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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Adipositas

Die Adipositas (Fettsucht) ist weltweit ein wachsendes Problem, welches unter anderem
durch Fehlerndhrung, Bewegungsmangel und genetische Faktoren hervorgerufen wird
(Rosenbaum et al., 1997). Die Zunahme der Masse des weif3en Fettgewebes bedingt eine
Reihe Folgeerkrankungen wie Artherosklerose, arteriellen Bluthochdruck, Dyslipidamie
und gestorten Glucosestoffwechsel. Diese Erkrankungen wurden 1988 als ,Metabolisches
Syndrom*“ zusammengefasst (Reaven, 1988). Das Auftreten dieser Krankheiten stellt eine
grol3e personliche Birde fir die Betroffenen dar, ist aber auch eine erhebliche Last fir die
Gemeinschaft der Krankenversicherten. Betrachtet man allein die Adipositas, so entfallen
etwa 6% der Gesamtausgaben des deutschen Gesundheitssystems auf die Behandlung
dieser Storung (Bundesarztekammer).

Die Erforschung der Physiologie und Pathophysiologie des Fettgewebsmetabolismus und

seiner Beeinflussung hat daher in den letzten Jahren erheblich an Bedeutung gewonnen.

1.2 Physiologie des Fettgewebes

Der mittlere Gesamt-Fettanteil des Menschen liegt bei etwa 20%, kann aber entsprechend
der Ernahrungssituation erheblich davon abweichen. Das Fettgewebe hat vielféltige
Aufgaben, von denen die Speicherung von Energie die wichtigste ist. Wie bei vielen
Tieren unterscheidet man auch beim Menschen das weil3e und das braune Fettgewebe.
Wahrend das weil3e Fettgewebe gut untersucht und unter anderem als endokrines Organ
anzusehen ist, wusste man bislang von dem braunen Fettgewebe, dass es vor allem bei
Sauglingen fir die Thermogenese wichtig ist. Nun stellen jlingste Untersuchungen dar,
dass funktionell aktives braunes Fettgewebe auch beim erwachsenen Menschen
vorhanden ist. Von besonderer Bedeutung ist hier die inverse Korrelation zwischen dem
Vorhandensein und der Menge des braunen Fettgewebes und dem Body-Mass-Index.

Diese Erkenntnisse bedeuten, dass auch das braune Fettgewebe eine Rolle im
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Metabolismus beim Erwachsenen spielt (Cypess et al., 2009). Das braune Fettgewebe ist
im Gegensatz zum subkutanen Fettgewebe dicht sympathisch innerviert (Ochi et al.,
1969).

Das weil3e Fettgewebe dient als Energiereservoir und zur thermischen Isolierung. Zudem
besitzt es zahlreiche endokrine Funktionen. Die Entdeckung des Fettgewebshormons
Leptin und zahlreichen weiteren, von Adipozyten sezernierten Hormonen und Peptiden,
haben in den letzten Jahren die Bedeutung des weil3en Fettgewebes als endokrines
Organ, das eine wichtige Rolle in der Energie- und Gewichtshomdostase spielt, in den
Vordergrund geruckt.

Mit der Nahrung aufgenommene Triglyceride werden in den Fettzellen gespeichert und
bei Hungerzustdnden mittels Lipolyse in Fettsdauren und Glycerin gespalten. Die
freigesetzten Fettsduren koénnen so fir die Energiegewinnung genutzt werden.
Verschiedene Faktoren nehmen hemmenden oder fordernden Einfluss auf die Lipolyse.
Sie wird unter anderem durch Insulin und Stimulation von a2-Adrenozeptoren gehemmt,
durch Stimulation von p-Adrenozeptoren (Subtypen 1-3) gefdrdert (Bartness et al., 2005,
Flechtner-Mors et al., 2002). Die Adrenozeptoren stimulierenden Katecholamine erreichen
die Rezeptoren Uber den Blutweg oder wie beim braunen Fettgewebe auch direkt
sympathoneuronal (Dodt et al, 2003). Bei adipésen Individuen ist die
sympathikusvermittelte Lipolyse allerdings vermindert (Dodt et al., 2000b). Zudem zeigen
verschiedene Mutationen in Adrenozeptoren eine erhdhte Inzidenz fur Adipositas (Arner,
1996).

Im Tierversuch zeigt sich auch die Beeinflussung des Fettmetabolismus durch den
Parasympathikus. Dabei fiihrt eine Aktivierung der parasympathischen Neurone zu einer
gesteigerten, insulin-vermittelten Aufnahme von freien Fettsduren und Glukose (Kreier et
al., 2002). Ob parasympathische Einflisse auch beim Menschen einen Einfluss auf die

Lipolyse haben, ist bisher nicht bekannt.



Einleitung

1.3 Regulation des Korpergewichtes

Die Regulation des Koérpergewichtes stellt ein komplexes, wahrscheinlich nur in den
Anfangen verstandenes System dar, in dem viele verschiedene Faktoren
zusammenspielen. Da viele Regelmechanismen vergleichbare Effekte verursachen,
kommt es bei Verdnderungen lediglich eines Parameters in diesem redundanten System
selten zu leicht fassbaren Effekten.

Der Energiehaushalt und die Nahrungsaufnahme werden im Wesentlichen zentral Gber
den Hypothalamus mittels Feedback-Mechanismen gesteuert. Genaueren Einblick in die
Regelmechanismen gewéhrte das Auffinden des Leptins (Zhang et al., 1994). Leptin wird
im Fettgewebe gebildet und hemmt als Teil eines negativen Feedback-Systems via
Hypothalamus den Appetit und die Nahrungszufuhr. Gleichzeitig steigert das Hormon
aber auch die Energieabgabe Uber sympathisch vermittelte Mechanismen (Mark et al.,
2003).

Inzwischen sind neben einer Vielzahl von Hormonen und Neurotransmittern weitere, vom
Fettgewebe produzierte Hormone (Adipokine) sowie deren Rezeptoren beschrieben und
in ihrer Funktion untersucht. Hierbei unterscheidet man zwischen anabolen, orexigenen
Peptiden, die die Nahrungsaufnahme und Gewichtszunahme férdern und den
Energieverbrauch senken und Kkatabolen, anorexigenen Peptiden, die den
Energieverbrauch steigern und die Gewichtsabnahme fordern (Hallschmid et al., 2004a).
Wichtige Peptide sind unter anderem:

Anorexigene: Leptin (stimuliert POMC), Insulin, POMC/a-MSH

Orexigene: Neuropeptid Y, Orexin, Ghrelin (hemmt POMC)

Der Hypothalamus stellt eine Schlisselrolle als zentraler Regulator der
Nahrungsaufnahme dar. Er enthalt zwei verschiedene Gruppen von Neuronen, die zum
einen  Agouti-related  Protein und Neuropeptid Y und zum  anderen
Proopiomelanocorticotropin und das Cocaine-und Amphetamine-related Transcript bilden.
Leptin und Insulin zum Beispiel geben Informationen tber den Energiehaushalt an den

Hypothalamus weiter. Bei positiver Energiebilanz, also Energielibrschuss losen hohe
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Leptin und Insulinspiegel eine Appetithemmung Uber die Aktivierung von POMC und
CART aus. Gleichzeitig werden NPY und AgRP Uber den zentralen Leptinrezeptor
gehemmt. Im Hungerzustand fiihren niedrige Leptin und Insulinspiegel zu einer Hemmung
von POMC und CART sowie zu einer Steigerung von NPY und AgRP, was ein
Hungergefuhl und eine gesteigerte Nahrungsaufnahme zur Folge hat (siehe Abbildung 1)
(Podingbauer und Ekmekcioglu, 2005; Richter, 2006). Die Bedeutung von
Proopiomelanocortin  und Melanocortinen werden aufgrund besonderer Relevanz
gesondert besprochen.

Interessanterweise fuhren einige anorexigene Hormone neben einer Reduktion der
Nahrungsaufnahme auch zu einer Steigerung der sympathisch vermittelten Lipolyse
(Haynes et al., 1999). Eine herausragende Rolle fir die Fettstoffwechselregulation spielen
die Hormone der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse. Hierbei ist der
Signhalweg Uber das Proopiomelanocortin (POMC) und dessen Spaltprodukte von

Bedeutung.

Zusatzlich haben sich Hinweise auf genetische Faktoren ergeben, die eine Rolle in der
Gewichtsregulation spielen. Das individuelle Kdrpergewicht und die Energiehomdostase
werden unter anderem Uber zentral regulierte ,body-weight-setpoints” bestimmt
(Bouchard und Perusse, 1993). Patienten mit Ubergewicht weisen demnach einen

geregelten aber abnorm hohen ,body-weight-setpoint” auf (Keesey und Hirvonen, 1997).

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass das Korpergewicht durch einen engen
Regelkreis mit Feedback-Mechanismus zwischen Hypothalamus und peripherem
Fettgewebe reguliert wird. Dieser ,crosstalk® wird hormonell durch oben genannte
Adipokine, nerval durch das autonome Nervensystem und genetisch durch festgelegte
.body-weight-setpoints* vermittelt. Dadurch wird das Korpergewicht in einem eng
regulierten Bereich konstant gehalten, allerdings ist bei adipdsen Menschen dieser

Bereich zu erhéhten Werten hin verschoben.
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/ ‘ Energiebalance ‘ \

[ Niedriges Leptin und Insulin } [ Hohes Leptin und Insulin }
Hunger Sattheit
Gewichtszunahme Gewichtsabnahme

Abbildung 1. Darstellung des Regelkreises zur Aufrechterhaltung der Energiebalance (modifiziert
und vereinfacht nach Seeley, 1997).

1.4  Proopiomelanocortin und der ,Melanocortin-Rezepto r Pathway*
Melanocortine sind eine Gruppe homologer Peptide, die von der N-terminalen Region des
Proopiomelanocortins (POMC) abgespalten werden. Diese Spaltprodukte haben
verschiedene Funktionen in der Hautpigmentierung, Schmerzempfindung, Entziindung
sowie in der Steroidsynthese in der Nebenniere.

Proopiomelanocortin ist als Polypeptid eine Vorstufe fur eine Reihe endokrin aktiver
Peptide, die im intermediaren Teil der Hypophyse, im Hypothalamus, in der Haut und im
Immunsystem gebildet werden. Durch gewebsspezifische Endoproteasen (Proconvertase
1 und 2) werden zunachst das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) sowie [-Lipotropin
enzymatisch abgespalten, in einem weiteren Schritt folgt die Differenzierung in a-
Melanocytenstimulierendes Hormon (a-MSH), Corticotropin like intermediate lobe Peptide

(CLIP), B-Endorphin und y-Lipotropin sowie in 3-MSH und y-Endorphin (Abbildung 2).
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Von besonderer Bedeutung fir die Regulation des Kdorpergewichtes ist a-MSH, welches
aus einer Sequenz von 13 Aminosauren besteht, beziehungsweise seine Kernsequenz,
das ACTH(4-10), mit sieben Aminosauren.

Die Aminosaurensequenz des Heptapeptids ACTH(4-10) lautet:

H-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-OH

Pro-opiomelanocortin (POMC)

N | ] |

| | | | |
1 2 3 4 5 6 7 C
] | |
ACTH B-Lipotropin
(1-39) (42-134)
I [ |
a-MSH CLIP y-Lipotropin B-Endorphin
(1-13) (18-39) (42-101) (104-134)
| | |
B-MSH y-Endorphin
(84-101) (104-118)
a-Endorphin
(104-117)

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Generierung von a-MSH aus Proopiomelanocortin
(modifiziert nach de Raffin-Sanson et al., 2003).

1.4.1 Melanocortinrezeptoren

Die Effekte der Melanocortine werden tber verschiedene Melanocortinrezeptoren (MC1R-
MC5R) vermittelt. Dabei unterscheiden sich die Rezeptoren nach Art ihrer Lokalisation
und der Bindungsspezifitait. In  Abhangigkeit wvon der Fahigkeit, zyklisches
Adenosinmonophosphat als second messenger zu induzieren bzw. zu inhibieren, werden

Rezeptoragonisten und Rezeptorantagonisten unterteilt.
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Bisher wird angenommen, dass der MC3R und MC4R an der Regulation des
Korpergewichtes beteiligt ist. Diese beiden Rezeptoren besitzen eine weitreichende
Sequenzhomologie (Gantz et al., 1993), eine eindeutig nachgewiesene Beteiligung gelang
bisher allerdings nur fir den MC4R (Tritos und Maratos-Flier, 1999). Die Tabelle 1 stellt

eine Ubersicht tiber die verschiedenen Melanocortinrezeptoren mit ihnren Hauptfunktionen,

Lokalisationen und Auswirkungen bei Mutationen oder Polymorphismen dar.

