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1. Einleitung

Die Adipositas ist eines der drangendsten globalen Gesundheitsprobleme
unserer Zeit. Die stetig wachsende Pravalenz dieser chronischen
Stoffwechselerkrankung ist oft eine Folge individueller
Lebensstilentscheidungen und steht zunehmend im Zusammenhang mit
tiefgreifenden gesellschaftlichen, kulturellen und ernahrungsbedingten
Verhaltensweisen. Besonders die sogenannte ,westliche Ernahrung®, die
reich an Zucker, raffinierten Fetten und hochverarbeiteten Lebensmitteln ist,
gilt als ein wesentlicher Treiber fur die Zunahme der Adipositas in vielen
Teilen der Welt. Neben den bekannten korperlichen Folgeerkrankungen wie
Typ-2-Diabetes, Herz-Kreislauf- und Fettlebererkrankungen ricken in den
letzten Jahren auch die Auswirkungen einer zuckerreichen Ernahrung auf
das zentrale Nervensystem und die Kkognitive Leistungsfahigkeit
zunehmend in den Fokus der Forschung. Neue wissenschaftliche Studien
zeigen, dass Uubermafiger Zuckerkonsum nicht nur metabolische Prozesse,
sondern auch die Gehirnfunktion beeinflussen kann. Zum Beispiel die
gezeigte Beeintrachtigung von Lern- und Gedachtnisprozessen sowie
Veranderungen in der neuronalen Aktivitat konnen ein zentrale Rolle in der
Pathophysiologie der Adipositas spielen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
die Auswirkungen einer langfristigen zuckerreichen Ernahrung auf
molekularer, zellularer und neuronaler Ebene im Gehirn zu untersuchen
und dadurch ein besseres Verstandnis fur die komplexen Zusammenhange
zwischen Ernahrung, Veranderungen im Gehirn und Verhalten zu

gewinnen.

Im Zentrum dieser Dissertation steht die Frage, wie sich eine mehrwdchige
zuckerreiche Ernahrung auf das zentrale Nervensystem, insbesondere auf
zellularer Ebene im Gehirn auswirkt. Dazu wurde ein multiparametrischer
Bildgebungsansatz verwendet, der funktionelle Bildgebung (PET/fMRT) mit
der immunhistochemischen Analyse neuronaler Aktivitat im Gehirn von
Ratten verknuUpft. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde untersucht, wie

sich eine achtwochige flussige Zuckerdiat auf die neuronale Aktivierung von



Transkriptionsfaktoren nach Glukosebelastung auswirkt. Der Fokus lag
dabei auf der Expression des Transkriptionsfaktors cFOS als Marker fur
zellulare Aktivitat in verschiedenen Gehirnarealen. Die Ergebnisse zeigten
eine differenzierte Reaktion im Gehirn: Wahrend einige Regionen eine
tendenziell erhohte Zellaktivierung aufwiesen, zeigten andere eine
verminderte Aktivitat. In zahlreichen weiteren Gehirnarealen lief3 sich keine
signifikante Veranderung nachweisen. Diese regional unterschiedlichen
Aktivitatsmuster deuten darauf hin, dass Zucker nicht nur isoliert, sondern
kontextabhangig auf Gehirnstrukturen wirkt und deren Funktion sowie
Konnektivitat zu anderen Regionen modulieren kann. Aufbauend auf diesen
Erkenntnissen wird im weiteren Verlauf der Arbeit diskutiert, inwiefern
solche neuronalen Veranderungen mit veranderten Verhaltensweisen —
etwa gesteigerter Nahrungssuche und -aufnahme oder
Belohnungssensitivitat — in Verbindung stehen konnten. Ziel der Arbeit ist
es, einen Beitrag zum besseren Verstandnis der neuronalen Grundlagen
Adipositas assoziierten Verhaltens zu leisten. Damit werden Perspektiven
fur praventive oder therapeutische Ansatze eroffnet, um die negativen

Effekte einer zuckerreichen Ernahrung gezielter zu adressieren.

1.1 Adipositas

Adipositas ist definiert als chronische Stoffwechselkrankheit, die durch eine
positive Ernahrungsbilanz und dadurch eine starke Zunahme von Korperfett
verursacht wird. Mit der Adipositas konnen Folgeerkrankungen wie
Diabetes und Herzkreislauferkrankungen einhergehen, darunter Typ-2-
Diabetes, nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD), Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und verschiedenen Krebsarten (WHO, 2025, Bray 2004).

Zudem erhohen metabolische Entgleisungen das Risiko,
neurodegenerative Erkrankungen wie zum Beispiel Alzheimer zu
entwickeln (Cho YK et al. 2021). Die sogenannte ,westliche Ernahrung®
begunstigt vermutlich die Gewichtszunahme auf Grund einer erhdhten
Energieaufnahme (Hu, van Dam und Liu 2001). Raffinierte Kohlenhydrate
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sind ein grolRer Bestandteil der "westlichen Ernahrung" und erhdhen die

tagliche Zuckeraufnahme.

Die westliche Ernahrungsweise wird mit kognitiven Beeintrachtigungen in
Verbindung gebracht, insbesondere bei Lern- und Gedachtnisfunktionen,
die vom Hippocampus abhangen. Studien zeigen, dass der Konsum von
gesattigten Fetten und einfachen Kohlenhydraten Veranderungen im
Hippocampus hervorrufen kann, die moglicherweise mit einer
Beeintrachtigung der kognitiven Fahigkeiten zusammenhangen. Kanoski
und Davidson (2011) stellen ein Modell vor, bei dem die westliche
Ernahrung eine wichtige Form der Gedachtnishemmung im Hippocampus
stort. Diese Gedachtnishemmung, ermoglicht es den Tieren, auf
Nahrungsreize aus der Umwelt zu verzichten. Die Folge ist, dass die Tiere
mehr essen, als sie aufgrund ihres Kalorienbedarfs benotigen (Kanoski und
Davidson 2011).

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Adipositas und Typ-2-Diabetes
wichtige Risikofaktoren wahrend der Pathogenese von kognitiven
Dysfunktionen sind. Es stellt sich die Frage, wie die Adipositas oder
Diabetes zu einem um 50 % erhohten Risiko fur Demenz beitragen kbnnen?
Und wie hangen Gewicht, Stoffwechsel und die Gehirngesundheit
zusammen? Ein wichtiger Faktor konnte die Auswirkung von
Entzindungen, die unter anderem oxidativem Stress im Gehirn produzieren
sein. Jahrzehntelange Studien zu einer Vielzahl von Krankheiten, darunter
Krebs und Herzerkrankungen, haben gezeigt, dass Entzindungen und
insbesondere oxidativer Stress eine wichtige Rolle in der menschlichen
Pathologie der Demenz spielen. Viele der metabolischen Prozesse, die die
Herzkranzgefalle und inneren Organe beeintrachtigen, wirken sich auch auf
das Gehirn aus. Entzindungen fuhren zur Aktivierung von Mikroglia und
Astrozyten. Dies verursacht die Freisetzung von Zytokinen und reaktiven
Oxidantien, was letztendlich zu einer Funktionsstorung oder zum Absterben
von Nervenzellen fuhrt. Entscheidend ist, dass dieser Prozess einen

Teufelskreis auslosen kann: Absterbende Nervenzellen kbnnen weitere



Entzindungen  verursachen und so  eine Kaskade  von

Neurodegenerationen auslosen (Shalev und Arbuckle 2017).

Die neuropathologische Grundlage der Adipositas wurde in verschiedenen
Studien mit verschiedenen Hypophysen- oder Hypothalamus-Syndrome
schon vor vielen Jahren nachgewiesen. Die wahrscheinlich friheste
Beschreibung eines Hypophysentumors in Verbindung mit Adipositas
wurde 1840 von Mohr veroffentlicht, obwohl ein Ursache-Wirkungs-
Zusammenhang zwischen Hypophysentumoren und Adipositas erst durch
zwei Veroffentlichungen von Babinski im Jahr 1900 und Frohlich im Jahr
1901 vermutet wurde (Lee und Mattson 2014). Diese Fallberichte
beschrieben die klinischen und pathologischen Merkmale dessen, was
unterschiedlich als adiposogenitale Dystrophie oder hypothalamischer
Infantilismus-Adipositas bezeichnet wurde. Klinisch handelte es sich bei
diesen Fallen von hypothalamischer Adipositas um komplexe Stérungen,
die durch Kopfschmerzen, Sehstorungen oder Sehverlust, Adipositas und
Hypogonadismus (Infantilismus) gekennzeichnet waren. Auch der
Zellstoffwechsel ist neben dem kognitiven Verhalten nachweislich
dysreguliert, was eine verringerte Expression des neuronalen

Wachstumsfaktors (BDNF, brain-derived neurotrophic factor), erhdhten

oxidativen Stress und proinflammatorische Prozesse in Neuronen
einschlie3t. Schlussendlich verstarken sowohl Diabetes als auch Adipositas

die Entzindungen systemisch. (Lee und Mattson 2014).

