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1 EINLEITUNG

1.1 Hinfihrung zum Thema

Ein erwachsener Mensch ist normalerweise in der Lage, sein Korpergewicht
iiber Jahre hinweg konstant zu halten. Um dies zu gewéhrleisten, muss die
Energiecaufnahme durch die Nahrung langfristig genau dem Energieumsatz des
Korpers entsprechen. Hierflir ist der menschliche Korper mit einem sehr
effizienten und komplexen Regulationssystem ausgestattet, das durch das
Entstehen von Hungergefilhlen dafiir sorgt, dass ein Antrieb zur
Nahrungsaufnahme vorhanden ist, und so die Energiebilanz ausgeglichen
werden kann. Es scheint jedoch, dass die Mechanismen, die den Menschen vor
dem Verhungern schiitzen sollen, besser ausgebildet sind, als die, die ihn davor
schiitzen, zuviel Energie aufzunehmen und dadurch zu dick zu werden. Jeder
zweite Erwachsene in Deutschland ist iibergewichtig, bis zu 20 % der
Bevolkerung sind laut WHOMONICA-Projekt' adipds. Die WHO spricht
inzwischen sogar von einer ,,Adipositasepidemie®. Wenn sich der derzeitige
Trend weiterhin fortsetzt, dann wird im Jahr 2040 die Hilfte der erwachsenen
Bevolkerung einen BMI iiber 30 kg/m” haben und damit iibergewichtig sein.”
Die Folgen stehen drohend vor uns: Berechnungen ergeben beispielsweise fiir
die Jahre 1995 bis 2025 einen Anstieg der Begleiterkrankung Diabetes mellitus
Typ 2 um etwa 41 %.

Bis zu 70 % der Adipositasentstehung ist genetisch mitbestimmt. Weitere
Studien zeigen, dass physiologische Faktoren wie z.B. ein niedriger
Grundumsatz oder ein niedriges Niveau an Spontan-Aktivitit das Risiko

erhohen, libergewichtig zu werden.

Energie- und Nahrungsaufnahme des Korpers werden ebenso wie der
Energicumsatz im Gehirn gesteuert. Zur Gewichtsregulation muss das Gehirn
zum einen den Energiezustand des Korpers, sowie die gespeicherte Energie
messen, und andererseits Hunger und Sattheit regulieren und anpassen. Die

dominierende Rolle bei diesem Prozess spielt der Hypothalamus.
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Bereits vor 50 Jahren® wurden im Hypothalamus zwei verschiedene Regionen
mit entgegengesetzter Wirkung auf die Nahrungsaufnahme identifiziert: der
ventromediale Hypothalamus, der als Saittigungszentrum fungieren sollte, und
der laterale Hypothalamus — das sogenannte Hungerzentrum.’ Beide Regionen
stehen in Kontakt miteinander. Ist das eine Zentrum aktiv, wird das andere
gehemmt und umgekehrt. Dennoch blieb lange Zeit unklar, wie die Hunger-

bzw. Séttigungsregulation auf molekularer Ebene funktioniert.

Die Regulation der Energiechomoostase wird durch Hunger und Sattigung
gesteuert.® Als Sittigung wird das Ende der Nahrungsaufnahme bezeichnet.
Die Dehnung des Magens und des Darms sowie deren Inhalt sind die
wichtigsten ~ Sattigungssignale.  Kaubewegungen  sowie  sensorische
Informationen aus Nase, Mund, Rachen und Speiserohre sind ebenfalls daran
beteiligt. Die Informationen werden an das ZNS iiber den Nervus vagus sowie

{iber endokrine Zellen des Darmepithels weitergeleitet.”

Die glukostatische Theorie® besagt nun, dass die Glukosekonzentration im Blut
vom Hypothalamus registriert wird. Tatsdchlich wurden inzwischen im
Hypothalamus Neurone (Glukosensoren) entdeckt, die die
Glukosekonzentration messen konnen.”"'? Thre molekulare Identitit ist zur Zeit
noch vollig unbekannt und Gegenstand intensiver weltweiter Forschung.
Glukosensoren werden auch im Stammhirn und in der Leber gefunden. Die
Glukosensoren der Leber konnen den Glukosegehalt des Blutes bestimmen, das
direkt vom Darm in die Leber gelangt. Tatsdchlich fithrt im Versuch eine
Infusion von Glukose in die Pfortader zur Unterdriickung der
Nahrungsaufnahme.'' Die Informationen der Glukosensoren der Leber werden
iiber den Nervus vagus ans ZNS gesendet. Hohe Glukosekonzentrationen

tragen zur Sattigung, niedrige zum Entstehen von Hunger bei.
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afferente Kontrofe/aferen! comfral
innere metabolische Faktorenintemal metabolic factors

Geruch/Geschmack/Aussehan Tag-Macht-Rhythmus
smellifaste/appearance day-night cycle

Modulation durch ZNS/Hypothalamus

ibergeordnete Zentren CNS/hypothalamus
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konsumatorisches Verhalten/consumatory behavior

Abb. 1: Energichomdostase'”

Im Gegensatz zur glukostatischen Theorie, nach der das Né&hrstoffmolekiil
Glukose selbst das Signal darstellt, ist nicht bekannt, dass Nahrungsfette
ebenfalls derartige Signalmolekiile reprisentieren. Nach dieser sog.
lipostatischen Hypothese'® wird dem Gehirn mitgeteilt, wie gut der langfristige
Energiezustand des Korpers in Form der Fettspeicher aussieht. Dies wurde
gestiitzt durch Befunde an Maiusen, bei denen spontane Mutationen eines
einzigen Gens, zu einer extremen Adipositas fithren. Jedoch erst 1994 ist es
Friedman et al. gelungen, bei einem dieser Méusestimme, den so genannten

obese (Ob) Maiusen, das defekte obese-Gen aufzuspiiren und seinen
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genetischen Kode zu entschliisseln.* Es stellte sich heraus, dass dieses Gen
ein Protein namens ,,Leptin“ (von griechisch leptos = diinn oder schlank)
kodiert, das von Fettzellen produziert wird. Je mehr Fettgewebe da ist, desto
mehr Leptin wird produziert und desto hdher ist die Blutkonzentration an
Leptin. Injiziert man Leptin entweder in die Blutbahn oder direkt in den
Hypothalamus von Ob-Maéusen, so wird die Futteraufnahme drastisch reduziert
und die Miuse nehmen stark an Gewicht ab. Das heift, dass bei diesen
Maiusen durch den Defekt des obese-Gens die Riickmeldung iiber die
Fettspeicher des Korpers fehlt und dem ZNS dadurch eine stindige
Untererndhrung gemeldet wird. Somit kommt es zu einer extremen

Gewichtszunahme.

Aus dem Dargestellten wird schnell klar, dass die Regulation der
Energiechomdostase wesentlich komplexer ist als bislang vermutet, und daf3 das
einfache Bild vom Hunger- und Séttigungszentrum nicht mehr
aufrechterhalten werden kann. Vielmehr wird die Nahrungsaufnahme durch
ein komplexes Netzwerk verschiedener iibergeordneter Zentren gesteuert.
Dieses orexische Netzwerk dient als Integrationszentrum zur Kontrolle der
Nahrungsaufnahme und der Energiechomdostase. Thm gehdren mehrere
Kerngebiete des Hypothalamus (periventrikuldre, mediale und laterale Zone,
ventromediales Sattigungs- und laterales Hungerzentrums, etc.) an, die mit
verschiedenen hoher- und tiefergestellten Zentren (dem dorsomedialen
hypothalamischen ~Nukleus, dem Nukleus Arcuatus, dem Nukleus

Paraventrikularis, etc.) verbunden sind.

Kurz nach der Entdeckung des Leptins wurde auch dessen Rezeptor
identifiziert.”” Der OB-Rb genannte Rezeptor existiert sowohl im
Hypothalamus als auch in vielen anderen Zellen wie Muskelzellen,
Leberzellen, Pankreaszellen etc.. Die Wirkung auf das Appetitsystem wird
aber ausschlieBlich durch die Bindung von Leptin an die Rezeptoren im
Hypothalamus vermittelt, wo es die Ausschiittung verschiedener Neuropeptide
stimuliert oder inhibiert. Maiuse und Ratten, die ecinen Defekt im

Leptinrezeptor haben, zeigen den gleichen Phénotyp wie die ob-Maiuse.
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Die Annahme, dass eine gestorte Leptinproduktion, d.h. ein Leptinmangel fiir

die Entstehung von Adipositas beim Menschen verantwortlich ist, hat sich

leider nicht bestitigt.' Zahlreiche Untersuchungen beim Menschen haben

gezeigt, dass in der Regel bei Adipositas der Leptinspiegel im Blut erhdht ist,

das ZNS jedoch nicht in der Lage ist, dies korrekt zu interpretieren. Wie und

warum es zu einer solchen zentralen Leptinresistenz kommt, ist noch

unverstanden und wird derzeit erforscht.

Neuropeptide, die die Nahrungsaufnahme beeinflussen

Stimulierend (orexigen):

Vermindernd (anorexigen):

¢ Neuropeptide Y (NPY)
Melanin concentrating hormone
(MCH)

Agouti related peptide (AGRP)
Galanin

Orexin A und B

B-Endorphin

Peptide YY

Opioide

Noradrenalin (a2-Rezeptor)
Gamma-Amino-Buttersaure
(GABA)

Ghrelin

* & & & O O 0o *

*

* & o

L 2R R 2R JER JEE R JER 2R JER B 4

Cocaine and amphetamine-
regulated transcript (CART)
Cholecystokinin (CCK)
Melanocyte-stimulating hormone (a-
MSH)

Corticotropin-releasing hormone
(CRH)

Glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
Glukagon

Thyrotropin releasing hormone
(TRH)

Interleukin B (IL-B)

Urocortin

Neurotensin

Enterostatin

Amylin

Oxytocin

Bombesin

Serotonin

Dopamin

Histamin

Noradrenalin (a1-Rezeptor, B1-
Rezeptor

Tabelle 1: Neuropeptide, die die Nahrungsaufnahme beeinflussen

Noradrenalin kann als einziger Transmitter sowohl stimulierend als auch

hemmend auf die Nahrungsaufnahme wirken, je nachdem an welchen

Rezeptor es bindet.
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Weiterhin beeinflussen diverse Neurotransmitter und Neuropeptide die
Hunger-Sittigungs-Regulation. Bislang konnten keine dafiir spezifischen
Transmitter gefunden werden. Fiir die Wirkung kommt es, wie auch sonst im
Organismus, auf die genaue Kombination von Transmitter und Rezeptor an.
Eine Auswahl der wichtigsten bisher bekannten hypothalamischen
Neurotransmitter und -peptide des orexisches Netzwerks ist in Tabelle 1

aufgelistet.

Der wohl stérkste Stimulator des EB- bzw. Fressverhalten ist das Neuropeptid
Y (NPY), dessen zentrale Injektion sogar bei gesittigten Tieren die
Nahrungsaufnahme stimuliert.'” Nahrungsentzug fiihrt zu einer verstirkten
Freisetzung, und Nahrungsaufnahme zur Reduktion der Freisetzung von NPY.
Im Nukleus Paraventricularis des Hypothalamus freigesetztes NPY aktiviert
mindestens einen bestimmten NPY-Rezeptor, den Y5-Rezeptor. Im Nukleus
Arcuatus kontrolliert der Y5-Rezeptor als ,,Autorezeptor die Ausschiittung
des NPY, seines eigenen Agonisten.'® Die Beteiligung des Y5-Rezeptors an
der Kontrolle von Hunger und Sittigung sowie an der Energichomdostase,
macht die Entwicklung von YS5-Antagonisten zu einer interessanten und

wahrscheinlich lohnenden Aufgabe fiir die Pharmaindustrie.

NPY wird durch Leptin reguliert, ein niedriger Leptinspiegel stimuliert die
NPY-Ausschiittung, wihrend ein hoher Leptinspiegel hemmend wirkt."” Ein
Gegenspieler von NPY ist dabei das Corticotropin-freisetzende Hormon
(CRH).20 Es zeigt katabole Wirkung, da es im Nukleus Paraventricularis zur
Inhibition der Nahrungsaufnahme fiihrt und den Energieverbrauch erhoht.
Gleichzeitig ruft es die Stressantwort durch Freisetzung von Stresshormonen
aus der Hypophyse hervor. Leptin stimuliert die Biosynthese und Freisetzung
von CRH. Die Leptin-vermittelten Gewichtsverluste werden daher vermutlich
durch die hypothalamische Freisetzung von CRF mit veranlasst. Tatsdchlich
ist der Leptinrezeptor in den CRH-Neuronen des Nukleus Paraventricularis
enthalten.”’ Eine Blockade des CRH-Weges fithrt auch zu einer verstirkten
Nahrungsaufnahme nach NPY-Stimulation, d.h. CRH ruft den hemmenden
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Effekt auf die Nahrungsaufnahme offenbar durch die Inhibition des anabolen

NPY Signalweges hervor.

Wichtige Arbeiten der letzten Jahre haben die Bedeutung eines anderen
Signalweges, des hypothalamischen Melanocortin-(MC)-Weges, fiir die

. . . 1 22423424
Energichomoostase verdeutlicht.

Die Peptide dieses Weges leiten sich
aus dem Proopiomelanocortin (POMC) ab. Durch Spaltung entstehen aus dem
POMC-Vorldufer eine Reihe von Peptid-Hormonen mit vollig
unterschiedlicher Wirkung. Eines dieser Peptide, das oa-Melanozyten-
stimulierende-Hormon (a-MSH), aktiviert Melanozyten. Im ZNS bindet es an
den MC-4 Rezeptor, der wichtig ist fiir die Energichomdostase. Transgene
Miuse mit defektem MC-4 Rezeptor (knockout Méuse) zeigen extreme
Fettleibigkeit. Die sehr hohen Leptinspiegel dieser Méuse legen nahe, dass die
Tiere nicht adidquat auf erhohte Leptinspiegel reagieren konnen. Die
Assoziation von Leptin mit o-MSH und MC-4-Rezeptor wird durch die
Lokalisation von Leptinrezeptoren in POMC Neuronen weiter gestiitzt. Vor
einigen Jahren wurde ein Peptid entdeckt, das AGRP (agouti related peptide)
genannt wird. AGRP ist normalerweise auf den Nukleus Arcuatus beschrinkt
und in Ob-Méusen erhoht. AGRP ist ein spezifischer Antagonist am MC-4-
Rezeptor, wo es die Bindung von a-MSH erschwert.”> Experimentell erzeugte
Uberexpression von AGRP resultiert in Fettsucht wie der MC-4-Rezeptor
knock-out selbst. Das Konzentrationsverhiltnis von a-MSH und AGRP im
Nukleus Arcuatus scheint also die Aktivitit des MC-4-Rezeptors zu

regulieren.*®

Zusitzlich zu den beschriebenen Neuropeptiden mit Wirkung auf die
Regulation der Energiebilanz und Appetit im Hypothalamus, sind jiingst
Peptide mit dhnlichen Wirkungen beschrieben worden. Einige von ihnen sind
schon ldnger bekannte Peptide wie Melanin-konzentrierendes Hormon (MCH),
glucagon-like-peptide 1 (GLP-1), Galanin oder Neurotensin. Einfliisse dieser
Peptide auf die Nahrungsaufnahme wurden meist nach ihrer zentralen
Applikation festgestellt. Diese Arbeiten fiihrten aber auch zur Entdeckung
neuer, bislang unbekannter Neuropeptide. Hierzu zdhlt das CART-Peptid
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(Cocain und Amphetamin-reguliertes Transkript), das zu einer starken
Hemmung der Nahrungsaufnahme fiihrt und die NPY-induzierte

Nahrungsaufnahme vollstindig hemmt.?’

Zwei weitere Peptide wurden kiirzlich und unabhéingig voneinander von zwei
Arbeitsgruppen entdeckt. Sie leiten sich vom gleichen Prohormonvorldufer ab
und wurden auf Grund ihrer Wirkung Orexin A und Orexin B*® bzw.
Hypocretine® getauft. Die Expression von Orexin ist bei Hunger erhéht und

seine zentrale Administration ruft Hyperphagie hervor.

Das Bild, das die Regulation der Energichomdostase und von Hunger- bzw.
Sattigungsmechanismen beschreibt, zeigt sich derzeit als duBerst komplex,
unvollstdndig und daher partiell verwirrend. Weder sind alle molekularen
Teilnehmer am Geschehen, noch alle Orte des Geschehens derzeit bekannt.
Dennoch haben die aufregenden Entdeckungen der letzten Jahre das
Forschungsgebiet stark belebt, so dass bislang ein betrachtlicher Zuwachs an
Erkenntnis erzielt wurde und sicherlich in naher Zukunft weiterhin erzielt

werden wird.
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1.2 Orexin

1.2.1 Geschichte

Im Rahmen einer groBeren Untersuchung an Liganden bisher unklassifizierter
G-Protein gekoppelter Zelloberflachen-Rezeptoren (GPCRs = G-protein-
coupled cell surface receptors), fanden sich zwei sog. orphan-GPCRs, die eng
zueinander in Beziehung standen. Die Forschergruppe um Sakurai et al. in
Tsubuka, Japan, taufte sie 1998, wegen ihres nachweislichen Einflusses auf das
Erndhrungsverhalten, Orexin A bzw. B, dem griechischen Wort orexis folgend,
was soviel bedeutet wie Appetit.’® Unabhingig davon entdeckten De Lecea et
al. diese fast zeitgleich und nannten sie Hypocretin.’' Die beiden der Gruppe
der Neuropeptide zugehorigen Stoffe werden aus demselben Vorldufer-Peptid,
dem Préapro-Orexin synthetisiert. Sie kommen v.a. in den Neuronen des
lateralen Hypothalamus spezifisch vor, die als Zentrum fiir die Regulation der
Nahrungsaufnahme beschrieben worden sind. Durch intraventrikulére
Applikation bei Ratten wird die Nahrungsaufnahme deutlich stimuliert.”

