber den Nervus vagus und die Nervi splanchnici.
Im Nervus vagus sind auf Zwerchfellhéhe etwa 97% aller Fasern
afferent und nur etwa 3% efferent (48). Dies spricht fir die
Uberragende Bedeutung dieses Nerven fur die
Informationstibermittlung aus der Peripherie zum
Zentralnervensystem.

Hinweise fur die Beteiligung afferenter Vagusfasern ergeben sich
aus folgenden Studien:

die pharmakologisch- inhibitorische Wirkung von CCK auf die
Futteraufnahme wird durch vagale Afferenzen vermittelt, da der
CCK- induzierte Sattigungseffekt bei der Ratte nicht nur durch
abdominelle oder gastrale Vagotomie, sondern auch durch
selektive Zerstorung afferenter Fasern mit Hilfe des Neurotoxins
Capsaicin blockiert werden kann (106) (108). Es konnte gezeigt
werden, dass CCK die Impulsrate gastraler afferenter
Vagusfasern steigern kann (100). Daher stellt sich die Frage, ob
eine Aktivierung afferenter Vagusfasern auch induziert werden
kann durch Stimuli, wie sie physiologischerweise im Rahmen
einer Mahlzeit auftreten, namlich tber volumetrische Dehnung
des Magens und chemische Stimulation durch die in der Mahlzeit
enthaltenden Nahrstoffe. Untersuchungen von Gonzales und
Deutsch konnten hier zeigen, dass bei Ratten die durch Dehnung
induzierte Sattigung nach Vagotomie nicht mehr nachweisbar ist,
wéahrend die Reduktion der Nahrungsaufnahme, bedingt durch
die in der Nahrung enthaltenden Na&hrstoffe, durch Vagotomie
nicht beeinflusst wird (44).

Weitere Erkenntnisse zur Bedeutung afferenter Vagusfasern fir
die Regulation der Nahrungsaufnahme stammen aus
tierexperimentellen Untersuchungen, in denen als Parameter fur
die Aktivierung der gastral- vagal-hypothalamischen Achse die
Freisetzung von neuronalem CCK aus Nervenendigungen im
lateralen Hypothalamus gemessen wurde. Die Bestimmung der
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neuronalen CCK- Freisetzung in diesem Kerngebiet ist insofern
von Relevanz, als CCK im lateralen Hypothalamus die
Nahrungsaufnahme hemmt, und zwar nicht nur das exogen
applizierte CCK (87) (92), sondern auch das dort lokal
freigesetzte endogene CCK, wie mit Hilfe von spezifischen CCK-
Rezeptor- Antagonisten (28) (94) nachgewiesen werden konnte.
Der Stimulus fur die CCK- Freisetzung wird durch
Magendehnung hervorgerufen. Diese muss nicht unbedingt aus
Nahrstoffen bestehen, sondern kann auch durch Wasser
induziert werden (96) (90) (89). Wird bei den Versuchstieren
zuvor eine bilaterale zervikale Vagotomie durchgefihrt, so kann
eine hypothalamische CCK- Freisetzung nach intragastraler
Testmahlgabe nicht mehr beobachtet werden (91).

Insgesamt zeigen diese Befunde, dass die volumetrische
Dehnung des Magens zur Steigerung der neuronalen Aktivitat im
lateralen Hypothalamus, dem zentralnervosen Fresszentrum,
fihrt. Diese dehnungsinduzierten Sattigungssignale werden Uber
neurale Mechanismen (afferente Vagusfasern) zum Gehirn
(insbesondere Hypothalamus) ubertragen. Gleichwohl ist die
langfristige Korpergewichtsregulation, zumindest bei Ratten und
bei Hunden, nicht von der Intaktheit der vagalen Afferenzen
abhangig, da die Dbilaterale afferente Vagotomie das
Fressverhalten und die Gewichtszunahme von Ratten tber einen
Beobachtungszeitraum von 10 Wochen praktisch nicht
beeinflusst (88) (53).

Der Verlust an neural vermittelten Sattigungssignalen wird
offensichtlich durch hormonale Faktoren ausgeglichen.