Auch wenn heutzutage schon viel getan wird, um die Pravalenz der
Adipositas zu reduzieren, ist sie nach wie vor eine Epidemie, die zahlreiche
Lander weltweit betrifft. Schatzungen zufolge sind 50% der Erwachsenen
und 16% der Kinder in der westlichen Welt Ubergewichtig oder fettleibig
(OECD, 2017), mehr als doppelt so viel wie vor 30 Jahren (WHO, 2025),

und die Pravalenzraten steigen weiter an.
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1.2 Zuckerkonsum und Adipositas

Die stetige Erhohung der Adipositaspravalenz in den letzten Jahrzehnten
wird nicht zuletzt auf den erhdhten Konsum von flissigem Zucker in Form
von gesufdten Getranken wie Softdrinks, Saften und Alkohol zurtckgefuhrt
(Pereira 2006; Vartanian 2007; Wang et al., 2008; Ludwig et al., 2011;
Siervo et al., 2014). Mehrere Studien an Mausen und Ratten konnten vor
allem die adipositasfordernde Wirkung von flussiger Saccharose bestatigen
(Glendinning et al., 2012; Malafaia et al., 2013; Ahmed et al., 2014). Zum
Beispiel fuhrt flussige Saccharose bei Mausen zu einem signifikanten
Anstieg der Kalorienaufnahme und des Triglyceridspiegels in der Leber,
wahrend dies bei Zucker in Festform nicht der Fall ist (Ritze et al., 2014).
Aus diesem Grund wurde auch in der vorliegenden Studie flussige
Saccharose im Trinkwasser (30%) ad libitum verabreicht (s. Kapitel zu
Material und Methoden).

Als preiswerter Rohstoff wird Zucker in grolen Mengen in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt, obwohl die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) empfiehlt, dass der Zuckerkonsum von ,freien Zuckern®, sowohl fur
Erwachsene als auch fur Kinder, weniger als 10% der taglichen
Energiemenge und vorzugsweise sogar weniger als 5% betrage (WHO,
2015). "Freie Zucker" sind in diesem Zusammenhang Monosaccharide und
Disaccharide wie zum Beispiel naturlich vorkommende Zucker in Honig,
Sirup, Fruchtsaften und Fruchtsaftkonzentraten. Au3erdem wird raffinierter
Zucker, der Lebensmitteln oder Getranken von Herstellern, Kochen oder
Verbrauchern zugesetzt wird, dazu gezahlt (WHO, 2015).

Der Zuckerkonsum in Form von zuckerhaltigen Lebensmitteln hat in den
letzten Jahrzehnten stark zugenommen (WHO 2025), in Deutschland von
1960 bis 2017 um fast 15% (Bundesministerium fur Ernahrung und
Landwirtschaft, 2019). Der Zuckerkonsum in Deutschland macht bei Frauen
und Mannern etwa 13-14% der aufgenommenen Energiemenge aus (Ernst

et al. 2019). Die Hauptquellen von "freiem Zucker" sind
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Erfrischungsgetranke, Fruchtsafte und SuRwaren sowie Backwaren (Ernst
et al. 2019).

1.3 Wirkung von Zucker auf das Gehirn

Innerhalb von nur funf Tagen nach Beginn einer Cafeteria-Diat (mit oder
ohne 10 % flussiger Saccharose) oder einer mit flussiger Saccharose
erganzten Chow-Diat wurden Beeintrachtigungen bei der vom
Hippocampus abhangigen Ortserkennungsaufgabe bei den Ratten
festgestellt. Diese Ratten waren jedoch in der Lage, nach ebenfalls nur 5
Tagen Diat ein neues Objekt bei der vom Perirhinalbereich abhangigen
Objekterkennungsaufgabe zu identifizieren. Nach einem Monat Diat gab es
keine Auswirkungen der Diat auf die Expression neurotropher Marker wie
zum Beispiel den neurotrophen Faktor (BDNF) im Hippocampus.
Interessanterweise gab es aber gro3e entzundliche Veranderungen.
Insbesondere wiesen die mit Cafeteria-Futter und Saccharose gefltterten
Ratten im Vergleich zu den Kontrollratten erhohte Werte des
Tumornekrosefaktors Alpha (TNF-a) und des Interleukins 1 Beta (IL-13) im
Hippocampus auf. Diese Werte waren allerdings nur bei den mit
Saccharose gefutterten Ratten tendenziell erhdht, wahrend bei den nur mit
Cafeteria-Futter gefutterten Ratten keine dieser Veranderungen zu
beobachten waren. Anzumerken ist, das die entzindlichen Veranderungen
in engem Zusammenhang mit Defiziten bei der Ortserkennung standen.
(Beilharz et al., 2014; Kendig, 2014; Beilharz et al.,, 2015), des
Belohnungsverhaltens (Ahmed et al., 2013; Lockie et al., 2015) und der
Reaktion auf Stress (Morris et al., 2015) wurden allesamt als Folge der
zuckerhaltigen Diaten beobachtet. Abtragliche Veranderungen der Struktur
oder Funktion von zentralnervosen Regionen wie dem Hypothalamus, der
Amygdala, dem ventralen tegmentalen Bereich und dem Nucleus
accumbens werden mit zuckerinduzierten kognitiven Veranderungen in
Verbindung gebracht (Diepenbroek et al., 2013; Stice et al., 2013).

Allerdings haben nur wenige Studien eine Korrelation zwischen peripheren
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und zentralen molekularen Veranderungen hergestellt, die fur solche

Beeintrachtigungen verantwortlich sein konnten.

Bis heute fehlt ein umfassendes Verstandnis darUber, wie sich die
chronische Aufnahme von zuckerreichen Diaten auf die Signalubertragung
in zentralen neuronalen Netzwerken auswirkt. Viele Hirnareale sind an der
Wahrnehmung von Nahrstoffen aus der Nahrung wund deren
Stoffwechselprodukten beteiligt (Steinbusch et al. 2015, Koekkoek et al.
2017). Ein Beispiel ist die glykamieregulierende Rolle von
glukosesensitiven Neuronen in hypothalamischen Kernen, die umfassend
untersucht wurde (Steinbusch et al. 2015). Wahrend glykamische
Regulationsprozesse unter anderem im Hypothalamus und Hirnstamm
gesteuert werden (Morton et al. 2006), wurde dem mesolimbischen System
eine Rolle bei der Modulation des hedonischen Essverhaltens
zugeschrieben (Berthoud 2011 et al. 2011).

Multiparametrische bildgebende Verfahren sind sehr gut geeignet, um zu
untersuchen, wie zuckerreiche Diaten die Gehirnfunktion beeinflussen. Die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) mit dem Radiotracer [18F]
Fluordesoxyglukose ([18F]JFDG) kann zum Beispiel den zellularen
Glukoseverbrauch darstellen, der die Gehirnaktivitat auf metabolischer
Ebene widerspiegelt (Sala-Rabanal, et al. 2016). Erganzend dazu zeigt die
funktionelle  Magnetresonanztomographie (fMRI), die das vom
Sauerstoffgehalt des Blutes abhangige Signal (BOLD) verwendet, die
Hirnaktivitat Uber hamodynamische Veranderungen (Ogawa, et al. 1990).
Veranderungen der funktionellen Konnektivitat (FC), werden durch
koharente Fluktuationen zwischen den BOLD-Signalen verschiedener
Hirnregionen identifiziert (Biswal, et al. 1995).

Insgesamt spiegeln sowohl die [18F]FDG-PET- als auch die fMRI-
Messungen die neuronale Aktivitat nur indirekt wider und konnen durch die
frihe Gen-Bildgebung erganzt werden. Dabei wird die Expression fruher
Transkriptionsfaktoren (z. B. c-Fos), die bei der Zellaktivierung in den

Zellkernen exprimiert werden gemessen und mit neuronalen Markern (z. B.
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NeuN) kolokalisiert (Herrera 1996, Herdegen 1998). Die Kombination von
[18F]FDG-PET, fMRI und fruihem Gen-Imaging liefert einzigartige
Informationen zur Entschlusselung der Auswirkungen einer zuckerreichen

Ernahrung auf das Gehirn.

1.4 Fragestellung

In einer Vorlauferstudie in dem hier verwendeten Nagetiermodell setzten
wir den oben beschriebenen multiparametrischen Bildgebungsansatz ein,
um die Veranderungen der Gehirnfunktion bei der akuten Verarbeitung
einer intravendsen Glukosebelastung durch eine zuckerreiche Diat zu
untersuchen (noch nicht publizierte Daten). Die Analyse von
physiologischen Diabetes-Markern soll dabei weitere systemische und

neurologische Veranderungen aufzeigen.

Um vorbeugende MalRnahmen und wirksame Behandlungen zur Reduktion
der Adipositas entwickeln zu kdnnen, ist es von entscheidender Bedeutung,
die zellularen Veranderungen, die der Entstehung von Adipositas zugrunde
liegen, zu verstehen. In der hier vorliegenden Doktorarbeit wurden deshalb
die Veranderungen von Transkriptionsfaktoren nach einer achtwochigen
flissigen, zuckerreichen Diat auf zentraler zellularer und neuronaler Ebene
untersucht. Mit Antikorperfarbungen wurde die neuronale Zellaktivitat nach
einem Glukosestimulus in verschiedenen Gehirnregionen gemessen. Dabei
wurden neuronale Zellen mit dem neuronenspezifischen Antikorper NeuN
und aktivierte Zellen mit Hilfe des Transkriptionsfaktors cFOS markiert. Die
mit Antikorper gefarbten Regionen wurden mit Hilfe von Aktivitatsmustern
der PET/fMRT Analyse ausgewahlt.