Diese beiden neuartigen Neuropeptide, Orexin A und B, haben keine
signifikante strukturelle Verwandtschaft zu bekannten bereits klassifizierten

Regulationspeptiden.®

1.2.2 Expression/Stoffwechsel

Sakurai et al. klonten das gesamte humane Prépro-Orexin-Gen sowie die
korrespondierende cDNA. Das humane Prapro-Orexin-Gen besteht aus 1432
Basenpaaren. Die humane Prépro-Orexin-mRNA kodiert fiir ein 131 Peptide
langes Vorldufer-Peptid (Prépro-Orexin). Die beiden daraus resultierenden
Peptide, enthalten 33 Aminoséduren (Orexin A) bzw. 28 Aminosduren (Orexin
B). Beide binden an einen spezifischen G-Protein-gekoppelten Orexin-
Rezeptor, OX-1R und OX-2R** jedoch mit unterschiedlicher Affinitit.
Wihrend der OX-1R selektiv Orexin A bindet ist OX-2R ein unselektiver
Rezeptor fiir beide Orexine. Auflerdem hat Orexin A eine grofere Stabilitdt

gegeniiber proteolytischem Abbau als Orexin B.”
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Peyron et al. folgend werden die beiden Orexine ausschlieBlich in den
Zellkérpern des lateralen Hypothalamus exprimiert.’® Dies bestitigten auch
Mondal et al. die kein Orexin im Fettgewebe oder den viszeralen Organen
fanden.”” Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass Orexin und auch
Orexinrezeptoren jedoch auch im enteralen Nervensystem, im Pankreas sowie
auch im Darm vorhanden sind.”*”’ Nachforschungen an anderen Organen bzw.
Organsystemen auf das Vorhandensein von Orexin A und B bzw. die
Rezeptoren OX-1R und OX-2R sind Gegenstand der aktuellen Forschung.

Die Forschergruppe um Kastin fand heraus, dass Orexin A eine hochlipophile
Substanz ist, die die Blut-Hirn-Schranke schnell durch einfache Diffusion
iiberwindet, und somit das Hirngewebe sehr schnell erreicht. Dies steht im
Gegensatz zu dem geringer lipophilen Orexin B, welches schon im Blut sehr
schnell metabolisiert und abgebaut wird.*’

Bei einem Nahrungskarenzversuch bei Ratten, stellte sich heraus, dass nach 48
Stunden die Orexin A und —B —Spiegel des lateralen Hypothalamus deutlich
anstiegen, der Gehalt in anderen Hirngewebeabschnitten, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, jedoch signifikant zuriickging. Dies ldsst den Schluss zu, dass
Orexine als Neuromodulatoren und/oder Neurotransmitter fungieren, die das

Nahrungsverhalten beeinflussen in dem sie das Gefiihl ,,Hunger* vermitteln.*'

1.2.3 Wirkung / Physiologie

Bei Untersuchungen beziiglich des Verlaufs der Orexinsynthese und Inkretion,
konstatierten Mondal et al., dass im Gehirn diesbeziiglich keine zirkadiane
Rhythmik existiert.*” Thre Wirkung entfalten Orexine iiber eine Erhéhung des
zytoplasmatischen Calciums, welches {iiber eine G-Protein-vermittelte
Steigerung des Calcium-Einstroms durch die Plasma-Membran-Kanéle bedingt
wird. Die Peptide haben weiterhin sowohl auf prd- sowie auch auf
postsynaptische Rezeptoren einen gleichermallen ausgepriagten Effekt (van den
Pol et al.).*

Orexinhaltige Neurone im lateralen Hypothalamus der Ratte reagieren auf eine
insulininduzierte Hypoglykdmie mit einer Aktivierung desselben (Sakurai et

al.).
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Die zentrale Wirkung der Orexine ist die Regulation (insbesondere die
Stimulation) der Nahrungsaufnahme, wobei die Stimulation bei Orexin A
kontinuierlich, bei Orexin B jedoch nicht durchgéngig nachzuweisen ist. ™
Durch ihr Vorkommen im lateralen Hypothalamus, und dessen essentielle
Rolle in der zentralen Regulation der gastrointestinalen Funktion, vermuteten
Takahashi et al., dass die Orexine auch die zentrale Kontrolle der
Magenséuresekretion beeinflussen. Die Versuche an Ratten ergaben, dass die
intrazisternelle Injektion von Orexin A zwar dosisabhingig die
Magensauresekretion stimulierte, die intraperitoneale Applikation jedoch
keinen Effekt zeigte. Sowohl eine Vagotomie als auch Atropin-Gabe
blockierten diesen Prozess, woraus Takahashi schloss, dass Orexin A die
Magensduresekretion im Gehirn iiber eine Modulation des vagalen Systems
stimuliert.*

Die Beeinflussung der hypothalamischen Orexinausschiittung durch den
Blutglukosespiegel und die Nahrungsaufnahme untersuchten Cai et al. Sie
stellten fest, dass die Prid-pro-Orexin mRNA-Spiegel nach Fasten und nach
einer akuten Hypoglykdmie mit gleichzeitiger Nahrungskarenz signifikant
ansteigen. Dies legt die Vermutung nahe, dass Orexine bei der Kurzzeit-
Regulation des Energiehaushalts beteiligt sind, indem sie auf Abfille des
Blutglukosespiegels mit einer Stimulation der Nahrungsaufnahme reagieren.*®
Peyron et al. schlieBen aus ihren Studien, dass Orexine weitreichende
physiologische Funktionen ausiiben, die {iber die Regulation der
Nahrungsaufnahme hinausgehen. Hierzu zdhlt die Regulation des Blutdrucks,
des Neuroendokrinen Systems, der Korpertemperatur sowie des Schlaf-Wach-
Zyklus.*” Gerade zu diesem letztgenannten sind in letzter Zeit zahlreiche
Publikationen erschienen, die weitreichende Eingriffe des Orexins in die
Schlaf-Wach-Regulation konstatiert haben.

Pu et al. fihrten Versuche mit intracerebroventrikuldrer Injektion von Orexin
A und B an Ratten durch. Sie fanden heraus, dass dadurch die LH-Sekretion
schnell stimuliert wurde; und zwar war der Effekt bei Orexin A - Injektion
signifikant hoher als bei den mit Orexin B injizierten Ratten. Somit fligten sie
hinzu, dass Orexine zu einer Gruppe hypothalamischer Botenstoffe gehoren,

die die neurochemische Regulation von Reproduktion und Energichaushalt
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beeinflussen.®® Diese These bestitigen Kirchgessner et al. Thre
Untersuchungen ergaben, dass orexinhaltige Neurone nicht nur im lateralen
Hypothalamus vorkommen. Sie stellten fest, dass eine Reihe von Neuronen im
Darm, die unter anderem auch Leptinrezeptoren exprimieren, eine
orexindhnliche = Reaktivitit  aufweisen, sowie auch  funktionelle
Orexinrezeptoren exprimieren. Orexin stimuliert die sekretomotorischen
Neurone im submukdsen Plexus des Meerschweinchens und erhéht auBBerdem
die Darmmotilitit. Daraus schlussfolgert Kirchgessner, dass Orexin in der
Regulation des Energiehaushalts im Darm eine wichtigere Rolle spielt, als ihm
im ZNS zugeschrieben wird.*

Eine weitere Folge der Orexinstimulation besteht in einer Erhoéhung der
Neuropeptid Y (NPY) - Freisetzung durch eine erh6hte Nahrungsaufnahme
und eine Beeinflussung der endokrinen Regulation.”*"!

Leptin hingegen, von Adipozyten freigesetzt und Indikator fiir die Fettspeicher,
hat eine gegensitzliche Wirkung auf dieselben Neurone. Dies fiihrt zu einer
Erniedrigung der NPY-Spiegel und daraus resultierend zu einer Erniedrigung
der NPY-vermittelten hypothalamischen Funktionen.”

Die Nahrungsaufnahme sowie die Korpergewichtszunahme sind bei mit Leptin
behandelten Ratten signifikant geringer, als in der Kontrollgruppe (mit NaCl-
Lsg). Die Orexin A Konzentration im lateralen Hypothalamus wird unter dem
Einfluss von Leptin signifikant gesenkt.”

Auf eine subkutane Bolusinjektion von Orexin A bzw. B in Ratten reagierten
diese mit einem Ansteigen des Insulin- und auch des Glukosespiegels im Blut.
Dieser Effekt war bei Orexin A deutlich ausgeprégter als bei Orexin B. Bei den
anschlieBenden in vitro-Experimenten am Rattenpankreas stimulierte nur

Orexin A die Insulinsekretion.>*
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1.3 Leptin

1.3.1 Geschichte

Im Jahre 1994 ff. wurde das "Fettsuchtgen" (obese-Gen, ob-Gen) und dessen
Genprodukt das so genannte Leptin (leptos: diinn) von Friedman et al.
Identifiziert.”> In der Zwischenzeit sind weltweit zahlreiche Publikationen zur
Rolle des Leptins in den verschiedensten medizinischen Disziplinen
verdffentlicht worden. Das Leptinmolekiil ist heute bereits bis zur
Tertidrstruktur aufgeklart.

Begonnen haben die Untersuchungen zum ob-Gen und zum Leptin an
fettleibigen Mausen mit einem Gendefekt. Zhang et al. waren die ersten, die
1994 das ob-Gen bei ob/ob-Mdusen kloniert und auch sequenziert haben. Sie
stellten fest, dass bei ob/ob-Miusen die Fettleibigkeit auf einer Punktmutation
im ob-Gen beruht. Diese Mutation fiihrte zu einem Abbruch der
Proteinsynthese, und verhinderte somit die Bildung des ob-Gen-Proteins,
nimlich des Leptins.>®

Die These, dass die Fettleibigkeit der Miuse ihre Ursache in dem Genfehler
hat, wurde durch weitere Nachforschungen bei Méiusen mit Leptin-Synthese-
Defekt erhértet. Diese reagierten auf eine in vivo Injektion von Leptin mit einer
Gewichtsabnahme, einer Verminderung der Nahrungsaufnahme, einer
Zunahme des Grundumsatzes, der Korpertemperatur und der korperlichen
Aktivitit S758+59+60
Der Rezeptor, an den Leptin andockt, wurde 1995 von der Arbeitsgruppe um
Tartaglia® bei der Maus kloniert. Dieser wies strukturelle Ahnlichkeiten mit
den Rezeptoren der Zytokinfamilie auf. Im Tiermodell konnten
unterschiedliche Rezeptor-Varianten nachgewiesen werden, die verschiedene
Funktionen erfiillen sollen. Hierzu gehort die Signaliibertragung selbst, der
Leptintransport durch die Blut-Hirn-Schranke sowie eine 16sliche
Rezeptorform, die als Transportprotein fiir das Leptin dient.*

63764165 wurde bei db/db-Miusen eine

Von verschiedenen Arbeitsgruppen
defekte Form des Leptinrezeptors festgestellt, die die Signaliibertragung

unmdoglich macht. Dieser Rezeptordefekt fiihrt zu einer fehlenden Wirksamkeit
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des Leptins bei diesen Méusen, so dass trotz hoher Leptinserumspiegel bzw.

Leptininjektionen die zu erwartende Gewichtsreduktion ausbleibt.

1.3.2 Expression/Stoffwechsel

Das fiir Leptin kodierende Gen wird als ob-Gen gekennzeichnet. Es kodiert ein
167 Aminosduren grofes Peptid; Leptin ist ein hydrophiles, globulér
strukturiertes Protein mit einer relativen Molmasse von 16 kDa und wird
ausschlieSlich von Adipozyten synthetisiert und sezerniert.’® Es zirkuliert in
monomerer Form im Plasma. Die Kristallstruktur des Leptins weist darauf hin,
dass es zur Zytokin-Familie gehort.”” Beim Menschen zirkuliert Leptin in
freier, und an verschiedene Proteine gebundener Form, wobei diese
Bindungsproteine bisher nicht eindeutig identifiziert werden konnten.®® Es wird
jedoch angenommen, dass eine zirkulierende Form des Leptinrezeptors als
Bindungskomponente fungiert.”” Bei schlanken Probanden wurde festgestellt,
dass im Plasma das gebundene Leptin {iberwiegt, bei adipdsen zirkuliert
iiberwiegend freies Leptin.

Ferner konnte nachgewiesen werden, dass humanes Leptin pulsatil

ausgeschiittet wird und diese Sekretion eine zirkadiane Rhythmik aufweist.”’

Der Leptinrezeptor ist auf dem sog. db-Gen kodiert, und hat eine
entsprechende Zytokinrezeptor-Ahnlichkeit. Er wird v.a. im Hypothalamus
exprimiert, und zwar in den Bereichen, in denen die Nahrungsaufnahme
gesteuert wird. Weiterhin finden sich auch Leptinrezeptoren im

Verdauungstrakt sowie auch auf den B-Zellen des endokrinen Pankreas.”’

1.3.3 Wirkung / Physiologie

Die Nachforschungen zur Wirkungsweise des Leptins sind so umfangreich und
zahlreich, dass wir heute auf eine Vielzahl von dokumentierten
Untersuchungen zuriickgreifen konnen, die zeigen, wie vielfdltig und
weitreichend die Wirkungen des Leptins im Gesamtorganismus sind. Da die

detaillierte Darstellung dieser mannigfaltigen Wirkungen den Rahmen dieser



1.3 Leptin Seite 20

Arbeit sprengen wiirde, wird im nachfolgenden eine Auswahl der wichtigsten

kurz dargestellt.

Leptin beeinflusst vorrangig die Regulation des Energichaushalts, das
Séttigungsgefiihl und somit die Korperzusammensetzung. Es wird nach seiner
Synthese und Sekretion durch die Adipozyten an Trigerproteine gebunden,
passiert die Blut-Hirn-Schranke und bindet an seinen hypothalamischen
Rezeptor. Hier vermittelt Leptin ein Absinken des "Hungerhormons"
Neuropeptid Y (NPY) und einen Anstieg des Corticotropin-Releasing-
Hormons (CRH), wodurch die Nahrungsaufnahme gebremst wird.”” Uber eine
Hemmung der Nahrungsaufnahme fiihrt dies zu einer Abnahme des

Adipozytenvolumens und der Kérperfettmasse.’

ZNS

« ADIPOZYT ) Nahrungsaufnahme

4 Energieverbrauch

HYPOTHALAMUS

o
LEPTIN \_/

Fasten - __ &
Sympathisches
Nervensystem Nahrungsaufnahme Periphere Organe
Androgene Insulin
Glukokortikoide
Ostrogene

Abb. 2: Schematische Darstellung des Leptin-Regulationssystems’
NPY = Neuropeptid Y

Die Serumkonzentration des Leptins korreliert beim Menschen sowie auch im
Tiermodell direkt mit der Masse des Fettgewebes; d.h. bei groer Masse an
Fettgewebe sind die Leptin-Serumspiegel hoch, bei niedriger Masse

. T5+T6+77+78
entsprechend klein.
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9+80+81+82

Fasten fiihrt zu einer Senkung der Leptin-Spiegel ’ , wobei auch bei

extremen Fasten, wie z.B. bei Anorexia nervosa, die enge Korrelation zwischen

83+84

Leptin und Korperfettanteil im Serum erhalten bleibt. Frauen weisen bis

+86+ coq:
85186 87, wobei die Serum-

zu dreimal hohere Leptinspiegel auf als Minner
Leptinkonzentrationen in der Pramenopause hoher sind, als in der
Postmenopause.*® Mit dem Alter fallen die Serum-Leptinspiegel ab, so dass sie
bei iiber 60-Jihrigen um fast die Halfte kleiner sind.*

Es sind verschiedene Einflussmomente auf den Leptin-Serumspiegel erforscht

worden. So verringern v.a. energieverbrauchende Zustinde (z.B. Muskel-

training) den Leptinspiegel’’, wihrend z.B. Glukokortikoide und Fieber diesen
erhhen.”!
Erhdhung der Erniedrigung der
Leptinsekretion durch Leptinsekretion durch
¢ Hohe Fett- (Energie-) Zufuhr ¢ Fasten
¢ Hyperglykamie ¢ Hypoglykamie
¢ Hohe Insulinspiegel ¢+ Kalte
¢ Hyperinsulinamie ¢ Katecholamine
¢ Nahrungszufuhr ¢ cAMP
¢ Nahrungsuberflul ¢ Fettsauren
¢ Ostrogene, Progesteron ¢ Androgene
¢ Glukokortikoide ¢ Niedrige
¢ Hohe Korperfettmasse Kérperfettmasse

Tabelle 2: Einflussfaktoren auf die Leptinsekretion (nachgz)

Auf hormonaler Ebene bewirkt Leptin am Rattenmodell sowohl eine potente
Inhibition der basalen-, als auch der Glukose- und GLP-1-induzierten
Insulinsekretion mit nachfolgender Hyperglykdmie. Umgekehrt wird die
Leptinproduktion durch hohe Spiegel von Insulin stimuliert. Demnach wird
vermutet, dass Leptin als ein Teil des negativen Riickkopplungsmechanismus

zuriick zum endokrinen Pankreas fungiert, der signalisiert, dass kein Insulin
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mehr bendtigt wird, um die Fettspeicher aufzufiillen. Aufgrund des direkten
Einflusses von Leptin auf die insulinsezernierenden Zellen des Pankreas, wird
Leptin in die Gruppe der metabolischen Hormone eingeordnet.”****

Im Bereich des Hypothalamus ist die direkte Leptinwirkung vielfaltig:
erwiahnenswert ist hier, dass Leptin direkt inhibitorisch auf die Orexinsekretion
wirkt, was zu einer Reduzierung der Nahrungsaufnahme fiihrt.”