Dass hormonelle Faktoren an Sattigungssignalen mitbeteiligt
sind, konnten Davis und Gallagher in ihren Versuchen mit Ratten
bestatigen. Sie zeigten, dass wenn Blut gesattigter Ratten in
hungrige Ratten transfundiert wurde, diese weniger Nahrung zu
sich nahmen (22), (21).

Als  Sattigungshormone wurden Cholezystokinin  (CCK),
Glukagon-like Peptide 1 (GLP-1), Gastrin, Somatostatin und
Leptin diskutiert.

CCK ist ein zentraler Neurotransmitter und ein peripheres
Hormon. Als zentraler Neurotransmitter ist CCK fur die
Nahrungsaufnahme von Bedeutung, wenn bilaterale Injektionen
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an bestimmten hypothalamischen Orten, wie zum Beispiel im
Nucleus ventromedialis hypothalami (VMH), durchgefihrt
werden. An einigen anderen Stellen des Hypothalamus, zum
Beispiel im lateralen Hypothalamus (LH), reichten bereits
unilaterale Injektionen aus (63) (110) (87). Da man aus der
Wirkung exogen applizierter Neuropeptide in einem Kerngebiet
nicht direkt auf die Wirkung der in diesem Kerngebiet
vorkommenden endogenen Peptide schliessen kann, ist die
Verfugbarkeit spezifischer Rezeptor-Antagonisten eine
zwingende Voraussetzung, um die physiologische Bedeutung der
in diesen hypothalamischen Kerngebieten endogen
vorkommenden Neuropeptide weiter evaluieren zu konnen.
Solche Rezeptorantagonisten werden zunehmend verfugbar.

Als intestinales Hormon wurde CCK lange Zeit als
Sattigungshormon favorisiert. Nach parenteraler (s.c. oder i.v.)
Gabe hemmt es die Nahrungsaufnahme. Allerdings waren Gaben
in unphysiologisch hohen Dosen notwendig. Studien mit
physiologischer Applikation von CCK zeigten keinen Einfluss auf
die Nahrungsaufnahme (71) (79).

Fur CCK konnte gezeigt werden, dass endogenes CCK im
Bereich des LH nach Gabe einer intragastralen Testmahlzeit
nicht nur freigesetzt wird (89), sondern dass die Unterdrickung
der physiologischen Wirkung (ndmlich Suppression von
Sattigungssignalen) durch spezifische Rezeptorblockade zu einer
Steigerung der konsumierten Futtermenge fihrt (94).

Ahnlich verhalt es sich beim GLP-1. Es kommt zentral sowie
peripher vor. Zentral liegen weit hohere Konzentrationen vor als
peripher. Studien haben gezeigt, dass unter GLP-1 Infusion die
Nahrungsaufnahme verringert wurde (39) (45). Dies waren
jedoch wieder unphysiologisch hohe Konzentrationen. Diese
Studien belegen eine maogliche pharmakologische
Verwendbarkeit von GLP-1 in der Adipositastherapie, wahrend
der Beweis fUr eine physiologische Bedeutung von intestinal
freigesetztem GLP-1 aussteht. Eine Elimination des GLP-1
Rezeptors fuhrt zwar zu einer Abschwachung der postprandialen
Insulinfreisetzung, hat aber keinen Einflu3 auf
Nahrungsaufnahme und Gewichtsverhalten (101).

Die Sattigungssignale des Menschen gehen hauptséchlich vom
Magen aus. Deshalb sind die Hormone Gastrin und
Somatostatin, die beide vom Magen aus sezerniert werden, von
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besonderem Interesse (99). Die Infusion von synthetischem,
humanem Gastrin-17 hat in einer Infusionsrate, die postprandiale
Gastrin-Spiegel imitiert, keinen Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme von Probanden. Auch supraphysiologische
Gastrin- Dosierungen sind ineffektiv (95).

Intravends infundiertes Somatostatin  hat in  physiologischen
Dosierungen ebenfalls keinen Einfluss auf die
Nahrungsaufnahme beim Menschen (98).