Tabellel: Uberblick tiber Melanocortinrezeptoren, deren Agonisten und Antagonisten,
Funktionen und Lokalisationen sowie Mutationen (modifiziert nach Cone, 2006)

(1) (Palmer et al., 2000); (2) (Elias et al., 2000); (3) (Kask et al., 2000; (Chen et al., 2000);
(4) (Li et al., 2000); (5) (Van der Ploeg et al., 2002); (6) (Farooqi et al., 2003a, Farooqi et
al., 2003b, Farooqi et al., 2000, Martinelli et al., 2011, Mergen et al., 2001, Yeo et al.,

1998,Yeo et al., 2003)

Melanocortin- Lokalisation Agonisten/ Funktion Mutationen /
Rezeptor Antagonisten Polymorphis-
men
MC1R Melanozyten, Agonisten: Haut- und Haar- | Hohe
Endothelzellen, ACTH = pigmenation, genetische
Neutrophile a-MSH > Inflammation Variabilitat,
Granulozyten, B-MSH > teilweise
Monozyten, y-MSH assoziiert mit
Adipozyten Antagonist: rotem Haar,
Agouti-Protein blassem
Hautkolorit und
Melanom-
neigung (1)
MC2R Nebennierenrinde, | Agonist: Glukokortikoid- | Familiare
Adipozyten ACTH und Glukokortikoid-
Mineralkorti- defizienz durch
koidsynthese Rezeptor-
mutation (2)
MC3R Hypothalamus, Agonisten: Gewichts- Mutationen bei
Thalamus, ACTH= regulation, Normal- und
Hippocampus, a-MSH= Einfluss auf die | Uberge-
Amygdala, Kortex, | B-MSH= Fettverteilung (3) | wichtigen ()
Plazenta, Magen, | y-MSH Herzfrequenz, Bedeutung
Dinndarm, Antagonist: Blutdruck, derzeit nicht
Pankreas, Niere AGRP Natriurese geklart
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MC4R Hypothalamus, Agonisten: Energiever- Haufigste
Thalamus, ACTH= brauch, Appetit- | monoge-
Hirnstamm, a-MSH> regulation,Ein- netische
Kortex B-MSH> fluss auf das Ursache der
y-MSH Sexualverhal- Adipositas (e)
Antagonist: ten, und erektile
AGRP Funktion (s)
Agoulti
SHU9119
MC5R Exokrine Drisen, | Agonisten: Drisenfunktion,
Talgdrisen, a-MSH> Produktion von
Adipozyten in der | ACTH = Haartalg,
Skelettmuskulatur | B-MSH> Thermoregu-
y-MSH lation,
Antagonist: Produktion von
AGRP Pheromonen

1.4.2 Melanocortinerges System und der Einfluss auf

Nahrungsaufnahme

Energieverbrauch und

Verschiedene, im Folgenden beschriebene Tier- und Probandenstudien lassen den

Schluss zu, dass der Agonismus beziehungsweise Antagonismus an

Melanocortinrezeptoren  eine  wichtige regulatorische Funktion auf  den
Fettgewebsmetabolismus und auf das Verhalten bezlglich der Nahrungsaufnahme hat.
Nach intracerebroventrikularer (icv) Applikation von a-MSH zeigt sich im Tierversuch eine
Veranderung des Fressverhaltens: Der Zeitraum von Beginn bis zur Beendigung einer
Mabhlzeit ist verklrzt, und die Nahrungsmenge ist verringert (Vergoni et al., 2000). Bei
Uberexpression von Agouti-Protein, einem MC4R-Antagonisten, zeigt sich in
tierexperimentellen Studien ein adipéser Phanotyp (Graham et al., 1997, Ollmann et al.,
1997).

In ahnlicher Weise zeigt sich bei MC4R-knock-out-Mausen ein adipdser Phanotyp,
Hyperphagie, Hyperglykdmie, Hyperinsulindmie und eine Insulinresistenz (Huszar et al.,
1997). Umgekehrt fuhrt die Behandlung von adipésen POMC-Knock-out-Mausen mit a-
MSH innerhalb von zwei Wochen zu einem signifikanten Gewichtsverlust von bis zu 40%

des Ausgangsgewichtes (Yaswen et al., 1999).
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Auch andere gewichtsregulierende Mechanismen scheinen einen Einfluss auf das
melanocortinerge System zu besitzen. So stellt Melanin-concentrating-hormone (MCH),
welches Uber die Bindung an MCH-1 und MCH-2 Rezeptoren eine orexigene Wirkung
erzielt, einen funktionellen Antagonisten von a-MSH dar, ohne die Bindung von a-MSH an
den MC3 oder MC4R zu blockieren (Chung et al., 2011, Ludwig et al., 1998, Qu et al.,

1996).

Daneben ist auch das Wechselspiel von Insulin und Leptin sowie AgRP und Neuropeptid
Y mit dem melanocortinergen System von grol3er Bedeutung. Wird Insulin zentral
(intranasal) Uber einen langeren Zeitraum verabreicht, kommt es bei mannlichen
Probanden zu einer Gewichtsabnahme (Hallschmid et al., 2004b).

In anderen tierexperimentellen Versuchen konnte gezeigt werden, dass erhéhte Leptin-
und erhohte zentrale Insulinspiegel die Nahrungsaufnahme senken und eine
Gewichtszunahme verhindern, indem sie unter anderem die Expression fur POMC im
Nucleus arcuatus sowie fur ,Cocain- und Amphetamin regulierendes Transkript‘ (CART)
induzieren (Mizuno et al., 1998).

Die durch Leptin induzierte verringerte Nahrungsaufnahme wird Uber die Stimulation von
POMC exprimierenden Neuronen des Nucleus arcuatus und einer daraus resultierenden
Freisetzung von a-MSH vermittelt (Benoit et al., 2002, Seeley et al., 1997).

Abfallende Leptinspiegel wahrend prolongierter Hungerphasen fihren zu einer
verminderten Bildung von a-MSH und zu einem Anstieg von AgRP und Neuropeptid Y.
Neuropeptid Y ist ein starker Stimulator des Hungerzentrums. AGRP hemmt die Wirkung
von a-MSH an dem MCA4R, was zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme fihrt (Reizes et
al., 2003).

Auch in Probandenstudien lasst sich dieses Prinzip nachvollziehen. So fuhrt die
langerfristige intranasale Gabe des MC4R Agonisten ACTH(4-10) zu einer signifikanten
Reduktion des Korpergewichtes sowie des Korperfettes (Hallschmid et al., 2004a).

Bisher ging man davon aus, dass der gewichtsreduzierende Effekt der Melanocortine vor

allem auf einer Minderung der Nahrungsaufnahme beruht. Allerdings gibt es zunehmend
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Hinweise darauf, dass auch andere Mechanismen eine Rolle spielen, und dass ein
Gewichtsverlust zumindest auch teilweise unabhéngig von der Nahrungsaufhnahme ist;
z.B. konnte nach peripherer Applikation von Melanotan Il, einem synthetischen MC4R-
Agonisten, eine Reduktion spezieller Fettgewebskompartimente (subkutanes und
viszerales Fettgewebe) dargestellt werden (Strader et al., 2007).

Der bedeutende Einfluss der Melanocortine auf das sympathische Nervensystem im

Zusammenhang mit der Beeinflussung des Energieverbrauches wird gesondert dargelegt.

1.4.3 Einfluss von Melanocortinagonisten auf die L ipolyse

Neuropeptide mit einer Schlisselrolle in der Appetitregulation, wie a-MSH, Melanin-
concentrating-Hormon und Neuropeptid Y sind bekannt dafir, dass sie den
Energiehaushalt Uber zentrale Wege beeinflussen. Allerdings gibt es auch Hinweise auf
eine direkte periphere Beeinflussung der Lipolyse in Zellen, z.B. den Adipozyten.

An isolierten Adipozyten hemmen orexigene Neuropeptide wie NPY die
Triglyceridfreisetzung, wahrend anorexigene Peptide wie ao-MSH oder Melanotan Il
lipolytische Effekte erzielen (Bradley et al., 2005). Agouti-Protein, als MCR-Antagonist,
bewirkt &hnlich wie NPY eine Hemmung der Lipolyse an isolierten humanen Adipozyten

(Moussa und Claycombe, 1999, Xue et al., 1998).

Neben der peripheren Wirkung der Neuropeptide ist ihr Effekt auf zentrale
Gewichtsregulationsmechanismen von groRer Bedeutung. Intracerebroventrikul&r
verabreichte Melanocortinagonisten fihren im Tierversuch zu einer Gewichtsreduktion
und zu einer gesteigerten Expression lipogenese-férdernder Gene (Nogueiras et al.,
2007). AuRerdem steigert die icv Gabe von Melanotan Il die mRNA-Expression fir Insulin-
induzierendes-Gen 2 (INSIG2) im weillen Fettgewebe, welches die Aktivierung der
Cholesterolsynthese hemmt. Die langere Verabreichung von Melanotan Il erhdht die
MRNA Expression der ,adipose-triacylglycerol-lipase”, welche ein Markerenzym fir den

Katabolismus von Speicherfett darstellt (Nogueiras et al., 2007).
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1.4.4 Melanocortinerges System und das sympathisch e Nervensystem

Neben den Einflissen des POMC-Systems, vor allem der Melanocortine, auf die
Regulation des Koérpergewichtes, den Energiehaushalt und die Lipolyse wurden auch
sympathoexzitatorische und kardiovaskulare Effekte beschrieben. Diese Tatsache lasst
vermuten, dass a-MSH einen direkten Einfluss auf die sympathische Nervenaktivitat hat.
Eine Uberexpression von a-MSH bei Madusen zeigt einen signifikant héheren mittleren
arteriellen Blutdruck (Rinne et al., 2008). Nach kontinuierlicher icv Gabe von Melanotan I
kommt es einerseits zu einer kurzfristigen Verringerung der Nahrungsaufnahme,
andererseits zu einem Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes und zu einer
Erhohung der Herzfrequenz als Zeichen der Sympathoexzitation. Da sich diese Effekte
nach medikamentdser Blockade der adrenergen Rezeptoren durch Terazosin und
Propranolol komplett unterdriicken lassen, ist davon auszugehen, dass dieser
kardiovaskulare Einfluss Uber eine Aktivierung des adrenergen Systems vermittelt wird
(Kuo et al., 2004). Diese Annahme wird durch jungste Studien belegt, die zeigen, dass
Menschen mit funktionslosem MCR4 im Vergleich zu Probanden mit funktionstiichtigem
MCR4 eine deutlich geringere Pravalenz fir arterielle Hypertonie aufweisen, niedrigere
systolische und diastolische Ruhe-Blutdruckwerte, einen geringeren Herzfrequenzanstieg
wahrend der Aufwachphase und eine geringere Noradrenalinausscheidung im 24-
Stunden-Urin haben (Greenfield et al., 2009).

Weitere Interaktionen zwischen dem sympathischen Nervensystem und dem
melanocortinergen System lassen sich am braunen Fettgewebe zeigen. Nach der icv
Applikation von a-MSH konnte eine Temperaturerhbhung im braunen Fettgewebe
registriert werden (Yasuda et al., 2004).

Die icv Gabe von Melanotan Il fihrt zu einem sympathoexzitatorischen Effekt im braunen
Fettgewebe und in der renalen sympathischen Nervenaktivitat (RSNA). Auch die
sympathoexzitatorischen Effekte von Leptin auf die RSNA werden hauptséchlich tber
Melanocortinrezeptoren vermittelt, da ein zentral verabreichter
Melanocortinrezeptorantagonist die leptininduzierte Sympathoexzitation unterdriickt

(Haynes et al.,, 1999, Rahmouni et al., 2003). Allerdings scheint der MC4R nicht
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ausschlieB3lich notwendig fur die Leptin-vermittelte Kontrolle der RSNA (Correia et al.,

2002, Rahmouni et al., 2002).