Ein weiteres Forscherteam entdeckte, dass Leptin auch eine Schliisselrolle in
der Kontrolle der Knochenmasse spielt. Es fungiert als ein natiirlicher Inhibitor
des Knochens, indem es an das Gehirn signalisiert, die Geschwindigkeit zu
drosseln, mit der neuer Knochen gebildet wird.”

Wie schon oben bei der Pankreaswirkung von Leptin erldutert, wurden durch
zahlreiche Forschergruppen Leptinrezeptoren an peripheren Organen
identifiziert. Leptin werden hier Einfliisse auf die Steuerung zahlreicher

Korperfunktionen wie Pubertdt, Reproduktion und auch Hiamatopoese

zugeschrieben.

1.3.4 Klinik

Aus der oben aufgefiihrten Vielfdltigkeit der Wirkungen des Leptins und des
Leptinrezeptors resultieren entsprechend diverse Dysfunktionen beim Ausfall
dessen funktioneller Aktivitdt, die v.a. durch Mutationen verursacht wird. Die
verschiedenen moglichen Mutationen koénnen sowohl die Expression des
Leptins, als auch die des Leptinrezeptors bzw. die nachfolgende
Signalweitergabe betreffen. Auch Leptin-Antikdrper, Verdnderungen der
Leptin-Transportproteine oder Stérungen des Transports durch die Blut-Hirn-
Schranke konnen die Wirkung des Leptins minimieren. Letztlich kann auch
eine Leptinresistenz als Storung zugrunde liegen; diese kann aus der
Fettleibigkeit resultieren, diese aber dann auch wiederum verstirken.”” Eine
Mutation auf dem ob-Gen kann dazu flihren, dass defekte Leptinmolekiile
gebildet werden, die nicht vom Rezeptor erkannt werden. Es kommt zu einer
Gewichtszunahme, unter anderem durch eine Fehlsteuerung von NPY und
CRH, aus der eine ungebremste Nahrungsaufnahme resultiert. Zum anderen

kann eine Mutation im db-Gen zur Produktion defekter Leptinrezeptoren
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fiihren. Dadurch wird der Regelkreis unterbrochen: weil der Rezeptor defekt
ist, kommt es zu einer erhdhten Leptinproduktion, die zur Adipositas fiihrt.

Ein génzliches Fehlen von Leptin, aber auch ein defekter Leptin-Rezeptor im
ZNS, duBern sich also in extremer Fettleibigkeit, hoher Nahrungsaufnahme,
Hyperglykdmie und Hyperinsulindimie, sowie in weiteren Storungen des
Glukosestoffwechsels.”® Demnach konnte Leptin auch bei metabolischen
Storungen, v.a. beim Diabetes mellitus Typ II, eine wichtige Rolle spielen.
Hierbei wird als zentrale Ursache fiir die Manifestation des Diabetes aber auch

der Adipositas eine Endorganresistenz gegeniiber Leptin vermutet.

Die Rolle von Leptin in der Regulation des Knochenstoffwechsels, konnte

. . . . o 99
neue Dimensionen in der Therapie der Osteoporose eroffnen.

Bei schwerkranken Patienten mit Tumoren, schweren Infektionen, etc., bei
denen die erhdhten  Serum-Leptinspiegel durch  Zytokin- und
Endotoxinfreisetzung  induziert sind, bewirkt Leptin mit grofler
Wabhrscheinlichkeit die Anorexie und Kachexie, zumindest jedoch deren
Aufrechterhaltung. Hier ldsst die Entwicklung sowohl von Leptinantagonisten
als auch von Leptinrezeptoragonisten und -antagonisten auf vollig neue
Therapieansétze hoffen, die auch bei der Therapie der Adipositas und des

metabolischen Syndroms eingesetzt werden konnten.'”
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1.4 GLP-1

1.4.1 Geschichte

Schon im Jahre 1905 versuchten Moore et al.'”" Diabetes mellitus Patienten
mit der Injektion von Diinndarmmukosa-Extrakten zu therapieren. Sie
konstatierten, dass das Duodenum ecinen chemischen Stimulus fiir die
endokrine Sekretion des Pankreas darstellt. 25 Jahre spidter, nach der
Entdeckung des Insulins, stellten Zunz und La Barre'” fest, das Darm-Extrakte
zwei aktive Komponenten enthalten: die eine stimuliert das exokrine Pankreas,
genannt ,,Exkretin®, die andere beeinflusst v.a. das endokrine Pankreas und
senkt den Blutglukose-Spiegel. Diese nannten sie ,,Inkretin®. Es handelt sich
um einen Komplex, der dafiir sorgt, dass nach oraler Auftnhahme von Glukose
die Insulinsekretion stirker stimuliert wird, als z.B. bei i.v.-Gabe. Dies spricht
dafiir, dass endokrine Faktoren aus dem Darm mit einer zuséitzlichen
insulinotropen Wirkung die Insulinsekretion stimulieren.'” Im Laufe der Jahre
wurden verschiedenste gefundene Stoffe auf ihre Funktion als Inkretin hin
untersucht, von denen das 1970 von Brown isolierte GIP (= Glukose-dependent
insulinotropic polypeptide bzw. gastric inhibitory peptide) sowie auch das
GLP-1 (glucagon-like peptide-1, s.u.) die Bedingungen am ehesten erfiillte.

Zur Beurteilung des Inkretin-Effekts zogen Perley und Kipnis'® das Verhiltnis
zwischen der Insulin-Sekretion nach einer definierten oralen Glukosegabe und
der intravendsen Applikation der gleichen Glukosemenge heran. Mehrere
Studien zeigten, dass bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ II der Inkretin-
Effekt deutlich geringer ist als bei gesunden Probanden, auch wenn die GIP-

105 Dies wird auf eine verminderte Sensitivitit der B-

106

Sekretion normal ist.
Zellen des Pankreas auf GIP bei Diabetes Typ II zuriickgefiihrt.”™ Dieser
Schluss wird auch dadurch bekréftigt, dass die Applikation von extrem hohen
GIP Konzentrationen die Insulinsekretion bei Typ II-Diabetikern nicht
signifikant erhoht.'” Andererseits kann man nicht ausschlieBen, dass der
verminderte Inkretin-Effekt durch das Fehlen anderer Inkretine als das GIP
bedingt ist.

Verschiedene Studien in den darauf folgenden Jahren zeigten, dass GIP nicht

das einzige Inkretin sein kann. So wurde in Experimenten zum einen das GIP
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durch spezifische Antikorper eliminiert'”, zum anderen wurde {iber

19 Hierbei wurde

Immunoabsorption GIP vollstindig aus dem Darm entfernt.
der Inkretineffekt nur um ca. 50 % reduziert, was ein klarer Hinweis darauf ist,
dass noch andere Stoffe im Darm auBler GIP eine Inkretinwirkung ausiiben
mussen.

Der Durchbruch kam vor ca. 15 Jahren mit der Entdeckung von GLP-1 dem

glucagon-like peptide-1.

1.4.2 Expression

Das Glukagon-Gen kodiert fiir eine mRNA, die in ein multifunktionales
Prohormon, ndmlich dem Proglukagon translatiert wird. Dieses wird dann
durch gewebespezifische Proteasen weiter prozessiert. Das besondere an dem
Glukagon-Gen ist die aullergewdhnlich spezifische, unterschiedliche
posttranslationale Prozessierung von Proglukagon im Pankreas, im Gegensatz
zu der im Darm. In den a-Zellen des endokrinen Pankreas entsteht aus dem
Proglukagon v.a. Glukagon. Im Darm hingegen werden aus demselben
Prohormon zwei Glukagon-dhnliche Peptide, ndmlich GLP-1 und GLP-2
prozessiert.''” Das GLP-1 wiederum wird in zwei verschiedenen Isoformen
synthetisiert, GLP-1(7-37) und GLP-1(7-36)amid.""' Diese beiden
Peptidhormone zdhlen zu den potentesten intestinalen insulinotropen

Inkretinhormonen, die derzeit bekannt sind.

1.4.3 Wirkung / Physiologie

GLP-1 1ist das Inkretinhormon, dem allein 50-70 % der Gesamt-
Inkretinwirkung zuzuschreiben ist. Zusammen mit dem gastric inhibitory
polypeptide (GIP) scheint GLP-1 den GroBteil, wenn nicht den gesamten
Inkretin-Effekt bzgl. der hormonalen Kontrolle des Glukosemetabolismus zu
haben, 1127113

GLP-1, nicht aber GLP-2, wirkt glukoseabhidngig auf die [-Zellen des

Pankreas mit einer potenten Stimulation der glukoseinduzierten
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Insulinsekretion. Bei niedrigem Glukosespiegel reduziert sich der insulinotrope
Effekt von GLP-1 auf ein Minimum.''*"'1°11¢

Weiterhin erhoht GLP-1 die Ausschiittung von Somatostatin aus den d-Zellen
des endokrinen Pankreas, wihrend die Sekretion von Glukagon supprimiert
wird."" Gutniak et al. vermuteten bei ihren in vivo Experimenten an Typ-I-
Diabetikern, dass GLP-1 die Glukagonsekretion der a-Zellen des Pankreas
direkt inhibiert.""® Spitere Nachforschungen hierzu ergaben jedoch, dass die
inhibitorische Wirkung von GLP-1 auf die Glukagonsekretion vielmehr auf
einer parakrinen Hemmung derselben durch Somatostatin beruht, was auf die

oben erwihnte direkte Stimulation der 8-Zellen zuriickzufiihren ist.!"”

Weitere wichtige Wirkungen von GLP-1 sind zum einen eine Verminderung
der Sekretion von Magensiure'>’ sowie eine Verlangsamung der Magen-Darm-

Passage, bei der eine Dosisabhingigkeit festzustellen ist.'*!

Interessant zu beobachten ist der Einfluss von Leptin auf die GLP-1-Wirkung.
Dieses Hormon spielt, wie oben erwidhnt, eine zentrale Rolle in der
Nahrungszufuhr und Energiebilanz. Es stellte sich heraus, dass Leptin den
insulinotropischen Effekt von GLP-1 inhibiert. Dieses flihrt zu einer
verminderten Funktion des Inkretin-Komplexes und daraus resultierend zu

Stérungen im Glukosehaushalt.'*

1.4.4 Klinische Ahwendung

Nachforschungen zur klinischen Anwendung von GLP-1 ergaben, dass GLP-1
und GIP einen additiven insulinotropen Effekt in vitro aber auch in vivo
haben.'” AuBerdem konnen supraphysiologische Konzentrationen von GLP-1,
im Gegensatz zu GIP, die herabgesetzte Reaktivitit der B-Zellen iiberwinden
und die Insulin-Sekretion bei Typ-II-Diabetikern stimulieren.'**

GLP-1 vermochte erhohte Blutglukose-Spiegel sogar bei Diabetespatienten zu
normalisieren, die nicht (mehr) auf Sulfonylharnstoffe ansprachen'®’, was den

moglichen Einsatz von GLP-1 bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ II

nahe legt. Auch bei Patienten mit hepatogenem Diabetes und nachfolgender
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Insulinresistenz, sowie auch bei Patienten mit Hyperglukagonédmie bei Typ-II-

Diabetes, erscheint die therapeutische Anwendung von GLP-1 sinnvoll.'**"'%

Bei Diabetes mellitus Typ II Patienten fiihrt die prdprandiale Injektion von
GLP-1 zu einer postprandialen Verminderung des Blutglukosespiegels und
einer erhohten Insulinsekretion. Bei Patienten mit einer ausgeprigten
Niichternhyperglykdmie fiihrte die GLP-1 Injektion zu einem Ansteigen des
Insulinspiegels, einer Verminderung des Glukagonspiegels und einer
Hemmung der Magen-Darm-Passage im Vergleich zur gesunden

Kontrollgruppe.'?®
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1.5 Zielsetzung der Arbeit / Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es die metabolische Wirkung des Orexin B ndher zu
erforschen. Aufgrund der vielfdltigen Wirkungsweisen und Funktionen des
Orexin B, insbesondere auf den Stoffwechsel und Energiechaushalt, stellt sich
die Frage, inwiefern sich die Orexin-B-Applikation auf die Hormonsekretion
direkt auswirkt. Bisherige Forschergruppen konzentrierten sich v.a. auf die
zentralen Wirkungen von Orexin B.

Die Existenz von peripheren Orexinrezeptoren wurde mehrfach nachgewiesen.
Der Schwerpunkt dieser Untersuchung liegt deshalb auf der Uberpriifung der
Rolle des Orexin B in der Regulation des endokrinen Pankreas. Konkret wird
der Einfluss auf die Insulin-, Glukagon- und Somatostatinsekretion des
Pankreas untersucht. Hinzu kommt die Priifung, inwiefern Leptin, Arginin und

GLP-1 eine eventuelle Orexin B-Wirkung beeinflussen.

Als Modellobjekt und Versuchstier diente das isolierte Pankreas der
ménnlichen Ratte, welches mit den entsprechenden Losungsgemischen

perfundiert wurde.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Perfusionsmedien

Nach der Priparation des Pankreas aus der Ratte (siche unten) wird es mit
einem Losungsgemisch perfundiert. Zur Herstellung einer sinnvollen Portion

(1950 ml) dieses Krebs-Ringer-Bikarbonat-Puffers bendtigt man folgende

Komponenten:
1. 09%NaCl-Loésung 1500 ml
2. LI5%KCl-Losung . 60 ml
3. 1,62% CaCl,—Losung_______ ... 45 ml
4. 2,11 % KH,PO4 — Losung,__ .. 15 ml
5. 3,82% MgSO4—Loésung . 15 ml
6. 1,3%NaHCOs______ . 315 ml
7. 0,2 % BSA (Rinderserumalbumin) 3,9 g
8. fiir 2,8 mM Glukose-Losung 555 mg a-D-Glukose/1000 ml
9. fiir 10 mM Glukose-Losung 1980 mg a-D-Glukose/1000 ml

Ansetzen des Perfusionspuffers:

Zu Beginn fiillt man die entsprechend benétigten Mengen der Stammldsungen
(1.-6.) mit Glaspipetten nacheinander unter stdndigem Riihren (Riihrfisch) in
ein grofBes Glasgefidl. Nach Zugabe des Albumins (7., Behring, Marburg,
Deutschland) wird das gesamte Gemisch fiir 30 Minuten mit 95 % O, und 5 %
CO; mit ca. 50ml/min im 37° C warmen Wasserbad begast. Der pH-Wert wird
mittels HCI bzw. NaOH auf physiologische 7,4 eingestellt. AnschlieBend wird
das Losungsgemisch in zwei Teile aufgeteilt. Dem einen geben wir dann als
basale Pufferlosung die Menge an o-D-Glukose hinzu, damit das
Gesamtgemisch 2,8 mM Glukose enthilt (8.). Dem anderen noch zuckerlosen
Teil, der den eigentlichen Perfusionspuffer darstellt, fligen wir die
Glukosemenge hinzu, damit das Gesamtgemisch 10 mM Glukose enthilt (9.).

Erst jetzt werden bei Bedarf die gewiinschten Konzentrationen der Stoffe
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beigefiigt, deren Einfluss auf die Pankreasaktion bestimmt werden soll (Orexin

B, Leptin, GLP-1, Arginin).

2.1.2 Orexin B

Das verwendete Orexin B fiir Ratten und Méuse wurde von Peninsula
Laboratories Europe Ltd., Merseyside, England, geliefert.
Molekulargewicht: 1 mol =2936,47 g/l

10" mol = 29,36 pg/l

2.1.3 Leptin

Es wurde rekombinantes murines Leptin der Fa. Peprotech iiber Fa. Tebu
(Frankfurt, Deutschland) bezogen.
Molekulargewicht: 10 mol ~ 18,7 pg/l

2.1.4 GLP-1

Verwendet wurde das ,,Glucagon-like peptide-1 (7-36)amide (GLP-1)“ der Fa.
,Bachem® aus Heidelberg, Deutschland.
Molekulargewicht: 1 mol=4111,5 g/l

10 mol = 4,1 pg/l

2.1.5 RIA’s

2.1.5.1 Insulin-RIA
Coat-A-Count Insulin-RIA von DPC®, Los Angeles, USA
Sensitivitdt: 1,2 plU/ml

Als Standard diente eine Mischung aus Ratteninsulin [ und II

2.1.5.2 Glukagon-RIA

Double Antibody — RIA von DPC®, Los Angeles, USA
Sensitivitit: ~ 13 pg/ml
Als Standard diente hier synthetisiertes humanes Glukagon in einer

Proteinmatrix.
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2.1.5.3 Somatostatin-RIA

Bei unseren Messungen verwendeten wir den Somatostatin '25] RIA Kit der Fa.
DiaSorin, Stillwater, Minnesota, USA.