Im Zentrum steht die Fragestellung, in welcher Weise eine mehrwdchige
zuckerreiche Ernahrung das zentrale Nervensystem beeinflusst. Hier wird
der Fokus auf zellulare Mechanismen im Gehirn gelegt, das heif3t wir haben
die Veranderung der Aktivitat von Neuronen nach der zuckerreichen Diat
systematisch analysiert. Ziel war es, die Auswirkungen einer achtwochigen
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flissigen zuckerreichen Diat auf die neuronale Aktivitdt nach einer

Glukosestimulation systematisch zu untersuchen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde ein multiparametrischer
Untersuchungsansatz gewahlt, der funktionelle Bildgebung (PET/fMRT) mit
immunhistochemischen Analysen verknupft. Mittels Antikdrperfarbungen
wurde die neuronale Aktivitat erfasst, wobei cFOS als Marker fur die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und NeuN als neuronenspezifischer
Marker eingesetzt wurden. Die Auswahl der untersuchten Hirnregionen
orientierte sich an Aktivitatsmustern, die zuvor durch die funktionelle

Bildgebung identifiziert worden waren.

Auf Gehirnschnitten wurde die regionalspezifische Modulation der
neuronalen Aktivitat untersucht. Die Frage war, ob bestimmte Hirnareale
nach der Zuckerdiat eine erhohte oder reduzierte cFOS-Expression
aufweisen, oder keine signifikanten Veranderungen nachgewiesen werden
kann. Die Frage war, ob eine zuckerreiche Ernahrung zu einem globalen
Effekt auf das Gehirn fuhrt, oder differenziert und kontextabhangig auf
einzelne Strukturen wirkt. Dadurch wurden sowohl die Funktion einzelner
Regionen als auch deren Konnektivitat zu anderen neuronalen Netzwerken

potenziell moduliert.

Innerhalb der Diskussion wird erortert, inwiefern die beobachteten
neuronalen Veranderungen mit modifiziertem Verhalten, insbesondere mit
gesteigerter Nahrungsaufnahme, veranderter Nahrungssuche oder einer
erhohten Belohnungssensitivitat, in Verbindung gebracht werden konnen.
Damit leistet die Arbeit einen Beitrag zum besseren Verstandnis der
neuronalen Grundlagen Adipositas assoziierter Verhaltensweisen.

Langfristig dient die in dieser Dissertation bearbeitete Fragestellung dazu,
Erkenntnisse fur die Entwicklung praventiver sowie therapeutischer
Ansatze, die gezielt auf die negativen Effekte einer zuckerreichen

Ernahrung abzielen zu generieren.
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2. Material und Methoden
2.1 Versuchstiere und Ablauf der Studie

In der vorliegenden Studie erhielten Lewis-Ratten acht Wochen lang
entweder regulares Trinkwasser oder eine zuckerreiche Trinklosung. Die
Tiere wurden dazu in eine mit Wasser versorgte Gruppe (n=32) und eine
Gruppe, die mit 30% Saccharose angereicherte Losung erhielt (n=32),
aufgeteilt. Beide Gruppen wurden unabhangig von der unterschiedlichen
Trinklosung acht Wochen lang mit phytoostrogenreduziertem Futter
gefuttert. Wasser-, Saccharose- sowie die Futteraufnahme wurden zweimal
wochentlich protokolliert. AuRerdem wurden die Ratten zweimal pro Woche
gewogen. Nach 8 Wochen wurden die Ratten anasthesiert, die Gehirne und
Organe perfundiert und wie im Folgenden beschrieben mit
Paraformaldehyd fixiert. Alle in dieser Studie verwendeten experimentellen
Verfahren wurden in Ubereinstimmung mit den européischen
Tierschutzgesetzen und -richtlinien (Richtlinie 86/609, 1986 Europaische
Gemeinschaft) durchgefuhrt und vom Regierungsprasidium Tubingen unter
der Genehmigungsnummer MPV 3/16 genehmigt.

2.2 Perfusion

Fur die Perfusion wurden Einschnitte entlang des Brustkorbs der Ratte
vorgenommen, um das Herz freizulegen, und die Perfusionsnadel wurde
mit einer festen Druck- und Drehbewegung in die linke Herzkammer
eingefuhrt, die durch einen dunkleren Fleck gekennzeichnet ist, der
gebundeltes Blut enthalt, wahrend das Herz mit einer Zange festgehalten
wurde. Nach dem Einstich wurde die Perfusionspumpe auf eine
kontinuierliche Infusionsrate von 10 ml/Minute eingestellt, und an der
Nadeleinstichstelle wurde beobachtet, ob Flussigkeit aus dem Herzen
austritt. Im Falle einer unzureichenden Nadeleinfuhrung wurde das Herz mit
einem Hamostat um die Perfusionsnadel herum abgeklemmt, um den Druck
aufrechtzuerhalten. Nach erfolgreichem Einstechen der Nadel wurde ein
kleiner Schnitt in den rechten Vorhof des Herzens gesetzt, um den Blutfluss
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aus dem Herzen zu ermdglichen. Die Infusionsrate wurde auf 50 ml/Minute
erhoht, und die Ratte wurde mit 50 ml 1x DPBS perfundiert, bevor auf 4,5%
PFA umgestellt wurde. Es wurden 150-200 ml 4,5%iges PFA verwendet,
bis die vollstandige Perfusion durch die Versteifung von Hals, Schwanz, von
GliedmalRen und Nase, die Verfarbung der Extremitaten und der Nase
sowie eine Bewegung der Gliedmalien wahrend der PFA-Zirkulation durch
den Korper bestatigt wurde.

Nach erfolgreicher Perfusion wurde die Ratte enthauptet, und das Gehirn
wurde entfernt. Die Hirnentfernung erfolgte durch einen vertikalen Schnitt
an der Ruckseite des Schadels, der horizontal bis zu den Augenhdhlen
verlangert wurde. Anschliel3end wurde die Schadeldecke entfernt und das
Gehirn mit einem stumpfen Spatel von der Schadelbasis abgetrennt. Das
Gehirn wurde in ein 50-ml-Falcon-Réhrchen mit 25 ml 4,5%igem Wasser
gegeben und eine Stunde lang auf Eis gelegt, bevor es in 1x DPBS
gewaschen, in ein neues Flaschchen mit 25 ml 1x DPBS uberfuhrt und bei
4 °C gelagert wurde.

2.3 Immunohistochemie

FUr die immunhistochemische Analyse wurden die Tiere transkardial mit
eiskalter physiologischer Kochsalzlosung perfundiert, gefolgt von 4%
Paraformaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4). Die Gehirne wurden
extrahiert, Uber Nacht in PFA 4% postfixiert und koronal in 60 um-Schritten
geschnitten. Einzelne Schnitte wurden entnommen und in mit PBS 0,1 M
gefullte Vertiefungen getaucht. Die Immunchemie fur c-Fos und NeuN
wurde an freischwimmenden Schnitten durchgefuhrt. Die Bregmaebenen -
1,80 mm, +1,44 mm und +2,54 mm, gemal} den Koordinaten des Atlas von
Paxinos und Watson, 2007, wurde aufgrund der in den fMRI- und PET-
Daten der Vorlauferstudie beobachteten Hirnaktivitat gewahlt.
Entsprechend wurden Veranderungen in diesen Regionen durch die
zuckerreiche Diat in der vorliegenden Studie auch auf zellularer Ebene

untersucht.
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Neuronale Aktivitat auf zellularer Ebene wurde mit einem Antikorper gegen
das c-Fos-Protein, einen fruhen Transkriptionsfaktor, nachgewiesen.
Zusatzlich wurde NeuN, ein Marker fur Neuronen, verwendet, um
festzustellen, wie viele c-Fos-positive Zellen wirklich neuronal sind. Es
wurden drei Schichten pro Bregmaebene angefarbt. In allen Fallen wurde
dreimal mit PBS 0,1 M gewaschen, und die Blocklosung bestand aus
10%igem Ziegenserum (s-1000, Vector Laboratories, Linaris Biological
Products, Deutschland) in 1x PBS. Nach dem Waschen wurden die Schnitte
zwei Stunden in der Blocklosung vorinkubiert. Ein c-Fos-Antikorper (1:1000,
monoklonaler Maus-Antikorper (C-10), sc-271243, Santa Cruz
Biotechnology, USA) wurde aufgetragen und die Schnitte wurden 72
Stunden lang bei 4 °C im Dunkeln auf einem Schittler inkubiert.
AnschlielRend wurde der sekundare Antikorper (1:2000, Alexa Flour 488,
Ziege Anti-Maus 1gG H+L, ab150117, Abcam, Deutschland) fur 2 Stunden
bei RT aufgetragen. Auf die gewaschenen Schnitte wurde der Anti-NeuN-
Antikorper (Anti-NeuN, Klon A60, Alexa Fluor®555 konjugiert, Agilent,
Deutschland) in einer Blockierungslosung aufgetragen und 72 Stunden bei
4°C inkubiert, gefolgt vom Waschen der Schnitte. Schliel3lich wurden die
Schnitte mit DAPI gefarbt (10 min, RT). Die Schnitte wurden mit
Fluoromount-G (H-100, VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium,
Linaris Biological Products, Deutschland) auf Objekttrager montiert.