Die Kommunikation zwischen weiRem Fettgewebe (WAT) als wichtiger Energiespeicher
und den zentralen Regelsystemen im Hypothalamus erfolgt Uber den Blutweg,
hdchstwahrscheinlich aber auch tGber sympathische Efferenzen zu den Adipozyten (Dodt
et al.,, 1999). Vom Fettgewebe sezernierte Hormone wie z.B. Leptin, sind endokrine
Afferenzen die eine Rickmeldung Uber noch vorhandene Energiereserven des WAT
geben. Die Efferenzen des sympathischen Systems vom Gehirn zum wei3en Fettgewebe
enthalten Zellen, die die mRNA fir den MC4-Rezeptor exprimieren (Song et al., 2005).
Nach zentraler Gabe von Melanotan Il lasst sich die sympathische Nervenaktivitat im
weilden Fettgewebe steigern und durch Melanocortin-Antagonisten komplett unterdriicken
(Nogueiras et al., 2007).

Diese Tatsachen unterstreichen unsere Hypothese, dass die Lipidmobilisation im weil3en
Fettgewebe zentral durch Melanocortine und konsekutiv durch das sympathische

Nervensystem reguliert wird.

1.4.5 Einfluss der Melanocortine auf den Barorezept  orreflex

Der Einfluss von Proopiomelanocortin, bzw. von Melanocortinen, auf die autonome
Regulation des kardiovaskularen Systems konnte in mehreren Studien gezeigt werden.
Vor allem durch Beobachtung des Barorezeptorreflexes kdonnen die Wirkungen der
Melanocortine dargestellt werden.

Tierexperimentell wurden im Barorezeptorareal des Hirnstammes ACTH, a-MSH und
Beta-Endorphin nachgewiesen. Die Bahnen zwischen den Neuropeptid enthaltenden
Zellen im Tractus solitarius fiihren bis zur ventrolateralen Medulla oblongata und
innervieren so vasomotorische beziehungsweise vasodepressorische Areale (Palkovits et

al., 1987).
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Eine a-MSH- und y-MSH-Uberexpression bei Mausen fiihrt zu einer gesteigerten
Barorezeptorreflexaktivitat, einer hoheren Barorezeptoreffektivitdt und zu haufigeren

Baroreflexablaufen (Rinne et al., 2008).

1.5 Intranasale Applikation von MSH/ACTH(4-10)

Die Entdeckung von Hormonen mit gewichtsregulierender, anorexigener Wirkung im
zentralen Nervensystem lasst es moglich erscheinen, die Fettleibigkeit durch Gabe dieser
Hormone oder ihrer Derivate zu behandeln. Dazu miisste die entsprechende Substanz
auch den Wirkort im Gehirn erreichen. Wahrend sich im Tierversuch zentrale Wirkungen
von Substanzen durch intraventrikulare Injektionen untersuchen lassen, ist die Applikation
von Hormonen, die zentralnervdose Wirkungen entfalten sollen beim Menschen
problematisch. Zur Uberwindung der Blut-Hirnschranke sind teilweise sehr hohe
Arzneimitteldosierungen notwendig, was mit  entsprechend ausgepragten
Nebenwirkungen einhergehen kann.

Eine Mdglichkeit, den Systemkreislauf und die Blut-Hirnschranke zu umgehen, stellt die
intranasale Applikation dar. Dabei gibt es unterschiedliche Wege, Stoffe tUber die Regio
olfactoria aufzunehmen (lllum, 2000).

Die Stoffe konnen parazellular durch verschiedene Zellverbindungen, transzellular durch
die Stiutzzellen des olfaktorischen Epithels in das ZNS gelangen oder auf einem
transzellularen axonalen Weg aktiv Uber die Riechneurone bis zum Bulbus olfactorius
transportiert werden. Die Molekile gelangen hierbei (ber den Mechanismus der
Pinozytose oder Endozytose in die neuronalen Zellen, entlang der Axone zur Lamina
cribrosa und zum Bulbus olfactorius. Der Prozess kann bis zu 24 Stunden dauern
(Kristensson und Olsson, 1971). In unserem Fall ist letztgenannter Transport allerdings
von untergeordneter Bedeutung, da MSH/ACTH(4-10) seine hochste Konzentration im
Liguor wesentlich friiher erreicht, als auf rein axonalem Transportweg mdglich wére (Born
et al., 2002b).

In Probandenstudien erfolgte eine Messung der Liguorkonzentration vor und bis 80

Minuten nach intranasaler Applikation von MSH/ACTH(4-10). MSH/ACTH(4-10) zeigte
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einen signifikanten Konzentrationsanstieg im Liquor, dessen Maximum ca. 30 Minuten
nach intranasaler Applikation erreicht wurde (Born et al., 2002b).

Daher erscheint der parazellulare Transportweg in unseren Versuchen der
Wahrscheinlichere. Hierbei diffundieren die Peptide durch interzellulare Poren im Epithel
der Regio olfaktoria in den Subarachnoidalraum und gelangen somit wesentlich schneller
in das Gehirn.

Die Transportfahigkeit eines Molekils ist von SubstanzgréfRe, Molekulargewicht,
Lipophilie und lonisation abhangig. Lipophile Molekile werden schnell und effektiv von der
Nasenschleimhaut absorbiert und gelangen in den systemischen Kreislauf. So erreichen
sie eine Bioverfligbarkeit von bis zu 100% (lllum, 2003). Hydrophile Molekille dagegen
gelangen auf sehr langsamem Weg durch die Nasenschleimhaut in den Systemkreislauf
(llum, 2000). Zusammenfassend konnten Voruntersuchungen zeigen, dass die
intranasale Applikation von ao-MSH einen Weg darstellt, das Peptid in das

Zentralnervensystem zu transportieren.

1.6  Allgemeine Grundlagen der Mikroneurographie

Die Mikroneurographie ist eine spezifische, minimal invasive Methode zur Erfassung
intraneuraler, efferenter sympathischer Nervenaktivitat zum MuskelgefaRbett (muskulare
sympathische Nervenaktivitdt, MSNA) und zum GeféaRRbett der Haut und ihren
Anhangsorganen, Schweil3driisen und der piloerektorischen Muskulatur (skin sympathetic
nerve activity , SSNA) (Hagbarth und Valbo et.al.).

Es werden Potenzialanderungen einzelner, meist jedoch mehrerer sympathischer
Neurone in einem oberflachlich gelegenen Nerven, wie z.B. dem N.medianus, N.cutaneus
femoris lateralis und dem N.peroneus superficialis gegen eine Referenzelektrode
abgeleitet. Die Entladung der Neurone der MSNA erfolgt synchronisiert zum Herzzyklus in
so genannten Bursts. Die Amplitude dieser Bursts ist von der Anzahl der aktivierten
Neuronen abhéngig.

In gemischten Extremitatennerven, wie dem N.peroneus, liegen sensorische, motorische

und die verschiedenen vegetativen Qualitdten (MSNA und SSNA) nebeneinander vor.
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Deshalb ist die Differenzierung der MSNA von der SSNA fiur die Durchfihrung des
Experimentes wichtig.

Die SSNA fuhrt insbesondere vasokonstriktorische Impulse zu den HautgefalRen, sowie
sudomotorische Impulse. Charakteristisch fur die SSNA-Ableitung sind Bursts von
unterschiedlicher Dauer und Amplitude, deren Entladungsrate im Gegensatz zu den
MSNA-Bursts durch emotionale Beeinflussung wie Berlhrung, Schreckreiz, mentalem
Stress und thermalen Reizen gesteigert werden kann. Klinisch wird die anhaltende
vasokonstriktorische und sudomotorische Aktivitat als ,kalter Schweil3* wahrgenommen
(Wallin und Fagius, 1988).

Bei Positionierung der Elektrode in einem Hautfaszikel kommt es nach elektrischer
Stimulation zu Parésthesien in dem Bereich. Das Bestreichen der innervierten Hautareale
fuhrt dabei durch Stimulation sensorischer Afferenzen, die zu einem Endorgan fihren, zu
deutlich wahrnehmbaren akustischen Signalen im Verstarker.

Bei korrekter Positionierung der MSNA-Elektrode in einem muskularen sympathischen
Faszikel treten keine Hautsignale auf. Hier werden Signale durch Dehnung des
innervierten Muskelbauches bzw. der Muskelsehne provoziert. Das wird dadurch erklart,
dass eine direkte Nachbarschaft der muskularen, sympathischen Faszikel zu den Aa-
Fasern aus den Dehnungsrezeptoren (Muskelspindeln) besteht. MSNA vermittelt
hauptsachlich die Kontraktion der GefalBmuskulatur und reguliert dadurch den peripheren
Widerstand (Delius et al., 1972).

Die MSNA ist genetisch determiniert, und zwischen einzelnen Individuen sehr
unterschiedlich, so dass die Ableitung von 10 bis zu 90 Bursts pro 100 Herzschlage
variieren kann (Sundlof und Wallin, 1977). Dabei bleibt sie innerhalb einer Person relativ
konstant. Wahrend die SSNA unabhéangig vom Herzzyklus ist, ist die MSNA pulssynchron

und wird stark durch den Barorezeptorreflex beeinflusst.

1.6.1 MSNA Regulation durch Barorezeptoren

Im Karotissinus und im Aortenbogen befinden sich die funktionell wichtigsten

Barorezeptorareale. In Abhangigkeit von der Hohe des transmuralen Drucks wird hier
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durch Dehnung der GefaBwande eine Erregung erzeugt. Ein Blutdruckanstieg hat eine
Erhéhung der Impulsrate der Barorezeptorafferenzen zur Folge und bewirkt Gber einen
zentralen Regelkreis eine Erregung im Nucleus tractus solitarius. Diese Neurone wirken
hemmend auf die rostroventrolaterale Medulla, so dass die Aktivitat in den sympathischen
Neuronen zu den WiderstandsgefaRen und zum Herzen abnimmt. Umgekehrt bewirkt ein
Blutdruckabfall Uber die Barorezeptorenschleife eine Sympathoexzitation (Gaehtgens,

2006).

1.7  Allgemeine Grundlagen der Mikrodialyse

Die Mikrodialyse erméglicht eine direkte Uberwachung des Gewebestoffwechsels in
unterschiedlichen Geweben in vivo. Diese Methode wurde 1974 erstmals beschrieben
und fortan weiterentwickelt (Ungerstedt und Pycock, 1974). Zunachst wurde die
Mikrodialyse zur intrakraniellen Messung von Neurotransmittern bei Ratten eingesetzt
(Benveniste, 1989, Ungerstedt und Pycock, 1974), spater auch in anderen Geweben.
1987 wurde so zum ersten Mal das subkutane Fettgewebe beim Menschen untersucht
(Lonnroth et al., 1989). Mittlerweile ist diese Methode durch zahlreiche wissenschaftliche
Studien etabliert (Bolinder et al., 1989). Vor allem subkutanes Fettgewebe, Muskulatur
und zentrales Nervensystem, aber auch Herzmuskulatur und Lungengewebe wurden
untersucht (Bahlmann et al., 2003, Bahlmann et al., 2002, Dahyot et al., 2006, Poling et
al., 2007, Zeitlinger et al., 2005).

Das Prinzip der Mikrodialyse basiert auf einem Stoffaustausch zwischen zwei
Flissigkeiten unterschiedlicher Stoffkonzentration entlang einer semipermeablen
Membran. Bei dem Mikrodialysekatheter handelt es sich um einen speziellen
doppellumigen Katheter, der in das zu untersuchende Gewebe eingefuhrt wird und so
kontinuierlich interstitielle Flissigkeit gewinnt. Dabei wird der Katheter Uber eine am
zufuhrenden Schenkel angebrachte Prazisionspumpe (CMA 107/CMA Microdialysis,
Solna, Schweden) kontinuierlich perfundiert.

Die Mikrodialysesonde wird in das Gewebe eingebracht und imitiert eine Blutkapillare. So

kann man Ruckschlisse auf den funktionellen Zustand der Zellen gewinnen. Dabei wird
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das innere Lumen der Mikrodialysesonde mit einer Perfusionslésung, welche frei von zu
bestimmenden Parametern ist, mit einer an der Prazisionspumpe einstellbaren variablen
Flussrate durchstromt. Entlang des Konzentrationsgeféalles zwischen Extrazellularraum
und Perfusionsflissigkeit diffundieren I6sliche, im Interstitium vorliegende Molekile in die
Perfusionslosung. Dabei befindet sich an der Spitze des Dialysekatheters eine Membran
mit definierter Lange und PorengroRe, so dass nur Molekile eines bestimmten
Durchmessers durch diese Membran diffundieren kdnnen.