Sensitivitét: < 8 pg/ml

Als Standard diente synthetisches Somatostatin (SS-14), gelost in BSA-Borat-
Puffer.

2.1.6 Ratten

Insgesamt wurden die Ergebnisse von Versuchen an 130 minnlichen Wistar-
Ratten ausgewertet. Das Geschlecht wurde gewéhlt, da man bei mannlichen
Ratten aufgrund des fehlenden Zyklus einen stabileren Hormonhaushalt
erwartet. Die Ratten kamen von Charles-River (Sulzfeld, Deutschland) und
waren im Durchschnitt 180-200 g schwer. Die Verwendung der Ratten wurde

durch die Ethik-Kommision der Philipps-Universitdt Marburg genehmigt.
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2.2.2 Benotigte Instrumente zur Praparation

= Grobe Schere

= Feine Schere

= Pinzette, vorne gebogen

= Tupfer zur stumpfen Préparation

= Faden/Garn

= Zwei Kaniilen (Plastikschlduche ca. 5 cm lang und 1 mm
Durchmesser, schrag angeschnitten)

=  Wairmeplatte

=  Wilzpumpe mit konstanter Forderleistung

2.2.3 Operationsverfahren

Die Ratten werden fiir die Operation 24 Stunden auf Nahrungskarenz gesetzt,
so dass ihnen auller der Wasserflasche keine Nahrung zur Verfiigung steht.
Nach vorsichtiger Injektion von Pentobarbital (~45 mg/kg Korpergewicht) in
die freie Bauchhohle der Ratte, wird diese fiir einige Minuten in Ruhe gelassen,
bis das Narkotikum seine volle Wirkung entfaltet, und bei der Ratte sémtliche
Reflexe erloschen. Nach der korrekten Lagerung der Ratte in vertikaler
Riickenlage wird das Fell befeuchtet. Der erste Schnitt mit der groben Schere
durchtrennt das Fell und die duflersten Hautschichten. Anschlieend schneidet
man die vordere Muskelwand vorsichtig von ventral medial kaudal bis zum
Proc. xiphoideus vertikal mit der Schere ein. Danach wird die vordere
muskuldre Bauchwand mit zwei Transversalschnitten von kaudal medial nach
lateral in Hohe des Thoraxrandes so eingeschnitten, dass die Eingeweide
freigelegt werden. Jeweils links und rechts werden sodann die Flanken
eroffnet, so dass das Priparationsgebiet ausreichend gut einsehbar und
préparierbar ist.

Nach erfolgreicher Freilegung der duBleren Wandschichten wird zunichst die
A. hepatica propria aufgesucht, stumpf préipariert, freigelegt und ligiert.
Daraufhin wird die A. mesenterica vom umgebenden Gewebe mobilisiert und

in Aortenndhe ligiert. Als Folge der Ligatur verdndert sich nun die Farbe des
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Darmpakets, was auch zur Erfolgskontrolle dient. Nun legt man das Ileum frei
und mobilisiert es vom Colon bis in Hohe der Mesenterialwurzel. Das (leere)
Rektum wird so kaudal wie moglich doppelt ligiert und zwischen den
Ligaturen durchgetrennt. Jetzt wird das Colon vorsichtig vom Pankreas bis zur
Mesenterialwurzel abpripariert. AnschlieBend wird nach erfolgreicher
doppelter Ligatur der zweiten Jejunumschlinge iiber der Mesenterialwurzel
diese zwischen den Ligaturen durchtrennt. Zur Entfernung des Darmpakets
wird nun die Mesenterialwurzel einfach ligiert und hinter der Ligatur
durchtrennt. Auch der Osophagus wird in Kardianihe einfach ligiert und
proximal der Ligatur durchtrennt. Nach Mobilisierung der Aorta wird jeweils
ca. 1,5 cm oberhalb des Truncus coeliacus sowie zwischen Truncus coeliacus
und der bereits ligierten A. mesenterica eine Ligatur vorgelegt. Ebenso wird
um die V. portae eine Ligatur vorgelegt.

Jetzt wird mit der vorgelegten Ligatur oberhalb des Truncus coeliacus die
Aorta mit einem doppelten Knoten ligiert. Sofort wird die Aorta mit einer
Pinzette gegriffen, angehoben, ventral eingeschnitten und mit einer ca. 1 mm
dicken Kaniile kaniiliert. Die Kaniile wird nun soweit vorgeschoben, dass ihre
Offnung genau vor dem Abgang des Truncus coeliacus aus der Aorta liegt, und
in dieser Position fixiert. Unmittelbar danach wird die Pfortader auf die gleiche
Weise kaniiliert; die Kaniile wird 1-1,5 cm in die V. portae vorgeschoben und
mit Hilfe der vorgelegten Ligaturen fixiert. Nach erfolgreicher Kaniilierung
wird die Perfusion angeschlossen, und das Organpaket mit dem Pankreas
grofziigig in Hohe der Wirbelsdule herausgeschnitten. Das so erhaltene

Organpaket wird sofort auf eine auf 37° C vorgeheizte Warmeplatte gelegt.
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2.2.4 Perfusionsprinzip

A. mesenterica

vom Truncus Umwilzpumpe
coeliacus
V. portae Pankreas
<] -
XX IIIII basaler Puffer Perfusionspuffer

Auffangréhrchen

Abb. 5: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Abb. 6: Pankreas, Magen und Diinndarm'"’
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2.2.5 Perfusion / Probengewinnung

Nach der erfolgreichen Kaniilierung der Aorta wird sofort die Perfusionspumpe
zur Hemmung der Blutgerinnung kurzzeitig angestellt und wieder abgestellt.
Nach Kaniilierung der V. portae wird die Perfusion wieder angestellt. Diese ist
auf eine Pumpgeschwindigkeit von 5 ml/min geeicht. Zu allererst wird das
Organpaket mit dem basalen Puffer perfundiert. Nach drei Minuten ab
Anschluss der Pumpe wird begonnen das Perfundat aufzusammeln. Hierzu
dienen Reagenzgliser, die den basalen Puffer (mit einer Glukosekonzentration
von 2,8 mmol/l) dreimalig im Drei-Minuten-Rhythmus auffangen. Hiernach
wird das Rattenpankreas mit dem eigentlichen Perfusionspuffer, mit 10 mmol/l
Glukose und den verschiedenen zu iiberpriifenden Determinanten, perfundiert.
Die ersten fiinf Minuten dieses zweiten  Perfusionsabschnitts
(Stimulationsphase) wird im Minutentakt, anschlieBend fiir weitere 21 Minuten
im Drei-Minuten-Takt das Perfusat in Reagenzgldsern gesammelt. Hiermit soll
der Einfluss auf die erste und die zweite Phase der biphasischen
Insulinsekretion separat beurteilt werden. Die so erhaltenen Proben werden in

kleine markierte Reagenzgefifle gefiillt und sofort bei — 20°C tiefgefroren.



2.3 Bearbeitung der Proben Seite 37

2.3 Bearbeitung der Proben

2.3.1 Insulin-RIA

Das Insulin des Perfusates wurde mittels Radioimmunoassay (DPC, Los
Angeles, California, USA) gemessen. Als Standard wurde eine Mischung aus

Ratteninsulin-I und -II verwendet.

2.3.2 Glukagon-RIA

Das Glukagon des Perfusates wurde mittels Radioimmunoassay (DPC, Los
Angeles, California, USA) gemessen. Als Standard wurde synthetisches

humanes Glukagon in einer Protein-Matrix verwendet.

2.3.3 Somatostatin-RIA

Das Somatostatin des Perfusates wurde mittels '*’I-Radioimmunoassay
(DiaSorin, Stillwater, Minnesota, USA) gemessen. Als Standard wurde
synthetisches Somatostatin (SS-14), gelost in BSA-borate Puffer mit

Thimerosal verwendet.
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3 ERGEBNISSE

Im Rahmen der Untersuchungen wurden an den Ratten Perfusionen mit
verschiedenen Stoffen bzw. Stoffgemischen durchgefiihrt. Begonnen wurde
mit der Perfusion des Rattenpankreas mit einer Geschwindigkeit von 5
ml/min., zuerst mit ,basaler Glukose in einer Konzentration von 2,8 mM,
damit das Rattenpankreas zwar vital bleibt, die Insulinsekretion jedoch noch
nicht stimuliert wird. Eine zweite Gruppe wurde mit eben dieser ,,basalen*
Glukosekonzentration fiir neun Minuten und anschlieBend mit einer 10 mM
Glukosekonzentration perfundiert, um die Insulinsekretion im Pankreas zu
stimulieren, und die Wirkung der erhdhten Glukosekonzentration auf die
Stimulation der Insulinsekretion zu verifizieren. Die Ergebnisse dieser beiden

Versuchsgruppen gelten als Referenzwerte fiir alle nachfolgenden Versuche.

So wurden nacheinander die Wirkung von Orexin B allein, sowie in
Kombination mit Leptin, GLP-1 und Arginin auf die Hormonsekretion von
Insulin und Glukagon durch Hinzufiigen der verschiedenen Stoffe zur

Perfusionslosung nach Beendigung der basalen Perfusion untersucht.

Die Untersuchungen beziiglich der Beeinflussung der Somatostatinsekretion
wurde nur mit Orexin B allein durchgefiihrt, da es hier v.a. darum ging, einen
orientierenden Einblick in die Funktion von Orexin B zu bekommen, zumal

dessen Kosten sehr hoch sind.

Bekanntlich 1duft die Insulinsekretion im Pankreas zweistufig ab: eine erste
schnelle und starke Sekretion, sowie eine geringere aber dafiir lidnger
anhaltende zweite Phase. Um die Phasen entsprechend registrieren zu konnen,
wurden nach Ablauf der ersten neun Minuten mit basaler
Glukosekonzentration die Proben fir fiinf Minuten im Minutentakt,
anschlieBend, zur Registrierung der zweiten Phase, iiber 21 Minuten im Drei-

Minutentakt entnommen.
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Die nachfolgend aufgefiihrten Ergebnisse beinhalten zum einen die Darstellung
der unbearbeiteten Konzentrationen an sezerniertem Hormon, eine graphische
Darstellung derselben, und anschlieBend eine Zusammenlegung und Aufteilung
derselben in die zwei genannten Phasen sowie deren statistische Auswertung.
Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. Als statistische Methode
wurde der T-Test gewdhlt. Das statistische Signifikanzniveau wurde bei 5 %

angesetzt.
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3.1 Beeinflussung der Insulinsekretion

3.1.1

3.1.1.1 Rohdaten

Wirkung von Orexin B

Minuten| 3

11|12 [ 13

14

17 | 20 | 23 | 26 | 29 | 32

35

plU Insulin/ml

basale Phase

Fruhphase

Spétphase

2,8mM/10 mM Glukose

mit 10 M Orexin B 2,7

2,0

1,3(16]36|36(3,6

3,0

29128(34|38(35]|41

3,8

2,8mM/10 mM Glukose

mit 10° M Orexin B 3,3

1,7

1,8116119]20(20

1,6

1411811816 (15(1,9

2,0

2,8mM/10 mM Glukose

mit 10™"° M Orexin B 1.6

1,5

11112117 ]22(21

1,8

1,7118119127 (1418

1,7

2,8 mM Glukose

mit 10 M Orexin B 1.2

1,4

1,0(1,1]09]|1,0(0,9

0,9

10(12(|11(12]08]08

1,1

2,8 mM/10 mM Glukose | 3,8

3,0

19122133 |32|27

2,0

22(126(25(125)|123|23

29

2,8 mM Glukose 1,8

1,9

1,3(15]15]|15(1,6

1,2

1,2115|114114110(1,1

1,3

Tabelle 3: Wirkung von Orexin B - Rohdaten

3.1.1.2 Aufteilung in Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, ldsst sich der

Einfluss von Orexin B auf die Insulinsekretion folgendermaf3en darstellen:

(basale Phase: -9-0 min; Frithphase: 0-8 min; Spatphase: 9-27 min)

1. Phase (Friihphase) 2. Phase (Spatphase)
U Insulin / ml / 0-8 min plU Insulin / ml / 9-27 min.
2,8 mM/10 mM Glukose 119,3 321,6
mit 10 M Orexin B SEM = 30,13 SEM = 94,22
99,0 2251
2,8 mM/10 mM Glukose SEM = 14,30 SEM = 27,74
2,8 mM/10 mM Glukose 70,0 169,9
mit 10" M Orexin B SEM = 11,13 SEM = 20,83
2,8 mM/10 mM Glukose 67,3 157,2
mit 10° M Orexin B SEM = 15,60 SEM = 36,14
54,3 116,5
2,8 mM Glukose SEM = 4,39 SEM = 8,58
2,8 mM Glukose 38,9 91,7
mit 10® M Orexin B SEM = 3,22 SEM = 8,82

Tabelle 4: Wirkung von Orexin B - aufgeteilt in Phasen
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3.1.1.3 Statistik & Beschreibung der Ergebnisse

¢ Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose

@ 2,8 mM Glukose

Phase 1 Q) @) Phase 2 ©O) @
Mittelwert 99,0 54,3 Mittelwert 225,10 116,50
Beobachtungen 6 5 Beobachtungen 6 5
t-Statistik -2,74 t-Statistik -3,43

P 0,01 P 0,004
Kritischer t-Wert 1,83 Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 5: Statistik Phase 1 (2,8[/10JmM Tabelle 6: Statistik Phase 2 (2,8[/10JmM
Glukose) Glukose)

Zu Beginn fiihrten wir Kontrolluntersuchungen durch, um zu zeigen, dass
das Modell funktioniert. In Gegenwart von 2,8 mM Glukose ist die
Insulinsekretion auf niedrigem Niveau stabil. Die Stimulation mit 10 mM
Glukose ergab eine Verdopplung der Insulinsekretion wéahrend der ersten

und der zweiten Phase der Insulinsekretion (p jeweils < 0,01).

¢ Perfusion mit: ® 2,8 mM Glukose + 10® M Orexin B

@ 2,8 mM Glukose
Phase 1 @ @ Phase 2 @ @
Mittelwert 38,94 54,32 Mittelwert 91,72 116,50
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik -2,82 t-Statistik -2,01
P 0,01 P 0,04
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86
Tabelle 7: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 8: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose [+ 10" M Orexin B]) Glukose [+ 10" M Orexin B])

Bei Perfusion des Rattenpankreas mit einer durchgéingig ,,basalen*
Glukosekonzentration von 2,8 mM ohne Stimulation mit 10 mM Glukose
kann man bei Addition von 10® M Orexin B eine Verminderung der

Insulinsekretion um ca. 25 % im Vergleich zur Perfusion ohne Orexin B
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beobachten. Diese Beobachtung ist durchweg in Phase 1 (p= 0,01) als auch

in Phase 2 der Insulinsekretion (p=0,04) statistisch signifikant.

¢ Perfusion mit:

@ 2,8/10 mM Glukose + 10™* M Orexin B

@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 ® @
Mittelwert 69,96 98,97
Beobachtungen 5 6
t-Statistik -1,55

P 0,08

Kritischer t-Wert 1,83

Phase 2 ® @
Mittelwert 169,94 224,98
Beobachtungen 5 6
t-Statistik -1,53

P 0,08

Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 9: Statistik Phase 1 (2,8 /10mM
Glukose [+ 10 M Orexin B])

Tabelle 10: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10" M Orexin B])

Bei Stimulation der Pankreasaktivitit mit 10 mM Glukose fithrt das

Hinzufiigen von 10" M Orexin B zum Perfusionsgemisch zu einer

Verminderung der Insulinsekretion um ebenfalls etwa 25-30 %, die sowohl

die Friih- als auch die Spétphase betrifft.

¢ Perfusion mit:

® 2,8/10 mM Glukose + 10° M Orexin B

@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 Q) @
Mittelwert 67,30 98,97
Beobachtungen 5 6
t-Statistik -1,50

P 0,08

Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 11: Statistik Phase 1 (2,8 /10mM
Glukose [+ 10" M Orexin B])

Phase 2 Q) ®@
Mittelwert 157,20 225,12
Beobachtungen 5 6
t-Statistik -1,52

P 0,08

Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 12: Statistik Phase 2 (2,8 /10mM
Glukose [+ 10" M Orexin B])

Eine Erhohnung der Orexin-B-Dosis um eine Zehnerpotenz (10 M) fiihrt

bei der ebenfalls mit 10 mM Glukose stimulierten Perfusion des Pankreas

ebenfalls zu einer Verminderung der Insulinsekretion im Vergleich zur
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Perfusion ohne Orexin B. Auch die Reduktionsrate ist mit 30 % in der

Friih- und in der Spétphase der vorangegangenen Untersuchung dhnlich.

¢ Perfusion mit:

@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 @ @
Mittelwert 119,30 98,97
Beobachtungen 5 6
t-Statistik 0,65

P 0,27

Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 13: Statistik Phase 1 (2,8 /10mM
Glukose [+ 10-8 M Orexin B])

@ 2,8/10 mM Glukose + 10® M Orexin B

Phase 2 ® @
Mittelwert 321,63 225,12
Beobachtungen 5 6
t-Statistik 1,07

P 0,16
Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 14: Statistik Phase 2 (2,8 /10mM
Glukose [+ 10-8 M Orexin B])

Die weitere Erhohung der Orexin-B-Konzentration auf 10® M fiihrt jetzt
aber, bei auch hier mit 10 mM Glukose stimuliertem Rattenpankreas, zu
einer deutlichen Steigerung der Insulinsekretion im Vergleich zur Perfusion
ohne Orexin B. Die Stimulation ist in der Spatphase mit einer Erhohung um

ca. 50 % deutlicher ausgeprigt, als in der Frithphase (~ 20 %).

