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A Einleitung 

1 Regulation der Nahrungsaufnahme 

 

Seit 1980 hat sich die Zahl der an Adipositas erkrankten Menschen weltweit 

verdoppelt. Übergewicht und Adipositas sind prinzipiell die Folge einer 

Imbalance zwischen aufgenommener und verbrauchter Energie. Im Jahr 2008 

wurden weltweit 1,4 Milliarden übergewichtige Erwachsene (≥ 20 Jahre) 

geschätzt, von denen über 200 Millionen Männer und beinahe 300 Millionen 

Frauen an adipös waren. Jährlich sterben mindestens 2,8 Millionen 

Erwachsene an den Folgen von Übergewicht oder Adipositas, welche 

Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ II und 

einige Krebserkrankungen darstellen. Eine Möglichkeit, Übergewicht und 

Adipositas zu reduzieren, stellt eine Reduktion der Energieaufnahme dar 

(WHO, 2013). 

Grundsätzlich ist das Ernährungsverhalten in verschiedenen Ereignissen, wie 

Snacks und Mahlzeiten, organisiert, die durch mehrere Faktoren beeinflusst 

werden. Dies sind psychologische Erfahrungen und periphere physiologische 

Signale. Diese Faktoren informieren das Zentrale Nervensystem über den 

Energiestatus des Körpers und kontrollieren so den Appetit und folglich die 

Nahrungsaufnahme des Menschen (Harrold et al., 2012). Bei der Regulation 

des Ernährungsverhaltens ist das Verhältnis zwischen der homöostatischen 

und hedonischen Entstehung von Appetit ein wichtiger Aspekt. Die 

homöostatische Kontrolle des Appetits wird durch den biologischen Bedarf an 

Nährstoffen vermittelt, um die Energiespeicher des Körpers aufrechtzuerhalten. 

Im Vergleich dazu wird die hedonische Kontrolle des Appetits durch Belohnung 

vermittelt. Dieses Belohnungssystem wird eher durch schmackhaftes Essen 

und sensorischen Genuss aktiviert als durch den biologischen Bedarf des 

Körpers und erhält so den Trieb der Nahrungsaufnahme aufrecht, was zu einer 

überhöhten Energieaufnahme führen kann. Wichtig zu erwähnen ist, dass 

homöostatische und hedonische Kontrolle des Ernährungsverhaltens nicht 

unabhängig voneinander agieren (Harrold et al., 2012). Die Koordination des 

Energiegleichgewichts ist ein komplexer Prozess und findet im Zentralen 
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Nervensystem statt. Das Gehirn integriert zahlreiche Signale, um den 

Energiebedarf des Körpers zu bestimmen und den Appetit anzupassen. 

Regionen im Zentralen Nervensystem, die für die Kontrolle des 

Energiegleichgewichts zuständig sind, sind für viele zirkulierende Hormone und 

auch für andere Faktoren zugänglich. Diese werden unterteilt in sensorische 

Erfahrungen und periphere Signale, welche Informationen über die 

Nahrungsaufnahme und über die Nutzung der Nährstoffe überliefern. Periphere 

Signale stammen von Rezeptoren im Gastrointestinaltrakt und werden durch 

afferente Signale des Nervus vagus zu einem Komlex im Hirnstamm bestehend 

aus Nucleus tractus solitarii (NTS) und Area postrema (AP) gesendet (Harrold 

et al., 2012). So wirkt das sättigungsfördernde intestinale Peptid 

Cholecystokinin (CCK) über Rezeptoren am Nervus vagus indirekt am 

Hirnstamm. Zudem wurde gezeigt, dass CCK auch über mögliche Rezeptoren 

im Hypothalamus dessen sättigungsfördernde Wirkung ausübt (Blevins et al., 

2000). Vorstufen von Neurotransmittern, wie Serotonin oder Dopamin, können 

die Blut-Hirn-Schranke passieren und gelangen ins Gehirn (Abbott et al., 2010), 

wo die Neurotransmitter das Zentrale Nervensystem, unter anderem hinsichtlich 

der Kontrolle der Nahrungsaufnahme beeinflussen (Breisch et al., 1976; Yang 

et al., 1997). Mehrere Regionen im Gehirn sind bei der Regulation der 

Nahrungsaufnahme beteiligt. Primäre Regionen sind der Hypothalamus, die 

Amygdala und der Nucleus accumbens. Der Hypothalamus, im Speziellen der 

Nucleus arcuatus, Nucleus paraventricularis, Nucleus hypothalamicus 

dorsomedialis, der laterale Hypothalamus und der Nucleus hypothalamicus 

ventromedialis, spielt eine zentrale Rolle bei der Kontrolle von Hunger und 

Sättigung (Harrold et al., 2012). Der Nucleus arcuatus ist für periphere Signale, 

die auf den Ernährungsstatus hinweisen, leicht zugänglich. In einer 

Neuronenpopulation sind die appetitanregenden Neuropeptide Neuropeptid Y 

(NPY) und Agouti-related protein (AgRP) co-lokalisiert (Gropp et al., 2005) und 

in einer anderen angrenzenden Population die appetitzügelnden Neuropeptide 

Pro-opiomelanocortin (POMC) und Kokain und Amphetamin reguliertes 

Transkript (CART) (Vrang et al., 1999). Das periphere Hormon Leptin, welches 

von Adipozyten sezerniert wird, wirkt hauptsächlich über Rezeptoren am 

Nucleus arcuatus, indem es die appetitanregenden NPY/AgRP Neuronen 

inhibiert und die appetitreduzierenden POMC/CART Neuronen stimuliert 
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(Jéquier, 2002). Auch das gastrische Peptid Ghrelin bewirkt über Rezeptoren 

am Nucleus arcuatus eine Stimulierung des apprtitanregenden NPY (Gil-

Campos et al., 2006). Der Nucleus paraventricularis erhält Signale von 

verschiedenen neuronalen Bahnen, die wichtig für eine Regulation der 

Energieaufnahme sind. Diese beinhalten NPY/AgRP und POMC/CART 

Neuronen des Nucleus arcuatus und Neuronen des lateralen Hypothalamus, in 

denen appetitanregendes Orexin lokalisiert ist. Der Nucleus paraventricularis 

steht auch mit dem Hirnstamm in Verbindung (Williams et al., 2001). Weitere 

Regionen, die eine Rolle bei der Regulation des Appetits einnehmen sind der 

Nucleus Accumbens und die Amygdala im Vorderhirn. Diese Areale besitzen 

ein umfangreiches neuronales System, das begehrende und belohnende 

Aspekte der Nahrungsaufnahme bearbeitet. Schmackhaftigkeit und Vergnügen 

sind dabei starke Motivatoren für die Nahrungsaufnahme. Der Nucleus 

Accumbens besitzt dopaminerge und opioiderge Neuronen, was ihn zu einer 

Schnittstelle zwischen Motivation und aktuellem Ernährungsverhalten macht 

(Harrold et al., 2012). Es wurden auch Verbindungen zwischen Nucleus 

Accumbens und lateralem Hypothalamus entdeckt, was auf ein 

Zusammenwirken von homöostatischen und hedonischen Regelkreiskäufen 

hinweist (Stratford et al., 1999). 

 

2 Serotonin 

2.1 Synthese und Metabolismus 

 

Serotonin, 5-Hydroxytryptamin (5-HT), ist ein biogenes Monoamin und wird in 

zwei Schritten synthetisiert. Vorläufer ist die essentielle Aminosäure 

L-Tryptophan, die durch das Enzym Tryptophanhydroxylase zu 

L-5-Hydroxytryptophan (5-HTP) hydroxyliert und anschließend in einem zweiten 

Schritt durch die L-Aminosäuredecarboxylase zu Serotonin decarboxyliert wird 

(Abbildung 1). 
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Abbildung 1: Biosynthese von Serotonin 

 

Die Serotoninsynthese findet sofort bei Anwesenheit von Tryptophan statt, 

wobei Tryptophanhydroxylase das geschwindigkeitsbestimmende Enzym ist, 

welches nur im Gehirn, den enterochromaffinen Zellen des Darmepithels und 

Blutplättchen vorkommt. Im Zentralen Nervensystem wird Serotonin in 

präsynaptischen Neuronen, wie serotonergen Neuronen, der Zirbeldrüse und 

katecholaminergen Neuronen, synthetisiert und gelagert. Die 

Serotoninkonzentration in den Geweben ist von der Syntheserate und dem 

Metabolismus abhängig (Mohammad-Zadeh et al., 2008). 

Im Zentralen Nervensystem wird Serotonin durch Depolarisierung in den 

synaptischen Spalt freigesetzt und kann so an postsynaptische 

Serotoninrezeptoren, durch die diverse Effekte von Serotonin vermittelt werden, 

oder an präsynaptische Autorezeptoren binden, die als negatives Feedback ein 

weiteres Freisetzten von Serotonin in den synaptischen Spalt verhindern 

(Mohammad-Zadeh et al., 2008). Es sind 7 Serotoninrezeptorfamilien (5-HT1-7) 

bekannt, wobei einige weiter in Subtypen unterteilt werden (5-HT1A/1B/1D/1E/1F, 

5-HT2A/2B/2C, 5-HT5A/5B). Fast alle Serotoninrezeptoren sind postsynaptische 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die über sekundäre Botenstoffe ihre Wirkung 

ausüben, mit Ausnahme des 5-HT3-Rezeptors, der einen Kationenkanal 

darstellt (Sanders-Bush und Nichols, 2012). Eine hohe Konzentration an 

Serotonin im synaptischen Spalt ist einer der wichtigsten Faktoren, der die 

Stärke und Dauer der Signalübertragung postsynaptischer Serotoninrezeptoren 

bestimmt. Der an der präsynaptischen Membran lokalisierte selektive 

Serotonintransporter (SERT) bewirkt die Aufnahme von Serotonin vom 

synaptischen Spalt in das präsynaptische Neuron, wo es entweder durch den 

vesikulären Monoamintransporter (VMAT) in Speichervesikeln eingelagert oder 

durch Monoaminooxidase-A (MAO-A) zu 5-Hydroxyindolacetat metabolisiert 

und über den Urin ausgeschieden wird (Mohammad-Zadeh et al., 2008). 
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2.2 Vorkommen im Gehirn  

 

Das Serotonin-System setzt sich aus einer begrenzten Anzahl an Neuronen 

zusammen, die sehr verzweigte Axone aussenden, welche beinahe alle 

Regionen des Gehirns innervieren (Abbildung 2). Die Verteilung der 

serotonergen Neuronen im menschlichen Gehirn ist auf Regionen im 

Hirnstamm begrenzt, wo sich der Großteil der Neuronen in den Raphekernen 

(Nuclei raphei) befindet, die sich von der Medulla oblongata bis zum Mittelhirn 

erstrecken (Charnay und Léger, 2010). Die serotonergen Neuronen werden in 

zwei Gruppen unterteilt. Zum einen in die rostrale Gruppe, welche Axone zum 

Vorderhirn sendet, zum anderen in die caudale Gruppe, welche Axone in den 

Hirnstamm und das Rückenmark entsendet. Gehirnareale die durch efferente 

Fasern der rostralen Gruppe besonders stark innerviert werden sind der 

Hypothalamus, die Basalganglien mit Nucleus accumbens, die Amygdala und 

die Substantia nigra (Charnay und Léger, 2010). 

 

 

Abbildung 2: Serotonerges Sytem im Gehirn 

(mod. nach van Dam und Pruimboom, 2008) 
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2.3 Einfluss auf die Nahrungsaufnahme 

 

Serotonin besitzt als Neurotransmitter im Zentralen Nervensystem einige 

wichtige Funktionen, wie die Regulation der Körpertemperatur, des 

Schlafzyklus’ und des Sexualverhalten, aber auch die Regulation des Appetits 

(Mohammad-Zadeh et al., 2008). 

Bei der Kontrolle der Nahrungsaufnahme und des Körpergewichts nimmt der 

Hypothalamus ein wichtige Rolle ein, indem metabolische Signale von 

peripheren Organen erfasst werden und das Ernährungsverhalten 

dementsprechend reguliert wird, was unter Beteiligung anderer Gehirnregionen 

wie dem Hirnstamm oder dem limbischen System geschieht (Yu und Kim, 

2012). Es wurde gezeigt, dass Verletzungen im Bereich des lateralen und 

paraventricularen Hypothalamus (Aravich und Scalafani, 1983) und des 

Nucleus ventromedialis (Shimizu et al., 1987) zu einer deutlichen Erhöhung der 

Nahrungsaufnahme und in weiterer Folge zu Adipositas bei Ratten führten. 

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen Hypothalamus, Serotonin 

und Nahrungsaufnahme gezeigt werden, nachdem die Aufnahme von 

schmackhaftem Futter zu einer kurzzeitig erhöhten extrazellulären 

Konzentration von Serotonin im lateralen Hypothalamus bei Ratten geführt hat 

(Schwartz et al., 1989). Außerdem führte eine direkte Injektion von Serotonin in 

den Nucleus paraventricularis des Hypothalamus zu einer verringerten 

Nahrungsaufnahme bei Ratten (Currie und Coscina, 1996). 

Es gibt deutliche Hinweise, dass Änderungen des endogenen Serotonins mit 

einem veränderten Ernährungsverhalten assoziiert sind (Blundell, 1992). 

Frühe Studien zeigten einerseits, dass Ratten nach intraperitonealer Gabe von 

5-Hydroxytryptophan, der Vorstufe von Serotonin, eine deutliche Verminderumg 

der Nahrungsaufnahme aufwiesen (Ju und Tsai, 1995), und andererseits, dass 

eine Inhibierung des limitierenden Enzyms Tryptophanhydroxylase, welches 

L-Tryptophan zu L-5-Hydroxytryptophan hydroxyliert, durch intraventriculare 

Injektion von p-Chlorophenylalanin bei Ratten zu einer erhöhten 

Nahrungsaufnahme und schließlich zu Hyperphagie führte (Breisch et al., 

1976). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Menge an synthetisiertem 

Serotonin im Zentralen Nervensystem und in weiterer Folge die Verfügbarkeit 
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im synaptischen Spalt wichtig für die Ausprägung eines normalen 

Essverhaltens ist. 

Diese Hypothese konnte durch die Verabreichung von Fenfluramin an Ratten, 

das selektiv die Wiederaufnahme von Serotonin aus dem synaptischen Spalt in 

das präsynaptische Neuron hemmt, bewiesen werden. Eine orale Applikation 

bei Ratten führte zu einer deutlichen Verringerung der Nahrungsaufnahme 

(Jackson et al., 1997). Eine Inhibierung der Serotoninwiederaufnahme aus dem 

synaptischen Spalt konnte mit einem erhöhten Sättigungsverhalten der Ratten 

assoziieren werden, indem es zu einer frühzeitigen Beendigung der 

Nahrungsaufnahme kam und andere Aktivitäten, wie Erholungsphasen, von den 

Ratten früher begonnen wurden bzw. länger andauerten (Halford und Blundell, 

1996; Simanski und Vaidya 1990). Eine Humanstudie, im Rahmen derer 

D-Fenfluramin verabreicht worden war, zeigte ebenfalls, dass es zu einer 

deutlichen Körpergewichtsabnahme bei adipösen Probanden kam, welche auf 

eine geringere Energieaufnahme zurückzuführen war (Drent et al., 1995). 

Von den 14 bekannten Serotoninrezeptoren sind nur wenige an der Regulation 

der Nahrungsaufnahme beteiligt. Eine intraperitoneale Applikation von 

CP-94,253, einem selektiven 5-HT1B-Rezeptor Agonisten, führte zu einer 

Reduktion der Nahrungsaufnahme bei Ratten. Dies war auf eine geringere 

Futteraufnahme und eine schnellere Beendigung dieser zurückzuführen, ohne 

das normale Sättigungsverhalten negativ zu beeinflussen, was in einem 

geeigneten Modell gezeigt wurde (Lee et al., 2002). Ebenfalls eine verringerte 

Nahrungsaufnahme war nach intraperitonealer Gabe des 5-HT2A Rezeptor 

Agonisten TCB-2 bei Mäusen zu erkennen (Fox et al., 2010). Hingegen hatte 

eine subkutane Injektion des 5-HT1A Rezeptor Agonisten 8-OH-DPAT eine 

erhöhte Nahrungsaufnahme bei Mäusen zur Folge, die durch gleichzeitiger 

Gabe des 5-HT1A Rezeptor Antagonisten WAY 100635 inhibiert werden konnte 

(Ebenezer und Surujbally, 2007). Des Weitern steht der Serotoninrezeptor 5-

HT2C mit einer Reduktion der Nahrungsaufnahme in Zusammenhang. Eine 

intraperitoneale Applikation des 5-HT2C Rezeptor Agonisten BVT.X führte bei 

Ratten zu einer Verringerung der Nahrungsaufnahme, einhergehend mit einer 

Reduktion des Körpergewichtes (Lam et al., 2008). 

Demnach nehmen Serotonin und bestimmte Serotoninrezeptorsubtypen im 

Zentralen Nervensystem eine wesentliche Rolle bei der Regulation der 
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Nahrungsaufnahme ein, indem das Sättigungsgefühl moduliert wird (Halford 

und Blundell, 1996; Drent et al., 1995; Lee et al., 2002; Fox et al., 2010). 

 

3 Dopamin 

3.1 Synthese und Metabolismus 

 

Dopamin, 3,4-Dihydroxyphenylethylamin, ist ein biogenes Monoamin und wird 

im Zentralen Nervensystem in katecholaminergen Neuronen und im 

Nebennierenmark gebildet. Zuerst wird L-Tyrosin im präsynaptischen Neuron 

durch das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) zu L-DOPA 

(L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) hydroxyliert. In einem weiteren Schritt wird 

L-DOPA durch die L-Aminosäuredecarboxylase zu Dopamin umgewandelt. Die 

Hydroxylierung durch das Enzym Tyrosinhydroxylase ist der geschwindigkeits-

bestimmende Schritt (Abbildung 3) (Oak und van Tol, 2008). 

 

Abbildung 3: Biosynthese von Dopamin 

 

 

Anschließend wird Dopamin durch den vesikulären Monoamintransporter 

(VMAT) in Vesikel aufgenommen und gespeichert. Durch Depolarisierung wird 

Dopamin in den synaptischen Spalt freigesetzt und bindet an postsynaptische 

G-Protein-gekoppelte Dopaminrezeptoren (D1-5), durch die die verschiedenen 

Effekte von Dopamin vermittelt werden. Nach Aufnahme des Dopamins aus 

dem synaptischen Spalt durch den Dopamintransporter (DAT), der an der 

präsynaptischen Membran lokalisiert ist, und anschließender Speicherung in 

Vesikeln, kommt es zur Beendigung der Signalübertragung. Dopamin, das nicht 

durch DAT aufgenommen wurde, wird durch das Enzym Monaminooxidase 

(MAO), vorwiegend durch MAO-B, zu DOPAC (3,4-Dihydroxyphenylacetat) und 
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durch COMT (Catechol-O-methyltransferase) weiter zu Homovanillinsäure 

metabolisiert und über den Urin ausgeschieden (Oak und van Tol, 2008). 

 

3.2 Vorkommen im Gehirn 

 

Dopaminerge Neuronen im Mittelhirn produzieren den Großteil an Dopamin im 

Zentralen Nervensystem. Sie sind anatomisch und funktionell eine heterogene 

Zellgruppe, die im Zwischenhirn, Mittelhirn und im Riechkolben lokalisiert ist 

(Chinta und Andersen, 2005). Der überwiegende Anteil der dopaminergen 

Neuronen befindet sich im Mittelhirn, aus denen verschiedene dopaminerge 

Systeme hervorgehen (Abbildung 4). Das nigrostriatale System entspringt in der 

Zona compacta der Substantia nigra und erstreckt sich mit dessen Fasern bis 

zum dorsalen Striatum. Weitere Systeme sind das mesolimbische und 

mesokortikale dompaminerge System, die aus dopaminergen Zellen der Area 

tegmentalis ventralis (ventrales Tegmentum) entspringen. Das mesolimbische 

dopaminerge System projiziert hauptsächlich zum ventralen Striatum in den 

Nucleus accumbens, aber auch Septum, Amygdala und Hippocampus werden 

innerviert. Das mesokortikale dopaminerge System projiziert zu Regionen im 

präfrontalen Cortex. Wegen der Überschneidungen dieser beiden Systeme 

werden sie oft als mesokortikolimbisches System zusammengefasst (Chinta 

und Andersen, 2005). 

 

Abbildung 4: Dopaminerges System im Gehirn 

(mod. nach van Dam und Pruimboom, 2008) 

NNiiggrroossttrriiaattaalleess  SSyysstteemm  

MMeessookkoorrttiikkoo--  

lliimmbbiisscchheess    SSyysstteemm  

NNuucclleeuuss  aaccccuummbbeennss  
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3.3 Einfluss auf die Nahrungsaufnahme 

 

Dopamin besitzt als Neurotransmitter im Zentralen Nervensystem einige 

wichtige Funktionen. Das nigrostriatale System ist für die Kontrolle der Motorik 

verantwortlich, das mesokortikolimibische System spielt eine wichtige Rolle bei 

Belohnung, Emotionen und Wahrnehmung, dopaminerge Neuronen im 

Hypothalamus kontrollieren unter anderem die Prolactin-Freisetzung und 

Dopamin in der Retina ist bei der Licht-Dunkel-Anpassung involviert (Oak und 

van Tol, 2008). 