Weiter gelangt das interstitielle Dialysat Uber den abfiihrenden Schenkel des Katheters in

spezielle Auffangbehalter (Mikrovials).
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der Mikrodialyse (modifiziert nach Chaurasia et al., 2007)

Bei der Messung der Substratkonzentrationen im Dialysat ist zu beachten, dass sich
abhangig von den Versuchsbedingungen unterschiedliche Wiederfindungsraten
(Recovery) der Molekile des Interstitiums im Dialysat ergeben. Man unterscheidet die

absolute Recovery als absolute Menge der Metabolite von der relativen Recovery als
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prozentualen Anteil der Metabolite im Dialysat im Verhaltnis zum Interstitium (Klaus et al.,
2004).
Die ermittelten Konzentrationen im Dialysat sind von folgenden Einflissen abhangig:

1. Flussgeschwindigkeit der Perfusionslésung

2. Lange der Sondenmembran

3. Eigenschaft der Mikrodialysemembran

4. Diffusionskoeffizient des Gewebes

5. Durchblutung des Gewebes

1.8 Allgemeine Grundlagen der Laser Doppler Flowmet  rie

Die Laser Doppler Flowmetrie (LDF) bietet die Mdéglichkeit der nicht-invasiven Messung
der kapillaren Perfusion. Diese Methode wurde 1977 erstmals klinisch angewendet
(Holloway, Jr. und Watkins, 1977). Dabei wird Uber eine Fiberoptik ein Laserstrahl mit
niedriger Energie appliziert, der im Zielgewebe gebrochen und absorbiert wird. Trifft der
Laserstrahl auf sich bewegende Blutkdrperchen, wird der Strahl reflektiert und geman des
Doppler-Prinzips in seiner Frequenz verandert. Die Frequenz &ndert sich proportional zu
der Geschwindigkeit der Teilchen (Braun'sche Molekularbewegung). Uber einen
optischen Detektor kénnen die reflektierten Strahlen aufgenommen, in ein elektronisches
Signal umgewandelt und analysiert werden.

Die so erhaltenen Werte werden in willkirlich festgelegte Einheiten, Perfusion Units (PU),
angegeben. Um die Vergleichbarkeit der Werte zu gewahrleisten, wird die Sonde in einer
bestimmten Eichlésung gegen die Braun'sche Molekularbewegung kalibriert.

Die LDF kann sowohl nicht-invasiv tber auf die Haut aufgeklebten Sonden, als auch
minimal-invasiv, durch in das Fettgewebe eingebrachte Sonden durchgefihrt werden. In
Echtzeit wird so die mikrovaskulare Perfusion gemessen. In einer Studie an
normalgewichtigen und (bergewichtigen Probanden konnten so Einflisse des
sympathischen Nervensystems auf den subkutanen Blutfluss dargestellt und reproduziert

werden (Wellhoner et al., 2006).
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Von Klinischer Bedeutung ist die LDF bisher vor allem in den Bereichen der plastischen
Chirurgie und Dermatologie zur Bestimmung und Durchblutung in transplantiertem und
operiertem Gewebe und in Untersuchungen der peripheren Durchblutung (Choi und

Bennett, 2003, Petschke et al., 2006, Zografos et al., 1992).

Sender Receiver

Capillaries

Abbildung 4. Schematische Darstellung des Prinzips der Laser Doppler Flowmetrie (Perimed
Instruments).
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2 Fragestellung

Derzeitige Studien beschreiben einen gewichtsreduzierenden Effekt des MC4R-Agonisten
a-MSH im Tierversuch und bei normalgewichtigen Probanden. Dieser Effekt wurde vor
allem durch Inappetenz erklart. Allerdings missen nach neueren Studien auch andere
gewichtsreduzierende Mechanismen in Betracht gezogen werden.

Im Hinblick darauf sollte in dieser Studie der Effekt von intranasal appliziertem
MSH/ACTH(4-10) auf die Lipolyse im peripheren Muskel- und Fettgewebe sowie auf die
sympathische  Nervenaktivitdit in Ruhe und wahrend der medikamentdsen

Barorezeptorreflextestung untersucht werden.
Folgende Fragestellungen sollten untersucht werden:

1. Induziert intranasal appliziertes MSH/ACTH(4-10) die Lipolyse im Muskel- und
Fettgewebe?

2. Fuhrt die intranasale Applikation von MSH/ACTH(4-10) zu einer Steigerung der
mukularen sympathischen Nervenaktivitat?

3. Fuhrt die intranasale Applikation von MSH/ACTH(4-10) zu einer erhéhten

Barorezeptorreflexempfindlichkeit?
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3 Material und Methoden

Die vorliegende Studie wurde an der Medizinischen Klinik | der Universitat zu Libeck im
Neurophysiologischen Labor durchgefiihrt.

Die Studie wurde der Ethikkommission der Universitat zu Lubeck vorgestellt und von
dieser als ethisch unbedenklich eingestuft (Aktenzeichen 04-006). Vor der
Versuchsteilnahme erfolgte eine schriftiche und mindliche Aufklarung Uber den
Studienablauf sowie Uber mogliche Risiken einer Teilnahme. Diese wurde in Form einer

schriftlichen Einverstandniserklarung protokolliert (siehe Anhang).

3.1 Studiendesign

Das Design der Studie ist eine doppelt verblindete, placebokontrollierte Fall-Kontroll-
Studie, welche mannliche, gesunde Probanden einschlie3t. Je Proband erfolgten zwei
Versuchsvormittage. Pro Versuchstag verabreichten wir intranasal als Nasenspray zum
einen Placebo, in Form von 5ml destilliertem Wasser und zum anderen 10mg
MSH/ACTH(4-10), gel6st in 5ml destilliertem Wasser. Die Sprays konnten weder durch
den Geruch und Geschmack noch durch die Farbzusammensetzung unterschieden

werden.

3.2 Versuchsablauf

An jedem Versuchstag fanden sich die Probanden um 08:00Uhr im Neurophysiologischen
Labor ein. Dann begannen wir mit der Anlage der EKG-Elektroden, der Applikation der
Venenverweilkanule (Venflon 18GA, 0,98IN) sowie der Mikrodialysekatheter und der
Mikroneurographiesonde. Danach erfolgte eine 30minitige Ruhephase um eine ruhige
und gute Ableitung zu erhalten und die Geréate zu equilibrieren. Um Ausgangswerte zu
erhalten, haben wir 15 Minuten vor der intranasalen Gabe der Substanzen Uber die
Venenverweilkantle Blut fir die Bestimmung von ACTH, Insulin, Leptin, freien Fettsauren,
Glucose, Glycerol, Laktat, Adiponektin, BNP, Cortisol und Katecholaminen sowie
Mikrodialysat zur Bestimmung von Glycerol, Glucose, Pyruvat und Laktat entnommen.

Wahrend des weiteren Versuchablaufs Uberwachten wir mittels Mikrodialyse die lokalen
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Stoffwechselprozesse im subkutanen, abdominellen Fettgewebe sowie in der
Unterarmmuskulatur. Das gewonnene Dialysat wurde in Mikrovials aufgefangen. Diese
Vials wurden alle 15 Minuten ausgewechselt, verschlossen und bei -30C bis zur
Bestimmung der Metabolite tiefgefroren. Blutentnahmen erfolgten in  einem
halbstiindlichen Intervall. Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme zentrifugiert
und eingefroren. Zudem erfolgten mikroneurographische Messungen zur Bestimmung der
sympathischen Nervenaktivitat zum GefaBmuskelbett (MSNA) und die medikamentdse
Barorezeptorreflextestung.

Wahrend des Versuches erfolgte die kontinuierliche Aufzeichnung von Herzfrequenz,
Blutdruck, Atemexkursion und Laser Doppler Flow vom subkutanen Fett und der Haut.
Zwischen den einzelnen Versuchstagen wurde ein versuchsfreier Zeitraum von

mindestens drei Wochen eingehalten.

Minuten

Anlage von Mikrodialysekatheter,
Venenverweilkanule, Mikroneurographienadel, -15
EKG, Finapres®, Pneumobelt® Mikrodialyse-Vial 0

Nasenspray a-MSH/Placebo
Blutentnahme: 0 Mikrodialyse-Vial 1,
ACTH, FFS, Glucose, Glycerol, Laktat,
Cortisol, Insulin, Leptin, BNP,
Adiponektin, Katecholamine 15 Mikrodialyse-Vial 2
Blutentnahme: 30 Mikrodialyse-Vial 3
ACTH, FFS, Glucose, Glycerol, Laktat

45 Mikrodialyse-Vial 4

Blutentnahme: 60 . . .
ACTH, FFS, Glucose, Glycerol, Laktat, Mikrodialyse-Vial 5
Cortisol, Insulin, Leptin, BNP,
Adiponektin, Katecholamine 75 X i X

Mikrodialyse-Vial 6
Blutentnahme: 90 . i .
ACTH, FFS, Glucose, Glycerol, Laktat Mikrodialyse-Vial 7

105 Mikrodialyse-Vial 8

Blutentnahme: 120 . . .
ACTH, FFS, Glucose, Glycerol, Laktat, Mikrodialyse-Vial 9
Cortisol, Insulin, Leptin, BNP,
Adiponektin, Katecholamine 135 X i X

Mikrodialyse-Vial 10
Blutentnahme: 150 )
ACTH, FFS, Glucose, Glycerol, Laktat Barorezeptorreflextestung:

Nipruss®, Phenylephrin

Abbildung 5. Schematische Darstellung des Versuchsablaufes.
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3.3 Probanden

An der Studie nahmen zehn mannliche, gesunde Nichtraucher ohne dauerhafte oder
gegenwartige medikamentdse Behandlung teil.

Weitere Vorraussetzungen der Probanden fir die Teilnahme an der Studie waren ein
Body-Mass-Index zwischen 20 und 25, sowie die Zugehorigkeit der Altersgruppe von 18
bis 40 Jahren. Die Probanden wurden aufgefordert am Versuchstag nichtern zu
erscheinen. AuRerdem wurden sie darauf hingewiesen, am Vortag der Versuche keine
sportliche Téatigkeit auszuiben und auf alkoholische oder koffeinhaltige Getranke zu
verzichten. Zu Beginn der Versuche wurden die Patienten gewogen, Kdrpergrof3e und

Body-Mass-Index (BMI) bestimmt sowie die ,waist-to-hip-ratio“ gemessen.

3.4 Apparative Messanordnungen
3.4.1 Mikroneurographie

3.4.1.1 Technische Grundlagen

Die Ableitung der MSNA erfolgte durch feine, lackisolierte, konisch zulaufende Wolfram-
Mikroelektroden, die einen Schaftdurchmesser von 0,2mm und eine gedtzte, wenige
Mikrometer diinne, nicht isolierte Spitze aufweisen. Eine weitere, subkutan gelegene
Elektrode diente als Referenz. Vor Gebrauch der Elektroden wurden diese sterilisiert und
die Ableitelektrode mikroskopisch auf Schaden, wie z.B. Widerhaken kontrolliert, um

Nervenschadigungen auszuschliel3en.

3.4.1.2 Durchfiihrung der Mikroneurographie

Wir fahrten die Untersuchung in fir den Probanden entspannter Rickenlage mit leicht
erhobenem Oberkérper durch. Das zu untersuchende Bein lagerten wir dabei in einer
speziell angefertigten Schaumstoffschiene. Die Lage des N.peroneus, unterhalb des
Fibulakdpfchens, wurde palpatorisch bestimmt. Zur exakten Lokalisation des Nervs war
eine transdermale elektrische Stimulation mit Hilfe eines Nervenstimulators notwendig
(Model S48, Grass Instrument Company, Quincy, USA). Hierbei betrug die eingesetzte

Spannung 30-40 Volt Uber eine Reizdauer von 0,01ms bei einer Stimulationsfrequenz von
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1Hz. Bei der Stimulation zeigten sich deutliche, unwillkirliche und impulssynchrone
Kontraktionen der Unterschenkelmuskulatur. So liel3 sich der Verlauf des Nervs circa funf
Zentimeter unter der Haut verfolgen und markieren.

Folgend platzierten wir die Referenzelektrode in einem Abstand von 3cm zum
Nervenverlauf im Subkutangewebe und die Ableitelektrode durch die Haut in die Richtung
des N.peroneus. Hierbei erfolgte eine weitere elektrische Nervenstimulation mit einer
Spannung von 1-3 Volt Gber 0,01ms und einer Frequenz von 1Hz.