3.1.1.4 Graphische Darstellung

EinfluR von Orexin B auf die Insulinsekretion des Pankreas

—e— 2,8mM/10 mM Glukose mit

4,50 10-8 M Orexin B
4,00 -
—%— 2,8 mM/10 mM Glukose ohne
3,50 1 Orexin B
E 300
= —m— 2,8mM/10 mM Glukose mit
% 2,50 1 % 10-9 M Orexin B
2 200 , _
= "\\./n—-\.\/—_. 2,8mM10 mM Glukose mit
% 1,50 A 10-10 M Orexin B
1,00 - )
—e— 2,8 mM Glukose ohne Orexin
0,50 - B
0,00 T T T T T T T X
0 5 10 15 20 25 30 35 40 2,8 mM Glukose mit 10-8 M

Orexin B

Minuten

Abb. 7: Einflu3 von Orexin B auf die Insulinsekretion des Pankreas
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3.1.2 Wirkung von Orexin B und Leptin

3.1.2.1 Rohdaten

Minuten

plU Insulin/ml

9 |10 |11 |12 |13 |14

17 |20 | 23 | 26 | 29 | 32

35

basale Phase Fruhphase

Spatphase

2,8 mM/10 mM Glukose
mit 10° M Leptin

3.5

2,6

1,9118130(29]|27(23

21(24120(|19(20]|1,7

1,5

2,8 mM/10 mM Glukose
mit 10° M Leptin
und 10® M Orexin B

24

27

18(18]28|34]30]25

22(21121120(19]23

2,2

2,8mM/10 mM Glukose
mit 10 M Orexin B

2,7

2,0

13(16|36|36|36]3,0

29128|34(138(35]|41

3,8

2,8 mM/10 mM Glukose

3.8

3,0

1,9122)33(32]27(20

22(26(125125(23]23

29

Tabelle 15: Wirkung von Orexin B und Leptin — Rohdaten

3.1.2.2 Aufteilung in Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, ldsst sich der

Einfluss von Orexin B bei der kombinierten Gabe mit Leptin auf die

Insulinsekretion des Rattenpankreas folgendermaflen darstellen:

(basale Phase: -9-0 min; Friihphase: 0-8 min; Spatphase: 9-27 min)

1. Phase (Friihphase)
plU Insulin / ml / 0-8 min.

2. Phase (Spatphase)
plU Insulin / ml / 9-27 min.

2,8 mM/10 mM Glukose 119,3 321,6
mit 10® M Orexin B SEM = 30,13 SEM = 94,22
99,0 225,1
2,8 mM/10 mM Glukose SEM = 14.30 SEM = 27,74
rzn'ﬁ %’ﬂl sﬂoLrgmiS'“kose 101,1 188,9
und 10° M Orexin B SEM = 20,04 SEM = 28,70
2,8 mM/10 mM Glukose 95,1 171,3
mit 10° M Leptin SEM = 12,76 SEM = 10,24

Tabelle 16: Wirkung von Orexin B und Leptin - aufgeteilt in Phasen
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3.1.2.3 Statistik & Beschreibung der Ergebnisse

e Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10° M Leptin
@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 @ @ Phase 2 ® @
Mittelwert 95,15 98,97 Mittelwert 171,29 225,12
Beobachtungen 5 6 Beobachtungen 5 6
t-Statistik -0,20 t-Statistik -1,68

P 0,42 P 0,06
Kritischer t-Wert 1,83 Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 17: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 18: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10 M Leptin]) Glukose [+ 10 M Leptin])

Die Perfusion des Rattenpankreas unter 10 mM Glukosestimulation mit
10° M Leptin fiihrt in der Frijhphase der Pankreasaktivitit zu keiner
erkennbaren Anderung der Insulinsekretion, im Vergleich zur Perfusion
ohne Leptin. In der Spéitphase wird jedoch die Insulinsekretion um ca. 25 %

vermindert (p = 0,06).

e Perfusion mit: ® 2,8/10 mM Glukose + 10° M Leptin + 10 M Orexin B
® 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 ® @ Phase 2 ) @
Mittelwert 101,08 98,99 Mittelwert 188,87 225,12
Beobachtungen 5 6 Beobachtungen 5 6
t-Statistik 0,09 t-Statistik -0,90

P 0,47 P 0,20
Kritischer t-Wert 1,83 Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 19: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 20: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM

Glukose [+ 10 M Leptin + 10® M Orexin B]) Glukose [+ 10-9 M Leptin + 10" M Orexin B])

Bei der kombinierten Perfusion des mit 10 mM Glukose stimulierten
Pankreas mit Leptin und Orexin B zeigt sich verglichen mit der Perfusion

ohne diese beiden Substanzen in der Frithphase auch hier kein erkennbarer
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Unterschied. In Phase 2 der Pankreasaktivitit ist dementsprechend bei der
kombinierten Perfusion eine Senkung der Insulinsekretion um ca. 16 % im
Vergleich zu der, ohne Leptin und ohne Orexin B vorhanden. Die Senkung

der Insulinsekretion ist jedoch geringer, als bei Perfusion mit Leptin allein.

e Perfusionmit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10° M Leptin

@ 2,8/10 mM Glukose + 10° M Leptin + 10®* M Orexin B

Phase 1 ® @ Phase 2 ©) @
Mittelwert 95,15 101,08 Mittelwert 171,29 188,87
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik -0,25 t-Statistik -0,58

P 0,40 P 0,29
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 21: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 22: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM

Glukose + 10 M Leptin [+ 10® M Orexin B]) Glukose + 10 M Leptin [+ 10®* M Orexin B])

Wenn man nun diese kombinierte Perfusion von Leptin und Orexin B mit
der Perfusion nur mit Leptin vergleicht, so zeigt sich beim
glukosestimulierten Pankreas eine hohere Insulinsekretion bei der
kombinierten Perfusion mit Leptin und Orexin, im Vergleich zur alleinigen
Perfusion mit Leptin. Die Steigerung der Insulinsekretion betrdgt in der

Spétphase bei Perfusion mit Leptin und Orexin ca. 10 %.

e Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10®* M Orexin B + 10 M Leptin

® 2,8/10 mM Glukose + 10® M Orexin B

Phase 1 O) @) Phase 2 Q) ®
Mittelwert 101,08 119,30 Mittelwert 188,87 321,63
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik -0,50 t-Statistik -1,35

P 0,31 P 0,11
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 23: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 24: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose + 10®* M Orexin B [+ 10° M Glukose + 10 M Orexin B [+ 10° M

Leptin]) Leptin])
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Hier wird die Wirkung der kombinierten Perfusion von Leptin und Orexin
B mit der alleinigen Perfusion mit Orexin B verglichen. Unter
Pankreasaktivierung mit 10 mM Glukose erkennt man, dass bei der
kombinierten Perfusion mit Leptin und Orexin B, die Insulinsekretion
niedriger ist, als wenn das Pankreas allein mit Orexin B perfundiert wird. In
der Frithphase ist der Unterschied noch relativ gering ausgeprigt (ca. + 18
%). In der Spédtphase ist die Insulinsekretion bei Perfusion mit Orexin B

jedoch tiber 70 % grdBer, als wenn mit Orexin und Leptin perfundiert wird.

3.1.2.4 Graphische Darstellung

EinfluB von Leptin auf die Orexin-B-induzierte Insulinsekretion
4,50
—%—2,8 mM/10 mM Glukose mit 10-8 M
4.00 1 Orexin B
3,50 A
E 300 —e—2,8 mM/10 mM Glukose ohne
£ 250 Leptin/Orexin B
S
2 2,00 .
- 2,8 mM/10 mM Glu. +10-9 M Leptin
2 150 +10-8 M Orexin B
=
1,00 4
050 —e—2,8 mM/10 mM Glukose +10-9 M
Leptin
0,00 ‘ ‘ :
0 10 20 30 40
Minuten

Abb. 8: EinfluB} von Leptin auf die Orexin-B-induzierte Insulinsekretion
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3.1.3 Wirkung von Orexin B und GLP-1
3.1.3.1 Rohdaten

Minuten| 3 [ 6 | 9 |10 |11 |12 (13 (14 (17| 20|23 26|29 (32| 35
plU Insulin/ml basale Phase Friihphase Spatphase
2,8 mM/10 mM Glukose
mit 10° M GLP-1 22|21(18|22(43|54(52|44(49|62|6,7(57|68(75|87
2,8 mM/10 mM Glukose
mit 10° M GLP-1 32(131120(26|39|50(56|44|45(58|6,0(7,2|58|7,0(6,4
und 10® M Orexin B
2,8mM/10 mM Glukose
mit 10 M Orexin B 2,7120113(16|36(36(36]|3,0(29(28|34(38(|35/|4,1(3,8
2,8 mM/10 mM Glukose | 3,8 (3,011,912,2(3,3(3,212,7|120(22(26]25(|25(2,3]2,3]|2,9

Tabelle 25: Wirkung von Orexin B und GLP-1 — Rohdaten

3.1.3.2 Aufteilung in Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, ldsst sich der

Einfluss von Orexin B bei der kombinierten Gabe mit GLP-1 auf die

Insulinsekretion des Rattenpankreas folgendermafen darstellen:

(basale Phase: -9-0 min; Frithphase: 0-8 min; Spatphase: 9-27 min)

1. Phase (Friihphase)
plU Insulin / ml / 0-8 min.

2. Phase (Spatphase)
plU Insulin / ml / 9-27 min.

2,8 mM/10 mM Glukose 182,2 623,3

mit 10° M GLP-1 SEM = 67,75 SEM = 208,07

rzr;ﬁ %’ﬂ/ sAOéT_“F",_?'”kose 1749 574,5

und 10 M Orexin B SEM = 40,36 SEM = 126,24

2,8 mM/10 mM Glukose 119,3 321,6

mit 10® M Orexin B SEM = 30,13 SEM = 94,22
99,0 2251

2,8 mM/10 mM Glukose SEM = 14.30 SEM = 27,74

Tabelle 26: Wirkung von Orexin B und GLP-1 - aufgeteilt in Phasen
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3.1.3.3 Korrelationen/Statistik - Beschreibung der Ergebnisse

Perfusion mit: ® 2,8/10 mM Glukose + 10° M GLP-1

@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 ® @ Phase 2 @ @
Mittelwert 182,23 98,97 Mittelwert 623,33 225,12
Beobachtungen 5 6 Beobachtungen 5 6
t-Statistik 1,32 t-Statistik 2,09

P 0,11 P 0,03
Kritischer t-Wert 1,83 Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 27: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 28: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose [+ 107 M GLP-1]) Glukose [+ 10° M GLP-1])

Bei Stimulation des Rattenpankreas mit 10 mM Glukose und
anschlieBender Perfusion mit GLP-1, erkennt man eine deutliche und
massive Steigerung der Insulinsekretion in beiden Phasen der
Pankreasaktivitdt. In der Spitphase ist diese Steigerung fast um das
dreifache hoher als bei Perfusion ohne GLP-1, und damit stirker als in der
Friihphase, in der durch Perfusion mit GLP-1 die sezernierte Insulinmenge

fast verdoppelt wird.

Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10° M GLP-1 + 10® M Orexin B
@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 ® @ Phase 2 ® @
Mittelwert 174,85 98,97 Mittelwert 574,54 225,12
Beobachtungen 5 6 Beobachtungen 5 6
t-Statistik 1,91 t-Statistik 2,96

P 0,04 P 0,01
Kritischer t-Wert 1,83 Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 29: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 30: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM

Glukose [+ 10 M GLP-1 + 10® M Orexin B])

Glukose [+ 10 M GLP-1 + 10® M Orexin B])
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Perfundiert man das glukoseaktivierte Rattenpankreas jetzt zusitzlich zum
GLP-1 auch mit Orexin B, so wird die Insulinsekretion im Vergleich zur
Perfusion ohne diese beiden Substanzen auch deutlich erhoht. Die Zugabe
von Orexin B zum Perfusionsgemisch mit GLP-1 fiihrt jedoch zu keiner
weiteren Steigerung der GLP-1 stimulierten Insulinsekretion, sondern eher
sogar zu einer Verminderung dieser.

Statistisch signifikant (p=0,04) wird die Insulinsekretion in der Frithphase
um ca. 80 % erhoht; in der Spétphase betrdgt die auch hier statistisch
signifikante Erhohung (p=0,01) bei Perfusion mit GLP-1 und Orexin B
sogar 155 % an sezerniertem Insulin im Vergleich zur Perfusion ohne beide

Substanzen.

e Perfusion mit:  ® 2,8/10 mM Glukose + 10° M GLP-1
® 2,8/10 mM Glukose + 10° M GLP-1 + 10®* M Orexin B

Phase 1 ® @ Phase 2 @ @
Mittelwert 182,23 174,85 Mittelwert 623,33 574,54
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik 0,09 t-Statistik 0,20

P 0,46 P 0,42
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 31: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 32: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM

Glukose + 10° M GLP-1 [+ 10® M Orexin B]) Glukose + 10° M GLP-1 [+ 10® M Orexin B])

Vergleicht man jetzt die kombinierte Perfusion von GLP-1 und Orexin B
mit der Perfusion bei der nur GLP-1 hinzugefiigt wird, so findet man beim
mit 10 mM Glukose stimulierten Pankreas keine statistisch verwertbare
Verdnderung. Die Menge an sezerniertem Insulin ist sowohl in der Friih-
als auch in der Spitphase minimal geringer bei Perfusion mit der
Kombination aus beiden Substanzen, im Vergleich zu der mit GLP-1
alleine. Insofern ist kein additiver Effekt von Orexin B auf die

Insulinsekretion eruierbar.
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e Perfusion mit:

® 2,8/10 mM Glukose + 10® M Orexin B + 10° M GLP-1

® 2,8/10 mM Glukose + 10® M Orexin B

Phase 1 @ @
Mittelwert 174,85 119,30
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 1,10

P 0,15

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 33: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM
Glukose + 10® M Orexin B [+ 10° M
GLP-1])

Phase 2 ©) @
Mittelwert 574,54 321,63
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 1,61

P 0,07

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 34: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose + 10® M Orexin B [+ 10° M
GLP-1])

Hier wird nun die kombinierte Perfusion mit GLP-1 und Orexin B mit der
Perfusion nur mit Orexin B beim glukoseaktivierten Pankreas verglichen.
Zu erkennen ist eine deutliche stirkere Insulinsekretion, wenn mit GLP-1
koperfundiert wird. Diese Steigerung betrifft beide Phasen der
Pankreasaktivitit, kommt aber in der Spétphase (+ 80 %) deutlicher zum

Vorschein.