Jedoch spielt Dopamin auch eine wichtige Rolle bei der Nahrungsaufnahme. 

Bei der Nahrungsaufnahme von Ratten konnte man einen spontanen Anstieg 

der Dopaminkonzentration im Hypothalamus im Bereich des Nucleus 

paraventricularis und des Nucleus hypothalamicus ventromedialis sehen, der 

nach der Beendigung der Nahrungsaufnahme wieder zum Ausgangslevel vor 

der Mahlzeit zurückging (Orosco und Nicolaidis, 1992). Des Weiteren konnte 

gezeigt werden, dass eine direkte Infusion von Dopamin in den lateralen 

Hypothalamus von Ratten zu einer deutlichen Reduktion der 

Nahrungsaufnahme führte, was auf eine Verringerung der aufgenommen 

Portionsgröße zurückzuführen war (Yang et al., 1997). Mit einer Verringerung 

der Nahrungsaufnahme bei Ratten konnten auch die zwei Dopaminrezeptoren 

D1 und D2, nach subkutaner Applikation verschiedener Agonisten, in 

Verbindung gebracht werden (Terry et al., 1996). Dies konnte ebenfalls durch 

subkutane Applikation von Tesofensin bei Ratten durch Hemmung der 

Wiederaufnahme von Dopamin bekräftigt werden. Unter anderem durch 

Stimulierung des Dopaminrezeptors D1 führte das zu einer verringerten 

Nahrungsaufnahme und zu Gewichtsverlust (Axel et al., 2010). 

Neben dem Hypothalamus haben auch Regionen, die eine wichtige Rolle bei 

Belohnung und Motivation spielen, bedeutende Funktionen bezüglich der 

Kontrolle der Nahrungsaufnahme. So konnte beim Menschen gezeigt werden, 

dass Nahrungsaufnahme mit einer Dopaminausschüttung im dorsalen Striatum 

assoziiert war und die Konzentration von Dopamin mit dem Grad des 

subjektiven Genusses korrelierte (Small et al., 2003). Weiters konnte gezeigt 

werden, dass Ratten, die aufgrund inaktivierter Tyrosinhydroxylase kein 
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Dopamin synthetisieren konnten, wegen fehlender Motivation zu essen, 

verhungerten (Szczypka et al., 2001). Andererseits konnte bei adipösen Ratten 

beobachtet werden, dass in der Area tegmentalis ventralis eine verminderte 

Dopaminaktivität zu finden war, was mit einer stark gesteigerten Aufnahme von 

fettreichem Futter assoziiert war (Cordeira et al., 2010). Neben einer 

verminderten Ausgangskonzentration in vivo von extrazellulärem Dopamin im 

Nucleus accumbens von adipösen Ratten, konnte auch nach ex vivo 

Stimulierung eine abgeschwächte Dopaminfreisetzung im Nucleus accumbens, 

dorsalen Striatum und präfrontalem Cortex festgestellt werden (Geiger et al., 

2008). Außerdem war im dorsalen Striatum der Dopaminrezeptor D2 bei 

adipösen im Vergleich zu normalgewichtigen Ratten hinunterreguliert. Ein 

Knockdown des D2-Rezeptors im dorsalen Striatum führte des Weiteren zu 

einer Erhöhung der Nahrungsaufnahme bei Ratten (Johnson und Kenny, 2010) 

Daneben wurden Veränderungen verschiedener Faktoren, wie des 

Dopamintransporters oder des vesikulären Monoamintransporters, die die 

Freisetzung von Dopamin beeinflussen, bei Ratten, die zu Übergewicht neigten, 

gezeigt (Geiger et al., 2008). 

Dopamin spielt somit eine wichtige Rolle bei den homöostatischen sowie den 

hedonischen und motivierenden Regelkreisläufen der Nahrungsaufnahme und 

eine Störung des Dopaminsystems kann zu einem Fehlverhalten bezüglich der 

Nahrungsaufnahme führen (Geiger et al., 2008). 

 

4 Einfluss von Capsaicin auf die Nahrungsaufnahme 

 

Capsaicin, trans-8-Methyl-N-vanillyl-6-nonensäureamid, (Abbildung 5) ist ein 

Alkaloid und der mengenmäßig (~70 %) bedeutenste Scharfstoff von Früchten 

der Gattung Capsicum, wie Capsicum annum L. (Chili), welche weltweit als 

Gewürze und Kochzutaten dienen (Barceloux, 2009). 
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Abbildung 5: Strukturformel von Capsaicin  

 

Capsaicin bindet an den nicht-selektiven, kalziumdurchlässigen Kationenkanal 

TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1), welcher vor allem in 

sensorischen Neuronen vorkommt, aber auch im Zentralnervensystem, im 

Gastrointestinaltrakt, der Epidermis, in glatten Gefäßmuskeln und in 

bronchialen Epithelzellen zu finden ist. Der TRPV1-Rezeptor wird durch 

verschiedene Vannilloide ebenso wie durch andere Faktoren wie moderate 

Hitze (≥ 43 °C) oder niedrigen pH-Wert (≤ 5,9) aktiviert (O´Neill et al., 2012). Die 

Aktivierung des TRPV1-Rezeptor durch Capsaicin führt zu einem intrazellulären 

Kalziumeinstrom, welcher die Freisetzung von Neurotransmittern stimuliert 

(O´Neill et al., 2012). Die Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration 

spielt eine wesentliche Rolle bei der Neurotransmittausschüttung, indem es die 

Fusion synaptischer Vesikel mit der präsynaptischen Membran und in weiterer 

Folge die Freisetzung von Neurotransmittern auslöst (Augustine, 2001; 

Schneggenburger und Neher, 2000). Nach oraler Aufnahme von 5 g Chili (26,6 

mg Capsaicin) konnte Capsaicin schon nach 10 Minuten im Plasma von 

Probanden nachgewiesen werden. Die maximale Plasmakonzentration von 

Capsaicin betrug 2,5 ng/mL (8 nM) (Chaiyasit et al., 2009). Die Absorption von 

Capsaicin betrug bei Ratten innerhalb der ersten 3 Stunden im 

Gastrointestinaltrakt 85 % (Kawada et al., 1984). Des Weiteren wurden bei 

Ratten nach 15 minütiger inhalativer Aufnahme von Capsaicinoiden (0,57 

mg/kg) Capsaicin in einer Konzentration von 61,8 ng/mL (202 nM) im Blut und 

auch in Leber und Lunge nachgewiesen (Reilly et al., 2002). Außerdem konnten 

Capsaicinderivate und -metabolite nachweislich die Blut-Hirn-Schranke 

passieren und im Gehirn von Ratten nachgewisen werden (Donnerer et al., 

1990; Kang und Kim, 1999). Augrund der selektiven Bindungseigenschaft von 
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Capsaicin an den TRPV1 Rezeptor und der damit einhergehenden Effekte 

hinsichtlich der Schmerzempfindung und der Neurotransmitterausschüttung, 

findet Capsaicin in verschiedenen klinischen Anwendungsgebieten Nutzen. 

Daneben wird auch bezüglich möglicher Behandlungen von Adipositas an 

Capsaicin geforscht (Hayman und Kam, 2008). 

Die orale Aufnahme von 1 g Chili (3,6 mg Capsaicinoide; 1,995 mg Capsaicin) 

im Rahmen einer Humanstudie war mit einem erhöhten Energieverbrauch und 

gesteigerter Kernkörpertemperatur der Probanden assoziiert (Ludy und Mattes, 

2011). Eine Aufnahme von 0,1 g Chili/ kg Körpergewicht (0,01 mg Capsaicin/ kg 

Chili in der Trockensubstanz) führte zu einer erhöhten Hauttemperatur beim 

Menschen, was auf eine gesteigerte Thermogenese hindeutet (Hachiya et al., 

2007). Außerdem konnte nach Aufnahme von Mahlzeiten, die mit 10 g Chili (30 

mg Capsaicin) versetzt worden waren, eine gesteigerte Lipidoxidation und 

verminderte Lipidakkumulierung beim Menschen gezeigt werden (Yoshioka et 

al., 1998). Die gesteigerte Thermogenese ging nach intraperitonealer 

Applikation von 6 mg Capsaicin/kg KG bei Ratten mit einer erhöhten 

Katecholaminsekretion aus dem Nebennierenmark einher, die durch Gabe von 

Betablocker inhibiert werden konnte. Dies lässt auf eine Stimulierung der 

β-Adrenozeptoren durch Capsaicin schließen (Kawada et al., 1986). 

Neben den Effekten von Capsaicin auf den Energie- und Lipidstoffwechsel 

beeinflusst Capsaicin auch die Nahrungsaufnahme. Bei einer Humanstudie 

konnte mittels einer visuellen analogen Skala gezeigt werden, dass nach 

Zugabe von 10 g Chili (30 mg Capsaicin) zu einem fettreichen Frühstück 

sowohl das Verlangen, etwas nach dem Frühstück zu essen, als auch das 

Hungergefühl vor dem Mittagessen verringert wurde (Yoshioka et al., 1999). 

Eine Aufnahme von 0,9 g Chili (2,25 mg Capsaicin) in 200 mL Tomatensaft 

(36,8 µM) oder in Kapselform 30 Minuten vor jeder Hauptmahlzeit über zwei 

Tage konnte das Sättigungsgefühl steigern, was mit einer verringerten 

24-Stunden-Energieaufnahme einherging (Westerterp-Plantenga et al., 2005). 

Eine geringere Aufnahme von Fett konnte auch nach einem ad libitum 

Mittagsbuffet festgestellt werden, nachdem Probanden 150 mL Suppe 

angereichert mit 0,923 g Chili (2,8 mg Capsaicin) 10 Minuten vorher gegessen 

hatten (Yoshioka et al., 2004). Im Tierversuch führte eine tägliche Injektion von 

5 µl Capsaicin über einen Zeitraum von 10 Tagen in ansteigender Menge (5, 



 14 

10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 µg Capsaicin) (max. 52 mM) ins Gehirn 

(lateraler Ventrikel) von Ratten zu einer deutlichen Gewichtsreduktion 

verglichen mit der Kontrollgruppe (Falchi et al., 2008). 

Wie erwähnt führte eine Freisetzung der Neurotransmitter Serotonin und 

Dopamin in den synaptischen Spalt ebenfalls zu einer Modulierung der 

Nahrungsaufnahme: 

Ein Mangel der Neurotransmitter Serotonin und Dopamin führte zu einer 

gesteigerten Nahrungsaufnahme (Breisch et al., 1976; Cordeira et al., 2010), 

während eine Stimulierung dieser Neurotransmitter eine Reduktion der 

Nahrungsaufnahme mit einhergehender Gewichtsabnahme zur Folge hatte 

(Drent et al., 1995; Yang et al., 1997). 

Für Capsaicin wurde ein stimulierender Effekt auf die Freisetzung dieser 

Neurotransmitter im Gehirn gezeigt (Smith et al., 2006; Marinelli et al., 2005). 

Durch Mikrodialyse bei Ratten konnte gezeigt werden, dass es nach peripherer 

Gabe von 0,1 mg Capsaicin (6,5 mM) zu einer 3-fachen Erhöhung der 

extrazellulären Serotoninkonzentrationen in der rostralen ventromedialen 

Medulla kam, zu der unter anderem ein Teil der Raphekerne zählt, in denen der 

Großteil an serotonergen Neuronen lokalisiert sind (Smith et al., 2006). Ebenso 

führte eine Mikroinjektion von 50 µM Capsaicin in die Area tegmentalis ventralis 

bei Ratten zu einer deutlichen Konzentrationserhöhung des Neurotransmitters 

Dopamin (+60%) im Nucleus accumbens, welche durch eine Aktivierung des 

TRPV1-Rezeptors vermittelt wurde (Marinelli et al., 2005). Diese 

neurotransmitterstimulierenden Effekte von Capsaicin konnten bekräftigt 

werden, da eine subkutane Applikation von Capsaicin (50 mg/kg) bei Ratten zu 

einer Erhöhung der Expression des 5-HT2A-Rezeptors und des D1-Rezeptors im 

Gehirn zur Folge hatte (Zavitsanou et al., 2010). 

Der reduzierende Effekt von Capsaicin auf die Nahrungsaufnahme (Westerterp-

Plantenga et al., 2005) könnte somit durch eine Erhöhung der zentralen 

Serotonin- und Dopaminfreisetzung vermittelt werden (Marinelli et al., 2005; 

Smith et al., 2006). 
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B Zielsetzung 

 

Übergewicht und Adipositas stellen ein globales Problem dar. Sie sind die Folge 

von zu wenig körperlicher Aktivität und erhöhter Energieaufnahme und sind 

Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ II und 

einige Krebserkrankungen. Eine Möglichkeit, Übergewicht und Adipositas zu 

reduzieren, stellt eine Reduktion der Energieaufnahme dar (WHO, 2013). 

Natürliche bioaktive Inhaltsstoffe könnten einen Beitrag dazu leisten (Astrup et 

al., 2010). Capsaicin, der mengenmäßig (~70 %) bedeutenste Scharfstoff des 

Chili (Barceloux, 2009), zeigte eine sättigungsfördernde Wirkung, die mit einer 

verringerten Energieaufnahme einherging (Westerterp-Plantenga et al., 2005). 

Die appetitreduzierende Wirkung von Capsaicin ist möglicherweise auf eine 

vermehrte Freisetzung der Neurotransmitter Serotonin (Drent et al., 1995; Smith 

et al., 2006) und Dopamin im Gehirn zurückzuführen (Yang et al., 1997; 

Marinelli et al., 2005). Capsaicin vermittelt diese Wirkung kalziumabhängig über 

den nicht-selektiven Kationenkanal TRPV1 (O´Neill et al., 2012). Des Weiteren 

zeigt Capsaicin im Gehirn einen Einfluss auf die Expression von Serotonin- und 

Dopaminrezeptoren, deren Aktivierung mit einer Beeinflussung der 

Nahrungsaufnahme assoziiert ist (Zavitsanou et al., 2010).  

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, eine nicht scharf schmeckende Verbindung zu 

identifizieren, welche eine vergleichbare Stimulierung der Neurotransmitter-

freisetzung wie Capsaicin bewirkt und so potentiell ähnliche 

appetitreduzierende Effekte aufweisen könnte. Dazu wurde ein Screening mit 

Alkamiden (= N-Alkylamide) bezüglich der Serotoninfreisetzung durchgeführt 

und anschließend die potenteste Substanz mit Capsaicin verglichen. Schließlich 

wurde der Effekt dieser Substanz auf die Regulation ausgewählter Serotonin- 

und Dopaminrezeptoren, die mit einer Beeinflussung der Nahrungsaufnahme 

assoziiert sind, untersucht. Des Weiteren wurde die Genregulation möglicher 

Bindungsrezeptoren untersucht. Als Zellmodell wurden neuronale SH-SY5Y 

Zellen ausgewählt, da diese Zelllinie ein etabliertes in vitro Modell für 

dopaminerge Neuronen darstellt (Xie et al., 2010) und Serotoninrezeptoren 

exprimiert (Kruk et al., 2013).  
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C Materialien und Methoden 

1 Materialien 

1.1 Geräte 

Gerät, Software Firma 

  

Autoklav 3870 ML Tuttnauer  

DNA-Platte, NanoQuantTM Platte Tecan 

Inkubator CO2 Binder C150 Binder  

Lab dancer S 40 

Magnetrührer VMS-C4 

VWR 

VWR 

Manuelle Mehrkanalpipette  

(10 µl, 100 µl) 

Eppendorf Research 

Manuelle Kolbenhubpipette  

(2.5, 10, 20, 100, 200, 1000, 5000 µL) 

Eppendorf Research 

Microprocessor pH Meter Hanna instruments 

Mikroskop invert., IT400 Trino VWR 

Orbitalschüttler, Grant Bio PMS 1000 Grant-bio instruments 

Plattenlesegerät, Infinite M200 Tecan  

Software, i-control 1.6 Tecan  

Statistikprogramm SigmaPlot, Version 11.0 

Sterilwerkbank Telstar, Biostar Plus 

Waage, PioneerTM OHAUS 

Wasserbad mit Wärmethermostat, 

Ecoline-Staredition E 100 

VWR 

Wasseraufbereitungssystem, 

Arium 611VF, sartorius stedim 

Sartorius  

Zählkammer,  

Neubauer improved Bright-line,  

0,100 mm Tiefe, 0,0025 mm2  

Brand 

Zentrifuge, 5415R Eppendorf 

Zentrifuge, 5804R Eppendorf 
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1.2 Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsgegenstand Firma 

  

Cryoröhrchen mit Innengewinde, 

Dichtung, 2 mL, steril 

Carl Roth 

Membranfilter, Nylon, 0,2 µm VWR 

Multi-SafeSeal Tubes,  

farblos/farbig sortiert, 1,5 mL 

Carl Roth 

Multi-Sicherheitsreaktionsgefäße, 2 mL Carl Roth 

Pipettenspitzen  

(2.5, 10, 20, 100, 200, 1000, 5000 µL) 

StarLab Group 

SH-SY5Y - Zellen (CRL-2266) American Type Culture Collection  

Zelkulturplatte mit Abdeckplatte,  

96 Wells, steril 

Greiner bio-one 

Zellkulturflaschen (T25, T175),  

red standard cap, steril 

Greiner bio-one 

Zellkulturschale (35x10 mm), steril BD Falcon 

Zentrifugenröhrchen (15 mL, 50 mL), 

steril 

Starlab 

Zentrifugenröhrchen, 13 mL, steril Sarstedt 

 

1.3 Chemikalien 

Chemikalie Firma 

  

2E,4E-Decadiensäure-N-isobutylamid Symrise AG 

2E,4E-Decadiensäure-N-

isopropionsäure 

Symrise AG 

2E,4E-Decadiensäure-N-piperid Symrise AG 

2E,4E-N-Isobutyldodeca-2,4-dienamid Symrise AG 

2E,4Z-Decadiensäure-N-isobutylamid Symrise AG 

2E,6Z,8E-Decatriensäure-N-

isobutylamid 

Symrise AG 
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2E-Decensäure-N-isobutylamid Symrise AG 

5-(1-dodecenyl)-1, 3-Benzodioxol Symrise AG 

Akasolv Carl Roth 

Capsaicin Sigma Aldrich 

D-(+)-Glucose, wasserfrei p.a. Carl Roth 

Dimethylsulfoxid (DMSO),  

für die Zellbiologie (≥ 99,5 %) 

Carl Roth 

Dinatriumhydrogenphosphat, ≥ 99,5 % 

p. a., wasserfrei 

Carl Roth 

Ethanol 96 % Merck 

Ethanol 96 %, vergällt Carl Roth 

Flüssiger Stickstoff Linde Gas 

Fötales Rinderserum (FBS) Life Technologies 

Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) Sigma Aldrich 

HEPES Pufferan,  ≥ 99,5 % Sigma Aldrich 

Kaliumchlorid, ≥ 99,5 % p. a. Carl Roth 

Kaliumdihydrogenphosphat,  

≥ 99 % p. a. 

Carl Roth 

Kalziumchlorid Dihydrat, ≥ 99 % p. a Carl Roth 

L-Glutamin - Lösung,  

200 mM, sterilfiltriert 

Sigma Aldrich 

Magnesiumsulfat, getrocknet, reinst Carl Roth 

Minimum Essential Medium Eagle Sigma Aldrich 

MTT Formazan, Pulver Sigma Aldrich 

Natriumchlorid, mind 99,8 % Carl Roth 

Natriumhydrogencarbonat Sigma Aldrich 

Natriumpyruvat - Lösung,  

100 mM, sterilfiltriert 

Sigma Aldrich 

N-Dodecanoyl-N-Methylglycin Natrium 

Salz * Sarkosyl NL (N-Lauroylsarcosin 

Natrium Salz),  

für die Molekularbiologie (≥ 99,5 %) 

Sigma Aldrich 

Nutrient Mixture F-12 Ham Medium Sigma Aldrich 
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Penicillin-Streptomycin  

(10000 Einheiten Pen. + 10 mg 

Streptom. Per mL in 0.9 % NaCl), steril 

Sigma Aldrich 

Salzsäure, mind. 37 % Sigma Aldrich 

SYBR Green MasterMix  

(Fast Master Mix) 

Life Technology 

Trypanblau Lösung  

(0,4 % in Natriumchlorid)  

Sigma Aldrich 

Trypsin EDTA Lösung (1x)  

(0,5 g Trypsin + 0,2 g  EDTA, 4 Na / L), 

steril filtriert 

Sigma Aldrich 

 

1.4 Medien 

Das normale Wachstumsmedium für die SH-SY5Y Zellen bestand aus gleichen 

Teilen Nutrient Mixture F-12 Ham (F 12 Ham) Medium und Minimum Essential 

Medium Eagle (MEM) Medium plus Zusätzen: 

 

Nutrient Mixture F-12 Ham Minimum Essential Medium Eagle 

  

+ 50 % MEM + 50 % F 12 Ham 

+ 10 % FBS + 10 % FBS 

+ 1 % Pyruvat + 2 % Glutamin 

+ 1 % PenStrep + 1 % PenStrep 

 

Es wurden drei Arten von Medien mit unterschiedlichen Gehalten an fötalem 

Rinderserum (FBS) verwendet: 

1) Auftaumedium:             + 20 % FBS 

2) Normales Wachstumsmedium:   + 10 % FBS 

3) Inkubationsmedium:            + 1 % FBS 
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1.5 Kits 

Kit Firma 

  

Dopamin ELISA DLD Diagnostika Gmbh 

Fluo-4 Direct Calcium Assay Kit Life Technologies, Invitrogen 

High Capacity cDNA  

Reverse Transkription Kit 

Life Technologies, Applied Biosystems 

PeqGold Total RNA Kit Peqlab 

Serotonin ELISA DLD Diagnostika Gmbh 

1.6 Puffer und Lösungen 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS): 10 x PBS 

Substanz Menge [g] 

 

Natriumchlorid 

 

99,9324  

Dinatriumhydrogenphosphat 14,1960  

Kaliumchlorid 2,5347  

Kaliumdihydrogenphosphat 2,4496 

 

Der Puffer wurde auf den pH-Wert von 7,4 eingestellt, mit ddH2O auf 1 L 

aufgefüllt und membranfiltriert. 