Die Nahe der Elektrode zum N.peroneus konnte durch den Versuchsleiter am Ausmal
der resultierenden Muskelkontraktionen im M.tibialis anterior (Zehenstrecker) oder der
Peroneusgruppe (Wadenbeinmuskulatur) abgeschatzt werden. Dann reduzierten wir die
Spannung schrittweise und anderten die Lage der Elektrode geringflgig bis die Spannung
weniger als 1,5 Volt, bei noch deutlicher Muskelkontraktion, betrug und der Proband keine
Parasthesien verspurte. Die Ableitelektrode war mit einem Verstarkersystem verbunden,
welches aus einem Vorverstarker und einem Hauptverstarker bestand. Dies ermdglichte
eine Verstarkung, eine Filterung und eine Diskrimination des gewonnen Signals. So
konnten bei korrekter Lage der Elektrode, intraneural in direkter Nahe der sympathischen
Nervenfasern die Entladungen des Sympathikus in Form von Summenpotentialen (Bursts)
abgeleitet werden. Zur optischen und akustischen Darstellung der Ableitung dienten ein
Verstarker mit Lautsprecher sowie ein Computerbildschirm.

Fur die Beurteilung der richtigen Elektrodenlage und somit korrekt abgeleiteten
Nervenaktivitat galten verschiedene Kriterien:

Zum einen haben wir die sichere Lage im Nervenfaszikel durch die Reizung der
Dehnungsrezeptoren (Beklopfen der Unterschenkelstreckmuskulatur) und damit
einhergehender  Burstinduktion dargestellt. Zum anderen fuhrten wir eine
Sympathikusaktivierung durch ein Apnoemandéver durch. Dabei stellt einerseits die
beginnende Hyperkapnie einen aktivierenden Stimulus dar, andererseits flihren der
verminderte ventse Rickstrom zum Herzen und die Senkung des arteriellen Blutdruckes
wahrend der Apnoephase zu einer Aktivierung des Barorezeptorreflexes (Leuenberger et

al., 2001, Tamisier et al., 2004).
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Die Stimulation sensorischer Afferenzen durch Bestreichen der Haut und Schreckreize
durften keine Signale evozieren. Die Ableitung musste eine ruhige Grundlinie (,Baseline®)
und ein gutes Signal-Rausch-Verhaltnis aufweisen. Um die Bursts als solche zu
identifizieren, sollte die Amplitude des Bursts mindestens dreimal so hoch sein wie die
Amplitude der Baseline.

Sobald die Ableitung als beurteilbar galt, wurden die Probanden aufgefordert, in der
Position zu verbleiben und mdglichst ruhig zu liegen, um mdgliche Dislokationen und

damit einen Verlust des Ableitsignals zu vermeiden.

3.4.1.3 Mikroneurographie mit pharmakogener Baror  ezeptorreflextestung

Beim Barorezeptorreflex-Test wird der arterielle Blutdruck medikamentds durch
vasoaktive Substanzen zunachst gesenkt und nachfolgend (ber das Ruheniveau
angehoben (Eckberg und Fritsch, 1993).

Eine Senkung des arteriellen Blutdrucks wurde durch den Vasodilatator
Nitroprussidnatrium (Nipruss®, SCHWARZ PHARMA AG, Monheim) hervorgerufen. Es
fuhrt Uber eine NO-Freisetzung zur Reduktion des Tonus der Widerstands- und
Kapazitatsgefalle.

In dieser Studie wurde das modifizierte Oxford Protokoll benutzt, bei dem ein Bolus von
100pg Nitroprussid-Natrium in funfprozentiger Glucosel6sung injiziert wird (Laude et al.,
2004). Nach der intraventsen Verabreichung dieser Mischung folgte eine Ruhephase von
etwa acht Minuten, die eine Auswaschung des Nitroprussidnatriums und die
Normalisierung des arteriellen Blutdruckes zum Ziel hatte.

AnschlieRend wurden 150ug Phenylephrin in Aqua destillata gelost und intravends
appliziert. Phenylephrin ist ein Sympathomimetikum, das die Bluthirnschranke nicht
Uberwindet und seine Wirkung ausschliel3lich peripher entfaltet. Der Wirkmechanismus
beruht auf einer Stimulation der al-Rezeptoren der Gefalimuskelzellen und fiihrt zu einer

Vasokonstriktion (Starke, 2004).
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3.4.1.4 Auswertungen der Mikroneurographie

Nach Beendigung der Studie erfolgte die Auswertung der mikroneurographischen
Ableitungen offline ohne Kenntnis der durchgefiihrten Behandlung. Hierbei zahlten wir die
MSNA Bursts und quantifizierten sie mit Hilfe eines analytischen Computerprogramms
(Chart 5 for Windows). Dafir teilten wir den gesamten Versuchszeitraum in Finf-Minuten-
Intervalle ein. Die jeweils letzte Minute der Funf-Minuten-Intervalle z&hlten wir dann
manuell aus. Angegeben wurde die Burstfrequenz (Burstanzahl pro Minute).

Der Zeitraum, in dem die Barorezeptorreflextestung stattfand, wurde gesondert
bertcksichtigt. Jeweils 30 Sekunden nach der Injektion und Anflutung von
Nitroprussidnatrium und Phenylephrin werteten wir in einem Ein-Minuten-Intervall die
Burstfrequenz aus.

Die Auswertung der Burstfrequenz wahrend des Versuchablaufes erfolgte aufgrund der
beschriebenen interindividuellen Unterschiede in der sympathischen Nervenaktivitat als
relative Abweichungen. Als individuelle Referenz wurde die vor Versuchsbeginn ermittelte
Baseline gewertet.

Die Ableitungen der zwei Versuchstage der Probanden wurden durch mich ausgewertet
und durch meinen Betreuer kontrolliert. Die Ubereinstimmung dieser beiden Analysen

betrug tiber 95%.

a) b)
Abbildung 6. Exemplarische Darstellung einer mikroneurographischen Ableitung der muskularen
sympathischen Nervenaktivitéat in Bursts. Links abgebildet ist die Grundfrequenz (a), rechts die

Aktivierung z.B. wahrend der medikamenttsen Barorezeptorreflextestung (b), Abbildung modifiziert
nach Wilson et al., 2004.
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3.4.2 Mikrodialyse

3.4.2.1 Ablauf und Durchfihrung der Mikrodialyse

In den durchgefiihrten Versuchen platzierten wir an jedem Versuchstag jeweils zwei
Mikrodialysekatheter (CMA, Microdialysis Catheter, Solna, Schweden). Zum einen in das
periumbilikale Fettgewebe und zum anderen in das Muskelgewebe des Unterarms. Nach
Desinfektion der Hautstellen legten wir mit Hilfe einer Kanile einen Stichkanal an und
platzierten schlieRlich den Mikrodialysekatheter mittels Fihrungsnadel im Gewebe.
AnschlieBend spilten wir den Katheter mit einer physiologischen Ldsung bekannter
Zusammensetzung (Ringer-Loésung) und schlossen diesen an die spezielle
Prazisonspumpe (CMA  perfusion pump, Solna, Schweden). Mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1pl/min wurde dann das Gewebe mit der Flussigkeit perfundiert.
Nach einer Vorlaufzeit von 15 Minuten tauschten wir ab Versuchsbeginn, in
viertelstiindlichen Abstédnden die Mikrovials aus, so dass sie jeweils eine Fillmenge von
15ug Dialysat enthielten. AnschlieRend wurden die Mikrovials luftdicht verschlossen und
bei -30T eingefroren. In den durchgefihrten Versuchen verwendeten wir Katheter mit
einer Membranlange von 30mm und einem Cut-off von 20kDalton.

Die verwendeten Mikrodialysekatheter weisen bei einem Perfusionsfluss von 0,3pl/min
eine Recovery, also Wiederfindungsrate, von nahezu 100% auf. Fur die Analyse des
Mikrodialysats sind mindestens 9ul Dialysatvolumen notwendig. Das bedeutet, dass eine
Auswertung des Dialysates nur etwa alle 30 Minuten vorgenommen werden kann. Da es
in unserer Studie von grofRer Bedeutung war, kurzfristige Veranderungen der Metabolite
im subkutanen Fettgewebe und in der Muskulatur festzuhalten, haben wir die Flussrate
erhdht, um so alle 15 Minuten eine Analyse vornehmen zu kdénnen. Wir nahmen dabei in
Kauf, dass dadurch auch die Recovery abnimmt und somit die Konzentration im Dialysat
nicht mehr zu 100% der Konzentration im Interstitium entspricht. Deshalb stellten wir die
Konzentrationsveranderungen als relative Abweichungen von den zuvor ermittelten

Basalwerten der Vorlaufzeit dar.
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Wir verwendeten in unserer Studie das Stoffwechselprodukt Glycerol als Marker fur die
Lipolyse. Aus vorangegangenen Untersuchungen ist die Recovery von Glycerol unter
einem ahnlichen experimentellen Setting bekannt. Sie betragt im Muskelgewebe 90% und

im Fettgewebe annahernd 100% (Hagstrom-Toft et al., 1998).

3.4.3 Laser Doppler Flowmetrie zur Bestimmung des su  bkutanen und

kutanen Blutflusses

In den durchgefiihrten Versuchen stellten wir die Mikroperfusion des subkutanen
Fettgewebes der Bauchwand sowie der Haut dar. Die LDF-Sonde, die der
Durchblutungsmessung im subkutanen Fettgewebe diente (Probe 402 needle probe,
Perimed, Jarfélla, Schweden), brachten wir mit Hilfe einer Venenverweilkanile (Venflon™
0.8/25mm) in einem 45°Winkel etwa drei Zentimeter lateral und zwei Zentimeter kaudal
des Bauchnabels ein. Die Sonde zur Bestimmung der Hautdurchblutung (Probe 407-1,
small straight probe, Perimed, Jarfalla, Schweden) klebten wir, in einem Abstand von zwei

Zentimetern zu der subkutanen Sonde, auf die Haut.

3.4.4 Pneumobelt®-, Finapres®- und EKG-Aufzeichnunge n

Wahrend der gesamten Versuchszeit zeichneten wir kontinuierlich die Atemexkursionen
mittels Pneumobelt®, den Blutdruck mit Hilfe einer Finapres®-Manschette und die
Herzfrequenz auf.

Die Ableitung des EKG erfolgte Uber drei selbstklebende, thorakal in Herzachse
angebrachte Einmalelektroden. Mit Hilfe eines elastischen Gurtes (angebracht in Hohe
der unteren Thoraxapertur) und einem Druckwandler (Pneumobelt®, Nihon Kohden,
Tokyo, Japan) registrierten wir kontinuierlich die Atemexkursionen der Probanden. Der
Druckwandler ermdglicht atmungsbedingte Anspannungen und Entspannungen des
Gurtes in elektrische Signale umzuwandeln.

Die kontinuierliche, nicht invasive Erfassung des arteriellen Blutdrucks erfolgte

photoplethysmographisch tber eine am Mittelglied des rechten Mittelfingers angebrachte
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pneumatische Manschette (Finapres®, Ohmeda 2300, BOC Health Care, Colorado,
USA). Erwdhnenswert ist, dass die kontinuierliche Messung des arteriellen Blutdrucks mit
der Finapres®-Methode nicht invasiv sehr prazise Blutdruckwerte fur jeden einzelnen
Herzschlag ermittelt. Jedoch kann es bei Lageveranderungen der ableitenden Hand zu
erheblichen Schwankungen in der absoluten Hohe der gemessenen Blutdruckwerte
kommen. Bei der Baroreflextestung erfolgte bei stabiler Position der Hand (in Herzhdhe)
ein verlassliches Monitoring.

Erganzend bestimmten wir vor jedem Versuchstag den Blutdruck der Probanden manuell

und eichten danach den Finapres®-Computer.

3.4.5 Datenaufzeichnung - Powerlab®

Die gewonnenen Daten aus Mikroneurographie, EKG, Pneumobelt®, Finapres®, und
Laser Doppler Flowmetrie zeichneten wir mit Hilfe eines PC-gestitzten
Multifunktionsgerétes, welches eine simultane, analog-digitale Umwandlung und
Speicherung biologischer Parameter ermdglicht (PowerLab®, ADInstruments,
Heidelberg), auf. Hierbei wahlten wir eine Samplingrate von 100/s. Zur Analyse der
Aufzeichnung wurde die Chart 5-Software (Adinstruments, Spechbach, Deutschland)
verwendet. Die zugehdrige Software (Chart for Windows 5.0, ADInstruments, Heidelberg)

ermdglicht eine Visualisierung und Auswertung der Daten.