Leptin ist ein vom Fettgewebe synthetisiertes Hormon. Es wird
vom Lep-Gen kodiert (125). Tiere, die aufgrund eines Lep-
Gendefektes einen Leptinmangel aufweisen (ob/ob- Méause), sind
Ubergewichtig. Wird ihnen synthetisches Leptin
intracerebroventrikuléar appliziert, so fuhrt dies zur Hemmung der
Nahrungsaufnahme und somit zur Gewichtsnormalisierung (46)
(74). Bei normalgewichtigen Tieren ist dieser Effekt nicht
nachzuweisen. Bei (bergewichtigen Menschen ist keine
generelle Leptindefizienz aufgrund eines Leptin-Gendefekts
gegeben (58) (63). Bei den meisten Ubergewichtigen sind
vielmehr die Plasma-Leptinspiegel erhdht (81).

Nach Nahrungsaufnahme steigen die Leptinspiegel im Plasma
nicht an, deswegen hat dieses Hormon auf die akute Regulation
der Sattigung und Energieaufnahme keinen direkten Einflul3. Es
kann nur als tonischer Regulator die Aktivitdt der akuten
Sattigungsmechanismen modifizieren. Im Gehirn kommen die
Rezeptoren fur Leptin hauptsachlich im Hypothalamus vor (17)
(15). Eine zentrale Applikation von Leptin bei Nagetieren fihrt zu
einer starkeren anorektischen Wirkung als eine periphere (13).
Bei Mausen mit funktionsuntiichtigem Leptinrezeptor, bei
diabetischen  db/db- Mausen, féallt eine  gesteigerte
Nahrungsaufnahme bei ansteigender Leptinsekretion auf (16).
Ein solcher Rezeptordefekt ist jedoch bei Menschen bisher noch
nicht beschrieben.

Die Regulation der Nahrungsaufnahme erfolgt durch eine
Ubergeordnete Koordination tber das ZNS von efferenten
Fasern. Dies geschieht durch Kontrolle des Appetits und der
Nahrungsaufnahme, die durch ein komplexes zentrales
Regelsystem im medialen und basalen Hypothalamus kontrolliert
wird. Dieser Regelkreis umfasst sowohl anorektische- Appetit
hemmende- und orektische- Appetit stimulierende Prinzipien.
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Dies geht auf eine Reihe von heutzutage als Kklassisch
einzustufenden Experimenten der 40er Jahre zurlck (47). In
diesen Versuchen wurde nachgewiesen, dass im Nukleus
ventromedialis hypothalami (VMH) neuronale Systeme lokalisiert
sind, die fir das Sattigungsverhalten von Bedeutung sind,
wohingegen im lateralen Hypothalamus (LH) das Fressverhalten
reguliert wird. In anderen hypothalamischen Kerngebieten, wie
dem paraventrikularen  Nukleus (PVN) wurden auch
Neurotransmitter und Neuropeptide identifiziert, die das
Nahrungsaufnahmeverhalten beeinflussen konnen (Serotonin,
Noradrenalin, Dopamin, GABA, Galanin, Neuropeptid Y,...).
Generell inhibieren die Neurotransmitter wie Serotonin, CCK,
Bombesin, VIP, GLP-1 und TRH die Nahrungsaufnahme in allen
drei Kerngebieten (VMH, LH, PVN). Man konnte jedoch
feststellen, dass unterschiedliche Wirkungen erzielt wurden, je
nachdem, ob der Neurotransmitter in den LH oder VMH injiziert
wurde (64) (97).

Zum Beispiel hemmt Noradrenalin die Nahrungsaufnahme, wenn
er in den LH injiziert wird, steigert sie jedoch bei Injektionen in
den VMH und PVN.

Unter den Neuropeptiden ist eine grosse Anzahl inhibierend
sowie stimulierend wirksam.

Stimulierend wirken endogene Opioide, Galanin und das
Neuropeptid Y. Galanin steigert vorwiegend die Fettaufnahme
(111), Neuropeptid Y eher die Kohlenhydratzufuhr (109).

In  Untersuchungen der Arbeitsgruppe Schick, Erdmann,
Schusdziarra konnte festgestellt werden, dass Neuropeptid Y
Sattigungssignale hemmt, wahrend Galanin und Ghrelin eine
aktive Stimulation des Fressverhaltens bewirken, jedoch die
Sattigung nicht beeinflussen.