 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS): 1 x PBS 

 

10 x PBS wurde mit ddH2O 1:10 verdünnt und autoklaviert. 

Bei den folgenden Versuchen wurde 1 x PBS verwendet. 

 

Krebs-Ringer-HEPES-Puffer 

Substanz Menge [g] 

 

Natriumchlorid 

 

7,48 

Kaliumchlorid 0,14 

Kaliumdihydrogenphosphat 0,16 
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Kalziumchlorid 0,35 

Magnesiumsulfat 0,156 

Natriumhydrogencarbonat 2,18 

Glukose 1,8 

HEPES 2,383 

 

Der Puffer wurde auf den gewünschten pH-Wert (5,0 bzw. 6,2) eingestellt und 

membranfiltriert. 

 

 

Lysepuffer (1 %) 

 

1,0 g N-Lauroylsarcosinat wurde mit 1 x PBS auf 100 mL aufgefüllt. 

 

MTT working solution 

 

5,0 mg MTT Formazan / mL PBS wurden gelöst, membranfiltriert und 

anschließend 1:6 mit serumfreiem Medium verdünnt. 

 

1.7 Primer 

Alle Primer wurden mit der Software Primer3Plus designt und synthetisiert von 

VBC Biotech, Wien. 

Gen 
Produkt- 

länge (bp) 
Forward primer Reverse primer 

5HT2A 144 GTTGCTTACTCGCCGATGATA TGCCAAGATCACTTACACACAAA 

5HT1A 108 TCATCGTGGCTCTTGTTCTG CGGGGTTAAGCAGAGAGTTG 

5HT1B 109 CTGGTGTGGGTCTTCTCCAT AGAGGATGTGGTCGGTGTTC 

D2 211 CCACTACAACTACTATGCCACAC GAATTTCCACTCACCTACCACC 

D1 166 CCATCACACAAAACGGTCAG GTGTGTTGGAAAGCAGCAGA 

TRPV1 100 CCGGTGGTGCTTCAGGGTGG GCGCTTGACGCCCTCACAGT 

TRPA1 116 GCAGCCAGTTATGGGCGTAT TTTGCTGCCAGATGGAGAGG 

CNR1 115 GCTGCCTAAATCCACTCTGC TGGACATGAAATGGCAGAAA 

TBP 130 CCCGAAACGCCGAATATAATCC GACTGTTCTTCACTCTTGGCTC 
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2 Methoden 

2.1 Zellkulturtechnik 

2.1.1 SH-SY5Y Zelllinie 

Die SK-N-SH Zelllinie wurde 1970 nach einer Knochenmarksbiopsie an einem 

vierjährigen Mädchen, das an einem Neuroblastom erkrankt war, in Kultur 

genommen. Diese Zelllinie wies zwei morphologisch unterschiedliche Zelltypen 

auf, ähnlich Neuroblasten und Epithelgewebe. Der neuroblastenähnliche Zelltyp 

wurde dreimal subgeklont in SH-SY, SH-SY5 und schließlich in SH-SY5Y 

(Biedler et al., 1978). SH-SY5Y Zellen besitzen eine Sättigungsdichte von mehr 

als 1 x 106 Zellen/cm², haben eine Verdoppelungszeit von 48 Stunden, 

wachsen in Clustern, weisen viele, feine Zellfortsätze auf (Abbildung 6) und 

zeigen moderate Level von Dopamin-beta-hydroxylase Aktivität (ATCC®,2013).  

 

 

Abbildung 6: Geringe Zelldichte (links) und hohe Ze lldichte (rechts)  

(mod. nach ATCC®, 2013)   

 

2.1.2 Auftauen der Zellen  

Kryoröhrchen mit enthaltenen SH-SY5Y Zellen, die in Flüssigstickstoff gelagert 

wurden, wurden bei 37°C im Wasserbad zügig aufgetaut. Unter sterilen 

Bedingungen wurde die Zellsuspension in ein 15 mL-Zentrifugenöhrchen mit 

9 mL Wachstumsmedium überführt, um toxische Effekte des DMSO, das zur 

Verhinderung von Kristallbildung in einer Endkonzentration von 10 % 

beigegeben wurde, zu minimieren. Nach anschließendem Zentrifugieren bei 
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Raumtemperatur (25 °C) und 115 x g 7 Minuten lang, wurde der Überstand 

vorsichtig abgesaugt, das gebildete Zellpellet in 5 mL Auftaumedium (+20 % 

FBS) resuspendiert und schließlich in eine T25-Zellkulturflasche überführt. Das 

15 mL-Röhrchen wurde mit 5 mL Auftaumedium (+20% FBS) nachgespült und 

das Medium in die Zellkulturflasche überführt. Die Zellen wurden in einem 

Inkubator bei 37°C und 5% CO2-Atmosphäre kultiviert. Um den Zellen nach 

dem Auftauen das Heranwachsen zu erleichtern wurde ein Mediumwechsel mit 

Auftaumedium vorgenommen. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 80-85% 

erreicht haben, konnten sie in eine T175-Zellkulturflasche überführt werden 

(Kapitel C 2.1.3f). 

 

2.1.3 Kultivierung und Zellernte 

Die Zellen wurden mit 5 mL PBS gewaschen, um Mediumsrückstände zu 

entfernen und anschließend mit 2,5 mL Trypsin, welches tierische Proteasen 

enthält, vom Flaschenboden abgelöst. Nach einer Einwirkzeit von zwei Minuten 

wurde die Reaktion mit 7,5 mL Wachstumsmedium abgestoppt. Anschließend 

wurden die Zellen zunächst mit einer 10 mL Glaspipette in der Zellkulturflasche 

grob und nach Überführen der Zellsuspension in ein 50 mL-Röhrchen mit einer 

1 mL-Pipette von Eppendorf fein vereinzelt. 

 

Für eine Weiterkultivierung der Zellen wurden 2,5 mL der Zellsuspension in die 

T175-Zellkulturflasche rückgeführt, 40–50mL Wachstumsmedium hinzugefügt 

und bei 37°C und 5% CO2-Gehalt im Inkubator kultiviert. Das Passagieren 

musste bei dieser Menge rückgeführter Zellsuspension alle 4-5 Tage 

durchgeführt werden, um eine Überkonfluenz der Zellen, die ein Absterben und 

eine Differenzierung dieser zur Folge hätte, zu vermeiden. Jede Passage führt 

zu einer Erhöhung des Alters der Zellen. Die Zellen wurden nur von Passage 

13 - 22 für die Versuchsdurchführung herangezogen.  

 

2.1.4 Auszählen der Zellen 

Die Bestimmung der absoluten und relativen Zellzahl erfolgte mit Hilfe der 

Neubauer® Zählkammer. Dazu wurden 20 µL der Zellsuspension mit 180 µL 
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Trypanblau verdünnt (1:10) und unter das Deckglas in eine der beiden 

Zählkammern pipettiert. Der Farbstoff Trypanblau kann in tote Zellen, aufgrund 

der geschädigten Membraneigenschaften, eindringen und somit erscheinen 

diese unter dem Lichtmikroskop als blau eingefärbte Zellen, während lebende 

Zellen ungefärbt sind. Zur Zellzahlbestimmung wurde der Durchschnitt der vier 

Großquadrate, die wiederum in je 16 Kleinquadrate unterteilt sind, 

herangezogen, wobei jeweils zwei Grenzlinien der Eckquadrate bei der 

Zellzählung nicht berücksichtigt wurden. 

 

Relative Zellzahl  = Ø Zellzahl/Großquadrat * Verdünnungsfaktor (10) * 

                                 Zählkammerfaktor (104) 

 

Der Verdünnungsfaktor ergibt sich aus dem Verhältnis von Zellsuspension zu 

Trypanblau = 1:10 (Verdünnungsfaktor 10).  

Der Zählkammerfaktor berechnet sich aus der Fläche eines jeden Eckquadrats 

(0,01 cm²) multipliziert mit der Zählkammertiefe (0,01 cm) = 0,0001 ml 

(Zählkammerfaktor 10000) 

 

2.1.5 Ausstreuen der Zellen 

Für die nachfolgenden Versuche wurde eine definierte Zellzahl entweder in 

Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 35 mm oder 96-Well-Platten 

ausgestreut. Die Zellen wurden anschließend bei 37°C und 5% CO2-Gehalt im 

Inkubator 1-2 Tage, je nach Zellzahl / Well, kultiviert. 

 

2.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) für S erotonin 

 

Prinzip  

Dieser hochsensitive Enzymimmunoassay von DLD Diagnostika GmbH dient 

zur quantitativen Bestimmung von derivatisiertem Serotonin in 

niedrigkonzentrierten Proben. Zunächst erfolgt während eines 

Acylierungsschrittes die Derivatisierung von Serotonin durch Zugabe von 

Acylierungspuffer und Acylierungsreagenz zum stabileren N-Acylserotonin. 
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Während der eigentlichen Testdurchführung des ELISA konkurrieren die 

Antigene um eine definierte Anzahl von Antikörper-Bindungsstellen. Nachdem 

die Reaktion ein Gleichgewicht erreicht hat, wird durch einen Waschschritt der 

nicht-gebundene Antigen-Antikörper-Komplex entfernt und der gebundene 

Komplex mittels Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugats (POD) 

nachgewiesen und durch Umsetzung von Tetramethylbenzidin (TMB) bestimmt. 

Durch die TMB/POD-Reaktion kommt es zu einer Farbänderung und 

anschließend, nach Abstoppen des Enzyms mit Schwefelsäure, wird bei 

450 nm die Absorption in einem Photometer gemessen. Das Verhältnis 

zwischen der Konzentration des Serotonins in der Probe und der Signalstärke 

ist umgekehrt proportional (DLD, 2012).  

 

Probenvorbereitung  

Es wurden zwölf Zellkulturschalen (35 mm) mit je 1,25 * 106 Zellen ausgestreut 

und zwei Tage im Inkubator bei 37°C und 5% CO2-Gehalt kuliviert. 

Nachfolgende Schritte mussten unter Vermeidung direkten Sonnenlichtes 

durchgeführt werden, da die Testsubstanzen und das gebildete Serotonin 

photolabil waren. 

 

Nach der Kultivierung wurde die zu testende Substanz in Ethanol (96 %) gelöst 

und eine Konzentration von 10 mM eingestellt. Anschließend wurde die 10 mM 

Lösung in Krebs-Ringer-HEPES Puffer (ph 6,2), der 0,1 % Ascorbinsäure zur 

Vermeidung von oxidativen Prozessen enthielt, auf 10 µM verdünnt und eine 

dezimale Verdünnungsreihe erstellt (10 µM, 1 µM, 0.1 µM, 0.01 µM, 0.001 µM) 

wobei die Kontrolle (Puffer mit je 0,1 % Ethanol und Ascorbinsäure) keine 

Testsubstanz enthielt. 

 

Nach Ansetzten der Verdünnungen wurden die Zellen mit jeder Konzentration 

der Testsubstanz und der Kontrolle stimuliert. Dazu wurde das Medium 

abgesaugt, die Zellen mit 300 µL PBS gewaschen und anschließend 5 Minuten 

mit 300 µL der jeweiligen zu testenden Konzentration und einer Kontrolle im 

Doppelansatz inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 300 µL 

Überstand abgenommen und in ein Reaktionsgefäß überführt. Schließlich 

wurden die Zellen erneut mit 300 µL PBS gewaschen und nachdem alle 
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Konzentrationen der Testsubstanz inkubiert wurden, mit 300 µL Lysepuffer 

versetzt und so wie die Reaktionsgefäße mit den Überständen bei -20 °C 

gelagert. Die lysierten Zellen wurden zur Bestimmung der DNA herangezogen 

(Kapitel 2.4). 

 

Testdurchführung  

Zuerst mussten die Proben bei Zimmertemperatur aufgetaut werden. 

Anschließend wurde eine 1:5 Verdünnung jeder Probe mit Krebs-Ringer-

HEPES Puffer (0,1 % Ascorbinsäure, ph 6,2) durchgeführt und die 

unverdünnten Proben für etwaige Wiederholung der Messung wieder bei -20 °C 

eingefroren. 

Die Probenvorbereitung für den Acylierungsschritt und die Durchführung des 

eigentlichen Tests wurden nach Arbeitsanleitung des Herstellers, DLD 

Diagnostika GmbH, durchgeführt. Dazu wurden je 25 µL Acylierungspuffer in 

alle Vertiefungen der Reaktionsplatte pipettiert, je 20 µL der verdünnten 

Standards, der Kontrolle und der Testsubstanz zugefügt und schließlich je 10 

µL des Acylierungsreagenzes dazugegeben. Nach 60 Minuten Inkubation bei 

Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler wurden je 25 µL des Deaktivators 

dazupipettiert und anschließend mit Haftklebefolie abgedeckt 3 Stunden 

inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden je 50 µL auf die Mikrotiterplatte 

überführt und weitere 15 - 20 Stunden im Kühlschrank bei 2 - 8 °C mit 

Haftklebefolie abgedeckt inkubiert. Danach wurden alle Vertiefungen der 

Mikrotiterplatte mit ca. 300 µL Waschpuffer viermal gewaschen, je 100 µL 

Enzymkonjugat dazugegeben und weitere 60 Minuten bei Raumtemperatur auf 

einem Orbitalschüttler inkubiert. Anschließend wurde wieder viermal mit 

Waschpuffer gewaschen und je 100 µL Substrat in die Vertiefungen pipettiert. 

Nach ca. 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler 

wurde die Farbreaktion mit je 100 µL Stopplösung abgestoppt. Die Extintion 

wurde bei 450 nm mit einer Referenzwellenlänge von 620 nm an einem 

Plattenlesegerät der Firma Tecan gemessen. 
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Auswertung  

Die mittleren Extinktionswerte der Standards wurden gegen die entsprechenden 

logarithmierten Konzentrationen aufgetragen und die Konzentrationen der 

Proben nach entsprechender Funktionsgleichung berechnet (logistische 

Regressionskurve mit 4 Parametern):  
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Die erhaltenen Konzentrationen [pg/Probe] wurden, unter Berücksichtigung der 

1:5 Verdünnung, auf die entsprechenden DNA - Gehalte und schließlich auf die 

unbehandelte Kontrolle bezogen. Die Unterschiede der verschiedenen 

Behandlungen zur Kontrolle wurden in Prozent dargestellt. 

 

2.3 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) für D opamin 

Prinzip  

Dieser Enzymimmunoassay von DLD Diagnostika GmbH dient zur quantitativen 

Bestimmung von Dopamin. Zunächst erfolgt mit einem cis-Diol-spezifischen 

Boronat-Affinitätsgel die Extraktion, Acylierung und enzymatische Umwandlung 

vom in der Probe vorhandenen Dopamin in N-Acyl-3Methoxytryptamin.  

Während der eigentlichen Testdurchführung des ELISA konkurrieren das 

acylierte Dopamin aus der Probe und das an die Festphase gebundene 

Dopamin um eine definierte Anzahl von Antikörper-Bindungsstellen. Nachdem 

die Reaktion ein Gleichgewicht erreicht hat, wird durch einen Waschschritt der 

nicht-gebundene Antigen-Antikörper-Komplex entfernt und der gebundene 

Komplex mittels eines Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugats (POD) 

nachgewiesen und durch Umsetzung von Tetramethylbenzidin (TMB) bestimmt. 

Durch die TMB/POD-Reaktion kommt es zu einer Farbänderung und 

anschließend, nach Abstoppen der Reaktion, wird bei 450 nm die Absorption in 

einem Photometer gemessen. Das Verhältnis zwischen der Konzentration des 

Dopamins in der Probe und der Signalstärke ist umgekehrt proportional (DLD, 

2011).  
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Probenvorbereitung  

Es wurden zwölf Zellkulturschalen (35 mm) mit je 1,25 * 106 Zellen ausgestreut 

und zwei Tage im Inkubator bei 37°C und 5% CO2-Gehalt kuliviert. 

Nachfolgende Schritte mussten unter Vermeidung direkten Sonnenlichtes 

durchgeführt werden, da die Testsubstanzen photolabil waren. 

 

Nach der Kultivierung wurde die zu testende Substanz in Ethanol (96 %) gelöst 

und eine Konzentration von 10 mM eingestellt. Anschließend wurde die 10 mM 

Lösung in Krebs-Ringer-HEPES Puffer (ph 5,0), der 0,1 % Ascorbinsäure zur 

Vermeidung von oxidativen Prozessen enthielt, auf 10 µM verdünnt und eine 

dezimale Verdünnungsreihe erstellt (10 µM, 1 µM, 0.1 µM) wobei die Kontrolle 

(Puffer mit je 0,1 % Ethanol und Ascorbinsäure) keine Testsubstanz enthielt. 

 

Nach Ansetzten der Verdünnungen wurden die Zellen mit jeder Konzentration 

der Testsubstanz und der Kontrolle stimuliert. Zuerst wurde das Medium 

abgesaugt, die Zellen mit 300 µL PBS gewaschen und anschließend 3 Minuten 

mit 350 µL der jeweiligen zu testenden Konzentration und einer Kontrolle im 

Doppelansatz inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 300 µL Überstand 

abgenommen und in ein Reaktionsgefäß überführt, in welches zuvor schon 

30 µL 1 N Salzsäure vorgelegt wurde. Schließlich wurden die Zellen erneut mit 

300 µL PBS gewaschen und, nachdem alle Konzentrationen der Testsubstanz 

inkubiert wurden, mit 300 µL Lysepuffer versetzt und -20 °C gelagert. Die 

lysierten Zellen wurden zur Bestimmung der DNA herangezogen (Kapitel 2.4). 

 

Testdurchführung  

Die Probenvorbereitung für die Extraktion, Acylierung und enzymatische 

Umwandlung von Dopamin und die Durchführung des eigentlichen Tests 

wurden nach Arbeitsanleitung des Herstellers, DLD Diagnostika GmbH, 

durchgeführt. Dazu wurden je 20 µL Standards, 20 µL der Kontrollen und 

300 µL der Testsubstanz in die Vertiefungen der Extraktionsplatte pipettiert, je 

50 µL Extraktionspuffer dazugegeben und 60 Minuten bei Raumtemperatur auf 

einem Orbitalschüttler inkubiert. Danach wurde die Platte ausgeleert, mit je 

1 mL Waschpuffer versetzt und 5 Minuten bei Raumtemperatur auf einem 

Orbitalschüttler inkubiert. Anschließend wurde die Platte wieder entleert und je 
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150 µL Acylierungspuffer und je 50 µL Acylierungsreagenz hinzugefügt. Nach 

20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Platte wieder ausgeleert, 

mit je 1 mL Waschpuffer versetzt und 5 Minuten bei Raumtemperatur auf einem 

Orbitalschüttler inkubiert. Nach Wiederholung des vorherigen Waschschrittes  

wurden je 200 µL Salzsäure zur Elution der Katecholamine in die Vertiefungen 

pipettiert. Die Platte wurde danach mit Haftklebefolie abgedeckt und 20 Minuten 

bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Nach der Inkubation 

wurden je 10 µL eines Enzymmixes in die Mikrotiterplatte pipettiert und je 50 µL 

Überstand von den Standards, den Kontrollen und der Testsubstanz von der 

Extraktionsplatte dazugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde anschließend 30 

Minuten bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler inkubiert. Danach 

wurden je 50 µL Dopamin-Antiserum hinzugefügt und 12-20 Stunden bei 2-8 °C 

inkubiert. Nach der Inkubation wurde viermal mit ca. 250 µL Waschpuffer 

gewaschen und dann je 100 µL Konjugat dazupipettiert. Nach anschließender 

30-minütiger Inkubation wurde der vorherige Waschschritt wiederholt und dann 

je 100 µL Substrat hinzugefügt. Nach ca. 15-20 Minuten Inkubation bei 

Raumtemperatur auf einem Orbitalschüttler wurde die Farbreaktion mit je 100 

µL Stopplösung abgestoppt 

Die Extintion wurde bei 450 nm mit einer Referenzwellenlänge von 620 nm an 

einem Plattenlesegerät der Firma Tecan gemessen. 