3.4.6 Analytik der Proben

3.4.6.1 Mikrodialysate

Die Bestimmungen von Glycerol, Glucose, Laktat und Pyruvat aus tief gefrorenem
Mikrodialysat erfolgte durch einen speziellen CMA 600 Microdialysis Analyzer (CMA
600/Microdialysis AB, Stockholm, Schweden). Die Analyse basiert auf einer
photometrischen Absorptionsmessung nach vorheriger enzymatischer Oxidation.

Die untere Nachweisgrenze liegt bei 0.1 mmol/l fir Glukose und Laktat sowie 0.01 mmol/I

fur Glycerol.
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3.4.6.2 Blutanalysen

Wahrend eines Versuchstages entnahmen wir insgesamt sechs Blutproben aus einer
Venenverweilkanile mit einem Lumen von 18G. Die gesamte Blutmenge lag bei 120ml.
Um eine eventuelle Verdinnung der Blutproben zu vermeiden, verwarfen wir jeweils die
ersten funf Milliliter der Proben.

Die Blutproben fir die Messungen von Insulin, Cortisol, Leptin, freien Fettsduren, BNP
und Adiponektin nahmen wir in Serumréhrchen (S-Monovette® 9ml Z, Sarstedt,
Nymbrecht) ab.

Die Blutentnahme zur Bestimmung der Katecholamine und ACTH erfolgte in EDTA-
Rohrchen (S-Monovette®, 2,7ml K3E, Sarstedt, Nymbrecht). Fir die Auswertung von
Glucose, Glycerol und Laktat standen Fluorid-R6hrchen (S-Monovette®, 2,6ml Sarstedt,
Nymbrecht) zur Verfigung.

Alle Proben zentrifugierten wir unmittelbar nach der Entnahme flr einen Zeitraum von
zehn Minuten bei 4000 Umdrehungen/min (Labofuge 400R, Heraeus Instruments,
Hanau), pipettierten sie in Eppendorf Gefal3e und lagerten sie anschlieRend bei
Temperaturen von -30°C, bzw. die Katecholamine bei -80°C. Die laborchemische
Auswertung erfolgte innerhalb von etwa vier bis sechs Wochen nach Durchfihrung des
Versuches.

Die Analyse der Proben wurde im Routinelabor des Institutes fur Klinische Chemie der
medizinischen Universitat zu Libeck durchgefiihrt.

Die freien Fettsauren wurden enzymatisch mit Acyl-CoA Synthase, Acyl-CoA Oxidase und
Peroxidase bestimmt (Roche Cat. No. 11 383 175, free fatty acids, halfmicrotest).

Die Bestimmung von ACTH erfolgte durch einen kommerziell erhaltlichen, sequenziellen
immunometrischen Chemielumineszens-Assay (IMMULITE® ACTH, GPC, Los Angeles,
USA). Die analytische Sensitivitat liegt bei 9 pg/ml (2 pmol/l).

Die Bestimmung von Cortisol erfolgte durch einen kompetitiven Chemielumineszenz-

Immunassays (IMMULITE® Cortisol, GPC, Los Angeles, USA).
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Die Plasma- bzw. Serumkonzentrationen der nachfolgenden Parameter wurden teilweise
nach Vorbehandlung, mit unterschiedlichen Assays quantifiziert. Zur Vereinfachung sind

die verwendeten Assays in der folgenden Tabelle angegeben.

Tabelle 2. Analysemethoden von Insulin, Leptin, Adiponektin, Noradrenalin, Adrenalin
und Glukose.

Parameter Name/Hersteller
Insulin IMMULITE/IMMULITE 1000 Insulin
DPC®, Los Angeles, USA
Leptin HUMAN LEPTIN RIA KIT, LINCO RESEARCH, Missouri, USA
Adiponektin RD 195023100 Human Adiponectin ELISA, Bio Vendor GmbH,

Heidelberg, Deutschland

HPLC-System, Hochdruckflussigkeitschromatographie

Noradrenalin (Chromsystems®, Miinchen)

HPLC-System, Hochdruckflussigkeitschromatographie

Adrenalin (Chromsystems®, Miinchen)
Glukose Beckman Glucose- Analysator 2®
3.5  Statistik

Bei den Proben handelte es sich um verbundene Stichproben mit Darstellung der
Parameter eines jeden Probanden vor Behandlung mit entweder MSH/ACTH(4-10) oder
Placebo, und im zeitlichen Verlauf danach. Die statistische Auswertung erfolgte in zwei
Schritten, zunéachst mit Hilfe einer zweifaktoriellen ANOVA (analysis of variance) mit dem
Faktor ,Behandlung (Placebo/Verum)* und dem Messwiederholungsfaktor ,Zeit* Uber
samtliche Messwerte. Stellten sich in diesem globalen Test signifikante Unterschiede dar,
wurde eine post-hoc Bonferroni Analyse der Einzelwerte bezlglich des
Behandlungseffektes (Placebo versus MSH/ACTH(4-10)) angeschlossen. Ein p-Wert von
0.05 wurde als Signifikanzniveau festgelegt. Alle Daten werden als Mittelwerte = SD

(Standardabweichung) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1  Charakterisierung des Gesamtkollektivs

Das durchschnittliche Alter der 10 Probanden betrug 27,4 Jahre, der alteste Teilnehmer
war 37 Jahre und der Jungste 21 Jahre alt. Die anthropometrischen Daten gehen aus

Tabelle 3 hervor.

Tabelle 3. Anthropometrische Daten des Probandenkollektivs, MW £ SD.

Alter in Jahren 27,457
GroRRe (cm) 185+7,2
Gewicht (kg) 7755

BMI in (kg/m?) 22,3+14
Taillenumfang (cm) 77,7+5,3
Huftumfang (cm) 94,7+4,8

4.2  Mikroneurographie

4.2.1 Sympathische Nervenaktivitat

Da sich die Ableitung der MSNA aufgrund von Dislokationen der Elektrode mitunter
schwierig gestaltete und nur Ableitungen bei korrekt liegender Elektrode wahrend der
Aufzeichnung auszuwerten sind, konnten zur weiteren Analyse der MSNA lediglich acht
Ableitungen in der MSH/ACTH(4-10)-Gruppe und neun Ableitungen in der Placebo-
Gruppe verwendet werden.

In den auswertbaren Ableitungen stellten sich keine signifikanten Unterschiede in der
basalen muskular-sympathischen Nervenaktivitat im Vergleich zwischen der Placebo- und

der Verumgruppe dar.
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4.2.2 Sympathische Nervenaktivitat wahrend der medikament ~ 6sen

Barorezeptorreflextestung

Wahrend der medikamentosen Barorezeptorreflextestung mit Nitroprussid-Natrium und
Phenylephrin zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Verum- und der
Placebogruppe. Die medikamentose Blutdrucksenkung mit Nitroprussidnatrium erhohte
die mittlere Burstfrequenz beider Probandengruppen:

In der MSH/ACTH(4-10)-Gruppe stieg die Burstfrequenz allerdings signifikant hoher an
als in der Placebogruppe. In Relation zum Ausgangswert stieg die Burstfrequenz jeweils
signifikant in der Placebogruppe auf 25,2+12,0 vs. 7,3+4,16 und in der Verumgruppe auf
40,1+15,6 vs. 10,848,0 Bursts/min, p<0.05 (Abbildung 7). Nach Applikation von
Phenylephrin zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der MSH/ACTH(4-10)-
und der Placebogruppe. Nach MSH/ACTH(4-10) Gabe sank die Burstfrequenz, im
Vergleich zu dem erhobenen Ausgangswert, auf 8,9+12,3 vs. 10,848
Bursts/min(Ausgangswert) und nach Placebogabe stieg die Burstfrequenz auf 10,0+10 vs.

7,3+4,16 Bursts/min (Ausgangswert).

601 , ,

Bursts/min

Nitroprussid Nitroprussid
Basiswert Phenylephrin  Basiswert Phenylephrin

Placebo MSH/ACTH(4-10)

Abbildung 7. Burstfrequenz wéahrend des Ausgangswertes sowie nach medikamentdser
Barorezeptorreflextestung mit Nitroprussid und Phenylephrin in der Placebo- und Verumgruppe.
Darstellung von Mittelwerten + SD; n=8 in der MSH/ACTH(4-10)- und n=9 in der Placebogruppe.
*=p<0.05.
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4.3  Vitalparameter

Weder der arterielle Blutdruck noch die Herzfrequenz wurden durch die intranasale Gabe

von MSH/ACTH(4-10) beeinflusst.

4.4  Mikrodialyse

Die absoluten Werte der Mikrodialysedaten spiegeln aufgrund der reduzierten Recovery
bei gesteigerter Flussrate der Mikrodialyseperfusion nicht die reale Gewebekonzentration
der Parameter wider. Die Ergebnisse werden deshalb als relative Abweichung des
erhobenen Ausgangswertes vor Gabe von Placebo bzw. MSH/ACTH(4-10) dargestellt.
Die absoluten Basalwerte sind im Folgenden gesondert gekennzeichnet. Die Gesamtheit

der absoluten Werte findet sich in den Tabellen 4 und 5 im Anhang.

4.4.1 Interstitielles Glycerol

Im Vergleich zu Placebo bewirkte MSH/ACTH(4-10) eine signifikante Erhohung der
interstitiellen Glycerolkonzentration im wei3en abdominellen Fettgewebe (Abbildung 8a).

Der Unterschied zu der Placebogruppe stellte sich 45 Minuten nach intranasaler
Applikation dar. Zu diesem Zeitpunkt liel3 sich eine Abweichung vom Ausgangswert 100%
(MSH/ACTH(4-10)-Gruppe 74+76,8mmol/l,  Placebogruppe 103+48,1mmol/l) in der
Placebogruppe von 120,1+37,0% und der Verumgruppe von 156,0+55,8% verzeichnen
(p<0.05). Wahrend des weiteren Versuchablaufes blieben die erhéhten interstitiellen
Glycerolspiegel nach intranasaler Applikation von MSH/ACTH(4-10) bestehen. Im
Vergleich zu der Placebogruppe blieb der Glycerolspiegel auch nach 135 Minuten in der

Verumgruppe signifikant erhéht (185,3+72,2% versus 142+60,6%; p<0.05).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen des weil3en Fettgewebes zeigte sich im Skelettmuskel
des Unterarms lediglich ein kurz andauernder Anstieg des Glycerolspiegels mit einem
Maximum 60 Minuten nach intranasaler Applikation. Die Abweichungen im Vergleich zum

Ausgangswert 100% (MSH/ACTH(4-10)-Gruppe 48,8+19,27mmol/l, Placebogruppe
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60,63+16,48mmol/l) betrugen zu diesem Zeitpunkt 109,5+47,0% in der MSH/ACTH(4-10)-
Gruppe und 94,6+17,0% in der Placebo-Gruppe. Diese Werte waren nicht signifikant

unterschiedlich (p=0.12; Abbildung 8b).
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Abbildung 8. Interstitielle Glycerolkonzentrationen im subkutanen abdominellen Fettgewebe (a)
und im Muskelgewebe (b) Darstellung von Mittelwerten + SD; n=10 pro Gruppe. *=p<0.05.
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4.4.2 Interstitielles Pyruvat und Laktat

Im Interstitium des abdominellen weil3en Fettgewebes stellten sich keine signifikanten
Unterschiede in der Pyruvatkonzentration zwischen der Verum- und der Placebogruppe
dar (Abbildung 9a). Im Muskelgewebe kam es bis zum Ende des Versuches zu einem
Uber den zeitlichen Verlauf signifikanten Anstieg des Pyruvatspiegels in der
MSH/ACTH(4-10)-Gruppe (nach 135 Minuten 409,5+151,05% vs. 318+178,45% und nach
150 Minuten 445,4+179,25% vs. 324,48+166,71%), im Vergleich zum Ausgangswert
100% (MSH/ACTH(4-10)-Gruppe 23,5+21,01mmol/l, Placebogruppe 25+20,3 mmoll/l),
ohne in der post-hoc Analyse eine Signifikanz zwischen den beiden Gruppen zu

erreichen. (Abbildung 9b).
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Abbildung 9. Interstitielle Pyruvatkonzentrationen im subkutanen abdominellen weiRen

Fettgewebe (a) sowie im Muskelgewebe (b). Darstellung von Mittelwerten + SD; n=10 pro Gruppe.