3.1.3.4 Graphische Darstellung

EinfluB von GLP-1 auf die Orexin-B-induzierte Insulinsekretion
10,00

9,00

8,00 /

: ——2.8 mM/10 mM Glu. + 10-9
700 ] / M GLP-1

=
£ 507 N 2,8 mW10 mM Glu. + 10-9
% 5,00 | M GLP-1 + 10-8 M Orexin B
£ 40 X
S ’ —X —¥—2,8 mM/10 mM Glukose mit
S 3,00 10-8 M Orexin B

2001 —e—2,8 mM/10 mM Glukose

1,00 | ohne GLP-1/Orexin B

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Minuten

Abb. 9: Einflu3 von GLP-1 auf die Orexin-B-induzierte Insulinsekretion
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3.1.4 Wirkung von Orexin B und Arginin
3.1.4.1 Rohdaten

Minuten| 3 [ 6 [ 9 |10 |11 12|13 |14 (17 (20 (23|26 |29 |32 | 35
plU Insulin/ml basale Phase Frithphase Spatphase
2,8 mM Glukose
mit 10 mM Arginin 1,2119(111(141(12112|12(1,1]11311,3[12[1,1]10(1,0(1,1
2,8 mM Glukose
mit 10 mM Arginin 19116116 (16[1311,2|14(13|15|115(15(1,2]1,0]116(1,7
und 10 M Orexin B
2,8 mM Glukose
mit 10° M Orexin B 1,2114110(11]09110(09(09(1011,2(1,1(1,210,8|0,8( 1,1
2,8 mM Glukose 1,8(19113[15(15]|15(16(|12|12(15|14(14(10]1,1[1,3

Tabelle 35: Wirkung von Orexin B und Arginin — Rohdaten

3.1.4.2 Aufteilung in Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, ldsst sich der

Einfluss von Orexin B bei der kombinierten Gabe mit Arginin auf die

Insulinsekretion des Rattenpankreas folgendermallen darstellen:

(basale Phase: -9-0 min; Frithphase: 0-8 min; Spatphase: 9-27 min)

1. Phase (Friihphase)
wlU Insulin / ml / 0-8 min.

2. Phase (Spatphase)
plU Insulin / ml / 9-27 min.

2,8 mM Glukose 50,1 101,4
mit 10 mM Arginin SEM = 6,46 SEM =12,13
2,8 mM Glukose

8 e 56,7 126,3
mit 10 mM Arginin _’ _
und 10® M Orexin B SEM =701 SEM =8,94
2,8 mM Glukose 38,9 91,7
mit 10°® M Orexin B SEM = 3,22 SEM = 8,82

54,3 116,5

2,8 mM Glukose SEM = 4,39 SEM = 8,58

Tabelle 36: Wirkung von Orexin B und Arginin - aufgeteilt in Phasen
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3.1.4.3 Korrelationen/Statistik - Beschreibung der Ergebnisse

Perfusion mit: @ 2,8 mM Glukose + 10 mM Arginin

® 2,8 mM Glukose

Phase 1 @ @ Phase 2 @ @
Mittelwert 50,14 54,32 Mittelwert 101,41 116,50
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik -0,53 t-Statistik -1,02

P 0,30 P 0,17
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 37: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 38: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose [+ 10 mM Arginin]) Glukose [+ 10 mM Arginin])

Sdmtliche Versuche, mit denen der Einfluss von Arginin untersucht
werden sollte, wurden ohne vorangehende Stimulation des Pankreas
mittels 10 mM Glukose durchgefiihrt, da somit die Insulinsekretion a
priori maximal stimuliert wire und eine substantielle Auswertung
unmoglich gewesen wére, zumal Arginin die Glukosestimulierte
Insulinsekretion nicht weiter steigert.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Perfusion des unstimulierten
Rattenpankreas mit Arginin im Vergleich zu der ohne Arginin keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf die Insulinsekretion hat. In beiden
Phasen ist sogar eine geringe (statistisch nicht signifikante) Senkung der

Insulinsekretion nachweisbar (Spatphase: -15 %).
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e Perfusion mit: ® 2,8 mM Glukose + 10 mM Arginin + 10® M Orexin B

® 2,8 mM Glukose

Phase 1 @ @) Phase 2 @ @)
Mittelwert 56,72 54,32 Mittelwert 126,25 116,50
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik 0,29 t-Statistik 0,79

P 0,39 P 0,23
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 39: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 40: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose [+ 10 mM Arginin + 10° M Glukose [+ 10 mM Arginin + 10®* M
Orexin B]) Orexin B])

Die kombinierte Perfusion des unstimulierten Rattenpankreas mit Orexin B
und Arginin fiihrt ebenfalls zu keiner statistisch aussagekriftigen Anderung
der Insulinsekretion im Vergleich zur basalen Perfusion ohne diese beiden
Substanzen. Andeutungsweise kann man jedoch eine leichte Steigerung der

Insulinsekretion aus dem Pankreas erkennen.

e Perfusion mit: ® 2,8 mM Glukose + 10 mM Arginin

,om ukose + m rginin + 10 rexin
@ 2,8 mM Gluk 10 mM Arginin + 10"®* M Orexin B

Phase 1 ) @ Phase 2 O] @
Mittelwert 50,14 56,72 Mittelwert 101,41 126,25
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik -0,69 t-Statistik -1,65

P 0,26 P 0,07
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 41: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 42: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose + 10 mM Arginin [+ 10®* M Glukose + 10 mM Arginin [+ 10®* M

Orexin B]) Orexin B])
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Vergleicht man jetzt die Perfusion von Arginin am unstimulierten Pankreas
mit der von Arginin und Orexin B, zeigt sich sogleich der stimulierende
Effekt auf die Insulinsekretion von Orexin B. Dies fiihrt im Rattenpankreas
ndamlich zu einer Erhohung der Insulinsekretion, die in der Spétphase (+25
%) deutlicher ausgeprégt ist, als in der Frithphase (+13 %) der endokrinen
Pankreasaktivitit.

Perfusion mit: @ 2,8 mM Glukose + 10® M Orexin B + 10 mM Arginin
@ 2.8 mM Glukose + 10 M Orexin B

Phase 1 Q) @ Phase 2 @ @
Mittelwert 56,72 38,94 Mittelwert 126,25 91,72
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik 2,30 t-Statistik 2,75

P 0,025 P 0,01
Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 43: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 44: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose + 10" M Orexin B [+ 10 mM Glukose + 10 M Orexin B [+ 10 mM
Arginin]) Arginin])

Hier wird isoliert die Wirkung von Arginin auf die Orexin-B-stimulierte
Insulinsekretion evaluiert. Man erkennt bei der Perfusion des
unstimulierten Rattenpankreas mit Orexin B, dass beim Hinzufiigen von
Arginin eine deutliche, konstante und signifikante Steigerung der
Insulinsekretion, sowohl in der Friih- (+45 %) als auch in der Spétphase

(+38 %) der B-Zell-Aktivitit hervorgerufen wird.
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3.1.4.4 Graphische Darstellung

Wechselwirkung von Arginin und Orexin auf die Insulinsekretion
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oo Arginin ohne Orexin B
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Abb. 10: Wechelwirkung von Arginin und Orexin B auf die Insulinsekretion
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3.2 Beeinflussung der Glukagonsekretion

3.2.1

3.2.1.1 Rohdaten

Wirkung von Orexin B

Minuten| 3 | 6 | o |10 [ 111213 |14 |17 |20 |23 | 26|29 |32 35
pg Glukagon/m| | basale Phase Frihphase Spatphase
2,8mM/10 mM Glukose | oo | 16 4 | 266 | 206 | 222 | 160 | 16.2 | 14,3 | 14,2 | 17.0 | 15.1 [ 12,0 | 12.4 | 12,3 | 04
mit 10° M Orexin B
2,8mM/10 mM Glukose | o | 1/ 5| 135|166 | 151|103 | 64 | 111 | 95 | 100|117 [ 101 | 12,0 | 138 | 130
mit 10° M Orexin B
2,8mM/10 mM Glukose | ., 1,74 5174.2|107.8[117.9| 504 | 34,5 | 28,0 | 17.9 | 26,5 | 283 | 2456 | 19,0 | 227 | 18,8
mit 107" M Orexin B
Sl el 36,2 | 90.7 |131,9|170.7|239,6|223.4|202,5|172,0[181,1|135.2[111,0| 86,0 | 87,3 | 96,6 | 63.6
mit 10™ M Orexin B
2,8 mM/10 mM Glukose | 59,1 | 53,8 | 62,1 | 42,0 | 31,3 | 24,0 [ 26,5 | 23,1 [ 19,0 | 30,6 | 19,7 | 16,9 | 14,2 | 16,4 | 12,1
2,8 mM Glukose 10,1 | 18.2 [ 50,7 | 76,8 [104,0| 91,6 |203,6|199,8|169,6|192,3| 269.4|326,2| 222.4(225,1|275.8

Tabelle 45: Wirkung von Orexin B - Rohdaten

3.2.1.2 Aufteilung in Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, ldsst sich der

Einfluss von Orexin B auf die Glukagonsekretion wie folgt darstellen:

(basale Phase: -9-0 min; Frithphase: 0-8 min; Spatphase: 9-27 min)

1. Phase (Frithphase) 2. Phase (Spatphase)
pg Glukagon / ml/ 0-8 min. | pg Glukagon / ml/9-27 min.
7001,9 23334,7
2,8 MM Glukose SEM = 1996,93 SEM =7302,95
2,8 mM Glukose 7758,0 8420,8
mit 10 M Orexin B SEM = 2004,65 SEM = 2186,15
2,8 mM/10 mM Glukose 1837,9 2079,1
mit 10"° M Orexin B SEM = 1011,22 SEM = 628,02
1031,6 1551,4
2,8 mM/10 mM Glukose SEM = 267,16 SEM = 396,33
2,8 mM/10 mM Glukose 622,8 1161,3
mit 10® M Orexin B SEM = 115,08 SEM = 204,97
2,8 mM/10 mM Glukose 431,3 1071,4
mit 10° M Orexin B SEM = 70,01 SEM = 167,86

Tabelle 46: Wirkung von Orexin B - aufgeteilt in Phasen
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3.2.1.3 Korrelationen/Statistik - Beschreibung der Ergebnisse

e Perfusion mit:

@ 2.,8/10 mM Glukose + 10® M Orexin B

@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 ® @
Mittelwert 622,80 1031,60
Beobachtungen 5 5
t-Statistik -1,30

P 0,11

Kritischer t-Wert 1,86

Phase 2 ©) @
Mittelwert 1161,27 1551,44
Beobachtungen 5 5
t-Statistik -0,81

P 0,22
Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 47: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10 M Orexin B])

Tabelle 48: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10-8 M Orexin B])

Bei Stimulation des Rattenpankreas mit 10 mM Glukose und

anschlieBender Perfusion mit 10® M Orexin B zeigt sich im Vergleich zur

Perfusion ohne Orexin B eine deutliche Senkung der Glukagonsekretion

bei Perfusion mit Orexin B, die in der Friihphase (-40 %) stirker

ausgepragt ist, als in der Spatphase (-25 %).

e Perfusion mit:

@ 2.,8/10 mM Glukose + 10° M Orexin B

@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 O) @) Phase 2 O) @)
Mittelwert 431,34 1031,60 Mittelwert 1071,37 1551,44
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik -1,99 t-Statistik -1,03

P 0,04 P 0,17

Kritischer t-Wert 1,86

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 49: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10 M Orexin B])

Tabelle 50: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10 M Orexin B])

Auch bei Perfusion des glukosestimulierten Pankreas mit einer um eine

Zehnerpotenz geringeren Orexin B-Konzentration in Hohe von 107 M,

wird die Glukagonsekretion in beiden Aktivitdtsphasen klar vermindert. In
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der Frithphase ist dies statistisch signifikant, und mit einem Minus von 58

% auch deutlicher erkennbar als in der Spatphase (- 31 %).

e Perfusion mit:

® 2,8/10 mM Glukose + 10" M Orexin B

@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 @ @ Phase 2 O] @
Mittelwert 1837,91 1031,60 Mittelwert 2079,14 1551,44
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik 0,77 t-Statistik 0,69

P 0,23 P 0,25

Kritischer t-Wert

1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 51: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM
Glukose [+ 107 M Orexin B])

Tabelle 52: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose [+ 107 M Orexin B])

Bei Perfusion des mit 10 mM Glukose stimulierten Rattenpankreas mit

einer noch mal um eine Zehnerpotenz geringereren Orexin B-
Konzentration (10" M), zeigt sich ein umgekehrtes Bild. Hier erkennt man
beim Vergleich mit der Perfusion génzlich ohne Orexin B eine Erhdhung
der Glukagonmenge, die aus den a-Zellen sezerniert wird. Diese ist jedoch
statistisch nicht signifikant, auch wenn sie eine Erhdhung um bis zu 80 %
in der Frithphase erreicht.

Perfusion mit: @ 2,8 mM Glukose + 10 M Orexin B

@ 2,8 mM Glukose

Phase 1 ) @ Phase 2 ) @
Mittelwert 7757,97 7001,86 Mittelwert 8420,83 23334,73
Beobachtungen 5 4 Beobachtungen 5 4
t-Statistik 0,25 t-Statistik -1,97

P 0,40 P 0,045

Kritischer t-Wert 1,89 Kritischer t-Wert 1,89

Tabelle 53: Statistik Phase 1 (2,8 mM
Glukose [+ 10" M Orexin B])

Tabelle 54: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose [+ 10" M Orexin B])
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Bei der Perfusion des Pankreas ohne vorherige Glukosestimulation zeigt
sich bei der Perfusion mit Orexin B ein gemischtes Bild. Es fillt auf, dass
die sezernierten Glukagonkonzentrationen um ein mehrfaches hoher sind,
als wenn initial zusatzlich mit 10 mM Glukose perfundiert wird.

In der Friihphase steigt die Glukagonsekretion mit einem Plus von etwa 10
% leicht an, statistisch jedoch nicht signifikant! In der Spétphase der o-
Zell-Aktivitit hingegen wird statistisch signifikant deutlich (p=0,045), dass
bei der Perfusion mit Orexin B die Glukagonsekretion aus dem Pankreas
stark, hier um knapp zwei Drittel im Vergleich zur Perfusion ohne Orexin

B, reduziert wird.

3.2.1.4 Graphische Darstellung

EinfluB von Orexin B auf die Glukagonsekretion des Pankreas

350,00 —@— 2,8 mM Glukose ohne Orexin
B
300,00 A
/. 2,8 mM Glukose mit 10-8 M
_ 250,00 Orexin B
% . u 2,8mM/10 mM Glukose mit
% 200,00 - ”\ 10-10 M Orexin B
X @
2 150,00 - 2,8 mM/10 mM Glukose ohne
o Orexin B
2
100,00 1 —e—2,8mM/10 mM Glukose mit
10-8 M Orexin B
50,00 A
—l— 2,8mM/10 mM Glukose mit
0.00 - ‘ : 10-9 M Orexin B

0 10 20 30 40
Minuten

Abb. 11: Einflufl von Orexin B auf die Glukagonsekretion des Pankreas
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3.2.2 Wirkung von Orexin B und Leptin
3.2.2.1 Rohdaten

Minuten| 3 | ¢ | 9 |10 |11 [12 |13 |14 |17 | 20|23 |26 |29 |32 |35
pg Glukagon/m| | basale Phase Frithphase Spatphase
2,8 mM/10 mM Glukose
+10'°MLeptin 69,0 |160,01169,0(145,8(117,5| 57,9 | 32,5 | 35,2 | 16,6 X X X X X X
2,8 mM/10 mM Glukose
+10'9MLeptin 77,1 |121,6] 96,7 | 86,6 | 80,4 | 59,0 | 34,7 | 21,8 | 19,9 X X X X X X
+10° M Orexin B
2,8 mM/10 mM Glukose
mit10'sM0rexinB 18,6 | 16,4 | 26,7 | 20,6 | 22,21 16,0 | 16,2 | 14,3 | 14,2 | 17,1 | 15,1 | 12,0 | 12,4 | 14,3 | 9,4
2,8 mM/10 mM Glukose | 59,1 | 53,8 | 62,1 | 42,0 | 31,3 | 24,0 | 26,5 | 23,1 | 19,0 | 30,6 | 19,7 | 16,9 | 14,2 | 16,4 | 12,1

Tabelle 55: Wirkung von Orexin B und Leptin — Rohdaten

3.2.2.2 Aufteilung in Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, beeinflusst die

kombinierte Perfusion des

Glukagonsekretion wie folgt.

Pankreas von Orexin B und Leptin die

Leider sind bei der Messung der Daten der Spitphase mehrere Daten

ausgefallen, so dass sie insgesamt nicht beurteilbar ist!

(basale Phase: -9-0 min; Friihphase: 0-8 min; Spéatphase: 9-27 min)

1. Phase (Frithphase)

pg Glukagon / ml / 0-8 min.

2. Phase (Spatphase)
pg Glukagon / ml / 9-27 min.

2,8 mM/10 mM Glukose 2047,3 Datenfehler
mit 10° M Leptin SEM = 510,83
2,8 mM/10 mM Glukose
mit 10 M Leptin SEIJI7=1 ‘1’581 43 Datenfehler
und 10 M Orexin B ’

1031,60 1478,2
2,8 mM/10 mM Glukose SEM = 292,65 SEM = 434,16
2,8mM/10 mM Glukose 622,80 1161,3
mit 10® M Orexin B SEM = 115,08 SEM = 204,97

Tabelle 56: Wirkung von Orexin B und Leptin - aufgeteilt nach Phasen




3.2 Beeinflussung der Glukagonsekretion Seite 62

3.2.2.3 Korrelationen/Statistik - Beschreibung der Ergebnisse

e Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10° M Leptin
@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 @ @
Mittelwert 2047,27 1031,60
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 1,73

P 0,06

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 57: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10 M Leptin])

Leptin wirkt bei Perfusion des mit 10 mM Glukose stimulierten
Rattenpankreas in der Frithsekretionsphase mit einer deutlichen Erhéhung
der Glukagonausscheidung, die fast das Doppelte erreicht, im Vergleich zur

Perfusion ohne Leptin.

e Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10 M Leptin

® 2,8/10 mM Glukose + 10° M Leptin + 10 M Orexin B
p

Phase 1 Q) @
Mittelwert 2047,27 1710,84
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 0,63

P 0,27

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 58: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM

Glukose + 10 M Leptin [+ 10®* M Orexin

B])
Bei Stimulation des Pankreas mit 10 mM Glukose und anschlieBender
Perfusion mit Leptin bewirkt das Hinzufiigen von Orexin B zum

Perfusionsgemisch einen Abfall der Glukagonsekretion in Hohe von etwa
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20 %. Insofern scheint Orexin B die leptinstimulierte Glukagonsekretion zu

hemmen.

e Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10®* M Orexin B + 10 M Leptin
® 2,8/10 mM Glukose + 10®* M Orexin B

Phase 1 ©) @
Mittelwert 1710,84 622,80
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 5,72

P 0,000222

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 59: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM

Glukose + 10 M Leptin [+ 10 M Orexin

B])
Das Hinzufiigen von Leptin zum Perfusionsgemisch mit Orexin B bewirkt
in der Frithphase unter Glukosestimulation (10 mM) eine deutliche und
statistisch signifikante (p=0,0002) Steigerung der Glukagonsekretion.
Diese Steigerung betrdgt im Mittelwert fast das 3-fache im Vergleich zur

alleinigen Perfusion mit Orexin B aber ohne Leptin.

e Perfusion mit: @ 2,8/10 mM Glukose + 10 M Leptin + 10® M Orexin B
@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 ® @
Mittelwert 1710,84 1031,60
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 2,06

P 0,04

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 60: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10 M Leptin + 10* M Orexin
B])
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Die kombinierte Perfusion mit Leptin und Orexin bei Glukosestimulation

des Pankreas zeigt im Gegensatz zur Perfusion ohne die beiden Stoffe in der

Frithphase eine deutliche Erhdhung der Glukagonsekretion um nahezu 70 %

bei vorhandener statistischer Signifikanz (p=0,04). Trotzdem ist die

Steigerung der Glukagonsekretion bei Anwesenheit von Orexin B insgesamt

klar geringer, als bei Perfusion mit Leptin allein.