 

Auswertung  

Die mittleren Extinktionswerte der Standards wurden gegen die entsprechenden 

logarithmierten Konzentrationen aufgetragen und die Konzentrationen der 

Proben nach entsprechender Funktionsgleichung berechnet:  

 

( ) * ln( )f x k x d= − +  

  

Die erhaltenen Konzentrationen [ng/mL] wurden auf die entsprechenden DNA – 

Gehalte und schließlich auf die unbehandelte Kontrolle bezogen. Die 

Unterschiede der verschiedenen Behandlungen zur Kontrolle wurden in Prozent 

dargestellt. 
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2.4 Bestimmung der DNA 

Die zuvor mit 300 µL Lysepuffer lysierten Zellen mussten bei Zimmertemperatur 

aufgetaut werden. Die Zugabe des anionischen Puffers bewirkt eine Auflösung 

der Zellmembran und des Zellkerns, was die Bestimmung der DNA ermöglicht. 

Das Zelllysat (300 µL) wurde mit 1,5 mL PBS verdünnt und 1000 µL durch 

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit einer Kolbenhubpipette vermischt, um 

eine gleichmäßige Verteilung der DNA in der Zellkulturschale zu erreichen. Die 

Bestimmung der doppelsträngigen DNA wurde mit der NanoQuant-Platte von 

Tecan in Vierfachbestimmung durchgeführt. Als Blank diente PBS. Es wurden 2 

µL Probe invers auf die Platte pipettiert und die Absorption bei 260 nm und 280 

nm gemessen. Die Absorption bei 260 nm diente zur Berechnung der 

Konzentration [ng/µL] und das Verhältnis der beiden Wellenlängen diente zur 

Berechnung der Reinheit, um Verunreinigungen durch Proteine zu erkennen 

und lag zwischen 1,7 und 2,0. 

 

2.5 RNA - Isolierung 

Prinzip  

Die RNA-Isolierung wurde mit dem PeqGold Total RNA Kit laut 

Herstellerangaben durchgeführt und beruht auf den selektiven und reversiblen 

Bindungseigenschaften von PerfectBind Säulen mit Silikamembranen. 

Die aufzubereitenden Zellen werden zunächst mit RNA - Lysepuffer versetzt 

und das Lysat anschließend auf eine DNA - Removing Säule geladen. Der 

Säulendurchfluss wird mit Ethanol versetzt und auf eine PerfectBind RNA - 

Säule geladen. Der Säulendurchfluss wird verworfen und nach mehrmaligem 

Waschen mit zwei verschiedenen Waschpuffern und anschließendem 

Trocknen, wird die RNA mit RNase - freiem Wasser eluiert (Peqlab, 2013). 

 

Probenvorbereitung  

Es wurden für die RNA-Isolierung zehn Zellkulturschalen (Ø 35 mm) mit je 

2,5 * 106 Zellen in 2,5 mL Wachstumsmedium ausgestreut und einen Tag im 

Inkubator (35°C, 5%CO2) kultiviert. 

Nach Kultivierung wurden die Zellen mit 100 nM der zu testenden Substanz in 

2 mL Inkubationsmedium 15 min, 30 min, 1 h, 3 h und 6 h inkubiert. 
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Dafür wurde die Probe vorher in Ethanol gelöst und schließlich im 

Inkubationsmedium (+1 % FBS) in einer  finalen Konzentration von 100 nM 

eingestellt. Für jeden Inkubationszeitpunkt wurde eine Lösungsmittelkontrolle 

(0,1 % Ethanol) ohne Testsubstanz mitgeführt. 

Nach Abnehmen des Mediums wurden die Zellen mit 2 mL Inkubationsmedium 

versetzt und für die entsprechenden Zeiten inkubiert.  

 

Testdurchführung  

Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde den Zellen schnell das Medium 

abgenommen, mit 350 µL eiskaltem PBS gewaschen und rasch mit 350 µL 

RNA Lysepuffer T, peqGold Total RNA Kit - Peqlab, verestzt. 

Die Isolierung der RNA wurde mit dem peqGold Total RNA Kit laut 

Herstellerangaben, Peqlab, durchgeführt, wobei kein optionaler DNase - Verdau 

durchgeführt wurde. Dazu wurde das Lysat auf eine DNA - Removing Säule 

geladen, eine Minute bei 12000 x g zentrifugiert und anschließend der 

Säulendurchfluss in einem neuen Reaktionsgefäß mit 350 µL 70%igen Ethanol 

versetzt. Danach wurde die Probe auf eine PerfectBind RNA - Säule geladen 

und eine Minute bei 10000 x g zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden 

500 µL RNA Waschpuffer I auf die PerfectBind RNA - Säule pipettiert und 

15 Sekunden bei 10000 x g zentrifugiert. Der Säulendurchfluss wurde 

verworfen, die PerfectBind RNA - Säule mit 600 µL RNA Waschpuffer II 

beladen und 15 Sekunden bei 10000 x g zentrifugiert. Nach Wiederholung 

dieses Waschschrittes und Verwerfen des Säulendurchflusses wurde die 

PerfectBind RNA - Säule durch 2-minütige Zentrifugation bei 10000 x g 

getrocknet. Schließlich wurden auf die getrocknete Säule 70 µL steriles RNase - 

freies destilliertes Wasser pipettiert und die RNA durch Zentrifugieren (1 Minute, 

5000 x g) eluiert. 

 

Messen der RNA - Konzentration  

Nach Aufreinigung der RNA wurde deren Konzentration und Reinheit bestimmt. 

Die Messung der Absorption erfolgte bei 260 nm und 280 nm mit Hilfe der 

NanoQuant-Platte an einem Plattenlesegerät (Tecan). Als Blank fungierte 

RNase-freies Wasser. Dazu wurden 2 µL der RNA-Lösung invers auf die Platte 

pipettiert, gemessen und die RNA - Konzentrationen in ng / µL erhalten. 
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Das Verhältnis reiner Nukleinsäuren wurde bei 260 nm und 280 nm gemessen, 

um Kontaminationen durch Proteine zu erkennen. Es wurden ausschließlich 

Proben verwendet, bei denen beide Verhältnisse zwischen 1,5 und 2,2 lagen, 

entsprechend einer RNA-Reinheit von 90 – 100 %. Es wurde auch das 

Verhältnis bei 230/260 nm gemessen, um Kontaminationen durch 

beispielsweise Phenol ausschließen zu können. 

Die so aufgereinigte RNA kann in Nuklease-freiem Wasser bei -80 °C 

mindestes ein Jahr aufbewahrt werden. 

 

2.6 cDNA – Synthese 

Prinzip  

Für den Nachweis spezifischer mRNA mittels einer qRT-PCR (Kapitel C 2.7) 

muss die isolierte RNA (Kapitel C 2.5) zuerst mittels einer Reversen 

Transkriptase (RT) in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. 

 

Testdurchführung  

Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Reaktion wurde laut Herstellerangaben 

mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit von Life 

Technologies - Applied Biosystems durchgeführt. Die erhaltenen RNA-

Konzentrationen in ng / µL (Kapitel C 2.5) wurden mit Nuklease-freiem Wasser 

auf einen RNA-Gehalt von 2 µg / 10 µL Probe eingestellt. 

Der Reaktionsansatz für 2x RT Master Mix wurde laut Herstellerangaben 

hergestellt und setzt sich wie folgt zusammen: 

 

Komponente     Volumen/Reaktion [µL] 

10x RT Buffer      2,0  

25x dNTP MIX      0,8  

10x RT Random Primers     2,0  

Reverse Transcriptase     1,0 

Rnase Inhibitor      1,0 

NFW        3,2 

Reaktionsvolumen     10,0 
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Je 10 µL 2x RT Master Mix mit 10 µL verdünnter RNA-Probe wurden gemischt 

und anschließend unter folgenden Reaktionsbedingungen im Thermocycler die 

Reverse Transkription durchgeführt: 

 

Schritt 1     25 °C   10 min 

Schritt 2    37 °C   120 min 

Schritt 3    85 °C    5 min 

Schritt 4    4 °C      ∞ 

 

Die synthetisierte cDNA wurde bei -20 °C gelagert. 

 

2.7 Bestimmung der Genexpression mit quantitativer Echtzeit-

Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 

 

Prinzip  

Die PCR dient zur Amplifikation der DNA und wird in einen Zyklus von drei 

Phasen unterteilt. Zunächst werden bei der Denaturierung durch Erhitzung die 

DNA-Stränge aufgetrennt. Im nächsten Schritt, der Hybridisierung, kommt es 

durch Senkung der Temperatur zur Anlagerung der Primer an die DNA-Stränge 

und im letzten Schritt kommt es durch Polymerasen bei erhöhter Temperatur zu 

Verlängerung der DNA-Stränge. Nach jedem Zyklus dieser drei Schritte wird die 

Anzahl der DNA-Moleküle verdoppelt (Roche, 2013). 

Um spezifische mRNA nachzuweisen, wurden bestimmte Genabschnitte der  

synthetisierten cDNA (Kapitel C 2.6) mit einer qRT-PCR amplifiziert. Als Maß 

für die Startmenge an cDNA in der Probe dient der Ct - Wert (= Crossing Point), 

der der Anzahl der nötigen PCR-Zyklen entspricht, bei dem ein konstantes 

Fluoreszenzniveau erreicht wurde. Ein Anstieg des Fluoreszenzsignals wird 

durch den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green bestimmt, der nur an 

doppelsträngige DNA, die exponentiell bei der PCR amplifiziert wird, bindet. Bei 

der Berechnung der Genregulation werden die Ergebnisse unter 

Berücksichtigung der Effizienz und des Ct-Wertes auf die Werte eines nicht 

regulierten Referenzgens (TBP) normalisiert (= relative Quantifizierung) (Pfaffel, 

2004). 



 34 

Testdurchführung  

Die cDNA und alle verwendeten Substanzen wurden auf Eis aufgetaut und die 

darauffolgende Probenvorbereitung für die qRT-PCR wurde ebenso auf Eis 

durchgeführt. 

Die cDNA wurde mit Nuklease-freiem Wasser 1:10 bzw 1:5 verdünnt. Der 

Reaktionsansatz für eine Reaktion setzte sich wie folgt zusammen. 

 

Komponente         Volumen [µL]      Endkonzentrati on  

Fast Master Mix      5,5        1 x    

NFW        3,96  

Forward Primer                 0,22               200 nM   

Reverse Primer      0,22                200 nM  

Probe          1,1    

Reaktionsvolumen     11,0 

 

 

Im Dreifachansatz wurden je 10 µL des Reaktionsansatzes auf die PCR-Platte 

aufgetragen. Als Negativkontrolle, die ebenfalls im Dreifachansatz bestimmt 

wurde, wurde Nuclease-freies Wasser statt Probe zugegeben. Nach Auftragen 

der Proben wurde die Platte versiegelt, 30 Sekunden die Proben kurz 

zentrifugiert und anschließend die qRT-PCR unter folgenden Bedingungen für 

45 Zyklen gestartet:  

 

Phase 1     95 °C   20 sek 

Phase 2    95 °C     3 sek 

   60 °C   30 sek 

Phase 3    95 °C   15 sek 

   60 °C   60 sek 

   95 °C   15 sek 

 

Die cDNA wurde bei –20 °C gelagert. Die Ergebnisse wurden als x-fache 

Änderung zur Kontrolle (=1) dargestellt. 

 

45 Zyklen 
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2.8 Calcium - Assay 

 

Prinzip  

Das Fluo-4 Direct Calcium Assay Kit von Invitrogen beruht auf der Messung 

eines fluoreszierenden Kalziumindikators, Fluo-4 Direct, der es ermöglicht 

intrazelluläre Kalziumsignale, vermittelt durch G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren, ligandenbindende und spannungsabhängige Ionenkanäle, zu 

messen (Life Technologies, 2013). 

 

Testdurchführung  

Es wurden 75 000 Zellen pro Well mit je 100 µL Medium in einer 96-Well-Platte 

ausgestreut und zwei Tage im Inkubator bei 37°C und 5% CO2-Gehalt kuliviert. 

Die Testsubstanz wurde dreifach konzentriert in Ethanol gelöst und 

anschließend in einem HBSS/HEPES – Gemisch (1:50) in einer Konzentration 

von 10 µM eingestellt. Ausgehend von 10 µM wurde eine dezimale 

Verdünnungsreihe bis 10 nM erstellt.  

Der Versuch wurde laut Herstellerprotokoll mit geringen Modifikationen 

durchgeführt. 

Eine Flasche des Fluo-4 Direct Calcium Reagenzes wurde laut Protokoll in 

10 mL mitgeliefertem Puffer gelöst, jedoch anschließend zu je 2,5 mL 

alliquotiert, bei –20 °C gelagert und erst bei Versuchsdurchführung frisch mit 

Probenicid (Endkontzentration 5 mM) versetzt und 1:1 mit HBSS/HEPES 

verdünnt (= 1x Fluo-4 Direct loading buffer). 

Die Zellen wurden nach der Kultivierung zentrifugiert (800 rpm, 1 min), danach 

das Medium abgenommen und mit einer Multikanalpipette je 100 µL der 

hergestellten 1x Fluo-4 Direct Reagenz Ladelösung hinzugegeben. 

Nach 30-minütiger Inkubation im Inkubator (37°C, 5%CO2) und anschließender 

30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde der intrazelluläre 

Kalziumeinstrom, nach Stimulierung der Zellen durch die zu testenden 

Substanzen, mittels Fluoreszenzmessung  im Dreifachansatz an einem 

Plattenlesegerät (Tecan) ermittelt. Als Lösungsmittelkontrolle diente 

HBSS/HEPES mit 0,1 % Ethanol versetzt.  
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Dazu wurden automatisch 50 µL der Testsubstanz mit einem Injektor, integriert 

im Plattenlesegerät, direkt in das zu messende Well injiziert und alle zwei 

Sekunden die Fluoreszenz über eine Zeitspanne von 80 Sekunden bei einer 

Extinktion von 490 nm und einer Emission von 520 nm gemessen. Der Injektor 

wurde zwischen den Messungen der unterschiedlich konzentrierten 

Testsubstanz mit bidestilliertem Wasser durchgespült. 

 

Auswertung  

Mit den erhaltenen Werten wurde, nach Normalisierung auf den Ausgangswert 

zum Zeitpunkt 0, die Fläche unter der Kurve berechnet und anschließend auf 

die Kontrolle bezogen, sodass die Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle in 

Prozent dargestellt werden konnten. 

 

2.9 Bestimmung der Zellviabilität mittels MTT - Ass ay  

 

Prinzip  

Der MTT-Assay ist ein in vitro Zytotoxizitätstest basierend auf der Reduktion 

des wasserlöslichen, gelblichen MTT Tetrazoliumsalzes (3-(4,5-Dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) zu einem blau-violetten Formazan durch 

mitochondriale Succinat-Dehydrogenase. Die Aktivität des mitochondrialen 

Enzyms dient als Maß für die Lebensfähigkeit bzw. das Zellwachstum 

behandelter Zellen in Vergleich zu unbehandelten und kann so Aufschluss über 

mögliche Toxizität eines Stoffes geben (Fotakis, 2006). 

 

Testdurchführung  

Es wurden 83 000 Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte in je 100 µL Medium 

ausgestreut und einen Tag im Inkubator (37°C, 5% CO2) kultiviert. 

Nach der Kultivierung wurde die Testsubstanz in Ethanol gelöst (10 mM) und 

eine dezimale Verdünnungsreihe in Ethanol so erstellt, dass anschließend die 

Verdünnungsreihe im Inkubationsmedium (+1 % FBS) eine Endkonzentration 

von 10 µM bis 1 nM hatte. Als Negativkontrolle diente Medium (1 % FBS) mit 

Ethanol (0,1 %). Das Wachstumsmedium wurde abgenommen, je 66 µL 
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Medium mit Testsubstanz im Vierfachansatz hinzugegeben und 6 Stunden 

inkubiert (37°C,5% CO2). 

Nach der Inkubation wurde die Platte kurz zentrifugiert (4 min, 800 rpm), das 

Medium abgenommen, je 100 µL MTT Arbeitslösung (Arbeitslösung: 5,0 mg 

MTT Formazan / mL PBS gelöst, membranfiltriert und anschließend 1:6 mit 

serumfreiem Medium verdünnt) hinzugegeben und ca. 80 Minuten bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren (4 min, 800 rpm) wurde 

die MTT Arbeitslösung vorsichtig abgesaugt und mit je 150 µL DMSO die blau-

violetten Farbkristalle aus den Zellen herausgelöst. 

 

Die Extinktion wurde mit einem Plattenlesegerät der Firma Tecan bei 570 nm 

(Referenzwellenlänge 650 nm), nach vorherigem orbital-Schüttelmodus 

(60 Sekunden), gemessen. 

Die erhaltenen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen, sodass die Ergebnisse 

im Vergleich zur Kontrolle in Prozent dargestellt werden konnten. 
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D Ergebnisse 

1 Screening verschiedener Alkamide bezüglich der 

Serotoninfreisetzung 

 

Zunächst erfolgte eine Exposition von SH-SY5Y Zellen mit Capsaicin 

(Abbildung 5), das mit einer vermehrten Freisetzung der Neurotransmitter 

Serotonin (Smith et al., 2006) und Dopamin assoziiert ist (Marinelli et al., 2005). 
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Abbildung 7: Serotoninausschüttung nach Stimulierun g mit Capsaicin 

Serotoninausschüttung nach Stimulierung mit Capsaicin in den Konzentrationen 0,1 µM, 1 µM 

und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (Puffer mit 0,1 % 

Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=3-5, tR=2. Signifikante Unterschiede zwischen 

den Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA (p<0,001) mit 

anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) getestet und mit den Buchstaben a, b und 

c gekennzeichnet. 
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Abbildung 7 zeigt, dass eine 5-minütige Stimulierung von SH-SY5Y Zellen mit 

1 µM Capsaicin zu einer signifikanten Erhöhung der Serotoninfreisetzung um 73 

± 51 % (p<0,001) und nach Inkubation mit 10 µM Capsaicin zu einer Steigerung 

um 50 ± 26 % (p=0,003) verglichen zur unbehandelten Kontrolle führte. Des 

Weiteren steigerte eine Stimulierung mit 1 µM Capsaicin die 

Serotoninausschüttung um 61% (p<0,001) verglichen mit 0,1 µM Capsaicin. 

 

Für das Screening wurden verschiedenen Alkamide (Tabelle 1, Abbildung 8), 

die Capsaicin strukturell ähnlich sind, hinsichtlich der Wirkung auf die 

Serotoninausschüttung in SH-SY5Y Zellen untersucht und anschließend die 

potenteste Substanz mit Capsaicin bezüglich Serotoninfreisetzung, 

Dopaminfreisetzung und Kalziummobilisierung verglichen. 

 

Tabelle 1: Verwendete Alkamide für das Screening 

Alkamid Trivialname 

2E,4E-Decadiensäure-N-isobutylamid trans-Pellitorin 

2E,4Z-Decadiensäure-N-isobutylamid cis-Pellitorin 

2E,4E-N-Isobutyldodeca-2,4-dienamid trans-C12-Pellitorin 

2E-Decensäure-N-isobutylamid Dihydropellitorin 

2E,4E-Decadiensäure-N-piperid Achilleamid 

2E,6Z,8E-Decatriensäure-N-

isobutylamid 

Spilanthol 

5-(1-dodecenyl)-1, 3-Benzodioxol Pipatalin 

2E,4E-Decadiensäure-N-

isopropionsäure 

G6744 
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Abbildung 8: Strukturformeln der verwendeten Alkami de 
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Abbildung 9: Screening von Alkamiden auf die Seroto ninfreisetzung (1) 

Serotoninausschüttung nach Stimulierung mit verschiedenen Alkamiden (A = trans-Pellitorin, 

B = cis-Pellitorin, C = Dihydropellitorin, D = trans-C12-Pellitorin) in den Konzentrationen 0,001 

µM, 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent zur 

Kontrolle (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=2, tR=1-2. 

Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit einer 

einfaktoriellen ANOVA (A: p=0,003; B: p=0,665; C: p=0,201; D: p=0,259) mit anschließendem 

Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) getestet und mit den Buchstaben a, b und c 

gekennzeichnet. 

 

Abbildung 9 zeigt den Einfluss verschiedener Alkamide nach 5-minütiger 

Stimulierung auf die Serotoninfreisetzung in SH-SY5Y Zellen. 

Abbildung 9(A) zeigt nach Inkubation mit trans-Pellitorin in den Konzentrationen 

0,001 µM und 1 µM eine deutliche Erhöhung der Serotoninfreisetzung um 52 ± 

27 % (p=0,003) bzw. um 56 ± 22 % (p=0,003) verglichen zur unbehandelten 

Kontrolle. Des Weiteren war die Serotoninausschüttung in den Konzentrationen 
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0,001 µM, 0,01 µM und 1 µM mit + 56% (p=0,002), + 50% (p=0,004) und + 60% 

(p=0,002) signifikant höher als bei 10 µM. 

