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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Schlaf

Schlaf ist ein Zustand der Ruhe, eine Art Bewusstlosigkeit, die einem Lebewesen zur Re-
generation, aber auch zur Weiterentwicklung dient. Schlaf ist dadurch gekennzeichnet,
dass eine stereotype Position eingenommen wird und wenige Bewegungen stattfinden.
Wahrenddessen zeigt sich ein vermindertes Antwortverhalten gegentber externen Rei-
zen, und der Schlafprozess ist reversibel. Der Schlaf scheint subjektiv eine regenerative
Rolle fir den gesamten Organismus zu haben, weil sich nach dem Schlaf fir gewéhnlich
das Gefuhl der Erholung einstellt. Durch die Ruhephase haben der Koérper, die Organe,
Stoffwechselvorgdnge und auch alltdgliche Abnutzungserscheinungen die Mdglichkeit,
sich zu regenerieren. Es hat sich gezeigt, dass Schlaf von wesentlicher Bedeutung fir die
Hirnfunktion ist. Beispielsweise werden wahrend des Schlafes die Gedachtnisbildung wei-
ter gefestigt (Born et al. 2006; Gais et al. 2006) und Erinnerungen verarbeitet. Weiterhin
finden homoostatische Regulationsprozesse des Gehirns statt (Diekelmann & Born 2010;
Tononi & Cirelli 2006).

Durch Schlafentzug, selbst durch partiellen, kommt es beim Menschen zu physiologi-
schen Anderungen, beispielsweise Anderungen der elektrischen Hirnaktivitat (gemessen
an der unterschiedlichen Ausprdgung des Frequenzspektrums des Elektroenzephalog-
ramms (EEG) (Brunner et al. 1993)), zu kognitiven Einbuf3en und negativer Stimmung
(Dinges et al. 1997), sowie zur Beeinflussung des endokrinen Systems und des Immun-

systems (Redwine et al. 2000).

In verschiedenen Studien hat sich gezeigt, dass sich Schlaf und Immunsystem gegensei-
tig beeinflussen. Zum einen kénnen Zellen und Transmitter des Immunsystems die
Schlafarchitektur beeinflussen (Krueger & Majde 2003). Zum anderen beeinflusst der
Schlaf das Immunsystem. Wéhrend des Schlafes zeigen sich beispielsweise andere Akti-
vierungsmuster fur immunkompetente Zellen, die auch eine Immunschwache bei Schiaf-

entzug erklaren konnten (Born et al. 1997).

Diese Arbeit untersucht die durch das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) induzierten zentralner-
vosen Prozesse im Schlaf. Dabei wird die Modulation der hirnelektrischen Aktivitat fokus-

siert.
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1.1.1 Polysomnographische Messung des Schlafes

Die Erforschung des Schlafes, ein Thema, das die Menschheit seit jeher fasziniert hat,
wurde durch die Erfindung des Elektroenzephalogramms (EEG) 1929 von Hans Berger
objektivierbar gemacht. Durch das EEG konnte erstmals gezeigt werden, dass wahrend
des Schlafes komplexe neuronale Vorgange stattfinden und es verschiedene Schlafpha-
sen gibt. Aserinsky und Kleitmann (Aserinsky & Kleitman 1953) fuhrten erstmals die Un-
terscheidung des sogenannten Non-Rapid Eye Movement-Schlafs (NREM-Schlaf) von
dem Rapid Eye Movement-Schlaf (REM-Schlaf, ,Paradoxer Schilaf*) ein.

Durch Rechtschaffen und Kales wurden 1968 Definitionen zur Einteilung verschiedener
Schlafstadien eingeflihrt, die bis heute noch, wenn auch zum Teil in modifizierter Form,
verwendet werden (Rechtschaffen & Kales 1968). Zur polysomnographischen Einteilung
in die verschiedenen Schlafstadien werden typischerweise die Sighale von zwei EEG-
Ableitungen, des Elektrookulogramms (EOG) und des Elektromyogramms (EMG) ver-
wendet. Die aufgezeichneten Signale werden in 30-sekiindigen Epochen betrachtet und
verschiedenen Stadien zugeteilt. Seit einiger Zeit gibt es Bestrebungen, die Kriterien der
Schlafstadieneinteilung an neuere neurophysiologische Kenntnisse und analysetechni-

sche Mdglichkeiten anzupassen (Rodenbeck et al. 2006).

Neben dem Wachzustand (W) differenziert man die Stadien S1-S4, die zum NREM-Schlaf
gezahlt werden, und den REM-Schlaf. Die wesentlichen Kriterien zur Unterscheidung der

Schlafstadien sind wie folgt:

Beim Wachzustand dominiert (>50%) die EEG-Alpha-Aktivitat (Frequenz: 8-13 Hz, Ampli-
tude: 20-100 pV) und/oder niedrig amplitudige Aktivitdt gemischter Frequenzen. Das be-
gleitende EMG ist oft relativ hoch amplitudig und es werden Augenbewegungen im EOG

registriert.

Das Stadium 1 (S1) ist durch eine Verringerung des Alpha-Anteils (<50%) mit genereller
Verlangsamung des EEGs (Theta-Aktivitat, Frequenz: 2-7 Hz, Amplitude: 50-75 uV) und
rollenden Augenbewegungen charakterisiert. Dieses Stadium tritt nach dem Einschlafen
auf, aber auch nach Bewegungen in tieferen Schlafphasen. In diesem Stadium treten
noch keine Spindeln oder K-Komplexe (s.u.) auf. Beim Ubergang zu Stadium 2 kénnen

Vertex-Wellen auftreten (hohe Frequenz und Amplitude bis 200 pV).

Im Stadium 2 (S2) treten dann definitionsgemall K-Komplexe (Welle mit steil negativer
Auslenkung, direkt gefolgt von positiver Komponente, Dauer mind. 0,5 sec) und Schlaf-

spindeln (12-14 Hz fir mindestens 0,5 sec) auf. Treten wahrend eines Intervalls von bis
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zu drei Minuten weder K-Komplexe noch Schlafspindeln und zusétzlich auch keine
Bewegungsarousals auf, wird dieses Intervall als S2 gescort. Gibt es dagegen
Bewegungsarousals, zahlt dies zu S1 bis zum nachsten Auftreten einer Schlafspindel
oder eines K-Komplex. Die Augenbewegungen werden ruhiger und der Muskeltonus

nimmt weiter ab. Die Stadien 1 und 2 gelten als leichter NREM-Schlaf.

Fiur das Stadium 3 (S3) gilt, dass hohe langsame Wellen (Delta-Wellen, Frequenz 0,5-2
Hz, >75 pvV Amplitude mit einer Breite von mindestens 0,5 sec) mehr als 20% einer Epo-
che ausmachen mussen. Fur das Stadium 4 (S4) sind es mehr als 50% einer Epoche.
Das EMG ist in beiden Stadien sehr flach. Die Stadien 3 und 4 gelten als Tiefschlafpha-

sen.

Der REM-Schlaf ist durch schnelle Augenbewegungen, sehr niedriges EMG und ein cha-
rakteristisches, desynchronisiertes EEG mit Theta-Aktivitat (2-7 Hz) und auch Alpha-
Aktivitdt gekennzeichnet. Weiterhin fallen erhdhte Puls- und Blutdruckwerte auf. Der
REM-Schlaf gilt als die traumreiche Schlafphase, und das Erwecken aus dieser Schlaf-

phase wird als unangenehm wahrgenommen.

Die NREM-Schlafstadien S1-S4 und die REM-Schlafphase laufen zyklisch ab. Ein Schlaf-
zyklus dauert ca. 90 Minuten und pro Nacht werden ungeféhr 4-6 Zyklen durchlaufen (s.
Abb. 1). In der ersten Nachthélfte Uberwiegt der Tiefschlaf (Schlafstadien 3 und 4), auf
Englisch als ,Slow Wave Sleep” (SWS) bezeichnet. In der zweiten Nachthalfte nimmt der

Anteil des REM-Schlafes zum Morgen hin immer mehr zu.

Epochen, die mehr als zur Halfte durch muskelabhéngige Bewegungsartefakte gestort
sind, werden weder dem Wachzustand noch den Schlafstadien zugeordnet. Sie werden
vielmehr als Movement Time (MT) gewertet und keinem Schlafstadium zugeordnet. Ein-
zelne kleine Bewegungsartefakte, die weniger als die Hélfte der Epoche einnehmen, wer-
den als Movement Arousal (MA) zusatzlich zum bestehenden Schlafstadium gescort. Sie

konnen beispielsweise einen Stadienwechsel ankindigen.
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Abb. 1 Typischer Verlauf der einzelnen Schlafphasen und -zyklen

1.1.2 Hirnelektrische Rhythmen im Schlaf

Die Einteilung der Schlafstadien ermdglicht die Angabe, wie viel Zeit im jeweiligen Schlaf-
stadium verbracht wurde. Informationen Uber die Ausprdgung der einzelnen Rhythmen

der hirnelektrischen Aktivitat werden indirekt erfasst.

In diesem Abschnitt werden die charakteristischen EEG-Rhythmen des Schlafes naher
betrachtet. Sie werden dabei wadhrend des SWS fokussiert, da i) seit den 90er Jahren
zahlreiche neue Erkenntnisse Uber die hirnelektrische Aktivitat im SWS inklusive vermehr-
ter Hinweise fur die funktionale Relevanz bei der Gedachtniskonsolidierung gewonnen
wurden und ii) die subkutane IL-6-Gabe den Anteil der in SWS verbrachten Zeit modifi-
zierte (Spath-Schwalbe et al. 1998).

Im EEG-Signal ist SWS durch das Vorkommen von grof3amplitudigen, langsamen Wellen
(< 4 Hz) charakterisiert, die konventionell zusammenfassend als Deltawellen bezeichnet
wurden. Die Rhythmen in diesem Frequenzbereich stellen jedoch kein einheitliches Pha-
nomen dar. Ausgehend von Studien auf zellularer Ebene wurde zwischen ,clock-like* Del-
tawellen thalamischen Ursprungs, cortikalen Deltawellen und langsameren Oszillationen
unterschieden. Erstere sind das Ergebnis intrinsischer Aktivitdt (Zwischenspiel zweier
intrinsischer lonenstrome) thalamocorticaler Zellen. Diese Aktivitat wird vor allem im Fre-

quenzbereich 1 — 4 Hz analysiert (Steriade 1999).
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Die langsamen Oszillationen (< 1 Hz) treten im Neocortex, aber auch anderen Hirnregio-
nen auf. IThre maximale Leistung im EEG liegt beim Menschen im Frequenzbereich um 0,7
— 0,8 Hz. Die cortikalen Deltawellen werden mittlerweile als Auspragung (der hyperpolari-
sierenden Phase) der langsamen Oszillationen betrachtet. Slow Wave Activity (SWA) um-
fasst alle EEG Rhythmen im Frequenzbereich von 0,5 bis 4 Hz. Da die spektrale Leistung
der langsamen Oszillation (< 1 Hz) deutlich starker als die Rhythmen im 1-4 Hz Fre-
guenzbereich ist, wird die SWA von der Aktivitat der langsamen Oszillation wesentlich

gepragt. In dieser Arbeit wird die SWA auch berechnet.

Die langsamen Oszillationen wurden erstmals von Steriade (Steriade et al. 1993b;
Steriade et al. 1993a) bei intrazellularen Untersuchungen an Tieren entdeckt und konnten
dann auch in humanen EEGs nachgewiesen werden (Mdlle et al. 2002). Die langsame
Oszillation besteht aus einer Depolarisations- und Hyperpolarisationsphase. Im Oberfla-
chen-EEG unterscheidet man zwischen einem positivem und einem negativen Anteil. Die
negative Halbwelle im Oberflachen-EEG reflektiert die Hyperpolarisationsphase der lang-
samen Oszillation. Dieser Zustand wird auch als ,down state* bezeichnet. Es treten nahe-
zu keine Entladungen der neocorticalen Neurone auf. Der positive Anteil reflektiert die
Depolarisationsphase und wird entsprechend als ,up state* verstanden (Contreras &
Steriade 1995; Steriade et al. 1993a). Die traditionellen Deltawellen des Tiefschlafes re-
prasentieren am wahrscheinlichsten die hyperpolarisierende Phase (negative Halbwelle
im EEG) der langsamen Oszillationen. Die langsame Oszillation breitet sich entlang des
Neocortexes aus und greift auch auf Strukturen wie den Thalamus oder den
Hippocampus uber. Es konnte ein enger zeitlicher Zusammenhang zwischen dem Vor-
kommen der langsamen Oszillationen und dem Auftreten von Spindeln und sharp wave-
ripple-(SPW-R-)Aktivitdt gezeigt werden (Sirota et al. 2003) und weiterhin, dass es wéah-
rend der Depolarisationsphase der langsamen Oszillation zu einer erhéhten Spindelaktivi-
tat (Molle et al. 2002) und SPW-R-Aktivitat (Molle et al. 2006) kommt.

Corticothalamische Schlafspindeln treten zum einen im NREM-Schlaf wéhrend des
Schlafstadiums 2 auf, aber auch wahrend des SWS. Der hippocampale SPW-R-Komplex
reflektiert ein starkes Depolarisationsereignis (,sharp wave*: 40-120 ms Dauer), das in der
CA3-Subregion des Hippocampus seinen Ursprung hat und zusammen mit den soge-
nannten Ripples — neuronalen Entladungen in der Pyramidenschicht der CA1-Subregion
(100-300 Hz) — auftritt (Buzsaki 1989).
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1.2 Neuromodulatorische und neuroendokrine Rolle de s Immun-

systems fur den Schlaf

Die Botenstoffe des Immunsystems sind die Zytokine. Es handelt sich um eine Klasse von
Peptiden, die von Zellen des Immunsystems produziert werden und fiir diese als Boten-
stoffe fungieren. Man teilt sie in verschiedene Untergruppen ein, wie Interferone, Interleu-
kine, Tumornekrosefaktoren oder Chemokine. Lange Zeit ging man davon aus, dass
Zytokine ein reines Produkt des Immunsystems sind mit Aufgaben, die sich auf dieses
beschréanken. Aber es wurde deutlich, dass Zytokine auch neuroendokrine (Vgontzas et

al. 2005) und neuromodulatorische (Lange et al. 2010) Funktionen besitzen.

Eine der Aufgaben ist die Aktivierung von Funktionen im Gehirn wahrend einer Entzin-
dung, zum Beispiel das Initieren von Fieber oder Mudigkeit. Weiterhin beeinflussen sie

die Hamatopoese und wirken bei der Gewebe- und Zelldifferenzierung mit.