Die permanente Ausschaltung einzelner Neuropeptide fuhrt zu
keiner Veranderung von Nahrungsaufnahme und Gewicht (101).
Dies deutet auf ein gut kompensiertes Netzwerk hin.

Es gibt auch extrahypothalamische Areale, die flr die Regulation
des Fressverhaltens von Bedeutung sind. So Ubt CCK zum
Beispiel seinen hemmenden Effekt auf die Nahrungsaufnahme
von Ratten nicht nur im LH, sondern auch in der lateralen
Medulla oblongata und im medialen Pons aus (87). Im Bereich
der lateralen Medulla oblongata ist der Nucleus tractus solitarii
als Terminationsgebiet afferenter Vagusfasern mit grosser
Wahrscheinlichkeit ~an  der gastral- hypothalamischen
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Ubermittlung von Sattigungssignalen beteiligt; die mediale Pons
ist als Relaisstation fir aszendierende Bahnen vom Nucleus
tractus solitarii zum Hypothalamus anzusehen (87).

Dartiber hinaus existieren zahlreiche Faserverbindungen
zwischen der Amygdala und dem Hypothalamus, und in der Tat
beeinflussen manche Neuropeptide, wie z. B. Bombesin, die
Futteraufnahme auch nach Injektion in die Amygdala (56).

Die orektischen Neurotransmitter werden unter anderem durch
das vom Magen freigesetzte Ghrelin stimuliert.

5.Spezielle Diskussion
5.1. Ghrelin

Ghrelin ist ein neu entdecktes Hormon mit 28 Aminosauren, das
zunachst im Ratten- und menschlichen Magen identifiziert wurde.
Zwischen Ratten- und Menschenghrelin sind keine Unterschiede,
bis auf zwei Aminosauren (52). Es wurde gezeigt, dass sich
Ghrelin in den endokrinen X/A-Zellen, heute als Gr-Zellen
bekannt, des Magens bis zum Colon befindet (83)(19). Die
hdchste Konzentration wurde in den oxyntischen Driisen des
Magenfundus gefunden (52) (83) (19)(49). Gastrektomie
verringert die Ghrelin Plasmaspiegel um 65-80% (27) (3).
Ghrelin ist ein Hormon, das die Nahrungsaufnahme bei
Nagetieren (69) (121) (114) (4) (122) und Menschen (120)
fordert. Zugefuhrt wurde Ghrelin zentral oder peripher.
Andererseits verandern sich die Ghrelinspiegel wahrend der
Nahrungsaufnahme. Der Plasmaghrelinspiegel sinkt schnell nach
kohlenhydratreicher Nahrungsaufnahme ab. Anschliessend
steigen die Werte wieder in den Basalwertbereich (114) (103)
(18) (115). Das verstarkt die Annahme, dass Ghrelin die
Regulation von Appetit und Sattheit reguliert. Auch
Eiweissaufnahme stimuliert die Ghrelinfreisetzung beim
Menschen (34).

Die Mechanismen, die den Ghrelin-Plasmaspiegel regulieren,
sind grosstenteils noch unbekannt. Auf die Nahrungsaufnahme
bezogene Mechanismen scheinen relevant zu sein, weil
Magendehnung alleine keinen Effekt zeigt (114) (103) (34). In
diesem Zusammenhang wird angenommen, dass
gastrointestinale und pankreatische Hormone, die wahrend der
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Nahrungsaufnahme stimuliert werden, mitverantwortlich fur die
postprandiale Ghrelinreduktion sind. Die entgegengesetzte
Beziehung von Insulin und Ghrelin, die nach kohlenhydratreicher
Nahrungsaufnahme einsetzt, lasst auf eine enge Interaktion
schliessen. Dies wurde in drei Studien belegt, in denen gezeigt
wird, dass ein physiologischer Anstieg von Insulin im Plasma eine
Abnahme von Ghrelin zur Folge hat (38) (82) (62). Jedoch
konnten zwei weitere Studien dies nicht belegen (12) (85). Der
Grund fir diese Unstimmigkeit ist nicht klar.

Demzufolge war es von Interesse, die Effekte des Gastric
Inhibitory Peptides (GIP), einer Hyper-/Hypoglykamie und
Cholezystokinin (CCK) auf Ghrelin zu bestimmen.