Schließlich ist aus Abbildung 9 ist zu erkennen, dass eine Inkubation mit den 

Alkamiden cis-Pellitorin (B), Dihydropellitorin (C), trans-C12-Pellitorin (D) zu 

keiner signifikanten Änderung bzw. Erhöhung der Serotoninfreisetzung führte. 
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Abbildung 10: Screening von Alkamiden auf die Serot oninfreisetzung (2) 

Serotoninausschüttung nach Stimulierung mit verschiedenen Alkamiden (A = Spilanthol, B = 

Achilleamid, C = Pipatalin, D = G6744) in den Konzentrationen 0,001 µM, 0,01 µM, 0,1 µM, 1 

µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (Puffer mit 0,1 

% Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=2, tR=1-2. Signifikante Unterschiede 

zwischen den Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA 

(A: p=0,297; B: p=0,031; C: p≤0,001; D: p=0,196) mit anschließendem Holm-Sidak post 

hoc-Test (p=0,05) getestet und mit den Buchstaben a, b und c gekennzeichnet. 
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Abbildung 10 zeigt den Einfluss weiterer Alkamide nach 5-minütiger 

Stimulierung auf die Serotoninfreisetzung in SH-SY5Y Zellen. 

Nach einer Stimulierung mit Achilleamid (Abbildung 10(B)) war nur zwischen 

den Konzentrationen 0,01 µM (69%) und 1 µM (134%) ein signifikanter 

Unterschied (p=0,002) bezüglich der Serotoninausschüttung ersichtlich, jedoch 

gab es keinen Unterschied zur Kontrolle. 

Aus Abbildung 10(C) geht hervor, dass 1 µM Pipatalin eine Steigerung der 

Serotoninausschüttung um 34 ± 21 % (p=0,003) verglichen zur unbehandelten 

Kontrolle bewirkte. Außerdem stimulierte Pipatalin in der Konzentration von 

1 µM die Serotoninproduktion um 39 % (p=0,001) bzw. 49 % (p<0,001) stärker 

verglichen mit den Konzentrationen 0,01 µM bzw. 0,1 µM. Auch 10 µM Pipatalin 

führte zu einer höheren Serotoninfreisetzung (+40%) als 0,1 µM (p<0,001). 

Schließlich ist aus Abbildung 10 ist zu erkennen, dass eine Inkubation mit den 

Alkamiden Spilanthol (A) und 6744 (D) zu keiner signifikanten Änderung bzw. 

Erhöhung der Serotoninfreisetzung führte. 

 



 44 

Aus dem durchgeführten Screening der Alkamide auf die 

Serotoninausschüttung ging hervor, dass trans-Pellitorin den größten Effekt auf 

die Neurotransmitterfreisetzung ausübte. Dieses Ergebnis wurde durch 

Erhöhung der Replikate von n = 2 auf n = 6 validiert (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Serotoninausschüttung nach Inkubation  mit trans-Pellitorin 

Serotoninausschüttung nach Stimulierung mit trans-Pellitorin in den Konzentrationen 0,001 µM, 

0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent zur 

Kontrolle (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=6, tR=1-2. 

Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit einer 

einfaktoriellen ANOVA (p≤0,001) mit anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) 

getestet und mit den Buchstaben a, b und c gekennzeichnet. 

 

 

Abbildung 11 zeigt eine signifikante Steigerung der Serotoninausschüttung 

nach Inkubation mit 0,1 µM trans-Pellitorin um mehr als 40 ± 26 % (p<0,001) 

verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Weiters führte eine Stimulierung mit 

0,1 µM trans-Pellitorin zu einer signifikant höheren Serotoninfreisetzung als mit 
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0,001 µM, 0,01 µM und 10 µM trans-Pellitorin, nämlich um 35 % (p=0,002), 

33 % (p<0,003) bzw. 47 % (p<0,001). Auch war bei Behandlung mit 1 µM 

trans-Pellitorin eine signifikante Erhöhung der Serotoninausschüttung um 36 % 

(p=0,002) im Vergleich zu 10 µM zu erkennen. 

 

2 Zellviabilität 

Um eine mögliche Zytotoxizität des Alkamides trans-Pellitorin auf SH-SY5Y 

Zellen auszuschließen, wurde die Zellaktivität mittels eines MTT-Tests nach 

6 Stunden Inkubation mit trans-Pellitorin in den Konzentrationen von 0,001 µM, 

0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM und 10 µM untersucht.  
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Abbildung 12: Zellproliferation nach Inkubation mit  trans-Pellitorin 

Zellproliferation nach 6 Stunden Inkubation mit trans-Pellitorin in den Konzentrationen 

0,001 µM, 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in 

Prozent zur Kontrolle (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=3, 

tR=2-4. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit 

einer einfaktoriellen ANOVA (p=0,002) mit anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) 

getestet und mit den Buchstaben a und b gekennzeichnet. 
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Nach Inkubation mit 1 µM und 10 µM trans-Pellitorin war eine um 20 ± 17 % 

(p<0,001) bzw. 23 ± 10 % (p<0,001) erhöhte Zellaktivität, verglichen zur 

unbehandelten Kontrolle, zu erkennen (Abbildung 12). Weiters unterschied sich 

die Zellaktivität nach Inkubation mit 0,001 µM, 0,01 µM, 0,1 µM trans-Pellitorin 

nicht von der unbehandelter Zellen.  

Auch eine 24 Stunden Inkubation von HUVEC Zellen mit trans-Pellitorin bis zu 

einer Konzentration von 30 µM führte zu keiner Beeinträchtigung der 

Zellviabilität (Ku et al., 2013) 

Abschließend ist zu erwähnen, dass trans-Pellitorin in allen Konzentrationen zu 

keiner verminderten metabolischen Zellaktivität respektive zu einer 

verminderten Zellzahl, verglichen zur unbehandelten Kontrolle, führte. Somit ist 

eine zytotoxische Wirkung von trans-Pellitorin in den getesteten 

Konzentrationen bei einer Inkubation von bis zu 6 Stunden in SH-SY5Y Zellen 

auszuschließen. 

Auch eine zytotoxische Wirkung von Capsaicin in wild-typ SH-SY5Y Zellen  

wurde schon zuvor für den Konzentrationsbereich von 1 nM bis 10 µM 

ausgeschlossen (Lam et al., 2007). 

 

3 Einfluss von trans-Pellitorin auf die 

Neurotransmitterfreisetzung und Kalziummobilisierun g 

 

Nachdem sich trans-Pellitorin als potentestes Alkamid der hier getesteten 

Alkamide herausgestellt hat, wurden die Ergebnisse von trans-Pellitorin 

bezüglich der Serotonin-, Dopaminfreisetzung und Kalziummobilisierung mit 

den entsprechenden Ergebnissen von Capsaicin verglichen. 
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3.1 Serotonin – Ausschüttung 
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Abbildung 13: Serotoninausschüttung nach Stimulieru ng mit Capsaicin oder 
trans-Pellitorin 

Serotoninausschüttung nach Stimulierung mit Capsaicin (A) oder  trans-Pellitorin (B) in den 

Konzentrationen 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent 

zur Kontrolle (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=3-6, tR=1-2. 

Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit einer 

einfaktoriellen ANOVA (A,B: p≤0,001) mit anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) 

getestet und mit den Buchstaben a, b und c gekennzeichnet. 

 

 

Abbildung 13(A) zeigt nach 5-minütiger Inkubation mit 1 µM Capsaicin eine 

signifikante Erhöhung der Serotoninfreisetzung um 73 % ± 51 (p<0,001) und 

nach Inkubation mit 10 µM Capsaicin eine Steigerung um 50 ± 26 % (p=0,003) 

verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Weiters steigerte eine Inkubation mit 

1 µM Capsaicin die Serotoninausschüttung um 61% verglichen mit 0,1 µM 

Capsaicin (p<0,001). 

Abbildung 13(B) zeigt nach Inkubation mit trans-Pellitorin in den 

Konzentrationen 0,1 µM und 1 µM eine erhöhte Serotoninausschüttung um 40 ± 

26 % (p<0,001) bzw. 29 ± 36 % (p=0,007) bezogen auf die Kontrolle. 

 

A B 
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Abbildung 14: Serotoninausschüttung: Capsaicin vs trans-Pellitorin 

Serotoninausschüttung nach Stimulierung mit Capsaicin oder trans-Pellitorin in den 

Konzentrationen 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent 

zur Kontrolle (=100%) (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=3-6, 

tR=1-2. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen in den verschiedenen 

Konzentrationen wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA (p≤0,001) mit anschließendem 

Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) getestet und mit den Buchstaben a und b gekennzeichnet. 

 

 

In Abbildung 14 ist zu erkennen, dass Capsaicin in den Konzentrationen 1 µM 

und 10 µM eine um 45 % (p=0,004) bzw. 57 % (p=0,001) höhere 

Serotoninausschüttung bewirkte als trans-Pellitorin in den jeweiligen 

Konzentrationen. Eine Stimulierung mit 0,1 µM trans-Pellitorin bewirkte jedoch 

mit im Mittel 140 % eine ähnliche Serotoninfreisetzung wie mit 0,1 µM 

Capsaicin (112%). 
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3.2 Dopamin - Ausschüttung 
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Abbildung 15: Dopaminausschüttung nach Stimulierung  mit Capsaicin oder 
trans-Pellitorin 

Dopaminausschüttung nach Stimulierung mit Capsaicin (A) oder  trans-Pellitorin (B) in den 

Konzentrationen 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent 

zur Kontrolle (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=3-10, tR=1-2. 

Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit einer 

einfaktoriellen ANOVA (A: p≤0,001; B: p=0,032) mit anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test 

(p=0,05) getestet und mit den Buchstaben a, b und c gekennzeichnet. 

 

 

Nach Inkubation mit 1 µM Capsaicin ist in Abbildung 15(A) eine um 494 ± 

216 % (p<0,001) erhöhte Dopaminausschüttung.verglichen zur unbehandelten 

Kontrolle zu erkennen und eine Inkubation mit 10 µM Capsaicin führte zu einer 

Erhöhung um 1196 ± 535 % (p<0,001). Außerdem steigerte 1 µM Capsaicin die 

Dopaminfreisetzung um 374 % im Vergleich zu 0,1 µM Capsaicin (p=0,002). 

Verglichen mit 0,1 µM und 1 µM führte eine Stimulierung mit 10 µM Capsaicin 

zu einer Erhöhung um 1075 % (p<0,001) bzw. 701 % (p<0,001). 

Aus Abbildung 15(B) geht hervor, dass eine 3-minütige Stimulierung mit 0,1 µM 

trans-Pellitorin zu einer signifikanten Erhöhung der Dopaminausschüttung um 

83 ± 55 % (p=0,008) verglichen zur unbehandelten Kontrolle führte, die sich 

nicht von der Dopaminausschüttung nach Behandlung mit 1 µM oder 10 µM 

trans-Pellitorin unterschied. 

A B 
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Abbildung 16: Dopaminauschüttung: Capsaicin vs trans-Pellitorin 

Dopaminausschüttung nach Stimulierung mit Capsaicin oder trans-Pellitorin in den 

Konzentrationen 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind in Prozent 

zur Kontrolle (=100%) (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit Standardabweichung dargestellt. n=3-8, 

tR=1-2. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen in den verschiedenen 

Konzentrationen wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA (p≤0,001) mit anschließendem 

Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) getestet und mit den Buchstaben a und b gekennzeichnet. 

 

 

Im direkten Vergleich bezüglich der Effekte von Capsaicin und trans-Pellitorin 

auf die Dopaminfreisetzung zeigt Abbildung 16, dass Capsaicin in den 

Konzentrationen 1 µM und 10 µM die Freisetzung dieses Neurotransmitters um 

487 % (p<0,001) bzw. um 1169 % (p<0,001) mehr erhöhte als trans-Pellitorin in 

den entsprechenden Konzentrationen. In der Konzentration von 0,1 µM zeigte 

trans-Pellitorin mit einer Dopaminausschüttung von im Mittel 183 %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle, jedoch vergleichbare Effekte auf die 

Neurotransmitterfreisetzung wie Capsaicin. 
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3.3 Intrazelluläre Kalziummobilisierung 

 

Neurotransmitterausschüttung wird durch intrazellulären Kalziumeinstrom 

vermittelt (Schneggenburger und Neher, 2000). Aus diesem Grund wurde die 

intrazelluläre Kalziummobilisierung von Capsaicin und trans-Pellitorin 

gemessen, um zu untersuchen, ob deren Signalwege kalziumvermittelt sind. 
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Abbildung 17: Kalziummobilisierung nach Inkubation mit Capsaicin oder trans-Pellitorin 

Intrazelluläre Kalziummobilisierung nach Stimulierung mit Capsaicin (A) oder  trans-Pellitorin (B) 

in den Konzentrationen 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse 

sind als mittlere Fläche unter der Kurve in Prozent zur Kontrolle (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit 

Standardabweichung dargestellt. n=3-5, tR=1-3. Signifikante Unterschiede zwischen den 

Behandlungen und zur Kontrolle wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA (A: p<0,001; 

B: p=0,002)  mit anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) getestet und mit den 

Buchstaben a, b und c gekennzeichnet. 

 

In den Konzentration 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM und 10 µM bewirkte Capsaicin 

eine Steigerung der intrazellulären Kalziummobilisierung um 42 ± 13 % 

(p<0,001), 85 ± 43 % (p<0,001), 55 ± 17 % (p<0,001) bzw. 31 ± 20 % 

(p=0,002) im Vergleich zur Kontrolle, wobei sich der Effekt von 0,1 µM 

Capsaicin zusätzlich signifikant von den Konzentrationen 0,01 µM (p<0,001), 

1 µM (p=0,005) und 10 µM (p<0,001) Capsaicin unterschied (Abbildung 17(A)). 

In Abbildung 17(B) ist zu erkennen, dass trans-Pellitorin in den Konzentrationen 

0,01 µM, 0,1 µM und 1 µM die intrazellulären Kalziummobilisierung signifikant 

um 50 ± 49 % (p=0,004), 74 ± 32 % (p<0,001) bzw. 57 ± 25 % (p=0,002) 

bezogen auf die unbehandelte Kontrolle erhöhte. 

A B 
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Abbildung 18: Kalziummobilisierung: Capsaicin vs trans-Pellitorin 

Intrazelluläre Kalziummobilisierung nach Stimulierung mit Capsaicin oder trans-Pellitorin in den 

Konzentrationen 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM und 10 µM in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind als 

mittlere Fläche unter der Kurve in Prozent zur Kontrolle (=100%) (Puffer mit 0,1 % Ethanol) mit 

Standardabweichung dargestellt. n=3-5, tR=1-3. Signifikante Unterschiede zwischen den 

Behandlungen in den verschiedenen Konzentrationen wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA 

(p=0,951) mit anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test (p=0,05) getestet und mit dem 

Buchstaben a gekennzeichnet. 

 

 

Im direkten Vergleich bezüglich der Effekte von Capsaicin und trans-Pellitorin 

auf die intrazelluläre Kalziummobilisierung (Abbildung 18) ist ersichtlich, dass 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Substanzen in den 

getesteten Konzentrationen vorhanden sind. Capsaicin und trans-Pellitorin 

zeigten in der Konzentration von 0,1 µM den stärksten Effekt auf die 

intrazelluläre Kalziummobilisierung mit im Mittel + 85 % bzw. + 74 %. 
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4 Einfluss von  trans-Pellitorin auf die Regulation 

ausgewählter Serotonin- und Dopaminrezeptoren und 

möglicher Bindungsrezeptoren 

 

Ein Vergleich der Effekte von trans-Pellitorin auf die Serotoninausschüttung und 

Dopaminfreisetzung mit denen von Capsaicin in den Konzentrationen 0,1 µM, 

1 µM und 10 µM zeigte, dass trans-Pellitorin in der Konzentration von 0,1 µM 

eine vergleichbare Erhöhung der Neurotransmitterausschüttung wie Capsaicin 

bewirkte. Zudem war der stimulierende Effekt von trans-Pellitorin in dieser 

Konzentration signifikant höher verglichen zur Kontrolle. In folgenden 

Versuchen wurde deshalb trans-Pellitorin in der Konzentration von 0,1 µM 

eingesetzt, um Auswirkungen auf die Regulation ausgewählter 

Neurotransmitterrezeptoren und möglicher Bindungsrezeptoren zu untersuchen. 

 

4.1 Serotonin-Rezeptoren: 5-HT 2A, 5-HT1A, 5HT1B 

 

Die Wirkung von trans-Pellitorin auf die Serotoninrezeptoren 5-HT2A, 5-HT1A 

und 5-HT1B wurde untersucht, da eine Aktivierung dieser Rezeptorsubtypen 

unter anderem mit Änderungen der Nahrungsaufnahme assoziiert ist (Fox et al., 

2010; Ebenezer und Surujbally, 2007; Lee et al., 2002). 
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Abbildung 19: Regulation der Serotoninrezeptoren na ch Stimulierung mit 0,1 µM 
trans-Pellitorin 

Genexpression der Serotoninrezeptoren 5-HT2A, 5-HT1A und 5-HT1B nach Inkubation mit 0,1 µM 

trans-Pellitorin zu verschiedenen Zeitpunkten in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind als 

mittlere x-fache Änderung zur unbehandelten Kontrolle (=1) mit Standardabweichung 

dargestellt. n=3, tR=1-3. Signifikante Unterschiede zwischen den Inkubationszeitpunkten und 

der Kontrolle wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA (5-HT2A: p=0,003; 5-HT1A: p=0,002; 

5-HT1B: p<0,001) mit anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test getestet (p=0,05)  

(***: p≤0,001, **: p<0,05, *: p<0,01). 

 

Aus Abbildung 19 ist ersichtlich, wie sich die Genregulation der 

Serotoninrezeptoren 5-HT2A, 5-HT1A und 5-HT1B, nach Inkubation mit 0,1 µM 

trans-Pellitorin nach unterschiedlichen Messungszeiten, änderte. 

Nach 15 Minuten Inkubation mit 0,1 µM trans-Pellitorin kam es zu einer 

Hinaufregulation des 5-HT2A-Rezeptors um das 2 ± 0,5-Fache (p<0,001) 

verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Auch nach sechs Stunden Inkubation 

war eine Hinaufregulation des 5-HT2A-Rezeptors um das 1,5 ± 0,5-Fache 

(p=0,006) zu erkennen. 

Nach einer Stunde und drei Stunden kam es beim 5-HT1A-Rezeptor zu einer 

Hinaufregulation um das 1,7 ± 0,8-Fache (p=0,007) bzw. 2,1 ± 0,8-Fache 

(p<0,001). 
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Der 5-HT1B-Rezeptor wurde einerseits nach 30 Minuten Inkubation um das 0,6 

± 0,2-Fache (p<0,001) hinunterreguliert, nach einer Stunde und sechs Stunden 

Inkubation andererseits um das 1,3 ± 0,2-Fache (p=0,002) bzw. 2,1 ± 0,3-Fache 

(p<0,001) signifikant hinaufreguliert. 

 

4.2 Dopamin-Rezeptoren: D 1, D2 

 

Der Effekt von trans-Pellitorin auf die Regulation der Dopaminrezeptoren D1 

und D2 wurde untersucht, da diese Subtypen mit einer Beeinflussung der 

Nahrungsaufnahme assoziiert sind (Terry et al., 1996). 
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Abbildung 20: Regulation der Dopaminrezeptoren nach  Stimulierung mit 0,1 µM 
trans-Pellitorin 

Änderungen der Regulation der Dopaminrezeptoren D1 und D2 nach Inkubation mit 0,1 µM 

trans-Pellitorin zu verschiedenen Zeitpunkten in SH-SY5Y Zellen. Die Ergebnisse sind als 

mittlere x-fache Änderung zur unbehandelten Kontrolle (=1) mit Standardabweichung 

dargestellt. n=3, tR=2-3. Signifikante Unterschiede zwischen den Inkubationszeitpunkten und 

der Kontrolle wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA (D2: p=0,027; D1: p=0,016) mit 

anschließendem Holm-Sidak post hoc-Test getestet (p=0,05) (***: p≤0,001, **: p<0,05; 

*: p<0,01). 
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Abbildung 20 zeigt den Einfluss von 0,1 µM trans-Pellitorin zu verschiedenen 

Inkubationszeitpunkten auf die Regulation der Genexpression der 

Dopaminrezeptoren D1 und D2. 

Es ist zu erkennen, dass der D2-Rezeptor zu den Inkubationszeitpunkten einer 

Stunde und sechs Stunden signifikant um das 1,4 ± 0,4-Fache (p<0,001) bzw. 

das 1,3 ± 0,4-Fache (p=0,008) verglichen zur unbehandelten Kontrolle 

hinaufreguliert wurde. 

Der D1-Rezeptor wurde nach 15 Minuten und einer Stunde jeweils um das 1,4 ± 

0,4-Fache (p=0,021) bzw. 1,4 ± 0,6-Fache (p=0,031) und nach sechs Stunden 

um das 1,6 ± 0,6-Fache (p=0,003) hinaufreguliert. 