Zytokine haben allem Anschein nach auch eine Rolle bei der Beeinflussung von Schlaf
und Schlafstadien. Unter den Zytokinen gibt es eher schlafinduzierende (IL-1a, IL-1(,
TNF-a, IL-2, IL-6) und schlafhemmende (IL-4, IL-10, IL-13 oder TGF-B) Komponenten
(Krueger & Majde 2003). Es konnte nachgewiesen werden, dass die schlafférdernden
Zytokine den Anteil von NREM-Schlaf zu Lasten des REM-Schlafs erhthen und dass IL-
1- und TNF-a-Konzentrationen mit dem Anteil an SWA korrelieren (Krueger & Majde
2003). Es wurde der Begriff der ,Sleep Regulatory Substances* (SRS) formuliert, der
durch einen zu erfullenden Kriterienkatalog definiert ist (Krueger et al. 2007). Diese Krite-
rien beinhalten, dass SRS einen Schlafphanotyp wie z.B. den NREM-Schlaf erhdhen sol-
len. Die Hemmung der SRS soll Spontanschlaf reduzieren und die Spiegel der SRS sollen
mit der Schlafneigung korrelieren. AuRerdem sollen sie die Schlafregulierung beeinflussen
und wahrend pathologischer Zustande mit der Schlafrigkeit korrelieren. Diese Kriterien
werden beispielsweise von IL-1 und TNF-a erfillt. Fur IL-6 konnten diese Kriterien bis jetzt
noch nicht alle nachgewiesen werden. Zytokine konnen so einerseits direkt
neuromodulatorisch als schlafregulierende Substanzen fungieren. Andererseits kdnnen
sie aber auch Uber Interaktionen mit dem neuroendokrinen System den Schlaf beeinflus-
sen. Generell scheinen Zytokine eine Rolle bei der Schlafarchitektur zu spielen, und im
Fall einer Entziindung werden diese Effekte durch erhéhte Werte verstarkt. Die Interaktio-
nen zwischen dem Immunsystem und dem zentralnervosen Prozess des Schlafes sind

bidirektional.
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In einer der ersten Studien, welche speziell den Einfluss von Schlaf und nicht nur der zir-
kadianen Rhythmik auf das Immunsystem zeigte, kam es zu einem schlafbedingten Abfall
von zirkulierenden Monozyten, NK-Zellen und Lymphozyten und zu einem Anstieg von IL-
2 (Born et al. 1997). Man vermutete eine eventuelle Umverteilung der Zellen in den extra-
vasalen Raum, wie beispielsweise das Lymphgewebe, um in einer Zeit mit geringem Anti-
genkontakt die Immunabwehr dort aufrechtzuerhalten und zu organisieren. Damit wéare

auch eine Immunschwache bei Schlafstérungen zu erklaren.

Der Effekt der Zytokine h&ngt von vielen Faktoren ab, wie beispielsweise der Konzentrati-
on, Infektionen oder der Schlafphase. Akut fihren Zytokine eher zu einer Zunahme der
Mudigkeit und zu flacherem Schlaf. Verspatet kommt es aber zu verbessertem Schlaf,
eventuell durch die Induktion von T-Zellen, die dann schlafférdernde Zytokine produzieren
(Marshall & Born 2002).

Releasinghormone wie CRH und GHRH haben Einfluss auf die Zytokinfreisetzung, auf
den Schlaf und die Gedachtniskonsolidierung: GHRH beispielsweise hat eine schlaffor-
dernde Wirkung, in dem es den NREM-Anteil bei Tieren und Menschen anhebt, was
hauptsachlich durch autokrine und parakrine Vorgénge im Gehirn geschieht und nicht
durch die Wirkung des Hormons an sich (Krueger & Majde 2003; Marshall et al. 1999;
Perras et al. 1999). GHRH erhdht unter anderem aber auch die Th-1-vermittelte Produkti-

on von schlafférdernden Zytokinen, wie beispielsweise IL-2 (Lange et al. 2006).

In dieser Arbeit sind die Wirkungen von CRH und Kaortisol interessanter, weil IL-6, das
Zytokin mit dem sich diese Arbeit hauptsachlich befasst, die Hypothalamus-Hypophysen-
Adrenokortikale—Achse (HPAA) aktiviert und somit zu einer Ausschittung von z.B. CRH
und Kortisol fuhrt. Aber auch das Kortisol mit seiner immunsuppressiven Wirkung beein-
flusst die IL-6-Produktion. Kortisol weist eine zirkadiane Rhythmik auf mit einer sehr nied-
rigen Plasmakonzentration zu Beginn der Nacht, die dann ab ca. 2 Uhr nachts sukzessive
steigt, bis sie ein Maximum in den friihen Morgenstunden erreicht. Denn der in der ersten
Nachthalfte dominierende SWS unterdriickt die Aktivitat der HPAA (Born & Fehm 1998),
welche dann zum Morgen hin zunimmt. Dieser frihmorgendliche Peak kdnnte dann das
IL-6 supprimieren (Seres et al. 2004). Auch die Schlafarchitektur wird durch Kortisol be-
einflusst. Nach Kortisolgabe ergibt sich eine Schlafumverteilung mit Zunahme des SWS
und Abnahme des REM-Schlafes (Born et al. 1989).
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1.3 Interleukin 6

Da sich diese Arbeit vornehmlich mit den Auswirkungen von IL-6 auf Schlaf und die durch
die intranasale Gabe von IL-6 hervorgerufenen hirnelektrischen Prozesse beschéftigt,
folgt hier eine eingehendere Betrachtung. Speziell geht es um die genauen Wirkmecha-
nismen auf Rezeptorebene und darum, die peripheren von den zentralen Wirkungen des
IL-6 zu unterscheiden und vor allem die Auswirkungen auf Schlaf und die hirnelektrischen

Prozesse zu beschreiben.

Fur IL-6 zeigt sich, dass sich sein Aufgabengebiet nicht nur auf den immunologischen
Bereich erstreckt, sondern ebenfalls auf den zentralnervosen und den endokrinen. Es wird
von immunologischen Zellen, wie Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten oder
Fibroblasten produziert. Zentral konnte die m-RNA von IL-6 und von seinem Rezeptor IL-
6-R bei Ratten in verschiedenen Hirnregionen nachgewiesen werden (Gadient & Otten
1994). IL-6 wird unter physiologischen wie auch pathologischen Bedingungen zentral von
beispielswiese Neuronen (Marz et al. 1998) oder Gliazellen exprimiert. Beispielsweise
fuhrt die Membrandepolarisation von Neuronen zu einer erhdhten Expression von IL-6
(Sallmann et al. 2000) (s. 1.3.4.), aber auch pathologische Bedingungen fiihren zu einer
Zunahme der IL-6-Produktion. Bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen zeigen
sich erhdhte IL-6-Konzentrationen (Frei et al. 1989; Suzuki et al. 1999a; Suzuki et al.
1999b). Die Produktion von IL-6 wird auch auf endokriner Ebene reguliert. Beispielsweise
hemmen immunsuppressive Glucocorticoide die IL-6-Produktion (Breuninger et al. 1993).
Ein fordernder Effekt auf die IL-6-Produktion konnte bei Ratten durch die bei Stresssitua-
tionen erhdhten Katecholamine wie z.B. Adrenalin nachgewiesen werden (van Gool et al.
1990). Ahnlich wie auch Hormone, beispielsweise Kortisol, weist IL-6 ein zirkadianes Sek-
retionsmuster auf (Vgontzas et al. 2005), das auch abh&ngig vom Schlaf-/Wach-Zyklus
ist. Dies konnte nicht nur bei Menschen sondern auch bei Tieren gezeigt werden (Guan et
al. 2005) (s. Abschnitt 1.3.3).
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Abb. 2 Strukturmodell Interleukin 6

1.3.1 Interleukin 6 und seine Rezeptoren

IL-6 kann an zwei verschiedene Rezeptoren binden. Es gibt eine membrangebundene
und eine l6sliche Form. Die membrangebundene Form m-IL-6-R kommt nur auf wenigen
Zellen des Korpers, wie Hepatozyten, Monozyten, Makrophagen und einigen Lymphozy-
ten, vor. Bei der klassischen Signaltransduktion bindet IL-6 an den membrangebundenen
Interleukin-6-a-Rezeptor, und das Signal wird Uber das rezeptorassoziierte und

signaltransduzierende Glykoprotein 130 (gp 130) weitergegeben.

Der losliche Rezeptor s-IL-6-R  hat die gleiche Affinitat far IL-6 wie der
membrangebundene IL-6 Rezeptor-Typ. Hierbei bildet der s-IL-6-Rezeptor einen Komplex
mit IL-6, der dann an Zellen binden kann, die nur das gp 130 enthalten, um dann die
Signaltransduktion auszulésen. Diesen Vorgang nennt man Transsignaling (Rose-John
2003). Der s-IL-6-R kommt beispielsweise im Urin, Serum oder Liquor vor und der Kom-
plex mit IL-6 kann dann Zielzellen stimulieren, wie zum Beispiel Nervenzellen (Méarz et al.
1999), die wegen des fehlenden membrangebundenen m-IL-6-Rezeptors durch IL-6 allein
nicht stimuliert werden konnen. Das gp 130 ist auf fast allen Zellen des Korpers enthalten.

Der s-IL-6-R entsteht durch zwei unterschiedliche Mechanismen. Der PC-s-IL-6-R (PC:
proteolytically cleaved) entsteht durch Proteolyse und zeigt eine schnelle Kinetik. Der DS-
s-IL-6-R (DS: differentially spliced) entsteht durch mRNA-splicing. Die Sekretion ist ver-

haltnismafig langsam, weil es zu einer de novo-Synthese kommit.
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Das Transsignaling kann durch das artifiziell hergestellte Designerzytokin Hyper-IL-6
nachgeahmt werden. Hierbei handelt es sich um ein fusioniertes Protein aus humanem IL-
6 und dem s-IL-6-Rezeptor, die Uber ein flexibles Protein verbunden sind (Scheller & Ro-
se-John 2006). Hyper-IL-6 kann, im Gegensatz zu IL-6 allein, viele Zellen des Gehirns
aktivieren und ist 100- bis 1000-fach aktiver.

Losliche Rezeptoren wirken meist antagonistisch, im Fall des s-IL-6-R aber nicht, dieser
Rezeptor wirkt agonistisch. Beide Formen binden ihre Liganden mit gleicher Affinitat. Ein
naturlicher Antagonist des Transsignalings ist das losliche Glykoprotein 130 (sgp 130).
Das sgp 130 bindet nur an den IL-6/s-IL-6-R-Komplex und inhibiert damit selektiv das
Transsignaling, nicht aber die klassische Signaltransduktion (Jostock et al. 2001). Bei
alleiniger Gegenwart von IL-6 oder s-1L-6-R wirkt sgp 130 nicht antagonistisch. Da s-IL-6-
R bei mehreren chronischen Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Crohn, vor allem
am Ubergang vom akuten in den chronischen Status eine Rolle zu spielen scheint, eroff-
net die Wirkung des sgp 130 auch eventuelle therapeutische Optionen (Jones et al. 2005;
Jones et al. 2011; Rose-John 2003).

1.3.2 Periphere und zentrale Wirkungen des IL-6

IL-6 hat verschiedene Wirkungen, wobei systemische von cerebralen, sowie physiologi-
sche von pathologischen Effekten unterschieden werden kénnen. Systemisch spielt IL-6
unter pathologischen Bedingungen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Akute-
Phase-Reaktion. Es induziert die Produktion der Akute-Phase-Proteine in der Leber und
fordert den Proteinabbau in der Muskulatur. Auch die B-Zell-Differenzierung wird positiv
beeinflusst. Zentral sezerniertes IL-6 moduliert die zentrale Komponente der Akute-
Phase-Reaktion. Es kommt zu vermehrter Schlafrigkeit, dem pyrogenen Effekt, der Akti-
vierung der zentralen Komponenten der HPAA und der Einwirkung auf immunkompetente
Organe wie Milz und Lymphknoten. Dies bedeutet, dass IL-6 einen Mechanismus auslést,
mit dem das Hirn auf das Immunsystem einwirken kann. Auch unter physiologischen Be-
dingungen werden regulierende und neuroprotektive Aspekte des IL-6 diskutiert (s. 1.3.4).
II-6 gehodrt zur Familie der neuropoetischen Zytokine. Hierzu gehéren u.a. der Ciliary
Neurotrophic Factor (CNTF), Interleukin-11 (IL-11), Cardiotrophin-1 (CT-1) und Leukemia
Inhibitory Factor (LIF) (Gadient & Otten 1997). Diesen Substanzen werden
neuroprotektive Wirkungen nachgesagt und ihnen ist gemeinsam, dass sie gp 130 als

Untereinheit ihrer Signaltransduktion verwenden (Juttler et al. 2002).
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Da wéhrend einer Infektion verschiedene Zytokine kaskadenartig ausgeschiittet werden,
ist es schwierig zu sagen, welche Wirkung genau von welchem Zytokin ausgeht. Spéath-
Schwalbe (Spéath-Schwalbe et al. 1998) untersuchte die spezifischen Effekte von IL-6
durch subkutane Gabe. Hormonell fiihrte dies zu einer Aktivierung der Stressachse mit
Anstiegen von ACTH und Kortisol (s. Abschnitt 1.2.). Weiterhin kam es zu vermehrter Mu-
digkeit, Konzentrationsschwierigkeiten und einer Umverteilung des Schlafes. Das subku-
tan applizierte I1L-6 liel3 die Korpertemperatur diskret ansteigen und es kam nach einem

12-stiindigen Intervall zu einem deutlichen CRP-Anstieg.

Zusammenfassend kann man sagen, dass IL-6 unter pathologischen Bedingungen sezer-
niert wird, aber auch unter physiologischen, allerdings in geringeren Dosen. Hierbei
scheint es zentrale Einflusse auf Schlaf, Gedachtnis, Korpertemperatur und Stimmung zu
haben. Auch endokrinologische Wirkungen, wie Aktivierung der Stress-Achse wurden

beobachtet.

1.3.3 Interleukin 6 und Schlaf

Fur diese Arbeit sind vor allem die Auswirkungen des IL-6 auf die Schlafarchitektur und

die hirnelektrische Aktivitat interessant.

In diesem Abschnitt wird ein Uberblick tiber die Beziehung zwischen IL-6 und Schlaf in

mehrfacher Hinsicht gegeben. Dabei stehen folgende Fragen im Vordergrund:

1. Welches Verhalten zeigt das endogene IL-6 im Schlaf bzw. in Bezug auf das zir-

kadiane und normale Schlaf-Wach-Verhalten?
2. Welche Wirkung hat eine Modifizierung des Schlafes auf das endogene IL-6?
3. Welche Wirkung hat IL-6 auf Schlaf und Schlafeffizienz?
4. Welche Wirkung hat die Gabe von exogenem IL-6 auf Schlaf?

Im Blut gesunder Probanden konnten wahrend des Schlafes erhohte IL-6-Spiegel gemes-
sen und ein zirkadianes Sekretionsmuster dargestellt werden (Redwine et al. 2000;
Vgontzas et al. 1999; Lange et al. 2010). Direkt zum Schlafbeginn, sowie wéhrend der
Schlafstadien 1, 2 und des REM-Schlafes demonstrierte Redwine in ihrer Arbeit einen IL-
6-Anstieg im Plasma (Redwine et al. 2000). Die Konzentration wahrend des SWS unter-
schied sich nicht von der Konzentration wahrend des Wachzustandes. In der Studie von

Vgontzas et al. (Vgontzas et al. 1999) konnte in der Nacht mit normalem Schlaf eine
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biphasische zirkadiane Rhythmik des IL-6-Spiegels gezeigt werden. Zwei Nadirs um 8:00
und 21:00 Uhr und zwei Peaks um 19:00 Uhr und um 5:00 Uhr mit einem Ho6hepunkt der

Ausschittung um 5:00 Uhr wurden beobachtet.

Auch bei Ratten wurden zentrale und periphere IL-6-Spiegel Uber den 24h-Zyklus gemes-
sen. Im Cortex, Hippocampus, Hypothalamus, Hypophyse, aber auch im Serum und Fett-
gewebe konnten wahrend der hellen Schlafphase, im Gegensatz zu der dunkeln Aktivi-
tatsphase hohere IL-6-Spiegel nachgewiesen werden (Guan et al., 2005). Seres (Seres et
al., 2004) konnte bei gesunden Ratten eine klare zirkadiane Rhythmik mit einem Nadir in
der dunklen Aktivitditsphase und einem Peak in der hellen Schlafphase. Wie bereits in
Abschnitt 1.2. beschrieben, kdnnte der Nadir des IL-6 durch das ansteigende Kortison

bedingt und somit die zirkadiane Rhythmik auch durch Kortisol beeinflusst sein.