3.2.2.4 Graphische Darstellung

180,00

EinfluB von Leptin und Orexin B auf die Glukagonsekretion

160,00 - m
140,00

80,00 -
60,00 -
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/
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Minuten
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40

—— 2,8 mM/10 mM Glukose
+ 10-9 M Leptin

2,8 mM/10 mM Glukose
+ 10-9 M Leptin + 10-8
M Orexin B

—0—2,8 mM/10 mM Glukose
ohne Leptin /Orexin B

—%—2,8 mM/10 mM Glukose
mit 10-8 M Orexin B

Abb. 12: Einfluf von Leptin und Orexin B auf die Glukagonsekretion
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3.2.3

3.2.3.1 Rohdaten

Wirkung von Orexin B und Arginin

Minuten| 3 | 6 | o [10 111213 [14 |17 |20]23 |26 [ 293235
pg Glukagon/m| | basale Phase Friihphase Spatphase
il GIUI«.)S.e 100,11121,9|113,0|677,3|737,4|484,8|476,0|414,6(470,3|536,0|574,5|630,3|746,6(742,1|857,8
+ 10 mM Arginin
2,8 mM Glukose
+10 mM Arginin 72,3 195,11 92,1 |804,8(545,5|364,2|348,6|342,7(388,6|428,31451,8|540,2(663,0|695,8|926,6
+10° M Orexin B
2’.8 ml\ﬂz Glukos.e 36,2 | 90,7 |131,9(170,7)239,6 (223,4|202,5|172,0(181,1|135,2[111,0( 86,0 | 87,3 | 96,6 | 63,6
mit 10~ M Orexin B
2,8 mM Glukose 10,1 | 18,2 | 50,7 | 76,8 |104,0( 91,6 [203,6]199,8|169,6(192,3(269,4|326,2|222,4(225,1|275,8

Tabelle 61: Wirkung von Orexin B und Arginin — Rohdaten

3.2.3.2 Aufteilung auf Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, beeinflusst die

kombinierte Perfusion des Pankreas von Orexin B und Arginin die

Glukagonsekretion wie folgt:

(basale Phase: -9-0 min; Frithphase: 0-8 min; Spatphase: 9-27 min)

1. Phase (Friihphase) 2. Phase (Spatphase)
pg Glukagon / ml/ 0-8 min. | pg Glukagon / ml / 9-27 min.
2.8 mM Glukose 20909,8 61311,6
mit 10 mM Arginin SEM = 6477.74 SEM = 23444 33
fn’i? %Mmf/'l“/f%ﬁﬁin 17857,7 54655,0
A AU SEM = 4522,96 SEM = 13542.35
2 8mM Glukose 7758,0 8420,8
mit 10°® M Orexin B SEM = 2004,65 SEM = 218615
7001,9 23334.7
2,8 mM Glukose SEM = 2232,63 SEM = 8164,94

Tabelle 62: Wirkung von Orexin B und Arginin — aufgeteilt nach Phasen
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3.2.3.3 Korrelationen/Statistik - Beschreibung der Ergebnisse

e Perfusion mit: @ 2,8 mM Glukose + 10 mM Arginin
® 2,8 mM Glukose

Phase 1 ® @ Phase 2 ® @
Mittelwert 20909,79 7001,86 Mittelwert 61311,62 23334,73
Beobachtungen 5 4 Beobachtungen 5 4
t-Statistik 1,83 t-Statistik 1,38

P 0,06 P 0,11

Kritischer t-Wert 1,89 Kritischer t-Wert 1,89

Tabelle 63: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 64: Statistik Phaseb2 (2,8 mM
Glukose [+ 10 mM Arginin]) Glukose [+ 10 mM Arginin])

Die Perfusion des Rattenpankreas ohne vorherige 10 mM Glukoseperfusion,
filhrt bei Addition von Arginin zu einer massiven Erhohung der
Glukagonsekretion. Im Vergleich zur Perfusion ohne Arginin sind die Mengen
an sezerniertem Glukagon hier, sowohl in der Friih- als auch in der Spitphase

der Pankreasaktivitdt, um etwa das dreifache hoher.

e Perfusion mit: @ 2,8 mM Glukose + 10 mM Arginin

@ 2,8 mM Glukose + 10 mM Arginin + 10" M Orexin B

Phase 1 ) @ Phase 2 ) @
Mittelwert 20909,79 17857,73 Mittelwert 61311,62 54655,04
Beobachtungen 5 5 Beobachtungen 5 5
t-Statistik 0,39 t-Statistik 0,25

P 0,35 P 0,41

Kritischer t-Wert 1,86 Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 65: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 66: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose + 10 mM Arginin [+ 10®* M Glukose + 10 mM Arginin [+ 10®* M

Orexin B]) Orexin B])
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Durch Hinzufiigen von Orexin B zur Perfusionslosung mit Arginin bei

fehlender 10 mM Glukosestimulation, wird die Sekretion von Glukagon

aus dem endokrinen Rattenpankreas vermindert. In der Frithphase betragt

die Reduktion ca. 15 %, in der Spéitphase nur noch ca. 11 %.

e Perfusion mit:

@ 2,8 mM Glukose + 10 M Orexin B + 10 mM Arginin

@ 2,8 mM Glukose + 10 M Orexin B

Phase 1 O) @
Mittelwert 17857,73 7757,97
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 2,04

P 0,04

Kritischer t-Wert 1,86

Phase 2 ©) @
Mittelwert 54655,04 8420,83
Beobachtungen 5 5
t-Statistik 3,37

P 0,0049

Kritischer t-Wert 1,86

Tabelle 67: Statistik Phase 1 (2,8 mM
Glukose + 10 M Orexin B [+ 10 mM
Arginin])

Tabelle 68: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose + 10" M Orexin B [+ 10 mM
Arginin))

Bei fehlender Glukosestimulation des Rattenpankreas und in Anwesenheit

von Orexin B steigert die Addition von Arginin zum Perfusionsgemisch die

Glukagonsekretion auch wieder um ein Vielfaches. In der ersten Phase der

Pankreasaktivitit bewirkt Arginin in Anwesenheit von Orexin B eine 2,5-

fache Erhohung der Glukagonsekretion; in der Spidtphase steigt die

Glukagonsekretion sogar auf das 6,5-fache an, bei vorhandener statistischer

Signifikanz.
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e Perfusion mit: ® 2,8 mM Glukose + 10 mM Arginin + 10® M Orexin B

® 2,8 mM Glukose

Phase 1 ) @ Phase 2 ) @
Mittelwert 17857,73 7001,86 Mittelwert 54655,04 23334,73
Beobachtungen 5 4 Beobachtungen 5 4
t-Statistik 1,98 t-Statistik 1,85

P 0,04 P 0,05

Kritischer t-Wert 1,89 Kritischer t-Wert 1,89

Tabelle 69: Statistik Phase 1 (2,8 mM Tabelle 70: Statistik Phase 2 (2,8 mM
Glukose [+ 10 mM Arginin + 10®* M Glukose [+ 10 mM Arginin + 10®* M

Orexin B]) Orexin B])

Bei Perfusion des nicht mit Glukose stimulierten Rattenpankreas bewirkt
auch eine Kombination von Arginin und Orexin B im Vergleich zur
Perfusion ohne beide Substanzen eine massive Erhohung der Sekretion von
Glukagon aus den a-Zellen. Die Ergebnisse betreffen beide Phasen in
gleicher Weise (Phase 1: + 255 %, Phase 2: + 235 %) und sind statistisch
signifikant (p= 0,04 bzw. p= 0,05).

Dennoch ist die Hohe der sezernierten Glukagonmenge geringer als bei

singulédrer Perfusion mit Arginin ohne Orexin B.

3.2.3.4 Graphische Darstellung

Wechselwirkung von Arginin und Orexin B auf die Glukagonsekretion
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Abb. 13: Wechselwirkung von Arginin und Orexin B auf die Glukagonsekretion
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3.3 Beeinflussung der Somatostatinsekretion durch

Orexin B

3.3.1 Rohdaten

Minuten| 3 | g | o |10 (11|12 |13 |14 [17 |20 |23 |26 |29 |32 35

|pg Somatostatin/ml basale Phase Friihphase Spatphase

2,8 mM/10 mM Glukose

. 8 . 200,7(250,9(279,0|164,4|153,4(205,1|254,8|318,1(351,8/341,8|321,4(310,8(283,0/243,2|232,8
mit 10™ M Orexin B

2,8 mM/10 mM Glukose |- |39 51304 5|284,1|278,4|299,8|322,4|315.0|206.2|278 7| 283,1|294.8| 250,8|271,6| 189.3

Tabelle 71: Wirkung durch Orexin B — Rohdaten

3.3.2 Aufteilung in Phasen

Zusammengefasst und aufgeteilt in eine erste und zweite Phase, beeinflusst die
Perfusion des Pankreas mit Orexin B die Somatostatinsekretion wie folgt:

(basale Phase: -9-0 min; Frithphase: 0-8 min; Spatphase: 9-27 min)

1. Phase (Friihphase) 2. Phase (Spatphase)
pg Somatostatin / ml/ 0-8 min. | pg Somatostatin / ml/ 9-27 min.
2,8 mM/10 mM Glukose 10756,7 25995.4
mit 10® M Orexin B SEM =4200,98 SEM = 9083,49
2,8 mM/10 mM Glukose 11941,9 23525,7
ohne Orexin B SEM = 2565,11 SEM = 3872,71

Tabelle 72: Wirkung durch Orexin B — aufgeteilt nach Phasen
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3.3.3 Korrelationen/Statistik - Beschreibung der
Ergebnisse

e Perfusionmit:  @® 2,8/10 mM Glukose + 10 M Orexin B
@ 2,8/10 mM Glukose

Phase 1 @ @ Phase 2 O] @
Mittelwert 10756,68 11941,85 Mittelwert 25995,36 23525,73
Beobachtungen 5 6 Beobachtungen 5 6
t-Statistik -0,25 t-Statistik 0,27

P 0,40 P 0,40

Kritischer t-Wert 1,83 Kritischer t-Wert 1,83

Tabelle 73: Statistik Phase 1 (2,8/10 mM Tabelle 74: Statistik Phase 2 (2,8/10 mM
Glukose [+ 10" M Orexin B]) Glukose [+ 10 M Orexin B])

Es ist kein Einfluss von Orexin B auf die Somatostatinsekretion des mit 10 mM

Glukose stimulierten Rattenpankreas erkennbar.

3.3.4 Graphische Darstellung

EinfluB von Orexin B auf die Somatostatinsekretion
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Abb. 14: Einflul von Orexin B auf die Somatostatinsekretion
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4 DISKUSSION

4.1 Beeinflussung der Insulinsekretion

4.1.1 Orexin B

Die Versuche mit der Perfusion von Orexin B zeigen am endokrinen
Rattenpankreas hinsichtlich der Insulinsekretion verschiedene Ergebnisse.

Bei Perfusion mit basaler Glukose von 2,8 mM und fehlender
Glukosestimulation scheint Orexin B die Insulinsekretion aus dem Pankreas zu
hemmen. Gaben von niedrigkonzentriertem Orexin B (10"° M und 10 M)
haben auch bei Stimulation der Insulinsekretion mit 10 mM Glukose eine
geringe hemmende Wirkung, die in beiden Sekretionsphasen @hnlich ist. Bei
der hochsten gegebenen Orexin-B-Konzentration von 10° M kehrt sich das
Bild: die Wirkung auf die stimulierte Insulinsekretion zeigt eine deutliche
Sekretionssteigerung von Insulin um bis zu 50 %, vor allem in der Spétphase.
Das heisst, das fiir die insulinsekretionssteigernde Wirkung des Orexin B’s
eine gewisse Konzentrationsschwelle iiberwunden werden muss, damit das
Orexin B seine Wirkung entfalten kann. Die Erkldrung fir diese
unterschiedliche und teils gegensitzliche Wirkungen konnte in einer
unterschiedlichen =~ Rezeptorwirkung  der  verschiedenen  Orexin-B-
Konzentrationen liegen. Bei niedrigen Dosierungen wiirden dann durch Orexin
B cher die Insulinsekretion-hemmenden Rezeptoren, bei  hohen
Konzentrationen eher die Sekretion fordernden Rezeptoren im Pankreas
stimuliert.'*

Die fehlende Stimulation der Insulinsekretion bei Perfusion mit nur ,,basaler*
Glukose (2,8 mM) und ohne Aktivierung der pankreatischen B-Zelle deutet auf
die Notwendigkeit der Anwesenheit von hohen Glukosekonzentration hin, die
das Orexin B benétigt, um seinen Effekt zu bewirken. Diese ist z.B.
postprandial im Blut der V. portae vorhanden, was fiir eine vorherrschende
Wirksamkeit des Orexin B’s in diesem Zusammenhang sprechen wiirde. Somit
konnte Orexin B die schnelle Insulinsekretion aus dem Pankreas noch weiter
stimulieren, um postprandiale Blutzuckerspitzen zu verhindern. Die stérkere

Beeinflussung der Spétphase der Insulinsekretion in den oben dargestellten
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Versuchen deutet aber auch auf eine nachhaltige Wirksamkeit hinsichtlich
einer konstanten Senkung des Blutglukosespiegels, zumindest aber das Halten

auf einem niedrigen (normalen) Niveau, hin.

In Zukunft wiren zum einen Experimente mit noch hdheren Orexin-B-
Dosierungen ( > 10® M Orexin B) angezeigt, um diesen Effekt deutlicher
darzustellen. Zum anderen wéren auch Nachforschungen bzgl. der
Rezeptorendichte auf den Pankreaszellen sinnvoll, die die zahlenméBige und

regionale Verteilung der OX-2-Rezeptoren verdeutlichen.

4.1.2 Orexin B und Leptin

Die Experimente am Rattenpankreas mit Leptin und Orexin B zeigen ein klares
Bild der Wirkungsweise beider Substanzen. Leptin bewirkt, wie bereits
vorher'” gezeigt werden konnte, eine, wenn auch nicht sehr ausgeprigte,
Verminderung der Insulinsekretion, die eher langfristig in der Spatphase der -
Zell-Aktivitit wirkt. Die Zugabe von 10 M Orexin B zum Perfusionsgemisch
mit Leptin scheint diese Verminderung teilweise aufzuheben, gleicht sie jedoch
nicht vollstdndig aus. Demnach kdnnte Orexin B als Gegenspieler des Leptins
an der B-Zelle betrachtet werden.

Die kombinierte Perfusion von Leptin mit Orexin B zeigt sowohl im Vergleich
mit der Perfusion mit Orexin B als auch bei der ,,puren*- mit 10 mM Glukose-
Perfusion, dass das Orexin B in der Dosierung 10™ M nur schwerlich gegen die
insulinsenkende Wirkung des Leptins gegenhalten kann. Uber die gesamte
gemessene Dauer der Insulinsekretion bewirkt Orexin B in der genannten
Dosierung nur eine geringe Erhohung der Insulinsekretion. Diese ist in der
Spétphase deutlicher ausgepridgt als in der Friihphase der Pankreasaktivitit.
Wabhrscheinlich spielt hier die (evtl. noch zu geringe) Dosierung des Orexin
B’s die entscheidende Rolle. Eine weitere Erforschung dieses Sachverhalts
wire sicherlich forderlich zum Verstindnis der Wechselwirkungen von Orexin

B und Leptin.
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Festzuhalten ist hier auf jeden Fall, dass die insulinsenkende Potenz von 10 M
Leptin deutlich stirker ist, als die insulinsteigernde Potenz von 10® M Orexin
B. Dies vermag, zumindest in  hoheren  Dosierungen, die

insulinsekretionshemmende Wirkung von Leptin zu vermindern.

Die oben beschriebene vorrangige Wirkung von Leptin auf die Spétphase der
Insulinsekretion steht im Gegensatz zu den in der Einleitung genannten
Forschungsarbeiten, bei denen die Inhibierung in der ersten Phase der

biphasischen Insulinsekretion deutlicher ausgeprigt sein soll.'**

Aus dem direkten Einfluss von Leptin auf die insulinsezernierenden Zellen des
Pankreas, kann die in der Einfilhrung beschriebene These bestitigt werden,
dass Leptin der Gruppe der metabolischen Hormone zuzuordnen ist.
Umgekehrt soll die Leptinproduktion durch hohe Spiegel von Insulin stimuliert
werden, weshalb man vermuten kann, dass Leptin als ein Teil des negativen
Riickkopplungsmechanismus zuriick zum endokrinen Pankreas fungiert, der
signalisiert, dass kein Insulin mehr benétigt wird, um die Fettspeicher
aufzufiillen. Hierfiir wiirde auch die eher ldngerfristige (v.a. die Spitphase

betreffende) Wirkung auf die Insulinsekretion sprechen.