 

4.3 Mögliche Bindungsrezeptoren von trans-Pellitorin:                

TRPV1, TRPA1, CNR1 

 

Capsaicin vermittelt die neurotransmitterstimulierende Wirkung über Bindung an 

den TRPV1-Rezeptor, ein nicht-selektiver Kationenkanal (Marinelli et al., 2005). 

Auch eine Aktivierung des TRPA1-Rezeptors durch Komponenten von Piper 

nigrum führte zu erhöhtem Kalziumeinstrom (Okumura et al., 2010) und die 

Aktivierung des Cannabinoidrezeptors 1 (CNR1) ist mit einer Beeinflussung der 

Nahrungsaufnahme assoziiert (Ravinet-Trillou et al., 2003). 
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Abbildung 21: Regulation möglicher Bindungsrezeptor en nach Stimulierung mit 0,1 µM 
trans-Pellitorin 

Änderungen der Regulation möglicher Bindungsrezeptoren (TRPV1, TRPA1, CNR1) nach 

Inkubation mit 0,1 µM trans-Pellitorin zu verschiedenen Zeitpunkten in SH-SY5Y Zellen. Die 

Ergebnisse sind als mittlere x-fache Änderung zur unbehandelten Kontrolle (=1) mit 

Standardabweichung dargestellt. n=3, tR=2-3. Signifikante Unterschiede zwischen den 

Inkubationszeitpunkten und der Kontrolle wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA 

(TRPV1: p=0,168; TRPA1: p=0,009; CNR1: p=0,006) mit anschließendem Holm-Sidak post 

hoc-Test getestet (p=0,05) (***: p≤0,001, **: p<0,05, *: p<0,01). 

 

 

In Abbildung 21 ist die Genregulation möglicher Bindungsrezeptoren nach 

Inkubation mit 0,1 µM trans-Pellitorin zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

dargestellt. 

Zu allen fünf Inkubationszeitpunkten hatte 0,1 µM trans-Pellitorin keinen 

signifikanten Einfluss auf eine Änderung der Regulation des TRPV1-Rezeptors. 

Eine Hinaufregulation war beim TRPA1-Rezeptor nach einer Stunde und sechs 

Stunden Inkubation mit 0,1 µM trans-Pellitorin um das 1,2 ± 0,1-Fache 

(p=0,004) bzw. 1,1 ± 0,2-Fache (p=0,027) zu erkennen. 

Der CNR1-Rezeptor wurde nach 15 Minuten Inkubation mit 0,1 µM trans-

Pellitorin um das 0,7 ± 0,2-Fache (p<0,001) hinunterreguliert. 
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E Diskussion 

 

Capsaicin, der mengenmäßig bedeutenste Scharfstoff des Capsicum annum L. 

(Chili) (Barceloux, 2009), führt zu einer Stimulierung der 

Neurotransmitterfreisetzung im Gehirn. Capsaicin hatte nach peripherer 

Injektion bei Ratten eine dreifache Erhöhung des Neurotransmitters Serotonin 

im Gehirn (rostrale ventromediale Medulla) zur Folge (Smith et al., 2006). Des 

Weiteren konnte eine Steigerung der Dopaminfreisetzung (+60 %) im Nucleus 

accumbens bei Ratten nach Mikroinjektion von 50 µM Capsaicin in die Area 

tegmentalis ventralis beobachtet werden und die Impulsfrequenz dopaminerger 

Neuronen wurde in vitro am stärksten durch Stimulierung mit 10 µM Capsaicin 

gesteigert (Marinelli et al., 2005). Dieser stimulierende Effekt von Capsaicin auf 

die Ausschüttung der Neurotransmitter Serotonin und Dopamin konnte in dieser 

Arbeit in vitro in SH-SY5Y Zellen bestätigt werden: 

Die Stimulierung mit 1 µM Capsaicin bewirkte die größte Steigerung der 

Serotoninausschüttung um 73 ± 51 % verglichen zur Kontrolle, aber auch eine 

Stimulierung mit 10 µM Capsaicin bewirkte eine Erhöhung der 

Serotoninausschüttung um 50 ± 26 %. Der sättigungsfördernde Effekt von 

Capsaicin und die damit einhergehende Verminderung der Nahrungsaufnahme 

(Westerterp-Plantenga et al., 2005) könnte, vermittelt durch Serotonin (Smith et 

al., 2006), auf eine Änderung appetitfördernder und appetitreduzierender 

Neuropeptide im Hypothalamus zurückzuführen sein.  

So führte einerseits eine intraperitoneale Gabe von Capsaicin bei Ratten zu 

einer verminderten Expression appetitanregender NPY Neuronen im Nucleus 

arcuatus und Nucleus paraventricularis und andererseits zu einer erhöhten 

Expression appetitreduzierender CCK Neuronen im Nucleus paraventricularis 

(Lee et al., 2004). Ebenso konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung der 

Serotoninkonzentration durch Fenfluramin zu einer Verringerung der 

Konzentration von NPY in Arealen des Hypothalamus und folglich zur 

verminderten Nahrungsaufnahme bei Ratten führte (Rogers et al., 1991). Es 

konnte auch ein Zusammenhang zwischen Serotonin und CCK gesehen 

werden, da eine Applikation des CCK-A Rezeptor Antagonisten Devazepid die 

Reduktion der Nahrungsaufnahme bei Ratten, ausgelöst durch Fenfluramin, 
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eine Substanz die die Serotoninkonzentration im synptischen Spalt erhöht, 

verminderte (Cooper et al., 1992). 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Screening mit verschiedenen 

Alkamiden in einem Konzentrationsbereich von 0,001 µM bis 10 µM in 

SH-SY5Y Zellen durchgeführt, um ihr Potential auf die Ausschüttung des 

sättigungsregulierenden Neurotransmitters Serotonin zu untersuchen. Den 

größten Effekt auf die Serotoninausschüttung mit mit einer Steigerung von bis 

zu +56 ± 22 % zur unbehandelten Kontrolle erzielte trans-Pellitorin (2E,4E-

Decadiensäure-N-isobutylamid), welches ein natürlich vorkommendes Alkamid 

ist, und unter anderem in den Früchten von Piper chaba (Zhang et al., 2008), 

Piper sarmentosum (Hussain et al., 2011) und Piper nigrum (schwarzer Pfeffer) 

vorkommt (Rho et al., 2007). 

Eine Validierung der Versuche bestätigte die fördernde Wirkung von 

trans-Pellitorin auf die Serotoninfreisetzung in SH-SY5Y Zellen. Die Exposition 

der SH-SY5Y Zellen mit trans-Pellitorin in der Konzentration von 0,1 µM führte 

zur stärksten Erhöhung der Serotoninfreisetzung um mehr als 40 ± 26 % 

verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Der Neurotransmitter Serotonin ist mit 

der Regulation der Nahrungsaufnahme assoziirt. So führte Serotoninmangel bei 

Ratten zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme (Breisch et al., 1976). Zudem 

führte eine Erhöhung der Serotoninkonzentration durch D-Fenfluramin bei 

adipösen Personen zu einer deutlichen Gewichtsabnahme, infolge einer 

verringerten Nahrungsaufnahme (Drent et al., 1995). Somit könnte trans-

Pellitorin, ähnlich wie Capsaicin, eine sättigungsfördernde Wirkung durch 

Erhöhung der Serotoninfreisetzung bewirken. Ebenso wie ein Serotoninmangel 

hat auch ein Dopaminmangel bei adipösen Ratten eine gesteigerte 

Nahrungsaufnahme zur Folge (Cordeira et al., 2010) und eine direkte Infusion 

von Dopamin in den lateralen Hypothalamus von Ratten führte zu einer 

deutlichen Reduktion der Nahrungsaufnahme (Yang et al., 1997). Capsaicin 

bewirkte bezüglich der Dopaminausschüttung eine dosisabhängige Steigerung 

mit einer Erhöhung um 1196 ± 535 % bei einer Konzentration von 10 µM 

verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Trans-Pellitorin wurde ebenso auf die 

Freisetzung des Neurotransmitters Dopamin in SH-SY5Y Zellen untersucht, 

dessen Stimulierung mit einer verminderten Nahrungsaufnahme assoziiert ist 



 60 

(Kuo, 2003). Eine maximale Stimulierung$der SH-SY5Y Zellen im getesteten 

Konzentrationsbereich mit 0,1 µM trans-Pellitorin führte zu einer Steigerung der 

Dopaminfreisetzung um 83 ± 55 % verglichen zur Kontrolle. 

Des Weiteren wurden Effekte von Capsaicin und trans-Pellitorin auf die 

intrazelluläre Kalziummobilisierung gezeigt, die eine zentrale Rolle bei der 

Neurotransmitterausschüttung spielt. Kalzium löst eine Fusion synaptischer 

Vesikel mit der präsynaptischen Membran und in weiterer Folge die Freisetzung 

von Neurotransmittern aus (Augustine, 2001; Schneggenburger und Neher, 

2000). Capsaicin bewirkt eine Erhöhung der intrazellulären 

Kalziumkonzentration durch Kalziumeinstrom über Aktivierung des TRPV1-

Rezeptors, möglicherweise durch Phosphorylierung des nachgeschaltenen 

Signalfaktors Ca2+/Kalmodulin-abhängige Proteinkinase II (Han et al., 2012). 

Eine zweiter Weg der Kalziumfreisetzung durch Capsaicin stellt die 

Stimulierung intrazellulärer Ryanodin-sensitiver Kalziumspeicher dar (Eun et al., 

2001). 

Eine Stimulierung mit 0,1 µM Capsaicin bewirkte die größte Erhöhung der 

Kalziummobilisierung mit +85 ± 43 %, ebenso wie trans-Pellitorin mit 

+74 ± 32 % verglichen zu den unbehandelten Kontrollen. Dieses Ergebnis 

stimmt mit denen einer anderen in vitro Studie überein, bei der die Behandlung 

von Capsaicin und Nonivamid, ein Capsaicin Analog, ebenfalls zu einer 

erhöhten Kalziummobilisierung in SH-SY5Y Zellen führte (Rohm et al., 2013). 

Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass trans-Pellitorin neben einer Steigerung 

der intrazellulären Kalziumkonzentration durch Aktivierung nicht-selektiver 

Kationenkanäle, auch eine Kalziumfreisetzung aus intrazellulären Ryanodin-

sensitiven Kalziumspeichern bewirkt (Eun et al., 2001). 

Die Hauptintention dieser Arbeit war, eine Substanz zu finden, die auf ähnliche 

Weise wie Capsaicin die Freisetzung der Neurotransmitter Serotonin und 

Dopamin stimuliert, und jedoch nicht so scharf schmeckt. Die Ergebnisse 

bezüglich der Serotonin- und Dopaminausschüttung und der intrazellulären 

Kalziummobilisierung von Capsaicin und trans-Pellitorin wurden miteinander 

verglichen. Dieser Vergleich ergab, dass Capsaicin in den Konzentrationen 

1 µM und 10 µM ein stärkeres Stimulans in Bezug auf Serotoninfreisetzung 

(173 ± 51 % bzw. 150 ± 26 %) und Dopaminfreisetzung (594 ± 216 % bzw. 
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1296 ± 535 %) verglichen mit trans-Pellitorin ist. Jedoch erzielte trans-Pellitorin 

in der Konzentration 0,1 µM hinsichtlich der Serotonin- und 

Dopaminausschüttung mit 140 ± 26 % bzw. 183 ± 55 % vergleichbare Effekte 

wie Capsaicin (112 ± 22 % bzw. 221 ± 35 %). 

Aufgrund dessen wurde in der Konzentration von 0,1 µM der Effekt von trans-

Pellitorin auf die Expression ausgewählter Rezeptorsubtypen von Serotonin 

(5HT2A, 5-HT1A, 5-HT1B) und Dopamin (D2, D1) untersucht, die über neuronale 

Signalwege mit einer Beeinflussung der Nahrungsaufnahme assoziiert sind. 

Der 5-HT2C-Rezeptor, der mit einer Reduktion der Nahrungsaufnahme bei 

Ratten assoziiert ist (Lam et al., 2008), wurde in den neuronalen SH-SY5Y 

Zellen nicht exprimiert und wurde deshalb in dieser Arbeit nicht auf eine 

mögliche Beeinflussung untersucht. 

Ein Einfluss von 0,1 µM trans-Pellitorin auf die Genexpression des 

5-HT2A-Rezeptors konnte nach 15 Minuten und sechs Stunden nachgewiesen 

werden. Es kam zu einer Hinaufregulation um das 2 ± 0,5-Fache bzw. das 1,5 ± 

0,5-Fache verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Eine intraperitoneale 

Injektion von TCB-2, ein 5-HT2A-Rezeptor Agonist, zeigte, dass der 5-HT2A-

Rezeptor, unter anderem, mit einer verminderten Nahrungsaufnahme assoziiert 

ist (Fox et al., 2010). Dieses Ergebnis konnte in einer weiteren Studie bekräftigt 

werden, bei der DOI (2,5-Dimethoxy-4-iodamphetamin), ein 5-HT2A/2C-Rezeptor 

Agonist, zu einer Inhibierung des appetitanregenden Effekts von Neuropeptid Y 

(NPY) nach Injektion beider Substanzen in den Nucleus paraventricularis des 

Hypothalamus führte, was eine verringerte Nahrungsaufnahme bei Mäusen zur 

Folge hatte (Currie et al., 2002). Eine subkutane Applikation von Capsaicin bei 

Ratten führte zu einer erhöhten Expression des 5-HT2A-Rezeptors in Teilen des 

Gehirns (Zavitsanou et al., 2010), was zu einer verminderten Expression 

appetitanregender NPY Neuronen führte und eine Reduktion der 

Nahrungsaufnahme zur Folge hatte (Lee et al., 2004; Currie et al., 2002). Des 

Weiteren konnte ein inhibierender Effekt von Serotonin und DOI auf das 

appetitanregende Peptid Ghrelin nachgewiesen werden, indem Serotonin bzw. 

der Agonist jeweils vor Ghrelin in den Nucleus paraventricularis injiziert wurden, 

was in beiden Fällen zu einer verminderten Nahrungsaufnahme bei Mäusen 

führte (Currie et al., 2010). 
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Ebenso steht auch der 5-HT1A-Rezeptor mit einer Beeinflussung der 

Nahrungsaufnahme in Zusammenhang. In einer Konzentration von 0,1 µM 

bewirkte trans-Pellitorin nach einer Stunde und drei Stunden Inkubation einen 

hinaufregulierenden Effekt um das 1,7 ± 0,8-Fache bzw. 2 ± 0,8-Fache auf die 

Genexpression. 

Einerseits war bei Mäusen nach subkutaner Gabe von 8-OH-DPAT, einem 

5-HT1A-Rezeptor Agonisten, eine dosisabhängige Steigerung der 

Nahrungsaufnahme zu erkennen. Durch gleichzeitige Gabe des Agonisten und 

WAY 100635, einem 5-HT1A-Rezeptor Antagonisten, war eine Blockierung des 

hyperphagen Effekts zu erkennen (Ebenezer und Surujbally, 2007). 

Andererseits führte Serotonin über den 5-HT1A-Rezeptor zu einer 

Hyperpolarisierung von murinen Orexin Neuronen (Muraki et al., 2004), was 

einen inhibierenden Effekt auf des appetitfördernde Neuropeptid Orexin im 

lateralen Hypothalamus zur Folge haben könnte (Sakurai et al., 1998). 

Schließlich konnte ein Effekt in der vorliegenden Arbeit von 0,1 µM 

trans-Pellitorin auf die Regulation der Genexpression des 5-HT1B-Rezeptors 

gezeigt werden. Nach 30 Minuten Inkubation wurde der Rezeptor um das 0,6 ± 

0,2-Fache hinunterreguliert und nach einer Stunde und sechs Stunden 

Inkubation um das 1,3 ± 0,2-Fache bzw. 2,1 ± 0,3-Fache hinaufreguliert.  

Eine Stimulierung des 5-HT1B-Rezeptor mit dem Agonisten CP-94,253 führte zu 

einer deutlichen Verminderung der Nahrungsaufnahme bei Ratten, ohne das 

natürliche Fressverhalten zu stören (Lee et al., 2002). Diese appetitzügelnde 

Wirkung, vermittelt durch Aktivierung des 5-HT1B-Rezeptors, wurde ebenfalls 

bei Mäusen nach intraperitonealer Applikation von D-Fenfluramin bekräftigt. Der 

Mechanismus über den D-Fenfluramin via des 5-HT1B-Rezeptors die 

hypophage Wirkung vermittelt, könnte das Melanocortinsystem sein, denn 

D-Fenfluramin und der 5-HT1B-Rezeptor Agonist CP-94,253 verloren ihre 

Wirkung bei Melanocortinrezeptor 4 (MC4) knockout Mäusen. Des Weiteren 

konnte ein inhibierender Effekt des 5-HT1B-Rezeptors auf AgRP-Neuronen im 

Nucleus arcuatus gezeigt werden, die den appetitanregenden MC4-Rezeptor 

Antagonisten AgRP produzieren (Heisler et al., 2006). 

Trans-Pellitorin könnte somit durch Erhöhung der Serotoninausschüttung im 

Gehirn sättigungsfördernd wirken und zu einer Reduktion der 
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Nahrungsaufnahme führen, indem es möglicherweise über Aktivierung der 

Serotoninrezeptoren 5-HT2A und 5-HT1B in Arealen des Hypothalamus zu einer 

Inhibierung appetitfördernder Neuropeptide, wie NPY und AgRP, führt. 

 

Ebenfalls im Zusammenhang mit einer Beeinflussung der Nahrungsaufnahme 

steht der Dopaminrezeptor D2 (Terry et al., 1996), dessen Genexpression nach 

Stimulierung der SH-SY5Y-Zellen eine bzw. sechs Stunden mit 0,1 µM 

trans-Pellitorin um das 1,4 ± 0,4-Fache bzw. das 1,3 ± 0,4-Fache verglichen zur 

Kontrolle hinaufreguliert wurde. Bei adipösen Ratten war im dorsalen Striatum 

der D2-Rezeptor hinunterreguliert, verglichen mit normalen Ratten. Ein 

knockdown des D2-Rezeptors im dorsalen Striatum führte zu einer Erhöhung 

der Nahrungsaufnahme (Johnson und Kenny, 2010). Dies geht mit Ergebnissen 

einer Humanstudie einher, die die Verfügbarkeit des D2-Rezeptors im dorsalen 

striatum, welches bei Belohnung und Motivation eine wichtige Rolle spielt, in 

Proportion zum BMI adipöser Probanden zeigte. Je höher der BMI der 

Probanden, desto geringer war die Verfügbarkeit des D2-Rezeptors im dorsalen 

striatum (Wang et al., 2001). Ebenfalls eine geringere Verfügbarkeit an 

D2-Rezeptoren im dorsalen striatum wurde bei Suchtverhalten, wie Alkohol- 

oder Nikotinabhängigkeit, festgestellt (Hietala et al., 1994; Fehr et al., 2008), 

was bedeuten könnte, dass Adipositas auf ein suchtartiges Essverhalten, 

bedingt durch einen Mangel an D2-Rezeptoren im dorsalen striatum, 

zurückzuführen wäre. Außerdem zeigten adipöse im Vergleich zu 

normalgewichtigen Personen mit einem genetischen Polymorphismus, der mit 

geringerer Verfügbarkeit des D2-Rezeptors assoziiert ist, eine verminderte 

Aktivität des dorsalen striatum als Reaktion auf belohnende Reize, wie Bilder 

wohlschmeckender Speisen. Dies könnte die erhöhte Nahrungsaufnahme bei 

adipösen Personen als eine mögliche Kompensation der verminderten 

Belohnung, die normalerweise durch Essen ausgelöst wird, erklären (Stice et 

al., 2008). 

Schließlich wurde eine Hinaufregulation der Expression des Dopaminrezeptors 

D1, der wie der D2-Rezeptor mit einer Beeinflussung der Nahrungsaufnahme 

assoziiert ist (Terry et al., 1996), nach 15 Minuten, einer Stunde und sechs 

Stunden Stimulierung mit 0,1 µM trans-Pellitorin um das 1,4 ± 0,4-Fache, 1,4 ± 
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0,6-Fache bzw. 1,6 ± 0,6-Fache gezeigt. Gewichtsreduktion und verminderte 

Nahrungs-aufnahme bei adipösen Ratten nach chronischer subkutaner 

Applikation von Tesofensin, einem dreifach Monoamin-Wiederaufnahme-

Hemmer, wurden unter anderem durch Beteiligung des D1-Rezeptors vermittelt 

(Axel et al., 2010). 

Eine Beteiligung beider Dopaminrezeptoren D1 und D2 an einer Reduktion der 

Nahrungsaufnahme wurde nach gleichzeitiger intraperitonealer Gabe eines D1 

und D2 Agonisten (SKF + QNP) bei Ratten gezeigt, wobei deren 

gewichtsreduzierende und appetitzügelnde Wirkung nur in Kombination auftrat. 