2.4 Konfokale Bildgebung

Die Bilder der Schnitte wurden mit einem konfokalen Mikroskopiesystem
(Konfokales Mikroskop LSM 710, Zeiss, Deutschland) aufgenommen. Die
Bilder wurden durch lineare Helligkeits- und Kontrasttransformationen
nachbearbeitet, um die Sichtbarkeit zu verbessern. Fur die Abbildungen
wurden die Bilder mit CorelPhotoPaintX6 (CorelPhotoPaintX6, Corel
Cooperation, Kanada) bearbeitet.
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2.5 Regionen von Interesse

Die Regionen von Interesse (ROI, regions of interest) wurden unter
Verwendung eines DAPI-Antikorpers und der in Paxinos und Watson (2007)
beschriebenen anatomischen Richtlinien bestimmt. Die Analyse der den

zwei Versuchsgruppen entnommenen Schnitte erfolgte verblindet.

Folgende Regionen wurden auf c-Fos- und NeuN-markierte Zellen hin
untersucht: Schicht 1-3 Kortex (L1-3), dorsale Tenia Tecta (DTT), dorsaler
Pedunculus cerebellaris (DP), infralimbischer Kortex (IL), navicularer
Nucleus basales frontales Gehirn (Nv), Nucleus Accumbens Kern (AcbC),
Nucleus Accumbens Schale (AcbSh), Commissura anterior (aca), lateraler
septaler Nucleus ventraler Teil (LSV), lateraler septaler Nucleus, mittlerer
Teil (LSI), septaler hippocampaler Nucleus (Shi), medialer septaler Nucleus
(MS), verticaler Nucleus limbdiagonales Band (VDB), vordere Kommissur
(aca), olfaktorisches Tuberkel 1 (Tu1), anteriorer paraventrikularer
Thalamus Nucleus anterior (PVA), zentraler medialer thalamischer Nucleus
(CM), paraventrikularer Hypothalamus, medial, parvozellular (PaMP),
paraventrikularer Hypothalamus, ventraler Nucleus (PaV),
paraventrikularer Hypothalamus, dorsales Horn (PaDC), paraventrikularer
Hypothalamus, lateral, magnozellular (PaLM), rhomboider thalamischer
Nucleus (Rh) thalamischer Nucleus Reuniens (Re), ventraler thalamischer
Nucleus Reuniens (Vre), paraxiphoider Nucleus des Thalamus (PaXi)
xiphoider thalamischer Nucleus (Xi), peduncularer Teil des lateralen
Hypothalamus (PLH), piriform Kortex Schicht 2, (Pir 2), basolateraler,

amygdaloider Nucleus anterior (BLA).

2.6 Bildanalyse

Die gescannten Bilder wurden mit der Software Imaged (National Institutes
of Health) ausgewertet und fur die Abbildungen bearbeitet. Die Anzahl der
fur c-Fos und NeuN markierten Zellen sowie die Ko-Lokalisierung wurden
manuell auf der Fiji-Softwareplattform mit dem ImageJ-Plugin Cell Counter
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(NIH, USA) gezanhlt. Fir jedes Experiment wurde die Anzahl der Zellen aus

den Zahlungen von drei Schnitten pro Bregmaebene gemittelt.

Abbildung 1: Bregma +2.52 DP links, cFOS Antikérper plus Alexa488-

Sekundarantikorper. DP, dorsaler Pedunculus cerebellaris.

Abbildung 1 zeigt den dorsalen Pedunculus cerebellaris in Bregma Ebene
+2,52. Die Zellen sind mit einer cFos Antikorperfarbung gefarbt. Das gelbe
Rechteck umrahmt die Flache in der die Zellen mit signifikanter Farbung
gezahlt wurden. Die Zellen mit signifikanter Farbung sind numeriert. Hier
wurde als anschauliches Beispiel ein Bild mit wenigen Zellen gewahlt. Man

sieht die Numerierung von 1-12 (Abb. 1).

Abbildung 2 zeigt ebenfalls die cFOS Antikorperfarbung in der
Bregmaebene +2,52, diesmal im dorsalen Pedunculus cerebellaris, diesmal
allerdings auf der rechten Seite des Ventrikels. Umrahmt im gelben
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Rechteck ist wieder die Flache zu sehen, in der die Zellen gezahlt wurden.

Diesmal sieht man die Zellzahl von 1-10 anhand der Numerierung (Abb. 2).

Abbildung 2: Bregma +2,52 DP rechts, cFOS Antikorper plus Alexa488
Sekundarantikorper. DP, dorsal peduncular cortex.

In Abbildung 3 sieht man eine vergleichsweise hohe Zelldichte. Zu sehen
sind Zellen der Schicht 2 im Kortex, links, ebenfalls gefarbt auf der
Bregmaebene +2,52 mit einem cFOS Antikorper (Abb. 3).
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Abbildung 3: Bregma +2.52 2r, cFOS Antikorper mit Alexa488
Sekundarantikorper. 21, Schicht 2 Kortex.

Die Zellen mit cFOS Farbung auf der linken Seite der Schicht 2 im Kortex wurden
ebenfalls auf der Bregmaebene +2,52 gezahlt und ausgewertet (siehe Abb. 4).
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Abbildung 4: Bregma +2.52 2|, cFOS Antikorper mit Alexa488
Sekundarantikorper. 21, Schicht 2 Kortex.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism (Version 8.0.0 fur
Windows, GraphPad Software, USA). Unterschiede zwischen der Kontroll-
und der Saccharose-Gruppe wurden mit dem Student’s T-Test ermittelt,
wobei das Signifikanzniveau auf a = 0,05 festgelegt wurde. Post-hoc-Tests
wurden gegebenenfalls mit Tukey's Honestly Significant Difference-Test
durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse
3.1 Neuronale Zellaktivitat nach 8-wochiger zuckerreicher Diat

Die neuronale Zellaktivitat nach einer 8-wochigen zuckerreichen Diat wurde
auf drei verschiedenen Bregmaebenen untersucht. Der Transkriptionsfaktor
c-Fos ist nicht spezifisch fur Neurone. Deshalb wurde eine doppelte
immunhistochemische Farbung mit cFOS und dem neuronalen Marker
NeuN durchgefuhrt, um Neuronen, die cFOS exprimieren, eindeutig zu
markieren (Herrera et al., 1996). Damit die ROIls auf der jeweiligen
Bregmaebene ausfindig gemacht werden konnten und sichergestellt
werden konnte, dass die cFOS Farbung mit einer Zelle assoziiert ist, wurde
ein histologischer Zellkernmarker (DAPI) verwendet (Abbildungen 5-7).

3.2 Ubersicht cFos, NeuN und DAPI Farbung auf Bregmaebene +2,52

Abbildung 5 prasentiert die Ubersicht eines Gehirnschnittes der
Bregmaebene +2,52, der mit Hilfe einer immunohistologischen Farbung fur
cFOS, NeuN und DAPI untersucht wurde. In dieser Bregmaebene ist eine
erkennbare cFOS-Farbung in den olfaktorischen Tuberkeln sowie im
mittleren Teil des Gehirnschnittes und entlang der aulieren kortikalen
Rander zu beobachten. Die Gehirnschnitte, die mit NeuN und DAPI gefarbt

wurden, zeigen eine hohe Zelldichte in diesen spezifischen Arealen.
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cFOS NeuN DAPI

Kon

Abbildung 5: Bregma +2,52 cFos, NeuN und DAPI-Antikdrperfarbung.
Gehirnschnitte von Kontroll- und Saccharoseratten (Kon, oben, Sac unten)
mit cFOS Farbung (links), NeuN Farbung (mitte) und DAPI Farbung
(rechts).

Jedoch lasst sich anhand dieser Abbildung nicht feststellen, ob die Ratten
in der Kontrollgruppe oder die mit Saccharose geflutterten Ratten eine
hohere oder niedrigere cFOS-Aktivitat aufweisen. Um dies zu klaren,
wurden einzelne Areale vergrof3ert und die Zellen, die mit cFOS und NeuN-
Antikorpern gefarbt waren, gezahlt (siehe Abbildungen 1-4). Die
VergroRerung der spezifischen Areale und die Zahlung der mit cFOS und
NeuN gefarbten Zellen ermoglichen eine prazisere Analyse und den
Vergleich der neuronalen Aktivitat zwischen den verschiedenen Gruppen.
Insbesondere die Auswirkungen der Saccharose-Futterung auf die frihe
Genexpression ist ein Hinweis auf neuronale Aktivitat, da cFOS als
Indikator fur neuronale Aktivitat dient. Diese Untersuchung zeigte
Unterschiede in der frihen Genaktivitat mit cFOS als Marker fur neuronale
Zellaktivitat in drei verschiedenen Bregmaebenen der mit Saccharose
gefutterten Ratten im Vergleich zu den Kontrollratten.
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3.3 Ubersicht cFos, NeuN und DAPI Farbung auf Bregmaebene +1,44

Abbildung 6 zeigt eine detaillierte Ubersicht eines Gehirnschnittes auf
Bregma-Ebene +1,44, der mit einer immunohistologischen Farbung fur
cFOS, NeuN und DAPI untersucht wurde. Die cFOS-Farbung zeigt die
hochste Aktivitat in den Bereichen Tu1-3, in diesem spezifischen Bregma-
Level. Bei den Schnitten, die mit NeuN und DAPI gefarbt wurden, ist eine
bemerkenswert hohe Zelldichte zu erkennen. Um die Z&hlung
durchzufihren, haben wir bestimmte Regionen von Interesse (ROIs)
ausgewahlt und vergroRert. In diesen vergroRerten Ausschnitten wurden
sowohl die mit cFOS als auch mit NeuN gefarbten Zellen gezahlt und die
Ergebnisse wurden zwischen den Kontrollratten und den Ratten, die mit

Saccharose gefuttert wurden, verglichen.