Nach der Gabe von MSH/ACTH(4-10) stellten wir keine signifikanten Veranderungen in
der interstitiellen Laktatkonzentration im Muskel- oder subkutanen Fettgewebe fest. So
kam es nach Applikation von MSH/ACTH(4-10) im weil3en Fettgewebe zu einem initialen
Anstieg nach 30 Minuten auf 160,63+103,18% vs 148,27+81,23% in der Placobogruppe
(Ausgangswert = 100%: MSH/ACTH(4-10) 0,61+0,36mmol/l vs Placebo 0,75+0,47mmol/l)

(Abbildung 10 a und b).
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Abbildung 10. Interstitielle Laktatkonzentrationen im subkutanen abdominellen wei3en
Fettgewebe (a) sowie im Muskelgewebe (b) Darstellung von Mittelwerten + SD; n=10 pro Gruppe.

4.4.3 Interstitielle Glucose

Die interstitiellen Glukosekonzentrationen unterschieden sich unter Ruhebedingungen in
der Placebo- und Verumgruppe nicht voneinander. Im Interstitium des weil3en
Fettgewebes stellten sich keine Veranderungen dar (Abbildung 11a). Die MSH/ACTH(4-
10) Gabe flhrte zu einem insignifikanten Anstieg des interstitiellen Glucoselevels vom
Basalwert 100% (MSH/ACTH(4-10)-Gruppe 2,74+1,23mmol/l / Placebo 2,38+0,93mmol/l)
im peripheren Muskelgewebe nach 30 Minuten (131,24+44,95% vs. 101,33+27,1%) und
erreichte nach 60 Minuten ein Plateau (145,05+51,43% vs.100,45+34,48%) (Abbildung

11b).
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Abbildung 11. Interstitielle Glucosekonzentrationen im subkutanen abdominellen wei3en
Fettgewebe (a) sowie im Muskelgewebe (b). Darstellung von Mittelwerten + SD; n=10 pro Gruppe.

45 Serum- und Plasmakonzentrationen

4.5.1 Glycerol, freie Fettsduren, Glucose und Lakta t

In dieser Gruppe kam es zu keiner signifikanten Anderungen der Parameter im Serum,
insbesondere kam es nach intranasaler Gabe von MSH/ACTH(4-10) zu keinem Anstieg

des Glycerolspiegels oder der freien Fettsauren.
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4.5.2 BNP, Insulin, Leptin, Adiponektin, ACTH und C  ortisol

Wahrend des Versuchablaufes ergab sich, verglichen mit der Placebogruppe, keine
signifikante Anderung der Plasma- und Serumkonzentrationen fiir BNP, Insulin, Leptin,
Adiponektin, ACTH oder Cortisol nach intranasaler Verabreichung von MSH/ACTH(4-10).

Darstellung der Cortisolkonzentration in Abbildung 12; Darstellung der ACTH-

Konzentration in Abbildung 13.
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Abbildung 12. Cortisolkonzentration im Serum (in ng/ml). Darstellung von Mittelwerten + SD;

n=10 pro Gruppe.
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Abbildung 13. ACTH-Konzentration im Serum (in pg/ml). Darstellung von Mittelwerten + SD; n=10
pro Gruppe.
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4. 5.3 Katecholamine

Die Plasmakonzentration von Adrenalin zeigte diskrete, nicht signifikante Unterschiede
zwischen der MSH/ACTH(4-10)- und der Placebogruppe. Die zu Beginn gemessene
Konzentration von Adrenalin betrug 22,3+£5,59pmol/l, 60 und 120 Minuten nach
intranasaler Gabe von MSH/ACTH(4-10) kam es zu einem diskreten Abfall der
Konzentration auf 18,5+4,06 bzw. 20,4+5,66pmol/l und nach Placeboapplikation zu einem
leichten Anstieg auf 25,6+11,41 bzw. 28,1+16,35pmol/l. Diese Unterschiede erreichten
keine Signifikanz. Eine Beeinflussung von Dopamin und Noradrenalin durch die

Verabreichung von MSH/ACTH(4-10) zeigte sich nicht (Abbildung 14).

—&— Adrenalin (MSH/ACTH(4-10))
—&— Adrenalin (Placebo)

—B— Noradrenalin (MSH/ACTH(4-10))
—&— Noradrenalin (Placebo)

pmol/l

C ! ! ! ! !
0 30 60 90 120

Minuten

Abbildung 14. Adrenalin- und Noradrenalinkonzentrationen in pmol/l. Darstellung von Mittelwerten
+ SD; n=10 pro Gruppe.

4.6  Gewebsperfusion

Die Perfusion des weil3en Fettgewebes und der Haut wurde in unseren Versuchen durch
die Laser Doppler Flowmetrie gemessen. Im Vergleich zum Ausgangswert 100%
(entspricht in der MSH/ACTH(4-10)-Gruppe 43,36+79,94 Perfusion Units und in der
Placebogruppe 0,36+0,49 Perfusion Units) zeigte sich 90 Minuten nach Applikation von

MSH/ACTH(4-10) eine leicht reduzierte Perfusion der Haut 93,75+15,98% im Vergleich
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zur Placebogruppe, bei der es zu einem leichten Perfusionsanstieg auf 109+14,16% kam.
Im weilRen Fettgewebe kam es in der MSH/ACTH(4-10) Gruppe zu einer Uber den
zeitlichen Verlauf signifikant erniedrigten Perfusion. In der post-hoc Analyse war die
Perfusion im Vergleich zur Placebogruppe allerdings nicht signifikant erniedrigt. Im
Vergleich zum Ausgangswert 100% (entspricht in der MSH/ACTH(4-10)-Gruppe
2,78+0,95 Perfusion Units und in der Placebogruppe 19,71+58,23 Perfusion Units) zeigte
sich 90 Minuten nach MSH/ACTH(4-10) Gabe eine Abnahme auf 73,6+£26,17% und nach
Placebogabe ein Anstieg auf 115,8+45,66%.

Darstellung der Hautperfusion in Abbildung 15 und der Perfusion des weil3en

Fettgewebes in Abbildung 16. Angabe in der prozentualen Abweichung der Baseline.
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Abbildung 15. Perfusion der Haut (prozentuale Abweichung vom Basiswert). Darstellung von
Mittelwerten + SD; n=10 pro Gruppe.
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Abbildung 16. Perfusion des weil3en Fettgewebes (prozentuale Abweichung von der Baseline).

Darstellung von Mittelwerten + SD; n=9 in der Placebogruppe, n=10 in der MSH/ACTH(4-10)-
Gruppe.
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5 Diskussion

Die Regulation des Kérpergewichtes stellt ein komplexes, bisher lediglich in den Anfangen
verstandenes System dar, in dem viele verschiedene Parameter zusammenspielen.
Letztlich resultiert das Korpergewicht aus dem Verhdltnis von Nahrungsaufnahme zu
Energieverbrauch. Sowohl die Nahrungsaufnahme als auch die Energieabgabe
unterliegen unterschiedlichen regulativen Einflissen, die eine hohe Redundanz
aufweisen. Melanocortine wurden in diesem komplexen System als wichtige

Komponenten des gewichtsregulierenden Systems identifiziert.

Bisher ging man davon aus, dass der gewichtsreduzierende Effekt der Melanocortine vor
allem auf einer Minderung der Nahrungsaufnahme und Veranderung des Essverhaltens
beruht. In Tierversuchen zeigt sich beispielsweise nach Applikation von a-MSH eine
Verédnderung des Fressverhaltens der Tiere mit signifikant verkiirzten Mahlzeiten (Vergoni
et al.,, 2000). Die gesteigerte Expression von Agouti related peptide (AgrP), z.B. bei
leptinrezeptordefizienten Mausen, korreliert mit einer Gewichtszunahme und fuhrt zu einer
Hypertrophie des weillen Fettgewebes. Bei genetisch verdnderten Mausen mit
Uberexpression von AgrP zeigt sich eine gesteigerte Nahrungsaufnahme (Graham et al.,

1997, Ollmann et al., 1997, Shimada et al., 1998).

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass zuséatzlich zu der Appetitregulation andere
Mechanismen eine Rolle fiir die gewichtsregulierende Wirkung der Melanocortine spielen.
So fuhrt die subkutane Gabe eines MC4-Rezeptor-Agonisten bei Mausen zu einer
differenziellen Reduktion von bestimmten Fettgewebskompartimenten (subkutanes und
viszerales Fett). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass ein Gewichtsverlust zumindest
teilweise unabhangig von der Nahrungsaufnahme sein muss (Strader et al., 2007).
Unabhéangig von der Nahrungsaufnahme kommt es nach pharmakologischer Blockade
des MC4R sowie bei Rezeptordefizienz bei Nagetieren zu einer gesteigerten
Triglyceridsynthese und zu einer Zunahme des weil3en Fettgewebes, wahrend die
gesteigerte Aktivitat des MC4R zu einer Triggerung der Lipidmobilisation fihrt (Nogueiras

et al., 2007).
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Auch in Probandenstudien zeigt sich nach sechswdchiger intranasaler Applikation der
Melanocortinkernsequenz MSH/ACTH(4-10), unabhangig von Nahrungsgewohnheiten,
eine signifikante Reduktion des Korpergewichtes und des Kdorperfettes (Hallschmid et al.,
2004a). Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, Uber die diese Effekte
vermittelt werden. Dabei kdnnte entweder die Hemmung eines anabolen Peptids, z.B.
Neuropeptid Y, eine Rolle spielen und dadurch eine Reduktion der Nahrungsaufnahme
bewirken oder MSH/ACTH(4-10) fuhrt zu einer direkten Steigerung des

Energieverbrauches.

Basierend auf dem Wissen, dass das melanocortinerge System, vorwiegend Uber den
MC4-Rezeptor vermittelt, die Gewichtsregulation und die Energiehomdostase
entscheidend beeinflusst und somit katabole, gewichtsreduzierende Effekte erzielt, war es
Ziel dieser Arbeit die physiologischen Mechanismen herauszuarbeiten. Im Mittelpunkt des
Fettgewebskatabolismus steht die sympathoadrenerg induzierte Lipolyse und deren
zentralnervése Regulation. Insbesondere galt es die Frage zu untersuchen, ob durch die
intranasale Applikation eines MC4 Rezeptoragonisten, MSH/ACTH(4-10), ein lipolytischer
Effekt im subkutanen Fettgewebe und im Muskelgewebe auftritt und ob eine Erhéhung

der sympathischen Nervenaktivitat zu beobachten ist.

Da flr diese Wirkung ein zentralnervdser Effekt vermutet wird, wahlten wir die intranasale
Gabe von MSH/ACTH(4-10). Durch die intranasale Gabe lassen sich die bei anderen
Applikationsformen notwendig werdenden hohen Arzneimitteldosierungen, die eine
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke gewahrleisten konnten, umgehen. Bei der
intranasalen Peptidapplikation wird eine direkte Verbindung zwischen der Nasenhohle
und dem zentralen Nervensystem genutzt, die bei Probanden auch fir MSH/ACTH(4-10)
gezeigt werden konnte. Dieses Peptidderivat wurde 30 Minuten nach intranasaler Gabe
im Liquor gesunder Probanden nachgewiesen (Born et al., 2002a). Es ist inzwischen auch
bekannt, dass intranasal appliziertes MSH/ACTH(4-10) einen geringen, reduzierenden
Einfluss auf das Gewicht bei schlanken, nicht aber bei adipésen Probanden, ausubt

(Hallschmid et al., 2004a, 2006).
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Unsere Ergebnisse zeigen nun, dass beim normalgewichtigen Menschen die Applikation
des MCR-4-Agonisten MSH/ACTH(4-10) zu einer gesteigerter Lipolyse im abdominellen
weilden Fettgewebe fihrt. Diese gesteigerte Lipolyse kann, neben der aus Tierversuchen
bekannten Reduktion der Nahrungsaufnahme eine weitere Ursache flr den anorexigenen

Effekt von MSH/ACTH(4-10) sein.

5.1 Einfluss von MSH/ACTH(4-10) auf die Lipolyse

Die Mikrodialyse ermoglicht eine direkte minimal invasive Uberwachung des
Gewebestoffwechsels. Bei der Lipolyse werden die Triglyceride in freie Fettsauren und
Glycerol aufgespalten. Ein Glycerolanstieg in der interstitiellen Flissigkeit im subkutanen
Fettgewebe und Muskelgewebe in vivo, der sich durch Mikrodialyse erfassen lasst, ist
also ein Indikator fur die Lipolyse, wenn ausgeschlossen ist, dass der Anstieg nicht durch
einen reduzierten Abtransport des Metaboliten durch Vasokonstriktion verursacht ist.
Hagstrom-Toft et al. konnten nachweisen, dass die Glycerolkonzentration im Interstitium
des Fettgewebes durch adrenerge Stimulation der Lipolyse ansteigt (Hagstrom-Toft et al.,
1998). Deswegen haben wir in dieser Studie das Stoffwechselprodukt Glycerol als Marker
fur die stattgehabte Lipolyse verwendet.