Eine zusätzliche intracerebroventriculäre Injektion eines NPY antisenses konnte 

die Wirkung der Agonisten verstärken, was auf eine D1-,D2-Rezeptor und NPY 

vermittelte Verringerung der Nahrungsaufnahme schließen lässt (Kuo, 2003). 

Neben dem Einfluss von trans-Pellitorin auf das serotonerge System und die 

damit verbundene Beeinflussung der Nahrungsaufnahme, könnte eine 

Stimulierung der Dopaminfreisetzung im zentralen Nervensystem durch 

trans-Pellitorin sowohl das Belohnungssystem via Aktivierung des 

Dopaminrezeptors D2 als auch das Sättigungszentrum via Aktivierung beider 

Dopaminrezeptoren D1 und D2 durch Inhibierung appetitanregender 

Neuropeptide beeinflussen, was mit einer Verringergung der 

Nahrungsaufnahme assoziiert ist. 

 

Um erste Hinweise auf einen zugrundeliegenden Signalweg zu bekommen, 

wurde der Effekt von trans-Pellitorin auf die möglichen Bindungsrezeptoren 

TRPV1, TRPA1 und CNR1 untersucht. Durch Aktivierung der Rezeptoren 

TRPV1 und TRPA1 kommt es kalziumvermittelt zur Neurotransmitterfreisetzung 

(Marinelli et al., 2005; Okumura et al., 2010). Des Weiteren spielt eine 

Aktivierung des CNR1-Rezeptors durch das Endocannabinoid Anandamid, eine 

dem Capsaicin strukturell ähnliche  Substanz, eine Rolle bei der 

Nahrungsaufnahme (Williams und Kirkham, 1999). Zusätzlich ist Anandamid ein 

Agonist des TRPV1-Rezeptors, dessen Affinität zum Rezeptor jedoch 

schwächer ist als von Capsaicin (Ross, 2003). Aus diesen Gründen wurde der 

Einfluss von 0,1 µM trans-Pellitorin auf die Genregulation dieser ausgewählten 

Rezeptoren in vitro in SH-SH5Y Zellen untersucht. 
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Capsaicin vermittelt dessen Wirkung über Bindung an den nicht-selektiven 

Kationenkanal TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) (O´Neill et al., 

2012). Frühere in vitro Studien zeigten, dass eine Aktivierung des 

kalziumdurchlässigen TRPV1-Rezeptors durch Capsaicin zu erhöhtem 

Kalziumeinstrom führte, was eine Stimulierung der Neurotransmitter-

ausschüttung zur Folge hatte (Lam et al., 2007, Marinelli et al., 2005). Dies 

wurde auch in einer neueren in vitro Studie in SH-SY5Y Zellen bestätigt, bei der 

durch Zugabe des selektiven TRPV1 Inhibitors Butylcyclohexanol der dopamin- 

und serotoninstimulierende Effekt von Capsaicin signifikant verringert werden 

konnte. Außerdem wurde nachgewiesen, dass Nonivamid, ein synthetisches 

Capsaicin Analog, kalziumabhängig zu einer vergleichbaren Steigerung der 

Serotonin- und Dopaminfreisetzung wie Capsaicin in SH-SY5Y führte (Rohm et 

al., 2013). Trotz struktureller Ähnlichkeit mit Capsaicin zeigte eine Inkubation 

mit 0,1 µM trans-Pellitorin keinen Einfluss auf die Genregulation des TRPV1-

Rezeptors, was einen TRPV1-Rezeptor vermittelten Signalweg 

unwahrscheinlich macht. Dies wäre durchaus möglich, da Nonivamid ebenfalls 

TRPV1-Rezeptor unabhängig die Serotonin- und Dopaminfreisetzung in 

SH-SY5Y Zellen stimulierte (Rohm et al., 2013). 

Hingegen konnte ein hinaufregulierender Effekt von 0,1 µM trans-Pellitorin nach 

einer und sechs Stunden Inkubation auf die Genexpression des 

TRPA1-Rezeptors um das 1,2 ± 0,1-Fache bzw. 1,1 ± 0,2-Fache festgestellt 

werden. Der kalziumdurchlässige Kationenkanal TRPA1 (Transient Receptor 

Potential Ankyrin 1) ist in Haarzellen, Neuronen der Spinalganglien und 

trigeminalen Neuronen zu finden (Pedersen et al., 2005). Er wird unter anderem 

durch Allicin, scharf schmeckender Inhaltsstoff des Knoblauchs (Macpherson et 

al., 2005), Allylisothiocyanat, scharfer Inhaltsstoffe von Senfölen (Jordt et al., 

2004) oder auch durch das nicht scharf schmeckende Capsaicin-Analog 

Capsiat aktiviert (Shintaku et al., 2012). Des Weiteren wurde auch ein erhöhter 

Kalziumeinstrom in TRPA1-Rezeptor exprimierenden HEK-Zellen durch 

N-Isobutyl-(2E,4E)-tetradeca-2,4,-diamid gezeigt, ein Inhaltsstoff des 

schwarzen Pfeffers, der trans-Pellitorin strukturell sehr ähnlich ist (Okumura et 

al., 2010). Diese Ergebnisse geben Aufschluss über mögliche 

Bindungseigenschaften von trans-Pellitorin, da diese Ergebnisse mit der hier 
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gezeigten Hinaufregulation der Genexpression des TRPA1-Rezeptors und der 

erhöhten Kalziummobilisierung durch trans-Pellitorin einhergehen. 

Trans-Pellitorin zeigte weiters einen Effekt auf die Genregulation des 

Cannabinoidrezeptors 1 (CNR1). Nach 15 Minuten zeigte eine Stimulierung mit 

0,1 µM trans-Pellitorin eine Hinunterregulation der Genexpression des 

CNR1-Rezeptors um das 0,7 ± 0,2-Fache. Der G-Protein-gekoppelte CNR1-

Rezeptor wird hauptsächlich im Zentralen Nervensystem, wie Riechkolben, 

Hippocampus, Amygdala, Basalganglien, Neclei des Thalamus und des 

Hirnstamms, Hypothalamus, aber auch im peripheren Gewebe, wie 

Fettgewebe, Leber, Skelettmuskel, Pankreas, exprimiert (Bermudez-Silva et al., 

2010). Der CNR1-Rezeptor spielt eine wesentliche Rolle bei der 

Nahrungsaufnahme. Nach subkutaner Gabe des Endocannabinoids Anandamid 

und oraler Gabe des exogenen Cannabinoids Delta-9-tetrahydrocannabinol 

konnte bei Ratten eine gesteigerte Nahrungsaufnahme beobachtet werden, 

welche nach subkutaner Applikation des CNR1-Rezeptor Antagonisten 

SR141716 vermindert wurde (Williams und Kirkham, 1999; Williams und 

Kirkham, 2002). Die Involvierung des CNR1-Rezeptors bei der 

Nahrungsaufnahme konnte bekräftigt werden, da eine orale Gabe des 

CNR1-Rezeptor Antagonisten SR141716 bei CNR1-Rezeptor knockout Mäusen 

zu keiner Reduktion der Nahrungsaufnahme führte (Ravinet-Trillou et al., 2003). 

Die Hinunterregulation der Genexpression des CNR1-Rezeptors könnte eine 

mögliche antagonistische Rolle für trans-Pellitorin bedeuten und so einen 

Beitrag zur Reduktion der Nahrungsaufnahme leisten. 

Hinsichtlich der Pharmakokinetik von trans-Pellitorin konnte eine Studie nach 

oraler Gabe von 500 mg/kg eines Extraktes (mPellitorin= 52,10 mg/g, cPellitorin= 23 

mM) der Pflanze Piper sarmentosum im Plasma von Ratten nach acht Stunden 

eine maximale Konzentration von 34,8 ng/mL trans-Pellitorin (0,155 µM) zeigen. 

Außerdem wurde sechs Stunden nach Gabe des Extraktes Pellitorin in diversen 

Organen wie, Darm, Leber, Lunge, Nieren und Herz, nachgewiesen (Hussain et 

al., 2011).  

Wird bei trans-Pellitorin, aufgrund struktureller Ähnlichkeit, angenommen, dass 

es wie Capsaicin die Blut-Hirn-Schranke passieren kann (Donnerer et al., 1990; 

Kang und Kim, 1999), dann könnte trans-Pellitorin nach oraler Aufnahme, 

resultierend in einer Endkonzentration von 0,1 µM im Blut, die Freisetzung der 
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Neurotransmitter Serotonin und Dopamin im Gehirn stimulieren. Um eine 

Endkonzentration von 0,1 µM trans-Pellitorin im Plasma zu erreichen müsste 

16,7 mg trans-Pellitorin/kg KG aufgenommen werden, basierend auf den 

pharmakokinetischen Erkenntnissen bei Ratten, dass die Aufnahme einer Dosis 

von 26,05 mg Pellitorin/kg KG zu einer Plasmakonzentration von 0,155 µM 

führte (Hussain et al., 2011). 
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Schlussbetrachtung 

 

Übergewicht und Adipositas sind prinzipiell die Folge einer Imbalance zwischen 

aufgenommener und verbrauchter Energie. Beide Erkrankungen stellen wetweit 

ein großes Problem dar. Sie gelten als Risikofaktoren für kardiovaskuläre 

Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ II und einige Krebserkrankungen. Eine 

Möglichkeit Übergewicht und Adipositas zu reduzieren stellt eine Reduktion der 

Energieaufnahme dar (WHO, 2013). 

Die Hauptintention dieser Arbeit war, eine Substanz zu finden, die auf ähnliche 

Weise wie Capsaicin die Freisetzung der sättigungsregulierenden 

Neurotransmitter Serotonin und Dopamin stimuliert, ohne jedoch scharf zu 

schmecken, was den Einsatz von Capsaicin limitiert. Die stimulierende Wirkung 

von Capsaicin im Gehirn auf die Freisetzung der Neurotransmitter Serotonin 

(Smith et al., 2006) und Dopamin (Marinelli et al., 2005), vermittelt durch 

intrazelluläre Kalziumeinstrom (Lam et al., 2007) konnte in vitro in SH-SY5Y 

Zellen bestätigt werden. 

Eine Stimulierung mit 1 µM und 10 µM Capsaicin führte zu einer deutlichen 

Erhöhung der Serotoninausschüttung um 73 ± 51 % bzw. 50 ± 26 % verglichen 

zur unbehandelten Kontrolle. Bezüglich der Dopaminausschüttung bewirkte 

Capsaicin eine dosisabhängige Steigerung um bis zu 1196 ± 525 % in einer 

Konzentration von 10 µM. In allen getesteten Konzentrationen (0,1 µM, 1 µM, 

10 µM) führte Capsaicin zu einer erhöhten Kalziummobilisierung verglichen zur 

Kontrolle.  

Ein Mangel der Neurotransmitter Serotonin und Dopamin führte zu einer 

gesteigerten Nahrungsaufnahme (Breisch et al., 1976; Cordeira et al., 2010), 

während eine Stimulierung dieser Neurotransmitter eine Reduktion der 

Nahrungsaufnahme mit einhergehender Gewichtsabnahme zur Folge hatte 

(Drent et al., 1995; Yang et al., 1997).  

Capsaicin zeigte appetitreduzierende Effekte, die mit einer verminderten 

Energieaufnahme einhergingen (Yoshioka et al., 1999; Westerterp-Plantenga et 

al., 2005). Diese sättigungsfördernde Wirkung von Capsaicin ist mit einer 

Beeinflussung appetitfördernder und appetitreduzierender Neuropeptide im 
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Hypothalamus assoziiert (Lee et al., 2004). Eine Erhöhung der Expression des 

5-HT2A-Rezeptors und des D1-Rezeptors im Gehirn nach Capsaicin-Applikation 

(Zavitsanou et al., 2010), deren Aktivierung zu einer Reduzierung der 

Nahrungsaufnahme führt (Fox et al., 2010; Kuo, 2003), konnte dies bekräftigen. 

 

In der vorliegenden Arbeit zeigte ein Screening von verschiedenen Alkamiden 

bezüglich Serotoninfreisetzung in SH-SY5Y Zellen, dass trans-Pellitorin den 

größten Effekt aufweisen konnte. Ein Vergleich von trans-Pellitorin mit 

Capsaicin hinsichtlich der Serotonin- und Dopaminausschüttung in SH-SY5Y 

Zellen ergab, dass Capsaicin generell ein stärkeres Stimulans bezüglich der 

Neurotransmitterausschüttung darstellt. In der Konzentration von 0,1 µM jedoch 

konnte trans-Pellitorin bei der Serotoninfreisetzung (140 ± 26 %) und 

Dopaminfreisetzung (183 ± 55 %) vergleichbare Effekte  wie Capsaicin (112 ± 

22 % bzw. 221 ± 35 %) erzielen. 

Aufgrund dessen wurde in dieser Konzentration der Effekt von trans-Pellitorin 

auf die Expression ausgewählter Rezeptorsubtypen von Serotonin und 

Dopamin, die über neuronale Signalwege mit einer Beeinflussung der 

Nahrungsaufnahme assoziiert sind, in SH-SY5Y Zellen untersucht. Trans-

Pellitorin konnte in der Konzentration von 0,1 µM eine Beeinflussung der 

Serotoninrezeptoren 5-HT2A, 5-HT1A, 5-HT1B und der Dopaminrezeptoren D1 

und D2 zeigen.  

Eine Aktivierung dieser Rezeptoren ist mit einer verminderten 

Nahrungsaufnahme assoziiert (Fox et al., 2010; Ebenezer und Surujbally, 2007; 

Lee et al., 2002; Terry et al., 1996), die via Reduktion appetitanregender 

Neuropeptide wie NPY, Orexin, AgRP oder Ghrelin vermittelt wird (Currie et al., 

2002; Currie et al., 2010; Muraki et al., 2004). Somit könnte trans-Pellitorin die 

homöostatische Regelung der Nahrungsaufnahme beeinflussen. Außerdem 

könnte trans-Pellitorin durch eine Aktivierung des D2-Rezeptors in das 

Belohnungssystem eingreifen, da eine geringere Verfügbarkeit des 

D2-Rezeptors mit Suchtverhalten (Hietala et al., 1994; Fehr et al., 2008) und 

überhöhter Nahrungsaufnahme bei adipösen Personen assoziiert ist (Stice et 

al., 2008). 
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Trans-Pellitorin könnte dessen Wirkung über Bindung an den TRPA1-Rezeptor 

vermitteln, im Gegensatz zu Capsaicin, das über Bindung an den TRPV1-

Rezeptor zu einer Erhöhung der Neurotransmitterausschüttung führt (Marinelli 

et al., 2005). Vergleichbar mit Nonivamid, einem strukturellen Analog von 

Capsaicin, das ebenso über einen TRPV1-Rezeptor unabhängigen Signalweg 

zu einer Steigerung der Serotonin- und Dopaminfreisetzung in SH-SY5Y Zellen 

führte (Rohm et al., 2013). Zusätzlich könnte trans-Pellitorin als möglicher 

CNR1-Rezeptor Antagonist zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme 

beitragen (Ravinet-Trillou et al., 2003). 

 

Zusammenfassend stimulierte das, unter anderem, im schwarzen Pfeffer 

natürlich vorkommende, nicht scharf schmeckende Alkamid trans-Pellitorin 

(Obst et al., 2013; Rho et al., 2007) möglicherweise TRPA1-Rezeptor vermittelt 

und kalziumabhängig die Serotonin- und Dopaminfreisetzung in SH-SY5Y 

Zellen und erzielte in der Konzentration von 0,1 µM vergleichbare Effekte wie 

Capsaicin. Ähnliche appetitreduzierende Effekte wie Capsaicin (Westerterp-

Plantenga et al., 2005) könnte trans-Pellitorin durch Aktivierung der 

Serotoninrezeptoren 5-HT2A, 5-HT1A, 5-HT1B und der Dopaminrezeptoren D1 

und D2 bewirken, deren Aktivierung mit einer verminderten Nahrungsaufnahme 

assoziiert ist (Fox et al., 2010; Ebenezer und Surujbally, 2007; Lee et al., 2002; 

Terry et al., 1996). 

 

Um genauere Aufschlüsse über die Wirkungsmechanismen von trans-Pellitorin 

zu bekommen, sollten weitere mechanistische Studien mit selektiven Agonisten 

und Antagonisten in Co-Inkubation mit trans-Pellitorin hinsichtlich der 

Aktivierung von TRPA1- und CNR1-Rezeptor bzw. Serotonin- und 

Dopaminrezeptoren in vitro durchgeführt werden. In weiterer Folge sollte der 

Effekt von trans-Pellitorin auf die Freisetzung appetitregulierender 

Neuropeptide, wie NPY oder Ghrelin, untersucht werden, um die 

sättigungsfördernde Wirkung bestätigen zu können. Abschließend sollten 

in vivo Studien zur Verifizierung des sättigungsfördernden und 

appetitreduzierenden Effekts von trans-Pellitorin durchgeführt werden. 
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F Zusammenfassung 

Übergewicht stellt ein globales Problem dar und ist, unter anderem, auf eine zu 

hohe Energieaufnahme zurückzuführen (WHO, 2013). Capsaicin erhöht 

kalziumabhängig durch Aktivierung des TRPV1-Rezeptors die Ausschüttung 

der Neurotransmitter Serotonin und Dopamin (Lam et al., 2007; Marinelli et al., 

2005; Smith et al., 2006). Eine Stimulierung dieser Neurotransmitter bewirkt 

eine Reduktion der Nahrungsaufnahme, was eine Gewichtsabnahme zur Folge 

hatte (Drent et al., 1995; Yang et al., 1997).  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die neurotransmitterstimulierenden Effekte 

von Capsaicin in vitro in neuronalen SH-SY5Y Zellen bestätigt und eine weniger 

scharfe und strukturell ähnliche Substanz mit vergleichbaren Effekten gesucht. 

Ausgewählte Alkamide wurden getestet und das potenteste Alkamid hinsichtlich 

der Neurotransmitterausschüttung mit Capsaicin verglichen. Weiters wurde der 

Einfluss auf die Genregulation ausgewählter Serotonin- und 

Dopaminrezeptoren untersucht, deren Aktivierung mit einer verminderten 

Nahrungsaufnahme assoziiert ist. Schließlich wurden Effekte auf mögliche 

Bindungsrezeptoren untersucht, um einen ersten Hinweis auf den 

zugrundeliegenden Signalweg zu bekommen. 

Capsaicin führte in der Konzentration von 1 µM zu einer maximalen Erhöhung 

der Serotoninausschüttung um 73 ± 51 % und 10 µM zu einer maximalen 

Steigerung der Dopaminausschüttung um 1196 ± 535 % verglichen zur 

unbehandelten Kontrolle. Das potenteste Alkamid, trans-Pellitorin, führte in der 

Konzentration von 0,1 µM zur größten Erhöhung der Serotoninfreisetzung um 

40 ± 26 % und zu einer Erhöhung der Dopaminfreisetzung um 83 ± 55 % 

verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Die Effekte von trans-Pellitorin in der 

Konzentration von 0,1 µM hinsichtlich der Ausschüttung von Serotonin (140 ± 

26 %) und Dopamin (183 ± 55 %) waren vergleichbar mit denen von Capsaicin 

(112 ± 22 % bzw. 221 ± 35 %). Außerdem führte ein Inkubation mit 0,1 µM 

trans-Pellitorin zu einer zeitabhängigen Regulation der Serotoninrezeptoren 

5-HT2A, 5-HT1A, 5-HT1B und der Dopaminrezeptoren D1 und D2. Des Weiteren 

führte eine Inkubation mit 0,1 µM trans-Pellitorin zu einer Erhöhung der 

Expression des TRPA1-Rezeptors und zu einer Verminderung des CNR1-
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Rezeptors in neuronalen SH-SY5Y-Zellen. Jedoch wurde kein Effekt auf die 

Genexpression des TRPV1-Rezeptors nachgewiesen. 

Eine Inkubation mit trans-Pellitorin führte, möglicherweise kalziumabhängig 

über Aktivierung des TRPA1-Rezeptors, zu einer vermehrten Freisetzung der 

Neurotransmitter Serotonin und Dopamin in neuronalen SH-SY5Y Zellen. In der 

Konzentration 0,1 µM erzielte trans-Pellitorin ähnliche Wirkungen wie 

Capsaicin. In anschließenden Studien sollte geklärt werden, ob trans-Pellitorin, 

unter anderem, durch Aktivierung der sättigungsvermittelnden Serotonin- und 

Dopaminrezeptoren vergleichbare appetitreduzierende Effekte bei Menschen 

bewirkt. 
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G Abstract 

 

Overweight is a worldwide problem, which is, among others, a result of an 

overconsumption of energy (WHO, 2013). Capsaicin increases, 

Ca2+-dependently via activation of the TRPV1-receptor, the release of the 

neurotransmitters serotonin and dopamine (Lam et al., 2007; Marinelli et al., 

2005; Smith et al., 2006). A stimulation of these neurotransmitters is associated 

with reduced food intake, resulting in weight loss (Drent et al., 1995; Yang et al., 

1997).  