Die Identifizierung der prominenten Aktivitat in den Tu1-3-Bereichen bei
Bregma-Ebene +1,44 durch die cFOS-Farbung zeigt die Stimulation der
frihen Genexpression in den Zellen dieser Region und damit die neuronale
Aktivitat in diesem spezifischen Bereich des Gehirns.

cFOS NeuN DAPI

Kon

Abbildung 6: Bregma +1.44 cFos, NeuN und DAPI Antikdrperfarbung.
Gehirnschnitte von Kontroll- und Saccharoseratten (Kon, oben, Sac unten)
mit cFOS Farbung (links), NeuN Farbung (mitte) und DAPI Farbung
(rechts).

26



3.4 Ubersicht cFos, NeuN und DAPI Firbung auf Bregmaebene -1,80

In Abbildung 7 wird eine umfassende Ubersicht eines Gehirnschnittes auf
Bregma-Ebene -1,80 prasentiert, der mit einer immunohistologischen
Farbung fur cFOS, NeuN und DAPI gefarbt wurde. In diesem spezifischen
Bregma-Level zeigt die cFOS-Farbung eine signifikante Aktivitat in der von
uns gewahlten ROI, namlich pir2. Ebenso wie in den zuvor beschriebenen
Schnitten, die mit NeuN und DAPI gefarbt wurden, lasst sich auch hier eine
bemerkenswert hohe Zelldichte feststellen.

Um eine genaue Zahlung durchzufuhren, wurden spezifische Ausschnitte,
namlich die von uns gewahlten ROIs, vergroRert (siehe Abbildung 8). In
diesen vergrofRerten Ausschnitten wurden die Zellen, die mit cFOS und
NeuN gefarbt waren, verblindet fur die einzelnen Gruppen gezanhlt.
AnschlieRend haben wir auch hier die Ergebnisse der Kontrollratten und der
Ratten, die mit Saccharose gefuttert wurden, verglichen, um potenzielle

Unterschiede zu ermitteln.

Kon

Sac

Abbildung 7: Bregma -1.80 cFos, NeuN und DAPI Antikorperfarbung.
Gehirnschnitte von Kontroll- (Kon, oben) und Saccharoseratten (Sac,
unten) mit cFOS Farbung (links), NeuN Farbung (mitte) und DAPI Farbung
(rechts).
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3.5 Analyse der neuronalen Aktivitat in der Bregmaebene +2,52 nach

Glukosestimulus

Die Analyse der Schnittebene Bregma +2,52 zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen in verschiedenen Arealen,
einschlielBlich 123 DTT rechts/links, DP rechts/links, IL rechts/links, Nv
rechts/links, AcbC, AcbSh, aca rechts/links und L2-Schicht rechts. Es
wurden jedoch bei Ratten, die mit Saccharose gefuttert wurden,
Beobachtungen in Bezug auf die neuronale Aktivitat in der zweiten Schicht
des linken Cortex gemacht. Eine Tendenz zu einer erhOhten neuronalen

Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde gemessen (p = 0,06).

M2 M2

SIFL SIFL

Abbildung 8: Schematische Darstellung von Bregma-Level +2.52.
Untersucht wurden die mit gran unterlegten Areale: Schicht 2 Kortex (L2),
dorsale Tenia Tecta (DTT), dorsaler Pedunculus cerebellaris (DP),
infralimbischer Kortex (IL), navicularer Nucleus basales frontales Gehirn
(Nv), Nucleus Accumbens Kern (AcbC), Nucleus Accumbens Schale
(AcbSh), Commissura anterior (aca). Verandert nach Paxinos und Watson,
2007.
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Die in Tabelle 1 gezeigten Messwerte demonstrieren, dass in der
Kontrollgruppe eine frihe Genexpression von 179,25 + 71,37 Zellen
festgestellt wurde, wahrend sie in der Saccharose-Gruppe bei 444,25 +
91,11 Zellen lag.

Tabelle 1: Neuronen mit c-FOS Aktivitét in Bregma +2.52 in mit Saccharose
gefiitterten versus Kontrollratten.

Bregma +2.52 Kontrolle Saccharose

Areal Zellzahl Zellzahl P-Wert
123 DTTr 6,75+2,48 9,75+3,07 0,48
123 DTTI 4,11+£1,78 8,75+1,98 0,17
DPr 8,08+2,04 6,50+1,50 0,55
DPI 9,08+3,55 7,50+2,60 0,73
ILr 11,17+7,94 5,42+0,95 0,50
ILI 5,92+2,50 5,25+2,25 0,85
Nvr 1,34+0,56 1,83+0,61 0,57
Nvl 1,33+0,36 2,50+0,96 0,36
AcbC,AcbSh,acar 38,5948,31 53,44+1,68 0,20
AcbC,AcbSh,aca | 37,50+£13,95 54,5044,48 0,29
Tu2r 417,17+247,30 485,67+132,94 0,82
Tu2l 179,25471,37 444,25+91,11 0,06
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Abktirzungen: Dorsale Tenia Tecta (DTT), dorsaler Pedunculus cerebellaris
(DP), infralimbischer Kortex (IL), navicularer Nucleus basales frontales
Gehirn (Nv), Nucleus Accumbens Kern (AcbC), Nucleus Accumbens
Schale (AcbSh), Commissura anterior (aca), Schicht 2 Kortex (L2).

3.6 Analyse der neuronalen Aktivitat in der Bregmaebene +1,44 nach

Glukosestimulus

Die Zellaktivitat und Expression des Transkriptionsfaktors cFOS wurden in
der Schnittebene Bregma-Level +1.44 untersucht, und es wurde
festgestellt, dass bei mit Saccharose gefutterten Ratten im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine erhohte Aktivitat in einem bestimmten Areal vorlag. Die
Anzahl der Zellen, die sowohl c-FOS- als auch NeuN-positiv waren, wurde
in den Arealen LSV, LSI, Shi, MS, VDBm, AcbC, AcbSh, aca (rechts und

links) sowie 2,3Tu1 (rechts und links) bestimmt.

Die signifikante Erhdhung der kolokalisierten c-FOS- und NeuN-gefarbten
Zellen wurde in der linken 2,3Tu1-Region detektiert (Abbildung 9; P < 0,05).
In der Kontrollgruppe wurde eine durchschnittliche Anzahl von 104,56 +
31,24 positiv gefarbter Zellen gefunden, wahrend in der Saccharose-
Gruppe eine erhohte Anzahl von 248,22 + 34,06 gefarbter Zellen
beobachtet wurde (siehe Tabelle 2).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung von Bregma-Level +1.44. Zellen mit
cFOS und NeuN Expression wurden in den mit griin und pink unterlegten
Arealen LSV, LSI, Shi, MS, VDBm, AcbC, AcbSh, aca rechts&links, 2,3,Tu1
rechts&links gezahlt. Die Daten sind Mittelwerte + SEM (n = 5 pro Gruppe).
Grun: Areale, die keinen signifikanten Unterschied nach der Zellzahlung
zeigten. Pink: Areal mit signifikant erhdhten cFOS Farbung in mit
Saccharose gefltterten Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren. Abklrzungen
gefarbte Areale: Nucleus

Accumbens Kern (AcbC), Nucleus Accumbens Schale (AcbSh),
Commissura anterior (aca), lateraler septaler Nucleus ventraler Teil (LSV),

lateraler septaler Nucleus, mittlerer Teil (LSI), septaler hippocampaler
Nucleus (Shi), medialer septaler Nucleus (MS), verticaler Nucleus
limbdiagonales Band (VDB), vordere Kommissur (aca), olfaktorisches
Tuberkel 1-3 (Tu1). Verandert nach Paxinos und Watson, 2007.

Tabelle 2: Neuronen mit c-FOS Aktivitét in Bregma +1.44 in mit Saccharose
gefiitterten versus Kontrollratten.

31



Bregma +1.44 Kontrolle Saccharose
Areal Zellzahl Zellzahl P-Wert
LSV,LSI,Shi,MS,vVDB 32,75+15,11 43,92+15,96 0,63
m
AcbC,AcbSh,acar 65,83+36,82 8,89+6,44 0,25
AcbC,AcbSh,aca | 32,67+10,01 6,11+4,06 0,09
Tu1-3r 485,841+214,64 868,17+377,86 0,41
Tu1-31 104,56+31,24 248,22+34,06 0,05

Abkiirzungen: Nucleus Accumbens Kern (AcbC), Nucleus Accumbens
Schale (AcbSh), vordere Kommissur (aca), lateraler septaler Nucleus
ventraler Teil (LSV), lateraler septaler Nucleus, mittlerer Teil (LS]), septaler
hippocampaler Nucleus (Shi), medialer septaler Nucleus (MS), verticaler
Nucleus limbdiagonales Band (VDB), olfaktorisches Tuberkel 1-3 (Tu1-3).