Die Arbeit von Haack spricht IL-6 eine zirkadiane Rhythmik und schlafmodulierende Rolle
ab (Haack et al. 2002). Hier wurden bei schwierigen Blutentnahmen oder Entnahmen aus
einem liegenden intravendsen Katheter erhdhte IL-6 Konzentrationen gemessen, so dass
die beobachteten nachtlichen IL-6-Anstiege (Redwine et al. 2000; Vgontzas et al. 1999)
eher als Storfaktoren durch Blutentnahmen gedeutet wurden. Von Vgontzas (Vgontzas et
al. 2005) wurde eine Kosinor-Analyse zur Korrektur mdglicher Fehler durch die
Blutentnahmetechnik durchgefihrt, und es zeigte sich weiterhin eine zirkadiane Rhythmik
fur IL-6. Weiterhin sprechen die Ahnlichkeiten zwischen den Spezies dafiir, dass Schlaf

mit erhdhten IL-6-Spiegeln einhergeht.

Kam es zu einer Modifizierung des Schlafes, wie beispielswiese durch Schlafentzug,
konnte ein verandertes Sekretionsmuster des IL-6 mit erhdhter Sekretion im Verlauf des
nachsten Tages und einer niedrigeren IL-6-Sekretion in der darauffolgenden Nacht beo-
bachtet werden, wobei die Gesamtmenge an sezerniertem IL-6 sich nicht anderte
(Vgontzas et al. 1999). Die erhohten IL-6 Werte am darauffolgenden Tag wurden mit ein-
hergehender erhdhter Tagesmudigkeit und Schlafrigkeit und die niedrigeren nachtlichen
Werte mit tieferem Schlaf in Verbindung gebracht. Redwine (Redwine et al. 2000) zeigte,
dass sich der Anstieg der IL-6-Konzentration bei partiellem Schlafentzug (Schlafbeginn

erst um 03:00 Uhr) zum Zeitpunkt des spateren Schlafbeginns hin verschiebt.

In einer anderen Humanstudie konnte zwischen den Bedingungen Schlaf und Wachheit
keine signifikante Anderung der IL-6-Plasmakonzentration nachgewiesen werden (Born et
al., 1997). Lange (Lange et al. 2010) konnte zwar einen IL-6 Anstieg wéhrend des Schla-
fes darstellen, der aber von den Versuchskonditionen Wachheit vs. Schlaf unbeeinflusst
blieb.
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Bei Menschen mit einer Schlafstérung, in diesem Fall einer chronischen Insomnie (nacht-
lich gestorter Schlaf, hohe Tagesmudigkeit), kam es zu einer Umverteilung der IL-6-
Produktion von der dunklen in die helle Periode des 24h-Zyklus (Vgontzas & Chrousos
2002), so dass vermutet wird, dass, passend zu den Beobachtungen nach Schlafentzug,
ein am Tage erhohter IL-Spiegel mit gestdrtem nachtlichen Schlaf einhergeht (Vgontzas
et al. 1999). Weiterhin korrelierten erhéhte IL-6-Werte am Tage nach Schlafentzug nega-
tiv mit dem SWS-Anteil in der darauffolgenden Nacht. Burgos (Burgos et al. 2006) wies
bei Insomnie-Patienten erhdhte IL-6-Konzentrationen vor allem in der zweiten Nachthélfte
nach und geht von einer bidirektionalen Beeinflussung aus. Schlaflosigkeit erhdht die

Produktion von IL-6 und das erhohte IL-6 wiederum beeinflusst die Schlafarchitektur.

Es scheint also, dass die IL-6-Sekretion einer zirkadianen Rhythmik unterliegt. Durch
Schlafentzug oder Schlafstérungen kommt es zu einer Zunahme und zeitlichen Anderung
der Sekretionsmuster. Somit scheint IL-6 Schlafrigkeit und Mudigkeit hervorzurufen, den

Schlaf zu modulieren, aber nicht unbedingt Schlaf zu induzieren.

Ein weiterer interessanter Ansatz wurde von Vgontzas (Vgontzas et al. 2005) formuliert.
Hier wurde zwischen den eigentlichen Wirkungen des IL-6 und weiteren Einfliissen durch
zusatzlich sezerniertes Kortisol unterschieden. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass
IL-6 ohne Aktivierung der HPA-Achse zu erhohter Schlafrigkeit und Zunahme der Schlaf-
effizienz fuhrt. Kommt es jedoch im Rahmen der IL-6-Zunahme ebenfalls zu einer Aktivie-
rung der HPA-Achse, resultieren hieraus Ermiudungserscheinungen kombiniert mit einer

verminderten Schlafqualitét.

Es existieren jedoch auch Beobachtungen, die keinen positiven Zusammenhang zwischen
IL-6 und Schlaf vermuten lassen (Hong et al. 2005; Mills et al. 2007; Thomas et al. 2011).
Hong (Hong et al. 2005) stellte bei gesunden Probanden eine negative Korrelation zwi-
schen der IL-6-Produktion in den Morgenstunden und der Schlafeffizienz und dem Anteil
des SWS in der darauffolgenden Nacht fest. Mills (Mills et al. 2007) wies eine positive
Korrelation zwischen erhdéhtem IL-6 und einer erhdhten Schlaf- und REM-Latenz bei ge-
sunden Probanden auf, und bei der Arbeit von Thomas (Thomas et al. 2011) konnte bei
erhdhter abendlicher IL-6 Expression eine Abnahme des SWS und eine Zunahme des
REM beobachtet werden. Die Zunahme des REM-Schlafes wurde vor allem in der ersten
Nachthalfte beobachtet, so dass auch Uber eine IL-6 vermittelte Verschiebung des REM-
Schlafes in die erste Nachthalfte zu Ungunsten des SWS spekuliert wurde. Hbéhere IL-6-
Konzentrationen wurden bei diesen Studien eher mit einer niedrigen Schlafqualitat in Zu-

sammenhang gebracht.
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Weitere Erkenntnisse Uber die Interaktionen von IL-6 und Schlaf wurden experimentell bei
Beobachtung der Auswirkungen von exogen appliziertem IL-6 auf die Schlafarchitektur
gesammelt. Die bereits erwdhnte Studie von Spéath-Schwalbe und Kollegen (Spéth-
Schwalbe et al. 1998) zeigte auf, dass es bei subkutaner Applikation von IL-6 am Abend
vor dem Schlafen (4h vor Licht aus) zu vermehrter Midigkeit und Konzentrationsschwie-
rigkeiten kam. Es zeigte sich eine Modulation des n&chtlichen Schlafes mit Reduktion des
REM-Schlafes in der gesamten Nacht und des SWS in der ersten Nachthalfte, sowie einer
Zunahme des SWS in der zweiten Nachthalfte. Es wurde diskutiert, ob die Abnahme des
REM-Schlafes ein durch das erhdhte Kortisol vermittelter Aspekt sei, da andere Arbeiten
zeigten, dass es durch Kortisolgabe zu einer Abnahme des REM-Schlafes kam (Born et
al. 1989). Weiterhin wurde die Vermutung gedufBert, dass die SWS-Umverteilung, die
nicht durch den Effekt des Kortisols erklart werden kann (Born et al. 1989), eher als zent-
raler Wirkmechanismus des IL-6 zu sehen ist. Diese Vermutung unterstiitzt zusatzlich die
Arbeit von Hogan (Hogan et al. 2003). Hier wurde Ratten zentral (i.c.v.) IL-6 appliziert,
ohne dass hierdurch der REM-Schlaf beeinflusst wurde. Bezliglich des NREM-Schlafes
zeigte sich im Gegensatz zu den Ergebnissen von Spath-Schwalbe eine Zunahme des
NREM-Schlafes innerhalb der ersten drei Stunden nach Injektion, gefolgt von einer Ab-

nahme.

Auch durch Transsignaling wird Schilaf direkt beeinflusst. In einer Studie wurde Ratten
Hyper-IL-6 (s.0.) injiziert (May et al. 2009). Das Hyper-IL-6 ahnelt dem IL-6-Transsignaling
und aktiviert die gleichen Zellen im Gehirn (s.1.3.1). Nach den Injektionen kam es zu ei-
nem Anstieg des REM-Schlaf-Anteils. Der NREM-Schlaf wies nach Injektion von Hyper-

IL-6 keine Anderung auf.

In einer weiteren Arbeit wurde wiederum der Einfluss von Schlaf auf das Transsignaling
untersucht (Dimitrov et al. 2006). Dazu wurden die Konzentrationen der einzelnen Kom-
ponenten des Transsignalings wie s-IL-6-R, sgp 130, die m-IL-6-R-Expression und die
Anzahl IL-6 produzierender Monozyten bei Probanden wahrend normalen Schlafes und
wahrend 24-stiindiger Wachheit gemessen. Es zeigte sich, dass es im Schlaf wahrend
der zweiten Nachthélfte im Vergleich zu den Wachprobanden zu einem signifikanten s-IL-
6-R-Anstieg kam, wobei der REM-Schlaf positiv mit der s-IL-6-R-Konzentration korrelierte.
Dies bewirkte eine Zunahme der Anzahl an IL-6/s-IL-6-R-Komplexen und in Folge auch
der Aktivitat des Transsignalings. So wurden schlie3lich Zellen aktiviert, die normalerwei-
se nicht auf IL-6 ansprechen. Schlaf erhoht somit vermutlich die Beeinflussung verschie-
dener Organsysteme durch IL-6. So weisen auch genauere Betrachtungen auf Einfliisse

der immunologischen wie auch der zentralnervésen Ebene durch IL-6 hin.
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Schlaf, hormonelle Sekretionsmuster und IL-6 beeinflussen sich gegenseitig auf verschie-
denen Ebenen. Insgesamt scheint die Studienlage IL-6 in Bezug auf Schlaf und Schlafrig-
keit einen fordernden Effekt zu zusprechen. Doch es existieren wie oben beschrieben
auch gegenlaufige Meinungen, so dass die Wirkung von IL-6 auf Schlaf durch weitere

Studien gepruft werden muss.

1.3.4 IL-6 und neuronale Aktivitat

Wie bereits beschrieben konnte die Expression von IL-6 in verschiedenen Hirnregionen

durch verschiedene Zelltypen nachgewiesen werden (s.1.3).

In verschiedenen Studien konnte demonstriert werden, dass die IL-6-Genexpression
durch Depolarisation von Neuronenmembranen ansteigt (Balschun et al. 2004; Sallmann
et al. 2000). Balschun konnte beispielsweise nachweisen (Balschun et al. 2004), dass es
durch Lernen zu einer Langzeitpotenzierung im Hippocampus von Ratten kam und da-
durch vermittelt zu einer erhdhten IL-6-Genexpression. Weiterhin zeigte sich bei Untersu-
chungen an Astrozyten von Ratten, dass es durch die erhéhte IL-6 Expression unter an-
derem zu einer erhdohten Produktion von Neurotrophin kommt, welches neuroprotektiv
wirkt (Marz et al. 1999). Die Expression von IL-6, ausgel6st durch die Depolarisation der
Neuronenmembran kénnte ein Mechanismus darstellen wie Nervenzellen inr Uberleben

durch auto- und parakrine Wirkweise von IL-6 sichern.

Durch verschiedene Arbeiten verdeutlicht sich, dass vor allem das Transsignaling fir die
zentrale Wirkung von IL-6 von Bedeutung ist. Studien an Ratten wiesen die Notwendigkeit
von s-1L-6-R fur zentrale Wirkungen vom IL-6 nach. Die Arbeit von Méarz (Marz et al. 1999)
zeigte, dass es durch die kombinierte Gabe von IL-6 und s-IL-6-R oder von Hyper-1L6 zu
einer dosis- und zeitabhangigen Anderung der Morphologie von Astrozyten kommt und
diese Neurotrophin synthetisieren. Nur IL-6 oder der s-IL-6-R konnten diese Prozesse
nicht hervorrufen. An sympathischen Neuronen von Ratten wurden die Exprimierung von
IL-6-mRNA und die Sekretion von biologisch aktivem IL-6 nachgewiesen (Marz et al.
1998). Die Neuronen waren jedoch erst hach Zugabe von s-IL-6-R fUr das von ihnen se-
zernierte IL-6 sensibel. Dadurch konnte aber ihr Uberleben verbessert werden. Schobitz
konnte bei intracerebroventrikularer Applikation von s-IL-6-R vor IL-6-Gabe bei Ratten
deutlich verstarkte Effekte des IL-6 verzeichnen (Schébitz et al. 1995) und May wies
durch diese Methode eine signifikante Zunahme des REM-Schlafes bei Ratten nach
(s.1.3.3).
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Um die zentralen Wirkungsaspekte des IL-6 genau nachvollziehen zu kdnnen, sind mog-
lichst hohe zentrale Konzentrationen zu erreichen und periphere Wirkungen gering zu
halten. Da eine subkutane Gabe hierfiir ungeeignet ist, musste fir diese Arbeit eine pas-
sende Applikationsform im Vorfeld ausgewahlt werden. Von den verschiedenen Mdglich-
keiten scheiden einige, wie beispielsweise die intravenése, intramuskulére oder orale Ga-
be aus, da sie hohe systemische Dosen verursachen wirden. Die einzige Mdoglichkeit,
beim Menschen allein das ZNS zu erreichen, ist die intrathekale Gabe. Da es sich hierbei
um eine invasive Methode handelt, bestehen erhdhte Risiken (Infektionsgefahr, Gefahr

von Ruckenmarksschadigungen) und das Studiendesign wére erheblich aufwendiger.

Deswegen wird hier eine intranasale Gabe des IL-6 vorgesehen. Es hat sich in diversen
Studien fur verschiedene Hormone und Peptide gezeigt, dass durch die intranasale Appli-
kation schnell und nicht invasiv hohe zentrale Dosen mit geringer peripherer Wirkung er-
reicht werden kénnen, da die untersuchten Substanzen schnell und direkt den zerebralen
Liguor unter mdglicherweise vollstéandiger Umgehung des Blutkreislaufes erreichen (Born
et al. 2002; Fehm et al. 2000). Weiterhin zeigten sich durch die hohen zentralen Dosen
auch verstarkte zentrale Effekte im Gegensatz zur peripheren intravenésen Gabe
(Pietrowsky et al. 1996). Auch im Tierversuch an Ratten konnten diese Zusammenhange
demonstriert werden (Chen et al. 1998). Dabei werden zwei verschiedene Transportwege,
ein intraneuronaler und ein extraneuronaler, vermutet. Bei dem intraneuronalen geht man
davon aus, dass die Substanzen in den N. olfactorius eingeschlossen werden und axonal
in das Gehirn transportiert werden. Dieser Prozess dauert einige Stunden. Extraneuronal
gelangen die Peptide zwischen interzellularen Spalten in das olfaktorische Epithel und
diffundieren dann in den Subarachnoidalraum. Man geht davon aus, dass fir die rasche
zentrale Dosiserhéhung der schnellere extraneuronale Transportweg verantwortlich ist.
Die cerebrale Aufnahme wird aufRerdem durch die MolekilgréRe beeinflusst. In vorange-
gangenen Studien wurden Stoffe, wie Insulin oder Vasopressin (Born et al. 2002), mit
einer relativ geringen Molekulgrof3e (Insulin: 5808 Dalton; Vasopressin 1084 Dalton) be-
trachtet. Interleukin-6 besitzt im Gegensatz hierzu eine relativ bedeutende Molekiilgrolie
von ca. 26 000 Dalton, aber die intranasale Applikationsform scheint trotzdem die ein-
fachste Art und Weise darzustellen, um vor allem die zentralen Wirkungen des IL-6 auf
Schlaf und Gedachtnis in Abgrenzung zu und unter Ausschluss von systemischen Wir-

kungen zu beobachten.
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1.4 Fragestellung und Hypothese

Wie beschrieben, werden IL-6 neuromodulatorische Eigenschaften zugesprochen, und es
konnten vielféltige Daten zur schlafmodulierenden Wirkung von IL-6 gesammelt werden.
Bei der hier vorliegenden Arbeit soll in erster Linie geklart werden, ob das bei der hier
gewahlten Applikationsform vermeintlich zentralnervos wirkende IL-6 bei Menschen die
hirnelektrische Aktivitdt und Schlafarchitektur beeinflusst. Vor allem die Arbeiten von
Spath-Schwalbe, Hogan und May sind fir diese Arbeit richtungsweisend, da sie bereits

einen direkten Einfluss des IL-6 auf einzelne Schlafstadien deutlich gemacht haben.