This thesis aimed to confirm the neurotransmitter-stimulating effect of capsaicin 

in vitro in neuronal SH-SY5Y cells and to identify a less pungent structural 

related compound, with effects comparable with those of capsaicin. Selected 

natural alkamides were screened and the most effective compound was 

compared to capsaicin regarding its potency to stimulate neurotransmitter 

release. In addition, the effect on serotonin and dopamine receptor gene 

expression, whose activation is associated with a decrease in food intake, was 

examined. Finally, the impact on possible target receptors was studied in order 

to get an insight on the underlying signalling pathway.  

Capsaicin most potently increased the release of serotonin at a concentration of 

1 µM by 73 ± 51 % and the release of dopamine at a concentration of 10 µM by 

1196 ± 535 % compared to non-treated control cells. The most effective 

alkamide was trans-pellitorine, which increased at a concentration of 0.1 µM the 

release of serotonin by 40 ± 26 % and the release of dopamine by 83 ± 55 % 

compared to non-treated control cells. The effects of trans-pellitorine at the 

most potent concentration of 0.1 µM on serotonin (140 ± 26 %) and dopamine 

(183 ± 55 %) release were comparable to those of capsaicin (112 ± 22 % or 

221 ± 35 %). In addition, incubation with 0.1 µM trans-pellitorine also led to a 

time-dependent regulation of the serotonin receptors 5-HT2A, 5-HT1A, 5-HT1B 

and the dopamine receptors D1 und D2. Moreover, incubation with 0.1 µM trans-

pellitorine increased the expression of the TRPA1 mRNA and reduced the 

expression of the CNR1 mRNA in neuronal SH-SY5Y cells. No effect on TRPV1 

gene expression was detected.  
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Incubation with trans-pellitorine increased, possibly via a TRPA1-mediated, 

Ca2+-dependent mechanism, the release of the neurotransmitter serotonin and 

dopamine in neuronal SH-SY5Y cells.  

A concentration of 0.1 µM trans-pellitorine had similar effects regarding 

neurotransmitter release like capsaicin. In further studies it should be 

investigated, if trans-pellitorine may unfold anorectic effects, among others, via 

activation of satiety-mediating serotonin and dopamine receptors in humans. 
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Tabelle 2: Serotoninfreisetzung nach Stimulierung m it Capsaicin 

Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle dargestellt. n=3-5, tR=2.  

Substanz Kontrolle 0,1 µM 1 µM 10 µM 

Capsaicin 92,5 105,0 163,4 142,2 

  107,5 71,3 205,9 122,6 

  88,3 142,0 141,2 153,8 

  111,7 112,7 158,4 127,9 

  96,1 126,4 122,3 191,7 

  103,9 111,8 113,9 165,3 

  93,1 116,0 252,5   

  106,9   231,4   

  96,2       

  103,8       

MW 100,0 112,2 173,6 150,6 

STD 7,8 21,7 51,0 25,6 

 

x
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Tabelle 3: Screening von Alkamiden auf die Serotoni nfreisetzung (1) 

Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle dargestellt. n=2, tR=1-2. 

Substanz Kontrolle 0,001 µM 0,01 µM 0,1 µM 1 µM 10 µM 

trans- 112,3 124,9 130,1 157,0 176,5 96,1 

Pellitorin 87,7 131,3 155,0 110,8 158,1 107,1 

  100,0 172,4 136,9 135,7   82,8 

    178,1 160,0 153,5 132,7   

MW 100,0 151,7 145,5 139,3 155,8 95,3 

STD 12,3 27,4 14,3 21,1 22,0 12,1 

cis- 125,1 149,3 67,5 65,5 76,0 161,6 

Pellitorin 74,9 91,1 93,0 104,4 113,4 73,3 

  105,5 99,9 101,4 131,7 88,7 95,6 

  94,5 122,8 115,2 110,4 99,2 147,2 

MW 100,0 115,8 94,3 103,0 94,3 119,4 

STD 21,0 26,0 20,1 27,6 15,9 41,8 

Dihydro- 73,4   130,7 109,9 156,7 103,5 

pellitorin 126,6 128,2 129,4   108,8 207,9 

  105,4 134,7 101,7 54,0 143,1 121,9 

  94,6 159,8 82,1 98,3 88,8   

MW 100,0 140,9 111,0 87,4 124,3 144,5 

STD 22,2 16,7 23,4 29,5 31,1 55,7 

trans-C12-  121,6 97,2 107,5 68,0 62,1 55,3 

Pellitorin 78,4 74,9 76,8 69,7 90,9 90,5 

    92,5 95,4 85,3 116,2 61,0 

  100,0 80,6 136,0 93,3 98,9 89,7 

MW 100,0 86,3 103,9 79,1 92,0 74,1 

STD 21,6 10,3 24,8 12,3 22,6 18,6 
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Tabelle 4: Screening von Alkamiden auf die Serotoni nfreisetzung (2) 

Substanz Kontrolle 0,001 µM 0,01 µM 0,1 µM 1 µM 10 µM 

Spilanthol 93,8 89,0 78,4 102,8 97,3 91,1 

  106,2 88,6 70,1 121,8 108,6 89,9 

  88,8 122,0 115,0 147,6 97,4 94,3 

  111,2 122,7 156,7 147,2 112,0   

MW 100,0 105,6 105,1 129,8 103,8 91,8 

STD 10,5 19,3 39,6 21,7 7,6 2,2 

Achilleamid  82,7 92,2 71,3 66,7 120,1 145,1 

  117,3 145,1   112,3 171,6 106,2 

  112,0 98,2 55,1   134,8 84,5 

  88,0 123,4 80,2 88,5 110,5 92,2 

MW 100,0 114,7 68,9 89,2 134,3 107,0 

STD 17,2 24,4 12,7 22,8 26,8 26,9 

Pipatalin 121,4 111,1 96,5 73,6 117,3 134,1 

  78,6 132,3 93,4 97,3 123,7 130,7 

  92,5 99,2 93,8 89,8 131,2 124,3 

  107,5 115,7 98,7 80,5 164,8 112,9 

MW 100,0 114,6 95,6 85,3 134,3 125,5 

STD 18,5 13,7 2,5 10,4 21,2 9,3 

G6744 81,3 109,0 53,8 115,8 93,3 87,1 

  118,7 126,0 89,1 140,1 97,2 75,3 

  105,0 65,5 64,5 71,5 68,1 52,5 

  95,0 94,2 70,2 77,7 77,8 92,2 

MW 100,0 98,7 69,4 101,3 84,1 76,7 

STD 15,8 25,6 14,8 32,5 13,6 17,7 
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Tabelle 5: Serotoninausschüttung nach Inkubation mi t trans-Pellitorin 

Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle dargestellt. n=6, tR=1-2. 

Substanz Kontrolle 0,001 µM 0,01 µM 0,1 µM 1 µM 10 µM 

trans- 112,3 124,9 130,1 157,0 176,5 96,1 

Pellitorin 87,7 131,3 155,0 110,8 158,1 107,1 

  100,0   136,9 135,7   82,8 

      160,0 153,5 132,7   

  96,8 70,4 66,4 147,6 160,9   

  103,2 83,2 78,6 169,9 168,7   

  107,9 117,3 120,1   142,9 75,4 

  92,1 110,8 76,5 126,3 120,7 107,9 

  97,8 114,1 104,5 100,3 81,5 97,6 

  102,2 116,7 87,8 174,8 92,6 104,0 

  90,7 86,0 79,8 107,3 73,8 78,2 

  109,3 97,9 92,9 158,6 108,3 88,1 

MW 100,0 105,3 107,4 140,2 128,8 93,0 

STD 7,9 19,9 32,2 25,9 36,1 12,4 
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Tabelle 6: Serotoninausschüttung nach Stimulierung mit Capsaicin oder trans-Pellitorin 

Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle dargestellt. n=3-6, tR=1-2. 

Substanz Kontrolle 0,1 µM 1 µM 10 µM 

Capsaicin 92,5 105,0 163,4 142,2 

  107,5 71,3 205,9 122,6 

  88,3 142,0 141,2 153,8 

  111,7 112,7 158,4 127,9 

  96,1 126,4 122,3 191,7 

  103,9 111,8 113,9 165,3 

  93,1 116,0 252,5   

  106,9   231,4   

  96,2       

  103,8       

MW 100,0 112,2 173,6 150,6 

STD 7,8 21,7 51,0 25,6 

trans- 112,3 157,0 176,5 96,1 

Pellitorin 87,7 110,8 158,1 107,1 

  100,0 135,7   82,8 

    153,5 132,7   

  96,8 147,6 160,9   

  103,2 169,9 168,7   

  107,9   142,9 75,4 

  92,1 126,3 120,7 107,9 

  97,8 100,3 81,5 97,6 

  102,2 174,8 92,6 104,0 

  90,7 107,3 73,8 78,2 

  109,3 158,6 108,3 88,1 

MW 100,0 140,2 128,8 93,0 

STD 7,9 25,9 36,1 12,4 
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Tabelle 7: Dopaminausschüttung nach Stimulierung mi t Capsaicin oder trans-Pellitorin 

Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle dargestellt. n=3-10, tR=1-2. 

Substanz Kontrolle 0,1 µM 1 µM 10 µM 

Capsaicin 92,9 232,9 492,3 986,6 

  107,1 166,2 519,4 868,2 

  84,4 219,3 626,9 2059,1 

  115,6 224,3 639,9 1769,9 

  88,8 262,5 975,5 1375,7 

  111,2   912,6 715,3 

  84,8   364,9   

  115,2   284,0   

  111,7   677,5   

  88,3   818,1   

  86,6   442,6   

  113,4   331,9   

  93,6   490,2   

  106,4   919,2   

  105,0   467,3   

  95,0   549,2   

  96,5       

  103,5       

  95,5       

  104,5       

MW 100,0 221,0 594,5 1295,8 

STD 10,6 34,9 215,7 534,7 

trans- 92,6 151,9 103,3 107,8 

Pellitorin 107,4 101,8   84,4 

  100,0 182,6   89,2 

    172,9 99,7 69,4 

  104,7 240,9 102,7 219,8 

  95,3 246,1 121,4 193,3 

MW 100,0 182,7 106,8 127,3 

STD 6,2 54,8 9,9 63,1 
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Tabelle 8: Kalziummobilisierung nach Inkubation mit  Capsaicin oder trans-Pellitorin 

Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle dargestellt. n=3-5, tR=1-3  

Substanz Kontrolle 0,01 µM 0,1 µM 1 µM 10 µM 

Capsaicin 94,8 143,2 240,3 138,7 104,6 

  105,2 149,1 223,6 154,9 107,4 

  106,0 126,4 197,9 170,6 134,6 

  102,2 156,0 145,0 142,7 151,9 

  79,6 150,8 116,9 173,5 109,1 

  90,1 149,4 169,9 145,4 118,5 

  117,2 121,7 213,4 147,1 162,6 

  104,9   126,2 181,6 125,3 

  92,5   243,2 163,4 154,0 

  114,6   178,5 123,2 141,7 

  92,9   213,8 167,2 134,2 

  93,8   152,9     

  106,2         

  98,5         

  101,5         

MW 100,0 142,4 185,1 155,3 131,3 

STD 9,7 13,1 43,4 17,6 20,0 

trans- 77,4 104,6 165,5 155,1 173,7 

Pellitorin   162,3 225,0 193,6 150,5 

  122,6 195,4 187,4 131,1   

  111,8 191,6 211,9 189,2 128,8 

  88,2 156,4 177,1 135,5   

    220,9 167,5 147,6 147,8 

  108,5 95,4 138,4   142,9 

  102,0 79,4 167,3   109,0 

  89,5 141,7 122,9 145,9 116,0 

MW 100,0 149,7 173,7 156,9 138,4 

STD 15,7 48,9 32,1 24,9 22,2 
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Tabelle 9: Regulation der Serotoninrezeptoren nach Stimulierung mit 0,1 µM 
trans-Pellitorin zu verschiedenen Zeitpunkten  

Die Ergebnisse sind als x-fache Änderung zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.  

n=3, tR=1-3. (K= Kontrolle, P= Behandlung mit 0,1 µM trans-Pellitorin)  

Rezeptor 0,25 h 0,5 h 1 h 3 h 6 h 

5HT-2A K P K P K P K P K P 

  1,2 1,5 1,0 0,7 1,1 0,9 1,0 1,0 1,2 1,7 

  0,8 2,5 1,0 0,7 0,9 0,9 1,0 1,2 0,8 1,1 

  0,9 2,8 1,0 1,1 1,0 1,4 0,9 1,5 1,0 1,1 

  1,1 1,7 1,0 1,5 1,0 2,1 1,1 1,2 1,0 1,9 

  1,3 2,1 0,9 1,2 1,1 2,1 1,0 1,5 1,1 2,4 

  0,7 1,9 1,1 0,7 0,9 1,0 1,0 1,2 0,9 2,0 

   1,6 1,0 0,5   1,0   1,3  1,0 

   1,5   0,6   1,4      1,0 

                    1,4 

MW 1,0 2,0 1,0 0,9 1,0 1,4 1,0 1,3 1,0 1,5 

STD 0,2 0,5 0,1 0,3 0,1 0,5 0,1 0,2 0,2 0,5 

5HT-1A 1,0 2,0 1,1 1,0 0,9 3,5 1,2 3,3 1,0 1,1 

  1,0 1,4 0,9 1,1 1,1 1,3 0,8 1,5 1,0 0,7 

  0,9 0,8 1,0 0,6 1,1 2,1 1,0 2,4 0,8 0,5 

  1,1 1,6 1,0 0,6 0,9 1,1 1,0 1,4 1,2 1,5 

  1,1 1,2 0,9 0,5 0,9 2,3 1,0 1,2 1,0 1,7 

  0,9 1,3 1,1 0,2 1,1 1,9 1,1 1,2 1,0 1,5 

       0,7   1,2 0,9 2,6  1,0 

       0,2   0,9   2,9  1,1 

            1,1         

MW 1,0 1,4 1,0 0,6 1,0 1,7 1,0 2,1 1,0 1,1 

STD 0,1 0,4 0,1 0,3 0,1 0,8 0,1 0,8 0,1 0,4 

5HT-1B 1,1 1,1 1,1 0,9 1,0 1,6 1,0 1,3 1,0 2,0 

  0,9 1,2 0,9 0,7 1,0 1,3 1,0 1,1 1,0 2,1 

  0,9 1,1 1,0 0,7 1,0 1,0 0,8 1,2 0,9 2,5 

  1,1 1,1 1,0 0,5 1,0 1,2 1,2 0,8 1,1 2,3 

  1,1 1,0 0,9 0,5 1,0 1,6 1,0 0,9 1,0 2,6 

  0,9 1,0 1,1 0,8 1,0 1,2 1,0 1,1 1,0 1,7 

       0,4       0,9  1,8 

       0,5       0,8    

        0,8             

MW 1,0 1,1 1,0 0,6 1,0 1,3 1,0 1,0 1,0 2,1 

STD 0,1 0,1 0,1 0,2 0,0 0,2 0,1 0,2 0,0 0,3 
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Tabelle 10: Regulation der Dopaminrezeptoren nach S timulierung mit 0,1 µM 
trans-Pellitorin zu verschiedenen Zeitpunkten  

Die Ergebnisse sind als x-fache Änderung zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.  

n=3, tR=2-3. (K= Kontrolle, P= Behandlung mit 0,1 µM trans-Pellitorin)   

Rezeptor 0.25 h 0.5 h 1 h 3 h 6 h 

D2 K P K P K P K P K P 

  1,0 1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 1,0 1,3 1,0 0,9 

  0,9 1,0 1,0 0,8 1,0 1,0 1,0 1,3 0,9 0,9 

  1,0 1,0 0,9 0,8 1,0 1,2 1,0 1,1 1,1 0,9 

  1,0 1,3 1,1 0,9 1,0 1,4 1,0 1,1 1,0 2,0 

  1,0 1,3 0,9 1,0 1,0 1,5 1,0 1,0 1,0 1,7 

  1,0 1,3 1,0 1,1 1,0 1,3 1,0 1,0 1,0 1,7 

  1,1 1,4   0,9   2,0   1,2 1,0 1,2 

  0,9 1,2   0,9   1,9   1,2  1,0 

  1,1 1,0   1,0   1,5   1,3   1,2 

MW 1,0 1,2 1,0 0,9 1,0 1,4 1,0 1,2 1,0 1,3 

STD 0,0 0,2 0,0 0,1 0,0 0,4 0,0 0,1 0,1 0,4 

D1 1,0 1,9 1,2 1,0 0,8 1,3 1,0 1,3 0,9 2,4 

  1,0 1,6 0,8 0,7 1,2 0,6 1,0 0,9 1,1 2,4 

  1,1 1,0 1,0 0,5 1,2 0,6 1,0 1,4 1,0 1,4 

  0,9 1,9 1,0 0,7 0,8 1,6 1,0 1,2 1,0 1,5 

  0,9 1,4 0,9 0,9 1,2 2,3 1,0 1,0 1,1 1,4 

  1,1 1,9 1,1 0,7 0,8 2,3 1,0 1,6 0,9 1,1 

   1,1 0,9 0,5   0,9 1,2 1,4  1,0 

   1,0       1,2        

    1,2       1,8         

MW 1,0 1,4 1,0 0,7 1,0 1,4 1,0 1,3 1,0 1,6 

STD 0,1 0,4 0,1 0,2 0,2 0,6 0,1 0,2 0,1 0,6 

  



 97 

Tabelle 11: Regulation möglicher Bindungsrezeptoren  nach Stimulierung mit 0,1 µM 
trans-Pellitorin zu verschiedenen Zeitpunkten 

Die Ergebnisse sind als x-fache Änderung zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.  

n=3, tR=2-3. (K= Kontrolle, P= Behandlung mit 0,1 µM trans-Pellitorin)   

Rezeptor 0,25 h 0,5 h 1 h 3 h 6 h 

TRPV1 K P K P K P K P K P 

  1,0 1,1 1,0 1,2 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,1 

  1,0 1,1 1,0 1,2 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 

  1,0 1,1 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,2 

  1,0 1,0 1,0 1,3 1,0 1,0 1,0 1,3 1,0 1,2 

  1,0 1,0 1,0 1,3 1,0 1,0 1,0 1,2 1,0 1,2 

  1,0 0,9 1,0 1,3 1,0 0,9 1,0 1,2 1,0 1,1 

   1,0  1,1  1,0  0,8  0,6 

   0,9  1,1  1,1  0,8  0,7 

    0,9   1,1       0,8   0,7 

MW 1,0 1,0 1,0 1,2 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 

STD 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,2 

TRPA1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,2 1,0 1,0 1,0 1,1 

  1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 1,1 

  1,0 1,1 1,0 0,9 1,0 1,2 1,0 0,8 1,0 1,2 

  1,0 1,0 1,0 1,2 1,0 1,4 1,0 1,1 1,0 1,3 

  1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,3 1,0 1,1 1,0 1,3 

  1,0 0,8 1,0 1,3 1,0 1,2 1,0 1,2 1,0 1,3 

   0,8  0,9  1,0  0,8  0,9 

   0,8  0,9  1,0  0,8  0,9 

    0,8   1,0   1,1   0,8   0,9 

MW 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,2 1,0 1,0 1,0 1,1 

STD 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,2 0,0 0,2 

CNR1 1,0 0,8 1,0 0,8 1,0 0,8 1,0 0,8 1,0 1,0 

  1,0 0,9 1,0 0,8 1,0 0,8 1,0 0,9 1,0 1,0 

  1,0 1,1 0,9 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 

  1,0 0,6 1,1 1,0 1,0 0,8 1,0 0,9 1,0 1,1 

  1,0 0,5 1,0 1,0 1,0 0,9 1,0 0,9 1,0 1,2 

  1,0 0,8 1,0 1,2 1,0 0,9 1,0 1,1 1,0 1,2 

   0,6  0,9  0,8  0,8  0,9 

   0,6  0,8  1,0  0,9  1,0 

    0,6   1,1   1,1         

MW 1,0 0,7 1,0 1,0 1,0 0,9 1,0 0,9 1,0 1,0 

STD 0,0 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,1 
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Tabelle 12: Zellproliferation nach 6 Stunden Inkuba tion mit trans-Pellitorin 

Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle dargestellt. n=3-10, tR=2-4. 

Substanz Kontrolle 0,001 µM 0,01 µM 0,1 µM 1 µM 10 µM 

trans- 88,1 115,8 128,9 95,8 100,9   

Pellitorin 86,2 116,8 111,7 113,1 112,1 126,0 

  112,3 112,1 112,5 106,8 116,5 136,2 

  113,5 121,4 129,0 121,2 132,7 127,9 

  94,4 108,8 115,5 124,1 132,9 122,3 

  110,6 138,2 126,8 106,3 134,6 116,3 

  94,3 132,6   119,9 139,4 139,3 

  100,6 97,6 124,4 117,0 124,4 131,0 

  109,4 85,0 109,1   102,1 113,0 

  91,2 78,1 98,8       

  92,3 99,7 106,8 97,9 89,8 116,6 

  107,1 86,8 106,6 130,3 138,0 106,2 

MW 100,0 107,7 115,5 113,2 120,3 123,5 

STD 10,1 18,8 10,3 11,4 17,1 10,6 
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