3.7 Analyse der neuronalen Aktivitat in der Bregmaebene -1,80 nach

Glukosestimulus

Die dritte Bregma-Ebene, in der die neuronale Aktivitat nach einem
Zuckerstimulus mittels cFOS-Farbung gemessen wurde, war Bregma -1.80.
In dieser Ebene wurden verschiedene Areale untersucht, darunter PVAm,
CMm, PaMP (rechts und links), Rh, Re, Vre, PaXi, Xim und PLH (rechts
und links) (siehe Abbildung 10 und Tabelle 3). Dabei wurden erneut die
Zellen mit Genexpression des Transkriptionsfaktors cFOS und einer
Farbung spezifisch fur NeuN gezahlt.

Um die Ergebnisse Ubersichtlich darzustellen, wurden die Gehirnareale, in
denen bei mit Saccharose gefutterten Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren
signifikant erhohte cFOS- und NeuN-gefarbte Zellen festgestellt wurden,
pink eingefarbt. Gehirnareale, in denen keine signifikanten Unterschiede in
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der cFOS-Farbung beobachtet wurden, erhielten eine grune Farbung
(Abbildung 10).

Die Analyse ergab, dass die Anzahl der kolokalisierten cFOS- und NeuN-
gefarbten Zellen in den Arealen PaMP rechts (P* < 0,001), links (P* < 0,05),
PLH rechts/links (beide Areale P* < 0,05) und BLA links (P* < 0,05) erhoht
war (siehe Abbildung 10, pinke Areale, und Tabelle 3).

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Gabe von Saccharose
spezifische Auswirkungen auf die neuronale Aktivitat in diesen
Gehirnarealen haben kann. Die erhohte cFOS-Expression in Verbindung
mit Saccharose-Futterung legt nahe, dass diese Areale an der Verarbeitung
oder Reaktion auf Zuckerreiz beteiligt sein konnten.
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Abbildung 10: Zellaktivitat in Bregma-Level -1.80 ist in pink eingefarbten

Arealen erhoht in mit Saccharose gefutterten im Vergleich zu Kontrollratten.

Die Anzahl der c-Fos-und NeuN positiven Zellen wurden in Bregma-Level -

1.80 in den Arealen PVAm, CMm, PaMP rechts & links, Rh, Re, Vre, PaXi,

Xim, PLH rechts/links bestimmt. Die Anzahl der kolokalisierten c-Fos- und
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NeuN-gefarbten Zellen ist in den Arealen PaMP rechts & links, PLH rechts
& links, BLAI erhoht. Die Daten sind Mittelwerte £ SEM (n = 5 pro Gruppe).
Abkurzungen: anteriorer paraventrikularer Thalamus Nucleus anterior
(PVA), zentraler medialer thalamischer Nucleus (CM), paraventrikularer
hypothalamischer Nucleus, medialer parvozellularer Teil (PaMP),
paraventrikularer hypothalamischer  Nucleus, ventral (PaV),
paraventrikularer Hypothalamus dorsales Horn (PaDC), paraventrikularer
Hypothalamus lateral, magnozellular (PaLM), rhomboider thalamischer
Nucleus (Rh), thalamischer Nucleus Reuniens (Re), ventraler thalamischer
Nucleus Reuniens (Vre), paraxiphoider Nucleus des Thalamus (PaXi)
xiphoider thalamischer Nucleus (Xi), peduncularer Teil des lateralen
Hypothalamus (PLH), basolateraler, amygdaloider Nucleus anterior (BLA),
piriform Kortex Schicht 2 (Pir2). Verandert nach Paxinos und Watson, 2007.

Tabelle 3: Neuronen mit c-FOS Aktivitét in Bregma -1.80 in mit Saccharose

gefiitterten versus Kontrollratten.

Bregma -1.80 Kontrolle Saccharose

Areal Zellzahl Zellzahl P-Wert
PVAmM 5,67+0,88 6,79+0,93 0,46
CMm 7,17+2,82 8,75+4,19 0,76
PaMP rechts 14,33+1,01 119,5047,09 <0,001*
PaMP links 8,92+2,30 113,42+37,07 <0,05*
Rh,Re,Vre,PaXi,Xi m 21,3347,35 22,8847,34 0,89
PLH rechts 2,25+1,17 8,71+1,96 <0,05*
PLH links 1,59+0,52 9,04+2,25 <0,05*
BLA rechts 0,75+0,44 34,13124,69 0,23
BLA links 0,92+0,71 12,75+3,64 <0,05*
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Pir2 rechts 3,59+1,66 59,08+31,13 0,13

Pir2 links 6,33+3,17 142,63+69,76 0,16

Abkirzungen: anteriorer paraventrikuldrer Thalamus Nucleus anterior
(PVA), zentraler medialer thalamischer Nucleus (CM), paraventrikuldrer
hypothalamischer Nucleus, medialer parvozellularer Teil (PaMP),
paraventrikulérer hypothalamischer Nucleus, ventral (PaV),
paraventrikulérer Hypothalamus dorsales Horn (PaDC), paraventrikuldrer
Hypothalamus lateral, magnozelluldr (PaLM), rhomboider thalamischer
Nucleus (Rh) thalamischer Nucleus Reuniens (Re), ventraler thalamischer
Nucleus Reuniens (Vre), paraxiphoider Nucleus des Thalamus (PaXi),
xiphoider thalamischer Nucleus (Xi), pedunculédrer Teil des lateralen
Hypothalamus (PLH), basolateraler, amygdaloider Nucleus anterior (BLA),
piriform Kortex Schicht 2 (Pir2).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nach der Gabe eines
Glukosestimulus in drei unterschiedlichen Bregma-Ebenen die neuronale
Aktivitat und die Expression des Transkriptionsfaktors cFOS in
verschiedenen Hirnarealen untersucht wurden. In der Schnittebene Bregma
+2,52 zeigten sich zwischen Saccharose-geflutterten Ratten und
Kontrolltieren keine signifikanten Unterschiede in den meisten untersuchten
Regionen. Lediglich in der Schicht 2 des linken Kortex war eine Tendenz zu
erhohter neuronaler Aktivitat in der Saccharose-Gruppe zu beobachten (p
=0,06).

In der Bregmaebene +1,44 wurde ebenfalls nur in einem Areal ein
signifikanter Unterschied festgestellt. In der linken Region Tu 1-3 wiesen
die Saccharose-gefutterten Tiere eine deutlich hdhere Anzahl cFOS- und
NeuN-positiver Zellen auf als die Kontrollgruppe (p = 0,05), wahrend in allen

ubrigen Arealen keine signifikanten Veranderungen erkennbar waren.
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Deutlichere Effekte zeigten sich in der Ebene Bregma —1,80. Hier war die
Anzahl cFOS- und NeuN-positiver Zellen in mehreren Hirnarealen bei
Saccharose-gefutterten Tieren signifikant erhoht. Dies betraf das PaMP
rechts (p < 0,001) und links (p < 0,05), den PLH rechts und links (jeweils p
< 0,05) sowie den BLA links (p < 0,05). In den ubrigen untersuchten
Regionen dieser Ebene wurden keine signifikanten Unterschiede

festgestellt.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einem Nagermodell den Einfluss
einer zuckerreichen Erndhrung auf das Gehirn zu eruieren, um die
Mechanismen zu untersuchen, die dem Zusammenhang zwischen
hochkalorischer, kohlenhydratreicher Nahrung und Einschrankungen der
Gehirnfunktion zugrunde liegen. Gemessen wurde die neuronale Aktivitat
in ROIs auf drei verschiedenen Bregmaebenen, gewahlt analog zu
Gehirnarealen, die nach zuckerreicher achtwochiger Diat und
Zuckerstimulus via PET/fMRI eine Veranderung ihrer Aktivitat gezeigt
hatten. Es ergab sich, dass die neuronale Aktivitat auf zellularer Ebene in
verschiedenen Gehirnarealen nach achtwochiger zuckerreicher Diat erhoht

war.

Um die Auswirkungen der Futterung mit Saccharose auf die Gehirnaktivitat
zu untersuchen, haben wir die mit Saccharose geflutterten Ratten mit
Kontrollratten, die Wasser statt Saccharoseldsung erhielten, verglichen. Die
Auszahlung der mit cFOS und NeuN gefarbten Zellen in den ausgewahlten
ROls ermdglichte es uns, potenzielle Unterschiede der neuronalen Aktivitat
zwischen den beiden Gruppen zu identifizieren. Diese Vergleichsanalyse
liefert wichtige Erkenntnisse darUber, wie die zuckerreiche Ernahrung das

neuronale Aktivitatsmuster auf zellularer Ebene beeinflussen kann.

4.1 Das Tuberculum olfaktorium, Modulator von Zuckerpraferenz und
Stoffwechselregulation

Auf zellularer Ebene wurde in der Bregmaebene +2,54 keine signifikanten
Unterschiede der neuronalen Aktivitat gemessen. In der linken
olfaktorischen Tuberkel 2 wurde jedoch eine tendenzielle Erhohung der
zellularen neuronalen Aktivitat nach zuckerreicher Diat festgestellt. Auch
auf Bregmaebene +1,44 ist die Zellzahl mit erhdhter cFOS Expression, das
heil3t erhohter Zellaktivitat im olfaktorischen Tuberkel 1-3 erhoht.
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Das Tuberculum olfaktorium, auch bekannt als Riechhugel, ist eine Region
im limbischen System des Gehirns und spielt eine entscheidende Rolle bei
der Verarbeitung von Geruchsinformationen. Es liegt im ventralen Teil des
frontalen Cortex und ist eng mit anderen Riechzentren verbunden. Eine
Vielzahl von Neuronen im Tuberculum olfaktorium ist fur die Verarbeitung
und Integration von nicht nur olfaktorischen Reizen, sondern unter anderem
fur Lernen, motivierte Verhaltensweisen und sogar bei der Suche nach
psychoaktiven Drogen verantwortlich (Wesson 2020).