Hypothese 1: Die intranasale Gabe von IL-6 am Abend wird den Anteil des SWS und der
SWA in der folgenden Nacht erh6hen

Grundlage dieser Hypothese ist vor allem die Arbeit von Spath-Schwalbe et al. aus dem
Jahr 1998 (s. Abschnitt 1.3.3), bei der die systemische Gabe von IL-6 den Anteil des SWS
in der zweiten Nachthalfte erhdhte. Bereits hier wurde vermutet, dass es sich dabei um
einen zentralen Effekt des IL-6 handeln kdnnte. Es wird davon ausgegangen, dass durch
die intranasale Gabe von IL-6 die vermeintlich zentralnervése Wirkung deutlicher ausge-

pragt sein wird. Der SWS wird anhand der polysomnographischen Daten beurteilt.

Bei der SWA (0,5-4Hz) handelt es sich um die Hauptoszillationsfrequenz des Tiefschlafs.
Die Leistung des SWA wird durch die EEG-FFT Analyse ermittelt. Spath-Schwalbe be-
rechnete die SWA nicht gesondert. Es wird vermutet, dass es durch die intranasale Appli-
kation und die dadurch vermutlich zentral vermittelte Wirkungsweise von IL-6 ebenfalls zu
einer Zunahme der SWA kommen wird. Da bis jetzt aber keine Erkenntnisse tber die Be-
einflussung der SWA durch IL-6 vorliegen, gilt es, dies gesondert zu untersuchen. Ein

differenzierter Einfluss von IL-6 auf SWS und SWA wéare maoglich.

Hypothese 2: Die intranasale Gabe von IL-6 am Abend wird den Anteil von REM-Schlaf

nicht erniedrigen.

Diese Hypothese wird durch die Annahme begriindet, dass zentral appliziertes IL-6 bei
Ratten zu keiner Beeinflussung des REM-Schlafes fiihrte (Hogan et al. 2003). Die beim
Menschen beobachtete Abnahme des REM-Schlafes nach systemischer IL-6 Gabe
(Spath-Schwalbe et al. 1998) kdnnte somit ein durch erhdhtes Kortisol vermittelter Effekt

sein (Born et al. 1989). Auch eine Zunahme des REM-Schlafes durch intranasal applizier-
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tes IL-6 ist denkbar. Studien konnten zeigen, dass der l8sliche IL-6-Rezeptor s-IL-6-R
eine erhohte Verflugbarkeit in der zweiten Nachthalfte hat, eine erhthte Kapazitat fur
Transsignaling besteht und diese positiv mit dem REM-Schlaf korreliert (Dimitrov et al.
2006). Auch an Ratten konnte eine Assoziation zwischen dem IL-6-Transsignaling und

dem Anteil von REM-Schlaf nachgewiesen werden (May et al. 2009).

Hypothese 3: Intranasal appliziertes IL-6 wird die Schlafeffizienz erhéhen.

Schlafeffizienz ist definiert als das Verhaltnis der Schlafdauer zu der Bettliegezeit. Hierzu
liegt eine uneinheitliche Studienlage vor. IL-6 moduliert Schlaf und ruft Schlafrigkeit her-
vor, ob aber die Effizienz verbessert wird, gilt es zu prifen. Eine Studie, die die Wirkungen
von erhéhtem endogenen IL-6 beobachtet hat, beschreibt eine negative Beeinflussung
der Schlafeffizienz (Hong et al. 2005). Da bei dieser Studie das zentrale Wirkungsspekt-
rum von exogen-applizierten IL-6 untersucht wird, und es von einer schlafinduzierenden
zentralen Wirkung des IL-6 (Hypothese 1 und 2) ausgegangen wird, ergibt sich die An-

nahme einer gesteigerten Schlafeffizienz.

Hypothese 4: Der periphere IL-6-Spiegel und die peripheren IL-6-Wirkungen werden sich
nach intranasaler Applikation nicht signifikant von der Placebobedingung unterscheiden.
Es wird zu keinen signifikanten Auswirkungen auf die periphere Kortisolkonzentration

kommen.

Diese Hypothese ergibt sich durch den intranasalen Applikationsmodus von IL-6. Durch
diesen erhoffen wir uns eine méglichst hohe zentrale Wirksamkeit ohne Induktion periphe-
rer Mechanismen (s. Einleitung Kapitel 1.3.4). Es gilt zu prifen, inwieweit es bei dieser
Methode zu einem Ubertritt des IL-6 in die Peripherie kommt. Hierzu werden die periphe-
ren IL-6 Konzentrationen im Plasma gemessen. Durch Bestimmung der
Kortisolkonzentration im Serum kann eine Aussage Uber das Ausmald der HPA-Achsen-
Aktivierung durch das intranasal applizierte IL-6 getroffen werden. So ergeben sich ge-

nauere Aussagen zu peripheren und zentralen IL-6-Wirkungen.

Insgesamt gilt es den Einfluss des Zytokins IL-6 auf die zentralnervése Schlafregulation

des Menschen nachzuweisen. Die gemeinsame Betrachtung der Wirkung von intranasal
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verabreichtem IL-6 auf die hirnelektrische und die systemische Aktivitat soll hieriiber Auf-

schluss geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchspersonen

An dieser Doppelblindstudie nahmen insgesamt 17 ménnliche Probanden im Alter von 20
bis 36 Jahren teil. Das Durchschnittsalter betrug 25,4 + 1,1 Jahre. Alle waren gesunde
Nichtraucher ohne regelmaRige Medikamenteneinnahme oder relevanter Vorerkrankun-
gen und mit regelmaRigem Schlaf-Wach-Rhythmus mindestens sechs Wochen vor Be-
ginn der Versuche. Das Kdrpergewicht der Testpersonen lag im idealen Bereich, zwi-
schen 19,85 und 25,17 kg/m? bei einem mittleren Body Mass Index von 22,3 £ 0,4 kg/mz2.
Weitere Grundvoraussetzungen wurden durch eine korperliche Voruntersuchung inklusive
Blutentnahme eines Standardlabors (Blutbild, Elektrolyte, Glukose, Harnsaure, Kreatinin,
Bilirubin, TSH, GOT, GPT, Gamma-GT, alkalische Phosphatase, LDH, CK, CK-MB und
CRP) ermittelt.

In der Woche vor der ersten Versuchsnacht wurde zunachst eine Eingewthnungsnacht
unter Versuchsbedingungen mit Venenverweilkanile und Kopf- und Gesichtselektroden
zur polysomnographischen Aufzeichnung durchgefihrt. Nur Probanden, bei denen die
untersuchten Laborwerte und die durchgeflhrte Probenacht den Versuchskriterien ent-

sprachen, wurden fir die Studie zugelassen.

Alle Probanden willigten nach ausreichender Aufklarung Uber Versuchsablauf sowie mog-

liche Risiken schriftlich ein (s. Anhang).

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitat zu Libeck ge-

nehmigt (s.Anhang).

2.2 Schlaflabor

Die Versuche wurden in den Raumlichkeiten des Institutes fir Neuroendokrinologie der

Universitat zu Lubeck, Haus 23 A, durchgefihrt.

Die Probanden schliefen in einem Raum, der durch eine Wandoffnung mit einem Vorraum
verbunden ist. Durch die Wandoéffnung verliefen der Infusionsschlauch und die EEG—

Kabel, so dass nachts Blut in dem Vorraum entnommen werden konnte, ohne den Schlaf
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des Probanden zu storen. Hier befand sich auch das EEG-Geréat zur Aufzeichnung der

polysomnographischen Daten.

2.3 Versuchsablauf

Auf die Eingewdhnungsnacht folgten zwei Versuchnachte, einmal mit Substanzgabe, das
andere Mal mit Placebogabe. Die Nacht dauerte jeweils von 17.30 Uhr bis 9.00 Uhr. Zwi-

schen den N&chten war eine Pause von drei Wochen.

Die Probanden wurden aufgefordert, am Tag des Versuches zwischen 7.00 und 8.00 Uhr
aufzustehen, nach dem Frihstlck kein Koffein mehr zu sich zu nehmen und gegen 12.00

Uhr die letzte Mahlzeit einzunehmen.

Im Uberblick verlief die Versuchsnacht wie folgt:

17.30 Ankunft Proband, Einnahme Abendessen

18.00 Fixierung von EEG-Elektroden und Venenverweilkanile

19.30 erste Blutentnahme OA, Gedéachtnistests

21.15 zweite Blutentnahme 0B, Substanzgabe

21.30 Blutentnahme 1-10 und orale Temperaturmessung alle fiinf Minuten

22.20 Blutentnahme 12-13 und orale Temperaturmessung alle zwanzig Minu-
ten

23.00 Licht aus, alle dreiRig Minuten Blutentnahmen 14-28

06.30 Wecken, sofern nicht REM

07.00 Blutentnahme 30 (30 min nach dem Wecken)

07.15 Blutentnahme 31 (45 min nach dem Wecken)

Ab 08.00 Abfrage der Gedachtnistests

Tab. 1 Zeitlicher Versuchsablauf
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Die Probanden erschienen um 17.30 Uhr im Schlaflabor und nahmen ein standardisiertes
Abendessen, bestehend aus drei Scheiben Vollkornbrot, vier Scheiben Wurst, vier Schei-
ben Kase, einem mageren Streichkase, 20g Diatmargarine, einer Tomate, Tee und Suf3-
stoff, ein. Die Probanden sollten solange Essen, bis ihr Hunger gestillt war. Danach wur-
den die Elektroden fixiert und der venése Zugang gelegt. Um 19.30 Uhr wurde die erste
Blutentnahme OA vorgenommen. Darauf folgten die Ged&chtnistests, die bis ca. 21.00

Uhr andauerten.

Nach der zweiten Blutentnahme OB und erstmaliger sublingualer Temperaturmessung
wurde um 21.10 Uhr mit der intranasalen Substanzgabe begonnen. In halbmindtigen Ab-
standen inhalierten die Versuchspersonen 0,1 ml Hibe des IL-6 oder des Placebo, bis
insgesamt 2 ml verbraucht waren. Das IL-6 fir die Loésung wurde unter Benutzung rekom-
binanter DNA-Techniken in Escheria Coli produziert und dann gesdubert. Die
Lipopolysaccharid-(LPS-)Konzentration lag bei 0,036 ng/kg der applizierten IL-6-Dosis.
Zirkulierende LPS haben dosisabhangig Einfluss auf die Schlafarchitektur, wobei die ge-
ringste wirksame Dosis 0,2 ng/kg KG betragt (Mullington et al. 2000). Beriicksichtigt man,
dass Uber die intranasale Applikation einiges der Substanz verloren geht, dirfte es zu
keiner Beeinflussung durch die LPS gekommen sein. Die Losung setzte sich aus 0,8 mg
IL-6 verdinnt in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS [L1825],
http://www.biochrom.de) zusammen. Das Placebo bestand aus 2 ml phosphatgepufferter
Kochsalzlésung. Die Losungen wurden mit Hilfe eines Zerstaubers appliziert, der eine

gute Anreicherung der Nasenschleimhaute gewéhrte.

Zwischen 21.30 Uhr und 22.20 Uhr wurde alle funf Minuten sublingual die Temperatur
gemessen sowie Blut in den vier R6hrchen entnommen (s.u.). Zusatzlich wurde alle zehn
Minuten die Schlafrigkeit des Probanden anhand der Stanford Sleepiness Scale bewertet
(MacLean et al. 1992). Hierzu beurteilt der Proband mit Hilfe einer Skala mit acht ver-
schieden Mudigkeitsstufen seinen Zustand. Dieses Procedere wurde nochmals um 22.20
und 23.00 Uhr vor dem Licht Iéschen durchgefihrt.

Von 23.00 Uhr bis 7.00 Uhr des nachsten Tages dauerte die Versuchsnacht, wobei halb-
stindlich Blutentnahmen erfolgten (s.0.). Bei insgesamt 5 Probanden, die an Nachversu-
chen teilnahmen, erfolgten in diesem Zeitraum nur stiindliche Blutentnahmen. Um aber
gleiche Versuchsbedingungen nachzuahmen, wurde das Abnahmesystem zu den ande-
ren regularen Zeitpunkten (jeweils 30 min spater) mit Kochsalzlésung gespult. Ab 6.30
Uhr wurden die Probanden geweckt, sobald sie sich in einer NREM-Phase befanden. Je-

weils eine halbe und eine dreiviertel Stunde nach dem Wecken wurde das letzte Mal Blut
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entnommen. In der Zwischenzeit wurden Elektroden und vendser Zugang entfernt. Im
Anschluss erfolgte die Abfrage der Ged&chtnistests in selber Reihenfolge wie am Vor-
abend. Zusatzlich wurden der Regensburger Wortflissigkeitstest (Aschenbrenner S. et al.
2000) durchgefihrt. Es handelt sich dabei um die deutsche Abwandlung des von Chris-
tensen und Guilford entwickelten Originaltests (Christensen & Guilford 1958). Ferner wur-
de der Digit Span durchgefiihrt, um eventuelle Anderungen der Abfrageleistung zu be-

merken (de Quervain et al. 2000).
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Abb. 3 Schematische Anordnung des Versuchsablaufs

2.4 EEG und polysomnographische Aufzeichnung

Die EEG-Elektroden wurden entlang der Mittellinie tGber frontale, zentrale und parietale
Anteile des Cortex (Fz, Cz, Pz), sowie an den entsprechenden lateralen Ableitstellen (F3,
C3, P3 und F4, C4, P4) des 10:20 Systems appliziert und gegen eine Referenzelektrode
an einem Nasenbein abgeleitet. Fir die polysomnographische Aufzeichnung wurden wei-
tere vier Elektroden fir das EOG und zwei fir das EMG verwendet. Das horizontale EOG
wurde beidseits lateral der Orbitaréander (HEOG) und das vertikale links supra- und

infraorbital (VEOG) abgeleitet. Mittig auf der Stirn war die Erdungselektrode platziert. Das
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bipolare EMG wurde von den submentalen Muskeln registriert. Zusatzlich wurde die Herz-

frequenz (RegelméaRigkeit der R-Zacken) mittels EKG aufgezeichnet.