4.1.3 Orexin B und GLP-1

In den nachfolgenden Experimenten wurde die Interaktion zwischen GLP-1
und Orexin B in Bezug auf die Insulinsekretion des endokrinen Pankreas der
Ratte untersucht. Hierbei zeigte sich bei alleiniger Perfusion mit GLP-1 eine,
den Erwartungen'® entsprechende, massive Zunahme der Insulinsekretion aus
dem mit 10 mM Glukose stimulierten Pankreas, im Vergleich zur Perfusion
ohne GLP-1. Diese Wirkung betraf beide Phasen der Insulinsekretion
gleichermaBen. Bei Hinzufiigen von Orexin B 10 M zur Perfusionsldsung mit
GLP-1 konnte jedoch kein additiver insulinsekretorischer Effekt beobachtet
werden. Beim direkten Vergleich der kombinierten Perfusion von GLP-1 und

Orexin B und der Perfusion nur mit Orexin B zeigt sich deutlich, dass GLP-1
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die sehr wviel stirkere insulinsezernierende Wirkung zuzuschreiben ist.
Trotzdem vermag das Hinzufiigen von Orexin B zum Perfusionsgemisch mit
GLP-1 keine weitere Steigerung der Insulinsekretion aus den B-Zellen zu
ermdglichen.

Evtl. konnen hier weitere Versuche mit hoheren Orexin B-Konzentrationen
aber auch mit niedrigeren GLP-1-Konzentrationen das Ausmass der
Wirksamkeit des Orexin B’s verdeutlichen. Es kann aber auch sein, dass die
maximale Sekretionskapazitit der B-Zellen allein durch die GLP-1-Stimulation
erreicht worden ist, und diese somit durch noch hohere Konzentrationen, sei es

Orexin B oder GLP-1, nicht mehr weiter zu steigern ist.

4.1.4 Orexin B und Arginin

Wie schon oben erwéhnt, wurden sdamtliche Ratten bei den Untersuchungen
mit Arginin lediglich mit basaler Glukoselosung der Konzentration 2,8 mM
perfundiert, da Arginin die Glukose-stimulierte Insulinsekretion nicht weiter
steigert.

Merkwiirdigerweise stimuliert Arginin bei der ,basalen® Perfusion des
Rattenpankreas die Insulinsekretion {iberhaupt nicht, was entgegen dem
aktuellen Wissensstand ist. Eine Ursache hierfiir haben wir letzten Endes nicht
finden kénnen.

Bei der Beurteilung der Versuche erkennt man die Wirkmechanismen und die
Interaktionen von Orexin B und Arginin nur bei der singuldren Perfusion. So
sehen wir bei der kombinierten Perfusion von Arginin und Orexin B und auch
bei der singuldren Perfusion nur mit Arginin im Vergleich zur Perfusion ohne
beide Substanzen keine Anderung bzw. sogar eine diskrete Senkung, die dem
eigentlichen bekannten Wirkmechanismus beider Substanzen widerspricht.
Erst der Vergleich der kombinierten Wirkung beider Substanzen sowie der
Perfusion mit nur einer der beiden Substanzen entspricht anndhernd den
Erwartungen. So zeigt sich die Wirkung von Orexin B mit der nun bekannten

Erhohung der Insulinsekretion, auch wenn diese nur sehr gering ausgeprégt ist.
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Weiterhin zeigt sich die Wirkung von Arginin als Stimulator der
Insulinsekretion nur in Kombination mit Orexin B. Somit kann hier von einer
gegenseitigen Verstirkung von Arginin und Orexin B ausgegangen werden,
was gerade durch die o.g. statistisch signifikanten Ergebnisse der kombinierten

Perfusion von Arginin und Orexin B untermauert wird.

4.1.5 Zusammenschau

Die Ergebnisse zeigen, dass Orexin B die Insulinsekretion am Rattenpankreas
stimuliert. Deutliche Unterschiede bestehen jedoch in der Potenz fiir diese
Stimulation. Dies kann zum einen an der unterschiedlichen Verteilung der OX-
2-Rezeptoren liegen, zum anderen sicherlich aber auch an der
unterschiedlichen Affinitit des Orexin B zu diesen'*® (siche auch 1.2.2.).
Moglich wire, dass die Bindung von Orexin B an den OX-2-Rezeptor relativ
unspezifisch ist, so dass evtl. andere Stoffe am selben Rezeptor binden kdnnen,
die gegenteilig wirken, oder das Orexin B aus der Bindung verdringen.'”’

Weitere Schwachstellen von Orexin B kénnten auch im pharmakologishcen
Bereich liegen; zum einen ist bekannt , dass es nur relativ schwach lipophil ist.
Es konnte weiterhin sein, dass Orexin B im Organismus relativ schnell
metabolisiert wird, und somit fiir die Wirkung auf die B-Zellen nicht mehr zur

138 o . .
Fine weitere Ursache konnte auch der zu rasche

Verfiigung steht.
(proteolytische) Abbau des Orexin B’s sein."’’ AuBerdem konnte auch die
unterschiedliche =~ Rezeptorverteilung im  gastrointestinalen  System,
insbesondere des Pankreas eine weitere Ursache fiir die unterschiedliche

- . 140
Wirkung des Hormons sein.

Detaillierte und substantielle weitere Nachforschungen in diesem Bereich
miissten folgen, um hier detailliert Aufschluss {iber die genaue Wirkung und

Interaktion von Orexin B und dessen Rezeptoren zu geben.
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4.2 Beeinflussung der Glukagonsekretion

4.2.1 Orexin B

Die Perfusion des endokrinen Rattenpankreas mit verschiedenen Orexin B-
Konzentrationen zeigt hinsichtlich der Glukagonsekretion unterschiedliche
Ergebnisse. Bei vorheriger Perfusion mit 10 mM Glukose, zeigt sich bei
Perfusion mit niedrigen Orexin B-Konzentrationen (10'° M) kein statistisch
aussagekriftiger Unterschied. Wird jedoch mit héheren Konzentrationen von
Orexin B in der Gréssenordnung 10° M und 10" M perfundiert, so zeigt sich
eine deutliche Verminderung der Glukagonsekretion, die v.a. die Frithphase der
a-Zell-Aktivitét betreffen.

Insgesamt sind die sezernierten Glukagonmengen jedoch nicht sehr hoch, da
bekanntlich ein hoher Glukosespiegel, wie er durch die vorangehende
Perfusion mit 10 mM Glukose imitiert wird, per se zu einer Hemmung der
glukagonsezernierenden a-Zellen des endokrinen Pankreas fiihrt. Die
zusitzliche Perfusion mit Orexin B bewirkt eine weitere deutliche Reduktion,

der primér schon geringen Glukagonsekretion.

Umgekehrt zeigt sich bei Perfusion des endokrinen Pankreas mit nur wenig
,basaler” Glukose (2,8 mM) eine deutlich stirkere Glukagonsekretion aus den
a-Zellen, die in der Spitphase mehr als das zehnfache der Perfusion mit 10
mM Glukose betrdgt. Auch hier konnte durch Perfusion mit Orexin B eine
deutliche Hemmung dieser Glukagonsekretion erzielt werden, so dass diese in
der Spétphase nur einem Drittel der Menge entspricht, die ohne Anwesenheit

von Orexin B sezerniert wurde.

Festzuhalten ist also, dass Orexin B die Glukagonsekretion im endokrinen
Pankreas sowohl in der Frith- als auch in der Spétphase supprimiert,
unabhingin davon, ob das endokrine Pankreas aktiviert ist, oder nicht.

Dies steht im Einklang mit der stimulierenden Wirkung des Orexin B’s auf die
Insulinsekretion wahrend beider Phasen der endokrinen Pankreasaktivitit und

zeigt, dass dem Orexin B eine metabolische Funktion zuzuschreiben ist.
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Die Hemmung der Glukagonsekretion scheint jedoch u.a. dosisabhidngig zu
sein, wie auch schon bei der Beeinflussung der Insulinsekretion erkennbar war.

Konzentrationen kleiner 10 M Orexin B scheinen keine Wirkung zu haben.

Hinsichtlich der verschiedenen Rezeptorwirkungen von Orexin B wird auf die

entsprechenden Ausfithrungen im vorangegangenen Kapitel verwiesen.

4.2.2 Orexin B und Leptin

Zu Beginn muss festgehalten werden, dass unsere Daten beziiglich des Leptins
in der Spatphase der Pankreasaktivitdt Liicken aufweisen, und diese somit nicht
beurteilbar ist.

Die Versuche zeigen dennoch deutlich, zumindest die frithe Aktivitdtsphase
des endokrinen Pankreas betreffend, dass Leptin, die Glukagonsekretion
massiv stimuliert, selbst wenn vorher mit 10 mM Glukose, vorperfundiert wird.
Orexin B vermag, in einer Konzentration von 10® M, diese leptinstimulierte
Glukagonsekretion der a-Zellen zu unterdriicken, wenn auch nur schwach.

Ein &hnlicher Einfluss auf die Spatphase kann mit hoher Wahrscheinlichkeit

vermutet, hier jedoch nicht belegt werden.

Demnach kann Orexin B als Gegenspieler des Leptins auch an der a-Zelle
betrachtet werden. Gegebenenfalls konnten hier Versuche mit hoheren
Konzentrationen ( > 10® M) an Orexin B oder gerigeren Leptin-
Konzentrationen die gegensitzlichen Wirkungen und die Interaktionen von
Orexin B und Leptin verifizieren, und iiber die Potenz des jeweiligen

Gegenspielers Auskunft geben.
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4.2.3 Orexin B und Arginin

Sédmtliche Versuche mit Arginin am endokrinen Rattenpankreas wurden wieder
nur mit einer basalen Glukoseperfusion der Konzentration 2,8 mM
durchgefiihrt. Die Aktivitdt des endokrinen Pankreas wurde also nicht mit 10
mM  Glukose stimuliert, zumal diese die Glukagonsekretion empfindlich
gehemmt hitte.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch Stimulation der a-Zellen mit Arginin die
Sekretion von Glukagon aus dem Rattenpankreas sehr ausgeprigt gesteigert
wird. Orexin B wirkt hier mit einer Hemmung der Arginin-stimulierten

Glukagonsekretion, auch wenn diese nur gering ausfillt.

Das Ergebnis hinsichtlich des Einflusses von Arginin auf die
Glukagonsekretion aus den a-Zellen war entsprechend den Erwartungen, zumal
diese Funktion fiir Arginin und andere Aminosiuren in der Literatur schon seit
Jahren beschrieben ist. Um so mehr verwundert, dass in den vorangegangen
Versuchen, hinsichtlich der Beeinflussung der endokrinen Insulinsekretion,
keine Wirkung des Arginins festzustellen war. Hier hétte man ebenfalls eine
deutliche Stimulation der B-Zell-Aktivitdt mit konsekutiver Zunahme der

Insulinausschiittung erwartet.

Was die (schwache) Wirkung des Orexin B’s angeht, so kann diese zum einen
an der zu niedrig gewdhlten Orexin B-Konzentration liegen bzw. an der zu
hoch gewéhlten Argininkonzentration; man erkennt zumindest ansatzweise den
Antagonismus, den Orexin B gegeniiber Arginin ausiibt.

Aufgrund der verschiedenen Angriffspunkte im Metabolismus und
Hormonstoffwechsel ist an dieser Stelle jedoch keine fundierte Aussage zur

genauen Interaktion zwischen beiden Stoffen moglich.
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4.3 Beeinflussung der Somatostatinsekretion

Somatostatin wirkt, wie allgemein bekannt, mit einer (parakrinen) Hemmung

der Freisetzung von Insulin und Glukagon aus dem endokrinen Pankreas.'*!

Deswegen sollte im Rahmen dieser Arbeit auch die Wirkung von Orexin B auf
die Beeinflussung dieser Hemmung tiber die Beeinflussung der 3-Zell-Aktivitdt

des Pankreas orientierend untersucht werden.

Die durchgefiihrten Experimente hinsichtlich der Wirksamkeit von Orexin B
auf die endokrine pankreatische Sekretion von Somatostatin bei der Ratte
ergaben, dass Orexin B in der applizierten Dosierung keinen Einfluss auf die
Somatostatinsekretion hat. Dieses Phdnomen konnte zum einen aus einer zu
niedrigen Dosierung des Orexin B’s, aber auch aus einer verminderten
Ansprechbarkeit der 6-Zellen auf Orexin B resultieren. Die fehlende Wirkung
konnte auch damit begriindet werden, dass auf den 0-Zellen des
Rattenpankreas keine bzw. zu wenig OX-2-Rezeptoren lokalisiert sind, an

denen das Orexin seine Wirkung entfalten konnte.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Nachdem 1998 die Orexine entdeckt wurden, sind primdr zahlreiche
Untersuchungen weltweit beziiglich ihrer Wirksamkeit auf das zentrale
Nervensystem durchgefiihrt worden. Die Identifizierung der Orexinrezeptoren
sowie vermehrte Hinweise auf eine mdgliche auch peripher existierende
Wirkung der Orexine fiihrten zur Zielsetzung dieser Arbeit. Untersucht werden
sollte der periphere Einfluss von Orexin B auf die Hormonsekretion des
Pankreas. Hierzu wurde ein etabliertes Perfusionssystem an ménnlichen
Wistar-Ratten verwendet. Nach 24 stiindiger Nahrungskarenz wurde bei den
Ratten das Pankreas operativ isoliert und zwischen Truncus coeliacus und
Vena portaec mit einem abgestimmten Perfusionsmedium perfundiert. Zu
Beginn wurde das Pankreas nur ,,basal* perfundiert, dann mit 10 mM Glukose
die Sekretionsaktivitdt stimuliert. Nacheinander wurde nun der Einfluss der
verschiedenen Substanzen auf das Rattenpankreas durch Hinzugeben zum
Perfusionsmedium {iberpriift. So wurden sukzessive verschiedene Orexin B
Konzentrationen sowie die Wirkung von Leptin, GLP-I und Arginin auf das
Pankreas untersucht. Die Probengewinnung des Perfusats aus der Vena portae
fand in verschiedenen Zeitabstinden fraktioniert statt, so dass die Friih- und die
Spatphase der Pankreasaktivitidt separat beurteilbar waren. Diese Proben
wurden dann auf ihren Gehalt an Insulin, Glukagon und teilweise auch an
Somatostatin mittels Radioimmunoassay untersucht. Die resultierenden Daten
wurden in drei Phasen aufbereitet: eine basale, sowie die eigentlich
entscheidenden erste und zweite Sekretionsphasen des Rattenpankreas.

Die Ergebnisse zeigten, dass Orexin B in hohen Konzentrationen eine deutliche
Stimulation der Insulinsekretion des Pankreas bewirkt, die in der Spétphase
stiarker ausgepragt ist.

Die Wirkungsweise von Leptin als Inhibitor der Insulinsekretion konnte auch
in diesen Untersuchungen nachgewiesen werden. Es wirkt als funktioneller
Antagonist des Orexin B, wenn auch dieses in der verwendeten Konzentration
von 10® M den Leptineffekt nicht vollstindig ausgleichen konnte. Die

Untersuchungen beziiglich des Einflusses von Orexin B auf die GLP-1
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stimulierte Insulinsekretion, zeigten eine geringe Steigerung derselben. Jedoch
wurde klar, dass die verwendete Dosierung von Orexin B mit 10® M die starke
Wirkung des 10° M GLP-1 nur gering verstirken konnte, der insulinsteigernde
Effekt jedoch maBigeblich auf das GLP-1 zuriickzufiihren ist.

Die singuldre Perfusion mit Arginin zeigte merkwiirdigerweise keinen
statistisch relevanten Einfluss auf die Insulinsekretion des Pankreas. Im
Gegensatz hierzu zeigte sich bei der kombinierten Applikation von Orexin B
und Arginin eine deutliche Steigerung des Insulinsekretion, so dass von einer
gegenseitigen Verstarkung beider Substanzen hinsichtlich der Stimulation der
Insulinsekretion ausgegangen werden muss.

Hinsichtlich der Glukagonsekretion des Pankreas zeigt Orexin B einen
deutlichen inhibierenden Effekt auf die a-Zellen. Dieser Effekt vermag jedoch
nicht die sekretionsstimulierende Wirkung des Leptin auf das Rattenpankreas
zu relativieren; es vermindert in der verwendeten 10® M Konzentrationen die
Sekretionsmenge nur geringgradig. Ahnlich sieht es bei der Interaktion von
Orexin B und Arginin aus. Arginin als bekannter potenter Stimulator der
Glukagonsekretion wird in seiner Wirkung durch Orexin B eingeschrénkt.
Aber auch hier vermag das mit 10® M dosierte Orexin B die Argininwirkung
(10 mM) nicht vollstindig autheben.

Die orientierenden Untersuchungen hinsichtlich der Beeinflussung der
Somatostatinsekretion zeigten hingegen keine erkennbare Wirksamkeit von

Orexin B auf die Funktion der 8-Zellen.

Weitere Untersuchungen hinsichtlich der detaillierten Einflussnahme des
Orexin B’s im Hormonhaushalt miissten folgen, v.a. mit noch hoheren
Dosierungen desselben. Zum anderen widren Nachforschungen bzgl. der
Rezeptorwirkung und auch der Rezeptorendichte auf den Pankreaszellen
aufschlussreich, die die genaue Funktion sowie die zahlenméBige und regionale
Verteilung der OX-2-Rezeptoren verdeutlichen. Wichtige Hinweise fiir die
Wirkungsweise des Orexin B’s wiirden auch die (konkurrierende) Situation der
verschiedenen Substanzen am Orexinrezeptor darstellende Untersuchungen

geben.
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