Neuere Studien haben darauf hingewiesen, dass das Tuberculum
olfaktorium eine direkte Rolle bei der Regulation der Zucker-Aufnahme
spielt. Die Aktivierung von Neuronen im Tuberculum olfaktorium kann zu
einer erhohten Vorliebe fur zuckerhaltige Lebensmittel fuhren. Dies legt
nahe, dass das Tuberculum olfaktorium an der Entstehung von
Ubermaliigem Zuckerkonsum und damit verbundenen

Gesundheitsproblemen beteiligt sein konnte (Nogi et al., 2020).

Eine andere Studie zeigt, dass es im Bulbus olfactorius via GLP-1 aktivierte
neuronale Schaltkreise gibt, welche die Nahrungsaufnahme reduzieren und
die Insulinsekretion bei fettleibigen Mausen steigern. Der Anstieg der
Insulinsekretion wird im paraventrikularen Hypothalamus durch eine
verringerte sympathische Nervenaktivitat vermittelt (Montaner et al. 2024).
Auch wenn das Tuberculum olfaktorium etwas entfernt vom bulbus
olfactorius liegt, zeigt diese Studie, dass die Riechbahn in die

Gewichtsregulierung involviert ist.

Die Aufnahme von Zucker wirkt im Gehirn auf das Belohnungssystem, das
angenehme Empfindungen und Verlangen vermittelt und durch die
Freisetzung von Neurotransmittern wie Dopamin gekennzeichnet ist.
Interessanterweise hat sich gezeigt, dass das Tuberculum olfaktorium an
der Verarbeitung und Modulation dieser belohnenden Effekte beteiligt ist
(Murata et al. 2015).

Die Aktivitat des Tuberculum olfaktoriums wird durch verschiedene

neuromodulatorische Mechanismen beeinflusst. Diese Mechanismen
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konnen die Empfindlichkeit des Tuberculum olfaktoriums gegenuber
zuckerhaltigen Reizen erhohen oder verringern. Beispielsweise wurde
gezeigt, dass Stress die Aktivitat des Tuberculum olfaktoriums beeinflusst
und zu einer verstarkten Zuckerpraferenz fuhren kann (Murata et al. 2020).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Tuberculum olfaktorium eine
entscheidende Rolle bei der Verarbeitung von Geruchsinformationen spielt
und auch an der Regulation der Zucker-Aufnahme beteiligt ist. Die
Aktivierung des Tuberculum olfaktoriums kann zu einer erhohten Vorliebe
fur zuckerhaltige Lebensmittel fihren und moglicherweise einen Beitrag zur
Entwicklung von Fettleibigkeit und Stoffwechselstorungen leisten. Ein
besseres Verstandnis der Funktion des Tuberculum olfaktorium konnte
dazu beitragen, gezielte Therapien zu entwickeln, um den Ubermaldigen
Zuckerkonsum und die damit verbundenen gesundheitlichen Risiken zu
bekampfen.

4.2 Aktivierung des medialen parvozellularen paraventrikularen
Nucleus des Hypothalamus (PaMP) nach zuckerreicher Diat und

Glukosestimulus

Die signifikante Erhohung der neuronalen Zellaktivitdt nach der
zuckerreichen Diat und dem Glukosestimulus konnten wir auch in der
Bregmaebene -1.80 messen. Auch wenn die LPH-Areale rechts und links
im Bregmalevel -1.80 eine Erhdhung der neuronalen Zellaktivitat zeigten,
handelte es sich hier um die Erhdhung von 2 auf 9 Zellen, was auch eine
zufallige Erscheinung sein kann. Dasselbe gilt fur die Erhohung der
neuronalen Aktivitat in der Region BLA links von 1 auf 13 Zellen.

Eindeutiger war die neuronale Zellaktivitat in dem Areal PaMP rechts und
links von 14 auf 120 Zellen rechts und von 9 auf 113 Zellen links erhoht.
Hier konnen wir mit mehr Gewissheit von einer Erhohung der Aktivitat
sprechen.
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Der PaMP ist der mediale parvozellulare (kleinzellige) Teil des
paraventrikularen Nucleus (PVN) oder einfach ausgedruckt, ein Kern des
Hypothalamus. Anatomisch grenzt der PVN an den dritten Ventrikel (siehe
Abbildung 10). Er liegt in der periventrikularen Zone und ist nicht mit dem
periventrikularen Nukleus zu verwechseln, der sich weiter medial, unterhalb
des dritten Ventrikels befindet. Der PVN ist stark vaskularisiert und wird
durch die Blut-Hirn-Schranke  geschutzt, obwohl sich seine
neuroendokrinen Zellen an Stellen (in der Eminenz und im
Hypophysenhinterlappen) jenseits der Blut-Hirn-Schranke ausbreiten
(Ferguson et al. 2008). Viele seiner Neuronen projizieren in die hintere
Hypophyse und sezernieren Oxytocin, Vasopressin, Corticotropin-
Releasing-Hormon (CRH) und Thyrotropin-Releasing-Hormon (TRH)(Nillni,
2010). CRH und TRH wirken auf verschiedene Zielneuronen im
Hypophysenvorderlappen. Der PVN vermittelt durch die Sezernierung der
verschiedenen Hormone in Teile der Hypophyse verschiedene Funktionen,
darunter die Osmoregulation, den Appetit und die Reaktion des Korpers auf
Stress (Fox, 2011).

Die Axone der neurosekretorischen Neuronen des PVN projizieren zur
medianen Eminenz (ME), einem kleinen Areal an der Basis des Gehirns.
Die ME gibt via neurosekretorischer Nervenendigungen ihre Hormone an
den primaren Kapillarplexus des Portalsystems ab. Aulerdem enthalt sie
Faserendigungen von zahlreichen hypothalamischen neuroendokrinen
Neuronen, die verschiedene Neurotransmitter oder Neuropeptide darunter
Vasopressin, Corticotropin-Releasing-Hormon  (CRH),  Thyrotropin-
Releasing-Hormon (TRH), Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH),
Wachstumshormon-Releasing-Hormon (GHRH), Dopamin (DA) und
Somatostatin (wachstumshormonfreisetzungshemmendes Hormon, GIH) in
die Blutgefalle des hypophysaren Portalsystems abgeben. Die Blutgefalie
transportieren die Peptide in die vordere Hypophyse (Palkovits, 1984)
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4.3 Rolle der Amygdala in der Regulation von Nahrungspraferenz und

neuronaler Plastizitat nach zuckerreicher Diat

Die Amygdala spielt eine zentrale Rolle bei erlernten aversiven oder
appetitiven  Reizen. Aullerdem wird vermutet, dass sie die
Nahrungspraferenz beeinflusst (Petrovich et al. 2009; Zhang et al. 2009).
Die zentrale Amygdala hat vermutliche auch eine Funktion bei der
Unterdrickung der Nahrungsaufnahme. Es wurde zum Beispiel gezeigt,
dass insbesondere CeC PKC-0+ Neuronen direkt von anorexigenen IPBN
CGRP+ Neuronen innerviert werden. Die Aktivitat dieser Neurone ist fur die
Unterdrickung der Nahrungsaufnahme durch CCK, bitteren Geschmack
und naturliche Sattigung notwendig (Cai et al. 2014).

In einer weiteren Studie wurden Saccharose konsumierende jugendliche
Ratten 4 Wochen und 12 Wochen untersucht und mit altersgleichen
Wasser-Kontrollen verglichen (Shariff, et al. 2017) . Die Ergebnisse deuten
auf maladaptive Veranderungen in der dendritischen Architektur der BLA-
Hauptneuronen hin, insbesondere an den apikalen Dendriten nach
langfristigem Saccharosekonsum. Aullerdem wurde eine reduzierte
Gesamtlange der dendritischen Aste der BLA-Hauptneuronen nach kurz-
und langfristigem Saccharosekonsum beobachtet. Daruber hinaus
verursachte der langfristige Saccharosekonsum eine signifikante
Verringerung der Lange und Komplexitat der apikalen Dendriten (Shariff, et
al. 2017). Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse den Einfluss
zwischen kurz- und langfristigem Saccharosekonsum auf die Morphologie
der BLA-Hauptneuronen und deuten auf eine Storung der synaptischen

Verbindungen zu diesen Neuronen hin.