Um gute Ubergangswiderstande zu erzielen, wurden die betreffenden Hautareale zuerst
mit Alkohol entfettet und dann durch eine Peelingpaste (Everi® Conductive and Abrasive
Paste, spes medica) von uberschissigen Hautschuppen befreit. Die Elektroden wurden
mit einer speziellen Elektrodenpaste (EC2® Genuine Grass Electrode Cream, Grass
Technologies, West Warwick, USA) befestigt und zusatzlich mit Klebeband fixiert. So
wurden Ubergangswiderstande von unter 5 kQ erreicht. Wahrend des Schlafes wurden
die Kabel gebindelt und mit Klebeband am Bett fixiert, so dass der Proband genigend

Bewegungsfreiheit hatte.

Die EEG-, EOG-, EMG- und EKG-Signale wurden mit einem 32-Kanal-
Elektroenzephalographen verstarkt (Nihon Kohden, Japan), analog-digital gewandelt
(CED 1401, Cambridge Electronic Design Ltd. UK) und auf einem PC gespeichert. EEG,
EOG und EEG wurden mit einer Empfindlichkeit von 10uV/V, 100 pV/V bzw. 75 pV/V ab-
geleitet. Hoch- bzw. Tiefpassfilter wurden fir das EEG bei 0,03 und 35 Hz, fiir das EOG
bei 0,03 und 35 Hz und fir das EMG bei 1,59 und 120 Hz gesetzt. Die Abtastrate der Sig-
nale betrug 200 Hz.

2.5 Blutentnahmen und Parameterbestimmung

Die Blutentnahmen erfolgten tber einen Venenverweilkatheter (BD Adyste Pro Vialon®,
18 GA,1,3x45mm, 97ml/min) im Unterarm mit angeschlossenem Infusionsschlauchsys-
tem, bestehend aus Infusionslésung (0,9% NaCl-Ldsung), Infusionsbesteck (Original
Infusomat-Leitung, 250 cm Lange, 20 ml, Braun, Melsungen), Dreiwegehahn (Discofix®,
Braun, Melsungen), sowie einem Verlangerungsschlauch (Heidelberger Verlangerung,
150 cm Lange) . Die Blutentnahmen fanden auf3erhalb des Schlafraumes statt, indem am
Dreiwegehahn mit einer Spritze Blut aspiriert wurde. Nach der Entnahme wurde mit ca. 5
ml Kochsalzlésung nachgesplilt. Zwischen den Entnahmen wurde das Infusionssystem

kontinuierlich mit langsam infundierter Kochsalzlosung gespiilt (ca. 250 ml/Nacht).

Bei einem Teil der Blutabnahmen (OA bis 13, sowie 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 30 und
31) wurden jeweils ein EDTA-(Kalium-Etylendiamintetraessigsaure-)Rohrchen, ein Se-
rum—Rohrchen (Inhalt: Granulat, Gerinnungsaktivator), sowie ein Lithium-Heparin—
Rohrchen und ein mit Natrium-Fluorid-beschichtetes Réhrchen entnommen. Bei den Ubri-

gen Entnahmen wurden nur die ersten beiden Réhrchen abgenommen.
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Aus dem EDTA-R6hrchen wurden die Kortisol-, hGH-, Insulin- und Leptin-Werte be-
stimmt. Das Serum-Roéhrchen diente zur Bestimmung von sgpl130, s-IL-6-R, IL-6 und
ACTH, das Natrium-Fluorid-Ro6hrchen fir die Glukose-Werte und das Lithium-Heparin-
Rohrchen zur CRP-Ermittlung.

Das entnommene Blut wurde sofort bei 4000U/min und 4 °C fur 5 min zentrifugiert und der
Uberstand in acht verschiedene EppendorfgefiaRe abpipettiert und bis zur Bestimmung bei
-80°C gekiihlt.

Die Plasmakonzentrationen von IL-6 wurden mit einem standardisierten enzymgekoppel-
ten Immunoassay bestimmt (mittllere minimale Nachweisgrenze (MDD): 0.16 pg/ml, intra-
und interassay Variationskoeffizienten (VK): <9.6%; http://www.rndsystems.com). Die Se-
rum-Kortisol-Konzentrationen wurde tber Immunolite (MDD: 0.2 pg/dl, intra- und interas-
say VK: <10%; DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Germany; www.dpc-biermann.de)
ermittelt und das CRP durch einen Latex Immunoassay (MDD: 0.1 mg/L; intra- und inter-
assay VK: <3.6%; www.sentineldiagnostics.com). S-IL-6-R-Plasmakonzentrationen wur-
den via ELISA (MDD: 6.5 pg/ml, intra- und interassay VK: <3.6%;
http://www.rndsystems.com) ermittelt und jeweils um 1 Uhr und 5 Uhr in randomisierten
Untergruppen (n = 8) bestimmt. In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es in
der zweiten Nachthélfte zu einem signifikanten Anstieg der s-IL-6-R-Plasmakonzentration
kommt (Dimitrov et al. 2006).

2.6 Datenauswertung
e Polysomnographie

Die aufgezeichneten polysomnographischen Daten wurden nach den Standardkriterien
von Rechtschaffen und Kales (Rechtschaffen & Kales 1968) eingeteilt in Wach, S1, S2,
S3, S4, REM-Schlaf, sowie ,Movement-Time" MT. Der SWS wurde als in den Stadien S3
und S4 verbrachte Zeit definiert. Weiterhin wurden die Einschlaflatenz, die Gesamtschlaf-
dauer, die Dauer der einzelnen Schlafstadien und die Latenz der einzelnen Schlafphasen
in Bezug auf die Einschlafzeit, die auf 23.00 Uhr festgelegt wurde, ermittelt. Die prozentu-
alen Anteile der einzelnen Schlafphasen wurden in Bezug zur gesamten Schlafzeit ge-
setzt. AulRerdem wurde die Schlafeffizienz, festgesetzt als das Verhaltnis der Schlafdauer
zur Bettliegezeit [(Gesamtschlafzeit — Wachheit nach Schlafbeginn)/Gesamtschlafzeit],

berechnet.
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+ EEG

Fur die Analyse des EEGs wurde die Fast-Fourier-Transformation (FFT) angewendet.
Getrennt fur beide Nachthalften wurden die durchschnittlichen Anteile von Slow Wave
Activity (SWA), Spindelaktivitat (niedrig: 8-12 Hz, hoch: 12-16Hz) und Theta-Aktivitat (4-8
Hz) untersucht. Die FFT wurde fir nachfolgende, nicht tberlappende und artefaktfreie
EEG-Abschnitte mit jeweils 2,048 Datenpunkten (= 20,45 s; Auflésung = 0,04891) be-
rechnet. Vor der Berechnung der einzelnen Leistungsspektiren wurde auf jedem EEG-
Abschnitt ein Hanning-Fenster angewendet. Hier interessiert insbesondere die an den

Positionen der Mittellinie (Fz, Cz, Pz) gemessene Aktivitat.

Die FFT ist ein Verfahren, um das EEG-Signal quantitativ zu erfassen. Dieses Verfahren,
das auf einer diskreten Form der Fourier-Transformation beruht und sich schneller Algo-
rithmen bedient, bezeichnet man als Spektralanalyse, wobei ein zeitlich definierter EEG-
Abschnitt in seine einzelnen Frequenzkomponenten (Spektrum) zerlegt wird. Die Ergeb-
nisse der FFT werden dann als sogenanntes Leistungsspektrum préasentiert. In dieser
Arbeit werden die Ergebnisse der Amplitudenspektren gezeigt, welche die Verteilung der
Leistungsamplituden fir die einzelnen Frequenzen veranschaulicht. Grundlage der FFT
ist die Annahme, dass man den Signalabschnitt in einzelne Sinus- und Kosinus-

Schwingungen unterschiedlicher Frequenz zerlegen kann.

2.7 Statistik

Der statistische Vergleich der EEGs, der Serumkonzentrationen von IL-6, s-IL-6-R und
des Plamakortisols zwischen IL-6 und dem Placebo erfolgte mit der Varianzanalyse
(ANOVA = analysis of variance) mit Messwiederholungen fir die Faktoren ,Bedingung”
(IL-6 und Placebo) und, wo angebracht, auch mit dem Faktor ,Zeit". Paarweise Vergleiche

wurden bei signifikanten Effekten mit Hilfe des t-Tests durchgefihrt.

Bei den polysomnographischen Daten wurden die Unterschiede zwischen IL-6 und Place-
bo mit einem nichtparametrischen statistischen Test untersucht (Wilcoxon-

Rangsummentest).

Die EEG-Aufzeichnungen von drei Versuchsteilnehmern wurden wegen zu starker Arte-
fakte oder technischer Probleme ausgeschlossen. Wegen der begrenzten Blutmenge
konnten nicht von allen Probanden alle Parameter komplett bestimmt werden. Eine voll-

standige Analyse der hormonellen Parameter erfolgte nur bei 12 Probanden.
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Eine Fehlerwahrscheinlichkeit von P < 0,05 wurde als signifikant anerkannt. Alle Ergeb-

nisse liegen als Mittelwert und als Standardfehler des Mittelwerts vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Polysomnographie

Die Versuchspersonen schliefen nach IL-6-Gabe durchschnittlich 440 + 5,7 Minuten und
nach Placebogabe 442,6 + 4,5 Minuten. In Tabelle 1 sind die Resultate der Schlafparame-
ter beider Gruppen (Latenzen und in verschiedenen Schlafstadien verbrachte Zeit) fur die
ganze Nacht dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede am Anteil des

REM-Schlafes in den beiden Versuchsbedingungen.

Aufgezeigt sind hier die Gesamtzeit im Bett, Gesamtschlafzeit, Schlafeffizienz, Zeit bis
zum Schlafbeginn (nach dem Licht I6schen), Latenz bis zum ersten SWS (Summe von
Schlafstadium 3 und 4). AuRerdem sind die im REM-Schlaf und in Schlafstadium 1, 2,
SWS verbrachte Zeit in Minuten und als prozentualer Anteil der Gesamtschlafzeit erfasst.
Die Minuten fiur SWS und REM-Schlaf wurden auch separat fir die erste und zweite

Nachthalfte angegeben.

Die Schlafdaten sind fur die IL-6-Kondition (0,8 mg IL-6, intranasal appliziert um 21.15
Uhr) und fir die Placebo-Kondition als Mittelwert (x Standardfehler des Mittelwerts) ange-
geben. * steht fur P-Werte < 0,05. So werden signifikante Werte im Vergleich zur Placebo-

Kontrollgruppe angezeigt.

Wiederholte ANOVA-Messungen mit den Faktoren ,Bedingung“ (IL-6/Placebo) und ,Zeit"
(1. Und 2. Nachthalfte) konnten keine signifikanten Effekte auf einzelne Schlafstadien
nachweisen (P > 0,28 fiur alle Vergleiche). Fir die erste Nachthalfte zeigten sich zwar
grol3e zeitliche Variationen fur die SWS-Dauer, doch es herrschte keine signifikante Inter-
aktion zwischen den beiden Bedingungen und den Nachthalften. Wahrend der zweiten
Nachthalfte konnte ein verstarkender Einfluss von IL-6 nachgewiesen werden: es kam wie
vermutet zu einer signifikanten Zunahme der in SWS verbrachten Zeit (P < 0,035,

Wilcoxon-Rangsummentest, einseitig).

Schlafeffizienz

Fur die IL-6-Bedingung konnte eine erhdhte Schlafeffizienz nach dem Schlafeintritt (+1,6 +
0,7 %; P < 0,02; Wilcoxon-Rangsummentest, zweiseitig, s. Tabelle 1) ermittelt werden, da

die Probanden signifikant weniger wach waren (-6,75 + 3,39 min; P < 0,02). Fir die Ge-
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samtschlafzeit und den Zeitraum bis zum Schlafbeginn stellte sich zwischen beiden Be-

dingungen kein wesentlicher Unterschied dar.

Parameter IL-6 Placebo
Gesamtzeit im Bett (min) 458,4 £ 2,5 462,1+2,9
Gesamtschlafzeit (min) 440,0 £5,7 4426 £4,5
Schlafeffizienz (%) 99,1+0,3 97,6 +0,9
Schlafbeginn (min) 18,4+5,5 19,5+5,8
SWS Latenz (min) 28,2 +10,8 24,4 +8,1
REM Latenz (min) 109,6 £12,4 92,8+5.3
Zeitdauer der Schlafstadien in min IL-6 Placebo
Wach 36+1,6 10,4 +3,8
Schlafstadium 1 50,7 £9,5 46,774
Schlafstadium 2 235,0+£8,5 239,4 £8,7
SWS 65,6 +7,5 58,1+8,5
SWS erste Nachthélfte 50,9 +6,3 50,5+7,6
SWS zweite Nachthélfte 14,6 +3,6 76x19
REM 83,5+5.3 86,2 £ 6,6
REM erste Nachthélfte 235+26 24,0+35
REM zweite Nachthélfte 60,0 £5,7 62,1£5,1
Zeitdauer der Schlafstadien in Prozent der Gesam t-

Wach 0,7+0,3 2,0+0,9
Schlafstadium 1 126 £2,7 12,6 29
Schlafstadium 2 51,8+2,0 52,0£1,9
SWS 14,7 +1,7 129+1,8
REM 19,7+1,4 200+1,7

Tab. 2 Polysomnographische Charakteristika
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3.2 Leistungsspektren des Elektroenzephalogramms

Die Analyse des EEGs mittels FFT ergab, dass der Anteil der SWA (Leistung in dem 0,5-4
Hz-Band) generell bei beiden Bedingungen in der ersten Nachthalfte hoher war als in der
zweiten (P < 0,03 fur den Nachthalften-Haupteffekt). Es zeigte sich aber, dass es nur un-
ter IL-6-Applikation zu einem signifikanten Anstieg der SWA in der zweiten Nachthalfte
kam (IL-6 vs. Placebo: +3,51 + 1,19 uVv?, P < 0,01 P < 0,02 fur die IL-6/Placebo- x Nacht-
halften-Interaktion; s. Abbildung 4). In der ersten Nachthalfte hingegen kam es zu keinen
signifikanten Unterschieden in der SWA (IL-6 vs. Placebo: 0,00 £ 0,66 uVvz2, P > 0,99). Das
Leistungsspektrum Uber die gesamte Nacht fir die Frequenzen bis 30 Hz ist zum Ver-

gleich in Abbildung 5 dargestellt.
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Abb. 4 EEG-Leistung der Slow Wave Activity (SWA; 0, 5-4 Hz) fur die 2. Nachthalfte

an Fz

Leistungsspektrum (Mittelwert und Standardfehler) innerhalb des Frequenzbereiches der
SWA. Die entsprechenden Signifikanzniveaus fur den paarweisen Vergleich zwischen der
IL-6- (rote Linie) und der Placebobedingung (schwarze Linie) sind unten angegeben (t-
Test fur verbundene Stichproben, zweiseitig)

Einschub Mittlere EEG-Leistung und Standardfehler von 0,5-4 Hz fir die 2. Nachthélfte
an Fz. Die Sternchen kennzeichnen den signifikanten Unterschied (** P< 0.01 (t-Test fur
verbundenene Stichproben)) zwischen den zwei Bedingungen (IL-6: rot, Placebo: weiss).
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Das niederfrequente Spindelband (8-12 Hz), welches frontal am starksten ausgepragt ist,
wurde an Fz fur beide Bedingungen fur die jeweils erste und zweite Nachthélfte getrennt
untersucht. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Bedingungen (Fz: IL-6 vs. Placebo, erste Nachthélfte: 0,29 + 0,05 vs. 0,28 £ 0,06 pVvz;
zweite Nachthalfte: 0,22 + 0,04 vs. 0,19 = 0,04 uVv?; P > 0,21 fur alle Vergleiche, s. Abb.
5). Auch fir das hochfrequente Spindelband (12-16 Hz), das posterior am starksten aus-
gepragt ist und an Pz untersucht wurde, konnten keine signifikanten Unterschiede de-
monstriert werden (Pz: IL-6 vs. Placebo, erste Nachthélfte: 0,15 + 0,02 vs. 0,16 + 0,03
uV2; zweite Nachthalfte: 0,15 + 0,03 vs. 0,15 + 0,04 vz P > 0,56 fur alle Vergleiche).
Ferner wurde auch im Theta-Frequenzband (5-9 Hz) kein Unterschied durch IL-6-Gabe
beobachtet (Pz: IL-6 vs. Placebo, erste Nachthalfte: 0,15 + 0,02 vs. 0,16 + 0,03 pVvz; zwei-
te Nachthalfte: 0,15 £ 0,03 vs. 0,15 + 0,04 pVvz, P > 0,56 fir alle Vergleiche).