5.1.2 Nervus Vagus und Ghrelin

Vagale Mechanismen sind von Interesse, weil herausgefunden
wurde, dass vagale Fasern die biologischen Veranderungen des
Ghrelins in Bezug auf die Nahrungsaufnahme beeinflussen. (20)
Das erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass vagale Nerven bei der
Regulation von Ghrelinsekretion und -aktion eine Rolle spielen.
Diese These wird unterstitzt von Lee et al. (57), die gezeigt hat,
dass in Ratten, zwei Wochen nach trunkaler Vagotomie, eine
Erhéhung des Plasmaghrelins erfolgte. Dies legt nahe, dass
Ghrelin vagal inhibiert wird. Andererseits hat die cervikale
Vagusstimulation keinen Effekt auf Ghrelin. Gezeigt wurde dies
von Murakami et al. (66).

Unerwarteterweise wurde eine erhohte Ghrelinsekretion bei
isoliertem Magen, die von der Frequenz unabhangig war,
festgestellt. Wahrscheinlich wird der vagale Effekt in vivo von
anderen unbekannten Faktoren maskiert.

5.2 Cholecystokinin in Zusammenhang mit der
Nahrungsaufnahme und
Ghrelin

5.2.1.Struktur und Vorkommen des Cholecystokinins (CCK)
Cholecystokinin wurde urspriinglich aus dem Schweinedarm als
ein  33-Aminosaurepeptid isoliert. Es bewirkt neben der

Gallenblasenkontraktion auch eine Stimulierung der
pankreatischen Enzymsekretion. Dies wurde urspriinglich einer
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anderen Substanz zugeschrieben, dem Pankreozymin (PZ) (67)
(68). Cholecystokinin war der Name, der zuerst benutzt wurde.
Gelaufig ist jedoch auch Cholecystokinin- Pancreozymin (CCK-
PZ). Neben der Struktur mit 33 Aminoséduren konnten auch
mehrere andere Formen des Cholecystokinin isoliert werden. Der
Magen-Darm-Trakt enthalt auch CCK mit 39 und 58 Aminosauren
(35) (68). Eine kleinere Form, das CCK-Octapeptid, konnte aus
dem Darm sowie aus Schaf- und menschlichem Gehirn isoliert
werden (26) (77).

CCK kommt peripher und intracerebral vor. Grosse Mengen von
CCK- Immunreaktivitdt konnten in der Mukosa des Duodenums
und Jejunums ausgemacht werden (78).

CCK und Gastrin haben einige gemeinsame Eigenschaften.
Beide besitzen ein terminales Carboxylpentapeptid, das auch die
biologisch aktive Region ist. Die nachfolgende Sequenz von
sechs Aminosauren ist im humanen Gastrin und CCK identisch
(5) (32).

5.2.2 Effekte des CCK

Wiederholte Injektionen mit CCK-Analoga, besonders in
Kombination mit Sekretin, erhéhen die Masse an Pankreas, DNA,
RNA und Proteinen in Ratten (40) (75).

CCK hat ein weites Spektrum auf die glatte Muskulatur des
Gastrointestinaltraktes, durch direkte sowie neurale Wirkung. Es
relaxiert den unteren Osophagussphinkter und es wurde gezeigt,
dass es die kontrahierende Wirkung des Gastrins in vitro
antagonisiert (37)(80). CCK ist zudem ein grosserer Inhibitor der
Magenentleerung flr Lipide als Gastrin. Dieser Effekt kann als
physiologisch angesehen werden, da schon submaximale
Konzentrationen dieses bewirken (23).

Somatostatin des Pankreas wird durch CCK freigesetzt (50).
Aufgenommenes Fett erzeugt Uber CCK eine Kontraktion der
Gallenblase und die Freisetzung pankreatischer Enzyme (119).

5.2.3 CCK und Ghrelin
Die Versuche mit verschiedenen Konzentrationen von CCK

bewirkten keine signifikante Hemmung oder Verénderung der
Ghrelinausschittung.