Die Inhibition der Erregbarkeit der BLA reduzierte das appetitive
Trinkverhalten, d.h. die Aufnahme von Ethanol und Saccharose (Butler, et
al., 2014). Dagegen hatte eine BLA-Inaktivierung keine Auswirkungen auf
die Anzahl der Hebeldriucke fur Saccharose-Pellets, was darauf hindeutet,
dass die primare Motivation intakt bleibt, wenn die BLA inaktiv ist. Nach

einem Test unter spezifischer Sattigung fur Saccharose-Pellets machte die
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BLA-Inaktivierung die Tiere weniger empfindlich fur Abwertung im Vergleich
zur Kontrolle. Das heil3t, die basolaterale Amygdala unterstutzt die
Aufrechterhaltung des Wertes und die Wahl einer bevorzugten Option (Hart,
et al. 2017).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Hemmung des BLA-VHC-
Signalwegs das appetitive Trinkverhalten sowohl bei Alkohol als auch bei
Saccharose signifikant reduzierte, wahrend es keine Auswirkungen auf den
Konsum von Alkohol hatte. Zusammengenommen liefern diese Ergebnisse
einen Hinweis darauf, dass der BLA-vHC-Kreislauf das appetitive
Belohnungsverhalten bei Alkohol und natirlichen Belohnungen wie zum

Beispiel Saccharose regulieren kann (Bach 2023).

Weitere Studien zeigen, dass nicht nur die Zellaktivierung, sondern auch
die Morphologie und eventuell auch die Anzahl der Neuronen durch die
zuckerreiche Diat beeinflusst wird. Fiur eine zukunftige Studie kdnnte es
interessant sein, die Anzahl der Astrozyten und ihre Aktivierung in
bestimmten Regionen zu untersuchen. Gliazellen, einschlieBlich
Astrozyten, sind namlich nicht nur fur die strukturelle und nahrstoffliche
Unterstlitzung von Neuronen sowie die synaptische Ubertragung wichtig,
sondern auch fur die neuroendokrine Kontrolle des Stoffwechsels und des
Energiehaushalts (Fuente-Martin et al. 2019).

4.4 Limitationen und Ausblick

Ein wichtiger, die Interpretation der Ergebnisse maf3geblich beeinflussender
Punkt ist die von uns eingestellte Anzahl der Pixel, die als Farbung gelten.
Diese wurde fur die Zellzahlung streng gewahlt, damit keine Artefakte
gezahlt werden. Wenn man die Pixeleinstellungen anders gesetzt hatte,
hatte man mit anderen Ergebnissen rechnen konnen. AuRerdem wurde die
Zahlungen auf original gefarbten Schnitten ohne digitale Bearbeitung
durchgefuhrt.
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Zu erwahnen ist auch noch, dass es hohe Schwankungen der gefarbten
Zellen zwischen den Tieren gab. Diese gravierenden Unterschiede sind
nicht selten bei  Futterungsstudien. Fakt ist, dass hohe
Zellzahlschwankungen die statistische Auswertung beeinflussen und zu
weniger signifikanten Ergebnissen fuhren.

Es ist auRerdem wichtig anzumerken, dass diese Beobachtungen auf drei
spezifische Bregma-Level und die untersuchten Areale beschrankt sind. Es
konnte interessant sein, weitere Schnittebenen und Areale zu untersuchen,
um ein umfassenderes Bild der Auswirkungen von Saccharose auf die

neuronale Aktivitat zu erhalten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die zuckerreiche Diat einen
Einfluss auf verschiedene Regionen des Gehirns zeigt. Einige Regionen
zeigten tendenziell eine hohere Zellaktivierung (Tu 1-3 |, PaMP rechts/links,
BLA left, Bregma -1.80) andere eine geringere Aktivierung (AcbC, AcbSh,
aca |, Bregma +1.44), wahrend der Rest keine messbare Zellaktivierung
zeigte. Je nach Region konnte die Aktivierung die Funktion und die
Konnektivitat der Struktur zu anderen Zielregionen beeinflussen. Weitere
Studien sind erforderlich, um den funktionellen Aspekt jeder dieser
Regionen zu untersuchen und die positiven oder negativen Auswirkungen
der zuckerreichen Diat auf das Gehirn zu untersuchen. Die hier
vorgestellten  Erkenntnisse Uber fettleibigkeitsbedingte neuronale
Veranderungen konnten genutzt werden, um zu verstehen, ob wir das
gesteigerte  Verhalten bei der Nahrungssuche sowie das
Belohnungsverhalten durch die Behandlung bestimmter Hirnregionen bei
Menschen mit einem hohen Risiko fur die Entwicklung von Fettleibigkeit
verringern konnen. Alternativ konnen wir die negativen Auswirkungen der
zuckerreichen Diat begrenzen, indem wir die Verbindung zwischen den

Gehirnregionen und ihrer Funktionalitat verstehen.

Weitere Studien sind notwendig, um die vollstandigen neuronalen
Netzwerkveranderungen zu verstehen, die nach einer zuckerreichen Diat

entstehen.
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5. Zusammenfassung

Ubergewicht und Adipositas sind globale Probleme, fiir die bis heute keine
flachendeckenden Interventionen existieren. Deshalb ist es wichtig zu
untersuchen, welche ernahrungsbedingten zentralnervosen
Veranderungen Ubergewicht und Adipositas auslésen oder beglnstigen,
und die ihnen zu Grunde liegenden Stérungen zellularer Mechanismen zu
verstehen, so dass sie im zweiten Schritt behoben werden kdnnen. Die
vorliegende Studie befasste sich aus diesem Grund mit der Wirkung einer
zuckerreichen Ernahrung auf das Gehirn. Dazu wurden mannliche Lewis-
Ratten acht Wochen lang mit einer Standarddiat und entweder 30%
Saccharoselosung (n=32) oder Wasser (n=32) ad libitum geflttert. Die
Gehirnaktivitat wurde anhand der zellularen Aktivitat in verschiedenen
Gehirnarealen gemessen. Zu diesem Zweck wurden Neurone mit dem
neuronenspezifischen Antikorper NeuN und aktivierte Zellen mit Hilfe des
Transkriptionsfaktors cFOS, als Marker der fruhen Genexpression in den
Bregma-Ebenen +2.54, +1.44 und -1.80 markiert und gezahlt. Die Auswahl
der Regionen fuldte auf Aktivitatsmustern, die im Vorfeld der Studie durch

eine PET/fMRT-Analyse detektiert worden waren.

Die immunhistochemische Quantifizierung von c-Fos und NeuN ergab in
der mit zuckerreicher Diat gefutterten Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine Erhdhung der aktiven Zellen in Bregma +1.44 und -1.80
im medialen parvozellularen paraventrikularen Nucleus des Hypothalamus
(links und rechts), in paraventrikularen hypothalamischen Regionen (links
und rechts) und in der linken basolateralen Amygdala. In Bregma +1.44
zeigte das Tuberkel 1-3 eine erhohte Zellaktivitat in der mit Saccharose
gefutterten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Keine signifikante

Anderung der Zellaktivitat wurde in Bregma +2.54 gemessen.

Die Ergebnisse zeigen, dass zuckerreiche im Vergleich zu Kontrolldiat
spezifische Veranderungen auf zellularer Ebene induziert, wobei nicht alle
Regionen gleichermalien betroffen sind. Die untersuchten Areale wurden

aufgrund ihrer Aktivitat ausgewahlt durch die bildgebenden Verfahren.
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Dabei gab es Areale mit erhOhter Aktivitat und auch Areale mit reduzierter
Aktivitat im Vergleich zu den Ratten geflttert mit einer Kontrolldiat. In der
Tabelle haben wir gezeigt, es gab Areale mit erhohter bzw. mit reduzierter
Aktivitat, die meisten Areale hatten jedoch eine unveranderte Aktivitat. Dies
deutet darauf hin, dass ein erhohter Zuckerkonsum sehr spezifische
Auswirkungen in speziellen Gehirnstrukturen hat. Weitere Studien sind
notig, um die funktionale Relevanz der beobachteten Veranderungen der
Zellaktivitat nach zuckerreicher Diat in spezifischen Gehirnarealen besser

zu verstehen.
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Summary

Overweight and obesity are global problems that to date cannot be solved
with interventions across the board. Therefore, it is important to understand
what central nervous changes account for overweight and obesity in order
to understand in the future the underlying cellular mechanisms that lead to

long-term behavioral change and to address them in the second step.

In the present study, male Lewis rats were fed a standard diet and either
30% sucrose solution or water ad libitum for eight weeks. Brain activity of
the rats was analyzed by PET/fMRI after a glucose stimulus and taken as a
basis for cellular measurement of activity in different brain areas. Neuronal
cells were labeled with the neuron-specific antibody NeuN and activated
cells were labeled and counted using the transcription factor cFOS, as a
marker for early gene expression, in Bregma levels +2.54, +1.44, and -1.80.
Antibody-stained regions were selected using activity patterns from
PET/fMRI analysis.

Immunohistochemical quantification of c-Fos and NeuN revealed increased
active cells in Bregma +1.44 and -1.80 in the paraventricular hypothalamic
medial parvocellular region (PaMP right P < 0.001 and left P <0.05),
paraventricular hypothalamic regions (PLH right P < 0.05 and left P < 0.05),
and basolateral amygdala (BLA left P < 0.05) detected regions.

In Bregma +1.44, tubercle 1-3 (Tu1-3, P < 0.05) showed increased cell
activity in the sucrose-fed group. No significant change in cell activity was

measured in Bregma +2.54.

The results indicate that, in part, PET/fMRI activity is also measurable at the
cellular level, but not across all regions. Further studies are needed to
understand the underlying mechanisms of changes in cellular activity

following high-sugar diets in specific brain areas.
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