Somit ergibt sich als Hauptbefund der EEG-Auswertungen, dass durch IL-6 eine signifi-

kante Zunahme der SWA innerhalb der zweiten Nachthéalfte entsteht.
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Abb. 5 EEG-Leistungsspektrum (Mittelwert und Standa  rdfehler) fur die gesamte

Nacht an Fz (IL-6: rot, Placebo: schwarz)
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3.3 IL-6 und Kortisol

3.3.1 Plasmakonzentrationen von IL-6 und s-IL-6-R

Nach intranasaler IL-6-Gabe zeigte sich in der ANOVA ein Anstieg der IL-6-
Serumkonzentration, vor allem in der ersten Nachthélfte (P < 0,02 fir die Interaktion IL-
6/Placebo x Zeit; siehe Abbildung 6).
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Abb. 6 Plasmakonzentration von IL-6  vor intranasaler Applikation von Placebo-
(schwarz) vs. Interleukin-6- (rot) Gabe und nachtlicher Verlauf

Der s-IL-6-R wies bei beiden Konditionen wéhrend der zweiten Nachthalfte hohere Kon-
zentrationen auf (LUhr — 1. Nachthélfte: 35,93 £ 3,63 ng/ml; 5 Uhr - 2. Nachthélfte: 38,67
*+ 4,15 ng/ml, P < 0,05), aber nicht spezifisch fur eine der Bedingungen (P > 0,32 fir die

jeweilige Interaktion IL-6/Placebo x Zeit).
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3.3.2 Serumkonzentrationen von Kortisol
Fur die Serumkonzentration von Kortisol konnten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen der Substanz- und Placebogabe aufgezeigt werden (vor Schlaf: IL-6: 3,94 + 1,25
pg/dl; Placebo: 3,96 + 1,15 ug/dl, wahrend Schlaf: IL-6: 9,02 + 0,66 ug/dl; Placebo: 8,25 +
0,89 ug/dl; P > 0,27 bei allen Vergleichen).
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Abb. 7 Serumkonzentration von Kortisol vor intranasaler IL-6 Gabe um 21.15 Uhr und
nachtlicher Verlauf fur IL-6- (rot) vs. Placebobedingung (schwarz)

Erganzende Befunde

Weder CRP noch die Korpertemperatur unterschieden sich signifikant zwischen IL-6 und

Placebo (P> 0,05). Genauere Angaben hierzu befinden sich in der Inauguraldissertation

von V. Ulrich.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist, das Zusammenspiel von IL-6 und Schlaf tiefergehend zu untersu-
chen. Dabei wird durch die gewahlte intranasale Applikationsform versucht, zentrale Ef-
fekte des IL-6 von peripheren genauer abzugrenzen und vor allem die Auswirkungen auf
die hirnelektrische Aktivitdt zu untersuchen. Die wesentlichen Hypothesen dieser Arbeit
sind (s.1.4), dass es nach intranasaler Applikation von IL-6 zu einer Zunahme des SWS
und SWA in der zweiten Nachthéalfte kommt (Hypothese 1) und dass der REM-Schlaf da-
durch unbeeinflusst bleibt bzw. zunimmt (Hypothese 2). Weiterhin wurde postuliert, dass
sich die Schlafeffizienz durch die IL-6-Applikation verbessern wird (Hypothese 3). Durch
die intranasale Applikation des IL-6 werden sich die peripheren IL-6-Spiegel und die peri-
pheren IL-6-Wirkungen nicht signifikant von der Placebobedingung unterscheiden und es
wird zu keinen signifikanten Auswirkungen auf die periphere Kortisolkonzentration kom-

men (Hypothese 4).

Diese Hypothesen werden im Folgenden im Licht der gewonnenen experimentellen Er-

gebnisse und der Literatur kritisch evaluiert und eingeordnet.

4.1 IL-6 erhoht den SWS und die SWA in der zweiten Nachthalfte
(Hypothese 1)

Nach Hypothese 1 ruft die intranasale Gabe von IL-6 am Abend eine Zunahme des An-

teils von SWS und der SWA in der zweiten Nachthalfte hervor.

Zu dieser Annahme flihrte uns zum einen die Arbeit von Spéth-Schwalbe (Spath-
Schwalbe et al. 1998), in der nach subkutaner IL-6 Applikation eine Zunahme des SWS in
der  zweiten Nachthélfte beobachtet  wurde.  Weiterhin konnte nach
intracerebroventrikulérer (i.c.v.) Applikation von IL-6 bei Ratten (Hogan et al. 2003) inner-

halb der ersten drei Stunden nach Injektion eine Zunahme des SWS beobachtet werden.

Es liegen auch Arbeiten vor, die einen negativen Einfluss von IL-6 auf den Schlaf festge-
stellt haben (Hong et al. 2005; Mills et al. 2007; Thomas et al. 2011). Es wurde beispiels-
weise ein Zusammenhang zwischen einer erhéhten endogenen IL-6 Konzentration und
einer Abnahme des SWS (Thomas et al. 2011; Vgontzas et al. 1999) gesehen. May (May
et al. 2009) konnte nach Hyper-IL-6-Gabe (l6st kiinstlich Transsignaling aus) keinen Ein-
fluss auf den NREM-Schlaf beobachten.
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Die von uns vermuteten Effekte des IL-6 bestétigten sich, denn es kam nach intranasaler

Applikation zu einer signifikanten Zunahme des SWS und der SWA in der zweiten Nacht-

hélfte. Dieses Ergebnis weist deutlich daraufhin, dass die direkte Modulation der Schlafar-
chitektur ein zentraler Wirkmechanismus des IL-6 ist. Die nach subkutaner Gabe von IL-6
beobachtete Umverteilung des SWS von der ersten in die zweite Nachthélfte (Spéath-
Schwalbe et al. 1998) konnte nach intranasaler Gabe nicht beobachtet werden und
scheint somit am ehesten ein peripherer Effekt des IL-6 zu sein. Es scheint unwahrschein-
lich, dass die Umverteilung des SWS eine direkte Wirkung von peripher erhdhten IL-6-
Konzentrationen ist, da bei unserer Arbeit erhdhte Plasmaspiegel von IL-6 nach
intranasaler Gabe zu verzeichnen waren und wir keine Umverteilung des SWS feststellen
konnten. Die periphere Kortisolkonzentration im Serum wurde nach intranasaler Applikati-
on von IL-6 aber wahrend der gesamten Nacht nie beeinflusst. Im Fall subkutaner Appli-
kation, hingegen, nahm sie in der ersten Nachthalfte deutlich zu. Es ist also davon auszu-
gehen, dass die von Spath-Schwalbe und Mitarbeitern beobachtete Umverteilung des

SWS am ehesten als ein durch erhdhtes Kortisol vermittelter Effekt einzuordnen ist.

Generell passen unsere Erkenntnisse auch zu den Ergebnissen von Hogan (Hogan et al.
2003), die bei direkter zentraler (intracerebroventrikulare (i.c.v.)) Applikation von IL-6 bei
Ratten innerhalb der ersten drei Stunden nach Injektion eine Zunahme des SWS doku-
mentieren. Allerdings wurde hier nach dem initialen Anstieg ein Abfall des SWS beobach-
tet. Unsere Daten konnten den SWS-Anstieg erst zu einem spateren Zeitpunkt nach der
Applikation nachweisen. Dies kénnte auf Unterschiede zwischen intranasaler und
intracerebroventrikuléarer (i.c.v.) Applikation hinweisen. Die i.c.v. Applikation kann direkt
zentral wirken, wahrend bei der hier verwendeten Methode die Molekle intra- und extra-
neuronal in das ZNS befdrdert werden muissen. Gerade der langer andauernde extra-
neuronale Transport (s.1.3.4) kbnnte somit verlangert hohe zentrale IL-6-Konzentrationen

aufrechterhalten und somit die beobachtete Abnahme des SWS verhindern.

Zum Einfluss von IL-6 auf die SWA liegen noch keine separaten Erkenntnisse vor. Die
SWA entspricht der Hauptoszillationsfrequenz wahrend des SWS und liegt in einem Be-
reich zwischen 0,5 und 4 Hz. Als Hauptoszillationsfrequenz des SWS ist die SWA somit
fur gewdhnlich wahrend der ersten Nachthélfte erhght, was auch mit unseren Ergebnissen
fur beide Bedingungen Ubereinstimmt. Durch unsere Ergebnisse konnte erstmalig eine
deutliche Zunahme der SWA in der zweiten Nachthalfte nach intranasaler Applikation IL-6
beschrieben werden. Diese Daten sprechen ebenfalls fir einen zentral vermittelten schlaf-
fordernden Effekt des IL-6.
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Durch unsere Ergebnisse werden die Aussagen von Thomas (Thomas et al. 2011), die
eine negative Korrelation zwischen erhohter abendlicher IL-6.Expression und SWS be-
schrieben, entkraftet. Der Versuchsaufbau seiner Arbeit unterscheidet sich allerdings von
dem dieser Arbeit. Es wurde zum einen kein exogenes IL-6 appliziert, sondern die abend-
liche IL-6 Expression der Monozyten nach Lipopolysaccharid-Zugabe in Bezug zur
Schlafarchitektur gesetzt. Es wurden auch keine 30-minutigen Blutentnahmen durchge-
fuhrt, sondern lediglich abends vor dem Schlaf und am Morgen nach dem Schlaf. Ob es
sich bei den Ergebnissen der Arbeit um zentrale Effekte von IL-6 auf die Schlafarchitektur
handelt, ist unter den Versuchsbedingungen eher schwierig zu beurteilen. Vgontzas
(Vgontzas et al. 1999) beobachtete mehr SWS nach Schlafentzug und setzte diese Tat-
sache ins Verhaltnis zu den Anderungen der IL-6 Sekretion. Es kam durch den Schlafent-
zug zu keiner Zunahme der Gesamtmenge von IL-6, aber tagsuber erhdhten sich die
Werte und nachts flachten sie ab. Dabei kam es zu einer Zunahme des SWS, woraus
geschlossen wurde, dass eine niedrige nachtliche IL-6-Konzentration flr einen verbesser-
ten Schlaf durch eine Zunahme des SWS ursachlich ist. Diese Ergebnisse verdeutlichen
zwar, dass ein Einfluss von IL-6 und dessen Sekretionsmuster auf die Schlafarchitektur
besteht, aber es kann keine Aussage dariiber getroffen werden, welche Auswirkungen
eine erhohte Gesamtmenge von IL-6 auf den Schlaf hat. Bei dieser Arbeit resultierte eine
Zunahme des SWS-Anteils durch eine exogene Erhthung der Gesamtkonzentration von
IL-6.

Als eine Erklarungsmdoglichkeit, wie das IL-6 den SWS/SWA-Anstieg vermitteln kann,
konnte folgende Hypothese in Betracht gezogen werden. Man kénnte den SWS/SWA-
Anstieg mit dem s-IL-6-R-Anstieg in der zweiten Nachthalfte in Verbindung setzen. Es
konnte bereits bei Untersuchungen an Astrozyten des Rattenhirns gezeigt werden, dass
diese nur in Anwesenheit von s-IL-6-R oder Hyper-IL-6 sensibel fur IL-6 sind (Marz et al.
1999). Weiterhin konnte Schobitz bei Ratten (Schobitz et al. 1995) verstarkte und verlan-
gerte Wirkungen von zentral appliziertem IL-6 im Beisein von s-IL-6-R nachweisen. Diese
Fakten verdeutlichen, dass IL-6, um im Hirn wirksam zu sein, vom Transsignaling abhan-
gig ist. Somit ist auch trotz induzierter IL-6-Zunahme eine zentrale Wirkung von IL-6 via
klassischer Signaltransduktion am membrangebundenen Rezeptor wahrend der ersten
Nachthéalfte unwahrscheinlich. Da es in der zweiten Nachthélfte zu einer Zunahme des s-
IL-6-R kommt (Dimitrov et al. 2006), die wir auch fir beide Bedingungen darstellen konn-
ten, und somit auch des Transsignalings (Dimitrov et al. 2006; Rose-John 2003), kann es
bei der IL-6-Bedingung durch die erhéhte zentrale IL-6-Konzentration Uber eine erhdhte

Transsignalingkapazitat zu der Zunahme der SWA kommen. Dieser Ansatz bleibt rein

36



Diskussion

spekulativ, da eine invasive Untersuchung des menschlichen Gehirns auf Neuronen- oder
Rezeptorebene allein aus ethischen Griinden im Rahmen dieses Versuchsaufbaus nicht
madglich ist. Mit den hier eingesetzten objektiven Untersuchungsmethoden wie
polysomnographischer Aufzeichnungen und Blutuntersuchungen ergibt sich eine Zunah-

me des SWS und der SWA als Folge einer zentralen Wirkweise von IL-6.

4.2 1L-6-Applikation fuhrt zur Abnahme des REM-Schl  afes (Hypo-
these 2)

Bezlglich des REM-Schlafes wurde im Vorfeld postuliert, dass es durch intranasal appli-

ziertes IL-6 zu keiner Abnahme des REM-Schlafes kommt.

Aufgrund der Studienlage und unseres Versuchsaufbaus schien eine Abnahme des REM-
Schlafes durch intranasal appliziertes IL-6 unwahrscheinlich, da wir von einer zentralen
Wirkweise des IL-6 ausgingen und davon, dass die beim Menschen beobachtete Abnah-
me des REM-Schlafes nach systemischer IL-6-Gabe (Spath-Schwalbe et al. 1998) ein
durch erhdhtes Kortisol vermittelter Effekt ist (Born et al. 1989). Somit kann der REM-
Schlaf durch intranasal appliziertes IL-6 unbeeinflusst bleiben oder zunehmen. Zentral
appliziertes (i.c.v.) IL-6 fuhrte bei Ratten zu keiner Beeinflussung des REM-Schlafes (Ho-
gan et al. 2003). Fur eine Zunahme des REM-Schlafes spricht zum einen die Studie von
Dimitrov (Dimitrov et al. 2006), die eine erhdhte Verfigbarkeit des l6slichen IL-6-
Rezeptors s-1L-6-R und der Transsignalingkapazitat in der zweiten Nachthalfte beschreibt,
die positiv mit dem REM-Schlaf korreliert, und zum anderen die Arbeit von May (May et al.
2009), die eine Zunahme des REM-Schlafes nach Hyper-IL-6-Gabe belegt.

Arbeiten, die IL-6 einen schlafstérenden Effekt nachsagen (Hong et al. 2005;Mills et al.

2007), beschreiben bei endogen erhéhtem IL-6 eine Zunahme der REM-Latenz.