33



Damit ist CCK kein guter Kandidat fur die in vivo beobachtete
postprandiale Hemmung der Ghrelinsekretion. Allerdings missen
zur endgultigen Klarung dieser Frage noch entsprechende in vivo
Experimente durchgefuhrt werden.

5.3 Bedeutung des GIP
5.3.1 Struktur

Das Gastric inhibitory polypeptide (GIP) wurde von Brown und
seinen Mitarbeitern isoliert (8). Entdeckt wurde es durch seine
hemmende Wirkung auf die S&uresekretion gastrischer,
denervierter Zellen wahrend Pentagastrinstimulation. Die
vollstandige Aminoséaure-sequenz wurde 1971 publiziert (9), (6).
GIP ist eine lineare Kette, die 42 Aminosaurereste enthalt.

Seine  Struktur ist dem des Schweineglukagons und
Schweinesekretins ahnlich.

5.3.2 Lokalisation und Ausschittung

Die hochste Konzentration an aktivem GIP wurde im Duodenum
und Jejunum gefunden, weniger war im Magenantrum und Illeum
nachweisbar. GIP ohne wahrnehmbare Aktivitdt kommt im
Osophagus, Magenfundus, Kolon, Pankreas oder Leber vor (70)
(76).

Studien haben gezeigt, dass GIP in den K-Zellen des Dindarms
von Hunden, Schweinen und Menschen vorkommt (11).

Diese Zellen sind reichlich in den Villi und oberen Krypten
enthalten (10). Es gibt auch einige immunzytochemische
Nachweise, dass die alpha-Zellen des Pankreas und
glukagonhaltige Zellen des Darmes auch ein Peptid enthalten,
das eine ahnliche Immunreaktivitat zeigt wie GIP (1) (107).

Oral aufgenommene, jedoch nicht intravends verabreichte
Glukose (14), Fett (36) und intraduodenale Aminosauren (113)
stimulieren die GIP- Ausschuittung. Versuche mit verschiedenen
Aminsduren zeigten, dass nicht alle Aminosauren eine
signifikante GIP Ausschuttung bewirken. (112). Diese Studie lasst
darauf schliessen, dass die GIP Ausschittung von den
Aminosauren stimuliert wird, die auch auf Gastrin, CCK und das
pankreatische Polypeptid erhéhend wirken. Es ist mdglich, dass
die durch Nahrung stimulierte Ausschittung von GIP auch durch
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andere gastrointestinale oder pankreatische Hormone beeinflusst
wird.

Exogenes Glukagon erniedrigt die Konzentration an GIP im
Serum auch nach Testmahlzeiten (31).

Exogenes Insulin verhindert die GIP-Antwort auf oral
eingenommenes Fett (6), und eine ahnliche Hemmung konnte
nach intravenoés applizierter Glukose beobachtet werden (30). Die
gleichzeitige Infusion von Glukose und Insulin, zeigte keine
Wirkung auf GIP (102). In verschiedenen Studien wurde gezeigt,
dass Glukose hauptséachlich die GIP-Ausschittung im
menschlichen Duodenum und Fett die des Jejunums erhdht (86).

5.3.3 Biologische Wirkung

Die wichtigsten gastrointestinale Effekte von GIP sind die
Hemmung der Magensauresekretion und Stimulierung von Insulin
(7) (6). GIP ist ein potenter Hemmstoff der durch Pentagastrin
stimulierten S&aure, und der Pepsinsekretion vagal denervierter
Magentaschen. Ebenso ist es ein weniger starker Hemmstoff der
durch Histamin stimulierten Sekretion (73). GIP in hoher
Konzentration ist auch in der Lage, die Saureausscheidung des
innervierten Magens zu hemmen, die durch die von Insulin
verursachte Hypoglykdmie hervorgerufen wird.