Die Auswertung der Daten erbrachte, dass der Anteil des REM-Schlafes in_beiden Ver-

suchsbedingungen auch fir die jeweiligen Nachthéalften vergleichbar ist. Auch die genaue-

re Untersuchung des Leistungsspektrums weist keine signifikanten Unterschiede der pa-
rietalen Theta-Aktivitat wahrend des REM-Schlafes auf. Ferner kam es zu keiner Zunah-
me der REM-Latenz.

Unsere Ergebnisse stimmen mit denen von Hogan Uberein (Hogan et al. 2003), da es

nach i.c.v. IL-6-Applikation bei Ratten ebenfalls zu keiner Beeinflussung des REM-

Schlafes kam. Aufgrund dieser Tatsache kann man davon ausgehen, dass die intranasale
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Applikation, die unserer Studie zugrunde lag, ahnliche Effekte wie die
intracerebroventrikulare Applikation hervorruft und zentral wirkt (wenn auch mit zeitlicher
Variabilitat (s.4.1)).

Ein schlafstorender Effekt des intranasal applizierten IL-6 in Form einer verzégerten REM-
Latenz kann nicht dargestellt werden. Arbeiten, bei denen dieses Phdnomen beobachtet
werden konnte, beruhen auf nur einer Blutenthnahme zur Messung des endogenen IL-6
Spiegels (Hong et al. 2005; Mills et al. 2007). Da IL-6 einer zirkadianen Rhythmik unter-
liegt, sind mehrere Blutentnahmen sinnvoll, um genauere Aussagen uber den Einfluss von

IL-6 auf die Schlafarchitektur treffen zu kdnnen.

Aber auch Spath-Schwalbe wies nach subkutaner Applikation von IL-6 beim Menschen
eine verzogerte REM-Latenz nach. Dies kdnnte, wie auch die verzeichnete Abnahme des
REM-Schlaf-Anteils, im Einklang mit unseren Ergebnissen auf eine periphere, mit erhoh-
ten Kortisol-Spiegeln einhergehende Wirkung des IL-6 hindeuten - passend zu vorherigen
Arbeiten, die einen Zusammenhang von erhéhten néchtlichen Kortisolspiegeln und einer
Abnahme des REM-Schlafes feststellten (Born et al. 1989).

Eine Zunahme des REM-Schlafes, wie er nach Injektion von Hyper-IL-6 bei Ratten beo-
bachtet wurde (May et al. 2009), kann mit unseren Ergebnissen nicht untermauert wer-
den. Bei diesen unterschiedlichen Untersuchungsergebnissen muss beachtet werden,
dass sich die ausgepragte Zunahme des REM-Schlafes in der o.g. Studie erst 18-20
Stunden nach der Hyper-IL-6-Injektion manifestierte. Unsere EEG-Aufzeichnungen dauer-
ten nur bis ca. 11 Stunden nach Applikation an. Ein weiterer Unterschied bestand darin,
dass die Ratten kein IL-6, sondern Hyper-IL-6 erhielten, mit dem man kinstlich das
Transsignaling induziert. Dies scheint ein wesentlichen Unterschied auszumachen, da die
I.c.v. Applikation von IL-6 bei Ratten zu keinerlei Beeinflussung des REM-Schlafes fuhrte
(Hogan et al. 2003).

Wenn angenommen wird, dass es durch die beobachtete Zunahme des s-IL-6-R in der
zweiten Nachthélfte auch zu einer Zunahme des Transsignalings kommt (s.0.), so kann
man aufgrund unserer Ergebnisse spekulieren, dass das Transsignaling beim Menschen
in der zweiten Nachthélfte zu keiner Beeinflussung des REM-Schlafes fuhrt, aber zu einer
Modifikation des NREM-Schlafes (s.0.). Da wir aber IL-6 intranasal applizierten und nicht
Hyper-IL-6 intracerebroventrikular, bleibt dies eine Spekulation und kénnte Gegenstand

zukUnftiger Arbeiten sein.
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Durch unsere Ergebnisse zeigt sich, dass intranasal appliziertes IL-6 beim Menschen, wie
es auch schon fir zentral wirkendes IL-6 bei Ratten gezeigt werden konnte (Hogan et al.
2003), keinen Einfluss auf den REM-Schlaf besitzt. Aufgrund der Gbereinstimmenden Er-
gebnisse fur beide Spezies scheint eine zentrale Wirkweise des IL-6 nach intranasaler

Applikation sehr wahrscheinlich.

4.3 IL-6 verbessert die Schlafeffizienz (Hypothese  3)

Die dritte Hypothese dieser Arbeit besagt, dass es durch die intranasale IL-6-Gabe zu
einer verbesserten Schlafeffizienz kommt. Da wir von einem forderlichen Effekt auf Schlaf
durch zentral wirksames IL-6 ausgehen (s. Hypothese 1+2), muss folglich auch die
Schlafeffizienz, definiert als die im Schlaf verbrachte Zeit geteilt durch die im Bett ver-

brachte Zeit, verbessert sein.

Es liegen wenige Studien vor, die die Schlafeffizienz explizit untersucht haben, und ob IL-

6 forderlich auf den Schlaf wirkt, wird kontrovers diskutiert (s. 1.3.3).

Unsere Hypothese wird von einem interessanten Gedanken von Vgontzas (Vgontzas et
al. 2005) unterstitzt, der besagt, dass IL-6 ohne Aktivierung der HPA-Achse zu erhéhter
Schlafrigkeit und Zunahme der Schlafeffizienz fihrt. Kommt es jedoch im Rahmen der IL-
6-Zunahme ebenfalls zu einer Aktivierung der HPA-Achse, resultieren hieraus Ermu-

dungserscheinungen kombiniert mit einer verminderten Schlafqualitét.

Die Arbeit von Hong (Hong et al. 2005) postuliert dagegen eindeutig eine negative Korre-
lation zwischen morgendlich erhéhten IL-6-Werten und der Schlafeffizienz in der darauf-
folgenden Nacht. Auch bei Insomnie-Patienten wurden nachts vor allem wéhrend der
zweiten Nachthalfte erhéhte IL-6-Werte (Burgos et al. 2006) und im Vergleich zur gesun-

den Kontrollgruppe eine verminderte Schlafeffizienz gemessen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Schlafeffizienz durch IL-6 deutlich verbes-

sert ist und die Probanden nach intranasaler IL-6 Applikation weniger wach sind. Zuséatzli-

che Analysen, die die individuellen Unterschiede der Probanden fiir die beiden Versuchs-

bedingungen verglichen, weisen eine signifikante Korrelation zwischen den Anderungen

der SWA und dem Anstieg der Schlafeffizienz auf (P < 0,02, r = 0,61; Spearman-Rang-

Korrelation). Dies unterstitzt unsere Hypothese, dass IL-6 einen schlafférdernden Effekt

hat. Da wie bereits beschrieben keine erhthten peripheren Kortisolwerte nachgewiesen

werden konnten, kann man davon ausgehen, dass es zu keiner Aktivierung der HPA-
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Achse gekommen ist. Diese Tatsache unterstiitzt die von Vgontzas formulierte Hypothe-

se.

Die von Hong erhobenen Daten (Hong et al. 2005) stehen im Gegensatz zu unseren Er-
gebnissen, wobei der unterschiedliche Versuchsaufbau (s. 4.2) Beachtung finden muss
und die kontrdren Ergebnisse erklaren kann. Es ist ebenfalls schwierig, die Daten, die
Burgos bei Insomnie Patienten sammelte, mit denen unserer Arbeit direkt zu vergleichen,
da wir jungen gesunden Mannern IL-6 zentral zugefihrt haben. Die Autorin dieser Studie
gibt selbst zu bedenken, dass es schwierig ist, zu differenzieren, woher das peripher ge-
messene IL-6 stammt. Da die Insomnie auch mit einer Aktivierung der sympathischen
Stressachse einhergeht, konnte es auch zu einer vermehrten IL-6-Produktion beispiels-
weise durch Adipozyten kommen, womit es schwieriger wird zu beurteilen, ob die vermin-
derte Schlafeffizienz bei Insomnie-Patienten ein durch zentralwirksames IL-6 vermittelter
Effekt ist. Weiterhin konnte in Burgos Arbeit nicht klar abgegrenzt werden, inwieweit

Schlaf und IL-6 durch eventuelle Einnahme von Schlafmedikamenten beeinflusst wurden.

Wir konnten mit unserer Arbeit schlafférdernde Effekte von IL-6, vermutlich als zentralen
Wirkmechanismus, darlegen. Weiterhin konnte erstmalig eine positive Beeinflussung der

Schlafeffizienz durch IL-6 festgehalten werden.

4.4 Periphere Wirkungen von IL-6 (Hypothese 4)

Aufgrund des bei dieser Studie gewahlten Applikationsmodus wurde die Hypothese for-
muliert, dass sich der periphere IL-6-Spiegel und die peripheren IL-6-Wirkungen (ein-
schlieBlich der peripheren Kortisolkonzentration) nicht signifikant von der

Placebobedingung unterscheiden.

Wir wahlten die intranasale Applikation fur IL-6, da vorangegangene Studien ergeben hat-
ten, dass applizierte Molekule auf diesem Wege schnell und direkt hohe zentrale Dosen
erreichen (Born et al. 2002; Fehm et al. 2000) und es dadurch auch zu verstarkten zentra-
len Effekten kommt (Pietrowsky et al. 1996) (s.1.3.4).

IL-6 wurde bis jetzt bei Menschen noch nicht intranasal appliziert, so dass es zu prifen
galt, ob dieser Applikationsmodus fir IL-6 geeignet ist. Bei Ratten hatte die intranasale
Applikation von IL-6 zu erhéhten Konzentrationen im Frontallappen gefihrt (Kalueff et al.
2004).
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Die Auswertungen der Blutentnahmen ergaben, dass es nach intranasaler IL-6-

Applikation vor allem in der ersten Nachthéalfte zu einem Anstieg der IL-6-

Plasmakonzentration kam. Die Serumkonzentration des Kortisol blieb durch die IL-6-Gabe

unbeeinflusst. Auch genauere Korrelationsanalysen zeigten keinerlei Beeinflussung der
systemischen Parameter wie CRP- und Kortisol-Konzentrationen durch das periphere IL-
6.

Die anhaltend gesteigerte IL-6-Plasmakonzentration (erst um 6 Uhr wurden Placebo-
Konzentrationen erreicht) macht einen kontinuierlichen, minimalen Ubertritt des IL-6 in die
Zirkulation sehr wahrscheinlich. Da die HPA-Achse in der Regel sehr sensitiv und schnell
auf erhohte IL-6-Plasmakonzentrationen reagiert (Spath-Schwalbe et al. 1998) und die
Kortisolserumkonzentration nicht beeinflusst wurde, fihrt uns diese Befundkonstellation
zu dem Schluss, dass trotz des Ubertritts der Substanz in die Peripherie keine ausrei-
chend hohen Dosen erreicht wurden, um die HPA-Achse zu stimulieren. Daflr spricht
auch, dass die CRP-Werte fur beide Bedingungen keine signifikanten Unterschiede auf-

wiesen.

Fur eine zentrale Anreicherung von IL-6 nach intranasaler Applikation spricht die Zunah-
me des SWS/SWA in der zweiten Nachthélfte und die Zunahme der Schlafeffizienz (s. 4.1
und 4.3), da Zytokine zentral neuromodulatorische Fahigkeiten besitzen (Krueger & Majde
2003). AuBerdem fluhrte die i.c.v.-Applikation von IL-6 bei Ratten zu annahernd Uberein-
stimmenden Ergebnissen (s.4.1 und 4.2). Bei Ratten, denen humanes IL-6 intranasal ap-
pliziert wurde, konnte eine Anreicherung von IL-6 im Frontallappen nachgewiesen werden
(Kalueff et al. 2004). Eine genaue Konzentrationsbestimmung im Hirngewebe verbietet
sich beim Menschen aus ethischen Grinden. Zusammengefasst deutet aber alles darauf
hin, dass sich die zentrale Konzentration von IL-6 trotz dessen beachtlicher MoleklgroRRe

von 26 000 Dalton auch beim Menschen erhohte.

Erstaunlicherweise zeigte sich sonst auf zentraler Ebene kein wesentlicher Einfluss des
IL-6. Es kam weder zu einem Temperaturanstieg, noch zu vermehrter Schlafrigkeit. Bei
Ratten kam es durch zentral appliziertes IL-6 zuerst zu einer Temperaturerhéhung und
erst durch hoéhere Dosen zu einer Beeinflussung der Schlafarchitektur (Hogan et al.
2003). Die Korpertemperaturmessung und die Beurteilung der empfundenen Miudigkeit
wurden bei unserem Studiendesign nur bis zum Einschlafen dokumentiert, so dass ver-

spatete Anderungen moglich gewesen wéren.
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Zusammenfassend konnte die intranasale Applikation von IL-6 glaubwirdige zentrale
Wirkungen hervorrufen, ohne dabei stérende periphere Wirkungen hervorzurufen, so dass

diese Methode als nichtinvasiver zentraler Applikationsmodus geeignet ist.

4.5 Diskussion der Methoden

Die intranasale Applikation stellt sich wie in 4.4. diskutiert als guter nichtinvasiver zentraler
Zugangsweg dar. Die intranasale Darreichung ist zur Untersuchung zentraler Wirkungen
geeigneter als periphere subkutane oder intraventse Injektionen, aber eine genaue Aus-
sage Uber die Hohe der zentral tatsachlich erreichten Dosis ist ohne direkte Messung der
Liguorkonzentration oder Untersuchung von Hirngewebe nicht zu treffen. Weiterhin muss
es bei dieser Applikationsform, wenn auch ohne ersichtliche weitere Auswirkungen, zu
einem geringen Ubertritt in die Peripherie gekommen sein, worauf die erhéhten Plasma-
konzentrationen des IL-6 hindeuten. Bei weiteren Studien sollten deswegen die direkte
intracerebroventrikulare Applikation und auch die Konzentrationsmessung via Liquor in
Erwégung gezogen werden, um noch sicherer von einer zentralen Wirkung der applizier-

ten Substanz ausgehen zu kénnen.

Die Hypothese, dass Anderungen der IL-6-Konzentration eher durch erhohte Konzentrati-
onen im Bereich liegender intravendser Katheter zur Blutentnahme als durch physiologi-
sche Anderungen im Sinne einer zirkadianen Rhythmik zustande kommen (Haack et al.
2002), kann mit unseren Ergebnissen widerlegt werden. Fir die IL-6-Bedingung zeigen
sich im Vergleich zur Placebokontrolle signifikant erhdhte IL-6-Plasmakonzentrationen,
obwohl bei beiden Bedingungen iber liegende intravendse Katheter Blut entnommen
wurde. Diese Hypothese konnte wie in 1.3.3 beschrieben auch von anderen Autoren be-

reits entkraftet werden (Guan et al. 2005; Vgontzas et al. 2005).

In vorangehenden Studien zeigten sich teilweise erst verspatet durch IL-6 vermittelte Ef-
fekte auf die Schlafarchitektur oder periphere Parameter. Bei der Studie von May (May et
al. 2009) beispielsweise manifestierte sich die ausgepragte Zunahme des REM-Schlafes
erst 18-20 Stunden nach Injektion des Hyper-IL-6. Nach subkutaner Gabe erreichte der
CRP-Anstieg erst 12,5 Stunden spéater sein Maximum (Spéath-Schwalbe et al. 1998). Wir
haben in unserer Studie nur 11 Stunden nach IL-6-Applikation Blutuntersuchungen und
EEG-Aufzeichnungen durchgefiihrt. Auch im Hinblick auf die ca. 24 Stunden dauernde
zirkadiane Rhythmik kénnten in zukinftigen Studien langere Kontrollen dieser Parameter
zu weiteren Erkenntnissen fuhren.
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Gleiches gilt fir den Verlauf der Kérpertemperatur. Da bei Ratten schon geringe zentrale
Dosen von IL-6 Auswirkungen auf die Kdrpertemperatur hatten, noch bevor es zur Modifi-
kation der Schlafarchitektur kam (Hogan et al. 2003), hatte man die Korpertemperatur
unserer Probanden mit einer rektal fixierten Temperatursonde tber die Nacht hinweg ver-

folgen kbénnen um hierzu genauere Daten zu sammelin.