Es wurde gezeigt, dass Fett die GIP-Sekretion erhoht. Deshalb
wurde angenommen, dass GIP einer der wichtigsten Faktoren ist,
der die Sauresekretion nach fetthaltiger Nahrung bei Menschen
und Tieren hemmt. Neuere Studien zeigten jedoch, dass GIP
diese Rolle nicht einnimmt. Bei menschlichen Versuchspersonen
mit gesunden Magen verursachte GIP intravens verabreicht erst
dann eine leichte Hemmung der pentagastrin-vermittelten
Sauresekretion, wenn die Konzentration im Blut weit héher war
als jene nach physiologischer Nahrungs- oder Fettaufnahme (59).
Vagotomierte  Versuchspersonen hatten keine grossere
Ausschittung an GIP als jene mit einem intakten Vagus (104).
Andere gastrointestinale Effekte beinhalten die Hemmung der
Magenmotorik bei Hunden (6), die Hemmung des basalen und
Pentagastrin vermittelten Druckes des unteren 06sophagalen
Sphinkters bei Katzen (105) und geringere Natriumverschiebung
von luminal nach intestinal bei Speicheldriisen von Kaninchen
(24). Manche dieser Effekte kdnnen zurtickzuflihren sein auf die
Verunreinigung des naturlichen GIP durch CCK (51)(60)(65).
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Ein anderer wichtiger biologischer Effekt von GIP ist die
Erhéhung der pankreatischen Insulinsekretion unter
hyperglykdmischen Bedingungen. (6). Unter hyperglykédmischen
Bedingungen von 125 mg/dl und oraler Verabreichung von
Glukose, fuihrte dies zu einer gleichzeitigen Erhdéhung von
Plasma-GIP und Insulin (2). Aus weiteren Versuchen wurde
erkannt, dass der durch Glukose stimulierte, die
Insulinfreisetzung erhohende Effekt abhéngig von einem
gewissen hyperglykdmischen Spiegel ist. Exogen verabreichtes
Insulin unterdriickte diesen Effekt nicht. Ahnliche Versuche
wurden unter hyper-, normo- und hypoglykdmischen
Bedingungen durchgefuhrt, wahrend die GIP-Sekretion durch
Fett, C-Peptid und Glukagon stimuliert wurde. Es wurde
festgestellt, dass die Insulinkonzentration nur  unter
hyperglykdmischen Bedingungen anstieg (116).

GIP stimuliert auch, in Abh&ngigkeit von hyperglykamischen
Bedingungen, die Insulinfreisetzung aus isoliertem Pankreas
(73). Genauso wurde herausgefunden, dass im isolierten
Pankreas von Ratten GIP die Ausschittung von immunreaktivem
Glukagon stimuliert, wenn die Glukosekonzentration unter 5,5
mM besteht. Eine ahnliche Reaktion konnte auch bei isolierten
Langerhans’'schen Inseln beobachtet werden (41). 1977
entdeckte die Arbeitsgruppe um Ipp, dass hohe Konzentrationen
von GIP auch die Somatostatinausschittung an isoliertem
Hundepankreas stimulieren (50).

Ahnlich wie GLP-1 erhoht GIP nicht nur die Glukose-induzierte
Insulinsekretion (29) sondern stimuliert auch die
Somatostatinsekretion (61).

5.3.4 GIP und Ghrelin

Im Gegensatz zum GLP-1, stimuliert GIP die Ghrelinsekretion im
isolierten Rattenmagen mit und ohne vagaler Vorstimulation.
Aufgrund seines stimulierenden Effektes, konnte GIP der
auslosende Faktor der Ghrelinerhhung nach proteinreicher
Nahrung sein. Dies bleibt aber umstritten, weil GIP beim
Menschen nach proteinreicher Nahrung nicht signifikannt ansteigt
(33) (84).

Der Effekt von GIP ist auch erst in hoheren Konzentrationen
aufgetreten, die so in vivo nicht vorkommen. Dies schliesst
jedoch nicht die potentielle Relevanz aus, weil die Sensitivitat in
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den in vitro Versuchen geringer war. Dasselbe gilt auch fiir die
anderen Versuche mit CCK.

6. Zusammenfassung

Friher war es wichtig, ausreichend zu essen, um zu Uberleben.
Heutzutage hat sich die Problematik grundlegend gewandelt:

Der allgemeine Kalorienbedarf ist insgesamt gesunken
wohingegen die Nahrungsaufnahme gleichgeblieben bzw.
teilweise sogar gestiegen ist. Die Konsequenzen zeigen sich in
der immensen Zunahme der Adipositas in den Industriestaaten
und ihren damit verbundenen Folgeerkrankungen, welche
zunehmend therapiert werden missen.

Dazu ist eine genaue Kenntnis der Regulation der
Nahrungsaufnahme notig. Es spielen neuronale sowie
hormonelle Faktoren eine Rolle, die sich gegenseitig erganzen.
Erst 1999 gelang es einer japanischen Forschergruppe durch
Zufall einen unbekannten, endogenen Liganden des Growth-
hormone-secretagogue-Rezeptors (GHS-R) zu separieren. Es
zeigte sich, dass dieses, aus 28 Aminosauren bestehende
Hormon Ghrelin, hauptsachlich vom Magen sezerniert wird.
Neben Stimulierung des Wachstumshormones zeigte sich bei
exogener Zufuhr bei Nagetieren auch eine Gewichtszunahme.
Damit stellte sich die Frage, wie Ghrelin in den Informationsweg
vom Magen an den Hypothalamus eingreift, und welche
Substanzen hemmend oder stimulierend auf dessen
Ausschittung wirken.

Die Wirkung von Ghrelin auf die verschiedenen Organsysteme
wurde Dbereits in vielen wissenschaftlichen Publikationen
untersucht. Wie jedoch die Ausschittung von Ghrelin geregelt
wird, ist bislang noch ungeklart. Dies ist in Bezug auf ein
Verstandnis der physiologischen Regulation der
Nahrungsaufnahme und einer moglichen therapeutischen
Nutzung von Interesse.

Im Hinblick auf diese Problematik wird in dieser Arbeit auf
mogliche  Faktoren  eingegangen, die die  Sekretion
beziehungsweise Hemmung von Ghrelin bewirken.

Hierbei wurde die Wirkung von Vagusstimulation, CCK und GIP
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in verschiedenen Konzentrationen auf Ghrelin untersucht.

Dazu wurden in vitro Versuche am isolierten Rattenmagen
durchgefuhrt.

Ziel der Praparation war es, den Magen uber einen in den
Truncus coeliacus implantierten Katheter selektiv  mit
physiologischem Krebs-Ringer-Puffer zu perfundieren. Diesem
Puffer wurden zuséatzlich verschiedene Konzentrationen von
CCK, GIP und Glukose beigefugt. Gleichzeitig wurde das
Magenperfusat Uber einen in die V. portae implantierten Katheter
in jeweils vorgeschriebenen ZeitrAumen gesammelt und lber
Radioimmunoassay ausgewertet.

Die Ergebnisse dieser in vitro Versuche zeigten, dass CCK-
Oktapeptid, CCK-Nonapeptid, Glukose und GIP in niedriger
Konzentration  keinen  signifikanten  Einfluss auf die
Ghrelinsekretion bewirken.

Bei GIP-Konzentrationen in Hohe von 10"-8M und 107-7M
wurden signifikante Erh6hungen der Ghrelinsekretion festgestellt.

Zusammenfassend kann folgende Schlussfolgerung gezogen
werden:

In vitro zeigte GIP ab einer Konzentration von 107-8M eine
stimulierende Wirkung auf Ghrelin. CCK und Hyperglykamie
ergaben keine signifikanten Anderungen der Ghrelinsekretion.
Somit hat GIP eine entgegengesetzte Wirkung auf die
Ghrelinsekretion im  Vergleich zu zahlreichen anderen
gastrointestinalen Hormonen (Gastrin, Somatostatin, GLP-1,
Insulin), die alle hemmend wirken.

Aufgrund seines stimulierenden Effektes, konnte GIP der
auslésende Faktor der Ghrelinerhéhung nach proteinreicher
Nahrung sein. Dies bleibt aber umstritten, weil GIP beim
Menschen nach proteinreicher Nahrung nicht signifikant ansteigt.
Fur die Zukunft kbnnte Ghrelin als Appetitstimulus von Interessen
bei bestimmten Erkrankungen, wie zum Beispiel bei Anorexie,
Tumorkachexie oder Gastrektomie sein.

Ob die Adipositastherapie mit Ghrelinantagonsisten beeinflusst
werden kann ist ungewiss, da der Einfluss von Ghrelin durch
viele weitere appetitstimulierende Faktoren kompensiert werden
kann.
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