Das gewéhlte Studiendesign weist Grenzen auf, trotzdem erscheint die intranasale Appli-

kation als geeignet, nichtinvasiv zentrale Wirkungen zu erzielen.

4.6 Ausblick

Insgesamt zeigt sich durch unsere Ergebnisse, dass IL-6 nur durch zentral vermittelte
Effekte zu einer Zunahme des SWS/SWA fuhrt, der REM-Schlaf dadurch unbeeinflusst
bleibt und die Schlafeffizienz verbessert wird. Dabei hat sich die intranasale Applikation
als verlasslicher nichtinvasiver zentraler Zugangsweg dargestellt. Weitergehend kann
man vermuten, dass die Zunahme der SWA durch eine erhthte Transsignaling-Kapazitat

in der zweiten Nachthéalfte entsteht.

Die Ergebnisse belegen weiterhin, dass IL-6 ein Kriterium der ,Sleep Regulatory
Substances” (SRS) erflillt, indem IL-6 zu einer Zunahme des NREM-Schlafes fuhrt. Durch
die Daten anderer Arbeiten konnten bereits gezeigt werden, dass weitere Kriterien erfullt
werden, z.B. dass fir IL-6 eine zirkadiane Rhythmik besteht und Peaks des IL-6 zu Be-
ginn und wahrend des Schlafes mit der Schlafneigung korrelieren (Redwine et al. 2000;
Seres et al. 2004; Vgontzas et al. 1999), oder dass IL-6 erhdhte Konzentrationen bei
Schlafstérungen aufweist (Burgos et al. 2006; Vgontzas et al. 2005). Eine Reduktion von
Schlaf durch Hemmung von IL-6 gilt es in weiteren Arbeiten zu prifen (s.u.). Die Erfillung
des letzten Kriteriums, ndmlich dass es durch IL-6 zur direkten Einwirkung auf Schaltkrie-
se des Schlafes kommt, konnte noch nicht demonstriert werden. Aber man geht mittler-
weile davon aus, dass Schlaf lokal in kleinen Neuronenverbé&nden entsteht, die auch mit
benachbarten Neuronenverbédnden vernetzt sind und sich so synchronisieren kdnnen
(Krueger et al. 2007). Weitergehend wird vermutet, dass dieser lokale Schlaf durch die
SRS, wie beispielsweise IL-1 und TNF, ausgelost werden kann, indem es zu einer aktivi-
tatsabhangigen Produktion der SRS in beanspruchten Hirnarealen kommt, diese dann
lokal auf benachbarte Neurone einwirken und somit lokalen Schlaf beeinflussen kdnnen.
Fur IL-6 konnte zum einen auch eine erhdhte Sekretion nach Beanspruchung eines Hirn-

areals nachgewiesen werden (Balschun et al. 2004), so dass es durch auto-und parakrine
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Vorgénge dann wiederum direkt auf Nervenzellen, wenn auch nur in Anwesenheit des s-
IL-6-R, einwirken konnte (Mérz et al. 1998; Marz et al. 1999). Auf diesem Wege ware
auch eine Schlafinduktion mdglich. Somit besteht die Moglichkeit, dass IL-6 in Verbindung

mit s-IL-6-R als SRS lokalen Schlaf induzieren kdénnte.

Um in Zukunft zentrale Effekte noch klarer erfassen zu kdénnen, sollte zum einen die
intracerebroventrikulare Applikation betrachtet werden und zum anderen die in 4.5. disku-
tierten Verbesserungen bertcksichtigt werden. Bei menschlichen Probanden ist das Ma-
ximum der invasiven Untersuchungsmaglichkeiten die Liquoruntersuchung. Um weitere
Informationen Uber die Wirkungen des IL-6 zu erhalten, kdnnte auch eine zentrale IL-6-
Blockade bei Menschen in Betracht gezogen werden. Dazu kénnte man mit Antikérpern
wie bei Balschun (Balschun et al. 2004) arbeiten und untersuchen, wie sich die gezielte
IL-6-Blockade auf die Schlafarchitektur auswirkt. Noch interessanter ware es, gezielt das
Transsignaling mit dem I6slichen sgp 130 zu antagonisieren (Rose-John 2003). Durch
eine solche Blockade konnte die Hypothese, dass die Zunahme von SWS/SWA in der
zweiten Nachthalfte mit dem Anstieg des s-IL-6-R in Verbindung mit einer Zunahme des
Transsignalings zusammenhangt, Gberprift und weitere Erkenntnisse dariiber gesammelt

werden, ob IL-6 den Kriterienkatalog der SRS erfilllt.

Zusammengefasst folgen aus dieser Studie neue Erkenntnisse Uber den
neuromodulatorischen Effekt von IL-6, die einen forderlichen Einfluss auf den Schlaf vom
Menschen betonen, und Uber das Zusammenspiel von Immunsystem und zentralem Ner-

vensystem.
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5 Zusammenfassung

Man geht von vielfaltigen Interaktionen zwischen Immunsystem und zentralem Nerven-
system wahrend des Schlafes aus. Eine wichtige Rolle spielen hierbei die Interleukine
(IL). Auch Interleukin 6 (IL-6) hat neuromodulatorische Einfliisse. Bei dieser Arbeit wurde
der Einfluss von IL-6 auf Schlaf und die assoziierte hirnelektrische Aktivitat untersucht.
Hierfir wurde ein intranasaler Applikationsmodus gewahlt um genauer zwischen periphe-

ren und zentralen Effekten des IL-6 zu unterschieden.

Das IL-6 fuhrte in der zweiten Nachthalfte zu einer deutlichen Zunahme des Tiefschlafan-
teils (SWS, P<0,05), sowie zu einem Anstieg der elektroenzephalographischen Slow Wa-
ve Activity (SWA (0,5-4 Hz), P<0,01). Diese Ergebnisse sprechen fur eine zentrale Wirk-
weise des IL-6 und kdnnten mit der Fahigkeit des IL-6 zum Transsignaling in der zweiten
Halfte des nachtlichen Schlafes erklart werden. Die zweite Nachthélfte ist Ublicherweise
von Rapid-Eye-Movement Schlaf (REM-Schlaf) dominiert. Der REM-Schlaf zeigte jedoch
keine wesentliche Beeinflussung durch intranasal appliziertes IL-6, so dass die in einer
vorherigen Studie (Spath-Schwalbe et al. 1998) beobachtete Abnahme von REM-Schlaf
durch subkutan appliziertes IL-6 am ehesten als dessen indirekte periphere Wirkung zu
sehen ist, indem es zu Kortisolerhdhungen kommt. Weiterhin konnte durch IL-6 eine deut-
liche Zunahme der Schlafeffizienz und somit eine schlafférdernder zentraler Effekt von IL-
6 verzeichnet werden. Bei der vorliegenden Studie kam es nach intranasaler Applikation
im Vergleich zu Placebo zu einer Zunahme der peripheren IL-6-Konzentrationen ohne
signifikante Beeinflussung der Kortisolkonzentrationen oder sonstigen peripheren Wirkun-
gen des IL-6. Somit deutet alles darauf hin, dass die intranasale Darreichung eine gute
Mdglichkeit bietet, trotz der erheblichen Molekiilgréf3e des IL-6, hohe zentrale Wirkspiegel
zu erzielen und machen den Anstieg des SWS und der SWA in der zweiten Nachthalfte

als zentral vermittelten Effekt des IL-6 sehr wahrscheinlich.

Diese Studie starkt somit die Hinweise auf das Zusammenspiel von Immunsystem und
zentralem Nervensystem durch den nachgewiesenen Einfluss von IL-6 auf Schlaf und

hirnelektrische Aktivitat.
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8 Anhang

Stanford-Schlafrigkeits-Skala

Probanden-Nr.: Datum: abends/ morgens

Im Folgenden soll der Grad der Schléfrigkeit (,Wie wach flihlen Sie sich?“) erhoben wer-
den:

Kreuzen Sie bitte das entsprechende Kastchen an.

Punktwert
Schlafrigkeitsgrad
Ich fuhle mich aktiv, lebhaft, aufmerksam oder sehr wach 1
Ich kann konzentriert arbeiten, habe aber kein Leistungshoch 2

Ich fuhle mich wach, entspannt und aufnahmeféhig aber nicht voll kon- |3
zentriert

Ich flhle mich irgendwie trage 4

Ich fahle mich trage, verlangsamt, und kdnnte mich hinlegen 5

Ich fihle mich schlafrig, benebelt, kdmpfe gegen die Midigkeit und |6
wirde mich lieber hinlegen

Ich bin kurz vor dem Einschlafen und habe bereits Traumdeutungen 7

Ich schlafe 8
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Symptom-Rating Skala

Symptom: O 1 2 3 4 5 6 7 8 9
schwach mittel stark
1. Angst o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2. Schwitzen o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
3. K(‘jrperliches Unwohlsein o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
4. Innere Unruhe o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
5. Kribbelgefiihl o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
6. Zittern o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
7. Hunger 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
8. Herzklopfen o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
9. Verschwommenes Sehen o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
10. Konzentrationsfahigkeit o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
11. Durst o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
12. Arger o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
13. Kopfschmerzen 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
14. Sattheit o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
15. Ubelkeit o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
16. Traurigkeit o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
17. Atembeschwerden o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
18. Freude o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
19. Mudigkeit o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
20. Schwindel o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
21. Nervositat o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
22. Appetit o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
23. Juckreiz o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
24. Schwache o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
25. Warme 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
26. Aktivitat o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
27. Véllegefiihl o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Anlage zum Antrag an die Ethikkommission der MUL ,D ie Wirkung von 1I-6 nach
intranasaler Applikation®

Name:

Geburtsdatum:

EINVERSTANDNISERKLARUNG

Ich nehme freiwillig und gegen Bezahlung von Euro 150,- an einer Studie teil, welche die
Wirkung von Interleukin-6, das als Nasenspray eingenommen wird, auf die schlafabhan-

gige Gedachtniskonsolidierung untersucht.

Ich wurde Uber den Inhalt, die Vorgehensweise und die Risiken der Studie informiert.
Auch eine Kopie der Probandeninformation habe ich erhalten. Meine Fragen wurden aus-
reichend und verstandlich beantwortet. Ich hatte ausreichend Zeit, mich gegen die Teil-

nahme an der Studie zu entscheiden und willige hiermit in die Teilnahme ein.

Mir ist bekannt, daR ich jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne persénliche Nach-

teile vom Versuch zurticktreten kann und fur die Teilnahme anteilsmafR3ig bezahlt werde.

Ich leide, soweit mir bekannt ist, nicht an Krankheiten des Herzens, der Gefalle, des Ma-
gen-Darm-Trakts, der Leber und Nieren, der endokrinen Organe, der Blutbildung und des
Nervensystems. Entziindliche und rheumatologische Erkrankungen, Allergien oder Auto-
immunerkrankungen sind mir nicht bekannt. Ich hatte in den letzten drei Monaten keine
Infektionen, groRere Verletzungen, Impfungen, Operationen (auch groRere Zahnbehand-
lungen) und in den letzten 4 Wochen keine grol3eren geistigen oder korperlichen Belas-

tungen. Ich bin zur Zeit schmerzfrei und nehme keine Medikamente ein.

Libeck, den Unterschrift
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Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission de r Universitat zu Lubeck

Universitat zu Libeck
Medizinische Fakultét - Der Vorsitzende der Ethikkommission

Dekanat dar Medizinischen Fakultat der Universitat zu Libeck
Ratzeburger Allee 160, D-23538 Liback

Herrn Baarbaitar Frau Erdmann
Dipl. oec. troph. Benedict Telafon: {0451} 500- 4534
Institut fiir Neuroendokrinologie Faoe: (0451} 500- 3026
amail; endmanngzuv.uniduebeck.de
im Hause
Datum: 16.02.06
Aktanzaichean:
nashrightiich; { immer angeben | | 06-008

Herrn Prof. Dr. Barmn
Direktor des Institutes M Meuroendokinologic

— Sitzung der Ethik-Kommission am 08, Februar 2006
Antragsteller: Herr Benedict / Herr Prof. Born
Titel: Moduolation der schlafabhingigen Gedichtnisverarbeitung durch intranasal verabreichtes Interleukin-6

Sehr geehrier Herr Benecdict,

der Antrag wurde unter berufsethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und berufsrechtlichen Gesichispunkten gepritfi,

Dig Kommission hat nach der Berticksichtigung folgender Hinwelse keine Bedenken: Dic Nennung der Aufwandsent-

schidizung im Antrag unfer Punkt 3.7 von 80,00 € und im Aushang von 100,00 € ist anzopassen. Aus welchem Grunde
werden Frauen ansgeschlossen? Die Kommission empfchlt den Abschlufl etmer Wegeversicherung. In der Aufklirung

sind die #weckbindung, die Vemichtung, die Aufbewahrung und der Datenschutz des Biomaterials zu nennen. Die k-

fuelle Versicherungsformel mul in die Aufklirung eingebracht werden und zwar wie fialgl: "Im Falle einer Schadigung
haftet das Universitiitsklintkum Schleswig-Holstein nach den zllgemeinen gesetzlichen Haftungsgrundsateen”,

Bei Anderung des Studiendesipns sollte der Antrag erneut vorgelegt werden, Uber alle schwerwiegenden oder
unerwartcten und unerwimschien Ercignisse, dic wihrend der Studie aufireten, mul} dic Kommission wmgehend
henachrichtigh werden,
Nach Abschluf des Projektes bitte ich um Ubersendung eines knappen Schlussherichtes {unter Angabe unseres

- Aktenzeichens), aus dem der Erfolg/Misserfolg der Studie sowie Angaben dariiber, ob dic Studie abgebrochen oder
gedndert bzw. ob Regressanspriiche geltend gemacht wurden, emsichilich sind.

e dirztliche und juristische Verantworlung des Leiters der klinischen Prifung und der an der Pritfung teilnehmenden
Arzie bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellimgnahme unberithet.

Mit freundlichem Gruff und den besten Wiinschen fiir den

weiteren Verlauf Threr Forschung bin ich
Ihr

[

Prof, Dr. med. Lucas Wessel
Stellv, Vorsitzender

anwesende Eommissionsmiigheder, B

Prof, Dir. Dr, H.-H, Raspe B Frau H. Maller B Herr Prof, Dr. H. L., Fehm
[Susiakmedizin, Vorsimender der EK) (Flege) {Medizinische Klinik Ty
EBrol. Dy, ¥. Hohagen B Prof Wesszl [ Frau Prof. De. B, Schrader
[Peyehintrieh (Kinderchirurgie, Stellv, Vorsiveender der EK)  (Plastiscle Chinrgie)
Bref Dr. Dominiak Herr D, Ficher B Her Dr. Schubtz
(Fharmakologie) (Richier am Landgenicht Libeck) {Paddiatriz)

Prof. Schwinger E Herr D. Stojan

(Humangsnetik) (Prisident des Amtsgerichics Libeck)
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