In unseren Versuchen gelang der Nachweis der lipolytischen Effekte von MSH/ACTH(4-
10) 45 Minuten nach intranasaler Applikation. Es lief3 sich ein signifikanter Anstieg von
Glycerol im Dialysat aus dem Fettgewebe, schon 15 Minuten nach dem zu erwartenden
Nachweis der Neuropeptide im Liquor, aufzeigen. Eine signifikante Lipolyse im
Muskelgewebe konnte nach Applikation von MSH/ACTH(4-10) nicht dargestellt werden.
Da insgesamt nur eine sehr kurze Zeitspanne zwischen der intranasalen Gabe des
MCRA4-Agonisten und dem Anstieg des interstitiellen Glycerolspiegels im peripheren
Fettgewebe bestand, vermuten wir, dass die Lipolyse Uber eine gesteigerte sympathische
Nervenaktivitdt, vermittelt Gber den zentral exprimierten MC4-R im Hypothalamus,
induziert wurde. Einen Hinweis dafir, dass die Lipolyse im weiRen Fettgewebe tatsachlich

direkt durch sympathoneuronale Einflisse beeinflusst werden kann, konnte in
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vorangehenden Untersuchungen erbracht werden. Hier fuhrte eine elektrische Stimulation
von sensiblen Nervenfasern, die das Fettgewebe und die Haut des Oberschenkels

innervieren, zu einer lokal gesteigerten Lipolyse (Dodt et al., 1999).

Es ist nicht anzunehmen, dass die Lipolyse durch Cortisol, ACTH, BNP, Adiponektin,
Glucose oder Insulin induziert wurde. Die Serum- und Plasmauntersuchungen dieser
Hormone zeigten in unseren Untersuchungen keine signifikanten Veranderungen. Damit
Ubereinstimmend konnten in  einer weiteren  Studie weder nach der
intracerebroventrikularen Gabe eines MCR-4-Agonisten, noch nach der Verabreichung
eines MCR-4-Antagonisten signifikante Anderungen der Plasmalevel fiir Glucose, Insulin

oder freie Fettsauren dargestellt werden (Nogueiras et al., 2007).

Es gibt Hinweise, dass MSH/ACTH(4-10) einen direkten Einfluss auf die Adipozyten und
die Lipolyse besitzt und diese nicht nur durch MC4-R induzierte Sympathoexzitation
bedingt ist. In experimentellen Studien an isolierten Adipozyten von Mausen gelang der
Nachweis eines 7-fachen Anstiegs der freien Fettsauren nach Vorbehandlung mit
Melanotan Il und a-MSH (Inkubationszeit 2h), als Zeichen stattgehabter Lipolyse (Bradley
et al., 2005). Vorausgehende Studien haben verschiedene MCR Subtypen auf den
Adipozyten von Nagetieren nachgewiesen. Dabei fanden sich MC2-R und MC5-R auf
Fettgewebszellen, nicht aber MC1-R, MC3-R, MC4-R. Angenommen wird, dass die
melanocortininduzierte Lipolyse so vor allem Uber den MC5-R vermittelt wird, da der MC2-
R lediglich ACTH bindet (Boston wund Cone, 1996). Agouti-Protein als
Melanocortinrezeptorantagonist konnte dementsprechend eine Hemmung der Lipolyse
bewirken (Moussa und Claycombe, 1999, Xue et al., 1998).

Gegen einen puren peripher vermittelten Effekt konnte sprechen, dass im Fettgewebe des
Menschen lediglich der MC1-R in relevantem Ausmal exprimiert wird, und dass die
Bindung an diesen Rezeptor die Lipolyse nicht induziert (Hoch et al., 2007, Hoch et al.,

2008).
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5.2 Einfluss von MSH/ACTH(4-10) auf die lokale Durc  hblutung der Haut und

des subkutanen Fettgewebes

Die lokale Durchblutung spielt eine Rolle in der Regulation des interstitiellen
Glycerolspiegels. Eine Verminderung des Blutflusses kann zu einer Erhdéhung des
Glycerolspiegels im Extrazellularraum des Fettgewebes filhren (Enoksson et al., 1995).
Das wirde in unserem Versuch bedeuten, dass wir bei lokalen Verdnderungen der
Durchblutung wéhrend des Versuchablaufs falsch negative oder falsch positive Werte fur
die Beeinflussung der Lipolyse aufzeichnen wurden.

Wir haben daher die Laser Doppler Flowmetrie zur kontinuierlichen Uberwachung der
Perfusion im subkutanen Fettgewebe genutzt. Nach MSH/ACTH(4-10) Applikation zeigte
sich ein tendenziell niedrigerer Blutfluss Uber den Versuchszeitraum als in der
Placebogruppe. Dieser war aber im Vergleich zur Placebogruppe nicht signifikant. Daher
halten wir es fir unwahrscheinlich, dass der nachgewiesene Anstieg des interstitiellen
Glycerolspiegels in einer Anderung des lokalen Blutflusses im Fettgewebe begriindet ist

und werten ihn als Zeichen einer induzierten Lipolyse.

5.3 Einfluss von MSH/ACTH(4-10) auf die sympathisch e Nervenaktivitat

Die Nahrungsaufnahme und der Energieumsatz werden im Gehirn gesteuert. Die
dominierende Rolle nimmt hierbei der Hypothalamus ein. Im Rahmen der
Energiehomoostase senden periphere Energiespeicher, wie z.B. das Fettgewebe,
endokrine Signale an das zentrale Nervensystem. Neben der appetitregulierenden
Wirkung der endokrinen Organe sind die katabolen, neuronal vermittelten Effekte von
besonderer Bedeutung. Ein Beispiel ist Leptin, welches im peripheren Fettgewebe
synthetisiert wird und im Hypothalamus an spezifische Rezeptoren bindet und somit tber
die verflgbare Energie im Organismus Auskunft gibt. Es reguliert als afferenter Teil eines
negativen Feedbacksystems den Appetit und die Nahrungszufuhr (Ahima und Flier, 2000,

Pelleymounter et al., 1995). Der efferente Anteil zu den peripheren Energiespeichern
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besteht hauptsachlich aus neuronalen Signalen. Es ist aus Tierexperimenten bekannt,
dass Leptin die sympathische Nervenaktivitat steigert (Haynes et al., 1999).

Auch fur das melanocortinerge System sind neben dem appetitregulierenden Einfluss
katabole, Gber das sympathische Nervensystem steuernde Effekte beschrieben.

Das sympathische Nervensystem verbindet die zentralen Kontrollpunkte der
Energiehomoostase im Hypothalamus mit den Adipozyten des weiRen und braunen
Fettgewebes. In tierexperimentellen Arbeiten gelang der Nachweis von mRNA, die fir den
MC4 Rezeptor kodiert, auf Nervenendigungen der zum inguinalen weil3en Fettgewebe
fihrenden sympathischen Efferenzen (Song et al., 2005). Diese Befunde unterstitzen
unsere Hypothese einer MC4-R vermittelten Modulation des sympathischen

Nervensystems in der Regulation peripherer Lipolyse.

In verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte eine unmittelbare Beeinflussung des
sympathischen Nervensystems durch Melanocortine nachgewiesen werden.

Mause mit genetisch bedingter a-MSH-Uberexpression haben einen signifikant héheren
mittleren arteriellen Blutdruck (Rinne et al., 2008). In Analogie dazu fuhrt die
intracerebroventrikuldare Applikation eines Melanocortinrezeptoragonisten bei Tieren zu
sympathoexzitatorischen Effekten wie Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes und
Erhéhung der Herzfrequenz. Diese Symptome lieRen sich durch eine medikamenttse
Blockade der adrenergen Rezeptoren komplett unterdriicken. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass die kardiovaskulare Wirkung der Melanocortinrezeptoragonisten tber
eine Aktivierung des adrenergen Systems vermittelt wird (Kuo et al., 2004).

In anderen Experimenten an Ratten fuhrt die intracerebroventrikulare Gabe von MCR-4
Agonisten zu einem Anstieg der renalen sympathischen Nervenaktivitat (RSNA) (Haynes
et al., 1999, Rahmouni et al., 2003).

Die Aktivierung des SNS lasst sich im Tiermodell durch Melanocortin-Antagonisten
vollstandig unterdricken. Die ausschlieRliche Gabe eines MC4- Rezeptorantagonisten,

ohne vorhergegangene Sympathikusstimulation durch einen MC4-Rezeptoragonisten,
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hatte allerdings keine Auswirkung auf die Baseline der sympathischen Nervenaktivitat im

weilden Fettgewebe (Nogueiras et al., 2007).

Bisher gab es in diesem Bereich grofitenteils Informationen, die im Rahmen von
Tierversuchen gewonnen wurden.

In einer neueren Studie wurde bei Ubergewichtigen Probanden mit mutiertem und
funktionslosen MC4-R und einer Kontrollgruppe ohne Rezeptormutation der Einfluss
zentraler Melanocortine auf den arteriellen Blutdruck untersucht. Es zeigte sich, dass die
Pravalenz fur arterielle Hypertonie bei den MC4-R defizienten Probanden deutlich
geringer war als in der Kontrollgruppe mit funktionsfahigem Melanocortinrezeptor. Die
Infusion eines MC4-R Agonisten fiihrte nach 24 Stunden in beiden Gruppen zu einem
signifikanten Anstieg des systolischen und diastolischen Blutdruckes. Diese Tatsache
kénnte durch den Einfluss des melanocortinergen Systems auf das sympathische
Nervensystem erklart werden (Greenfield et al., 2009).

Bei einem Kollektiv an Probanden mit funktioneller MC4-Rezeptormutation konnte sogar
eine negative Korrelation zwischen der MSNA und dem Body-Mass-Index sowie den
Leptinleveln aufgezeigt werden. Was bedeutet, dass die Probanden mit dem hdchsten
BMI die geringste muskuldre sympathische Nervenaktivitdt aufweisen. Dieser inverse
Zusammenhang legt nahe, dass der sympathische Outflow zum peripheren GefaRsystem
funktionell auch von dem melanocortinergen System abhangig ist, und erklart, dass es bei
einer MC4-Rezeptordefizienz oder -dysfunktion zu einer geringeren Sympathoexzitation,
aber auch zu einer geringeren durch den Sympathikus induzierten Lipolyse kommt (Sayk

et al., 2010).

Zur Dokumentation der sympathischen Nervenaktivitat haben wir in unseren Versuchen
neben Aufzeichnung der Herzfrequenz, des Blutdruckes und der Bestimmung der
Plasmakatecholamine auch eine Mikroneurographie des N.peroneus durchgefihrt. Weil
bisher in Nerven, die das subkutane Fettgewebe innervieren, kein ableitbares
lipomotorisches Signal gefunden wurde, das spezifisch die Fettzellen zur Lipolyse

stimuliert, haben wir in unserem Experiment die stabil ableitbare muskuléare sympathische
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Nervenaktivitdt gewahlt, um sympathoexzitatorische Effekte von MSH/ACTH(4-10) zu
untersuchen. Die Ableitung der muskuldaren sympathischen Nervenaktivitat mittels
Mikroneurographie ermdglicht die Erfassung intraneuraler, blutdruckregulierender,
efferenter sympathischer Nervenaktivitat zum Muskelgefa3bett (Hagbarth und Valbo
et.al., 1968). Ob sie auch intramuskulare Lipolyse induziert, ist nicht bekannt.

Mit unseren Methoden konnten wir keinen Anstieg der basalen sympathischen
Nervenaktivitdt nach intranasaler Gabe von MSH/ACTH(4-10) darstellen. Insbesondere
konnte kein Anstieg basaler MSNA beobachtet werden und auch die Erfolgsparameter
wie arterieller Blutdruck oder Herzfrequenz und die Plasmakatecholamine zeigten keine
signifikanten Unterschiede. Auch die Lipolyse im Muskelgewebe blieb unbeeinflusst, was
einem sympathischen Einfluss auf das subkutane Fettgewebe nicht widerspricht, da von

einer unterschiedlichen Regulation der beiden Geweberegionen auszugehen ist.

Der Einfluss von Proopiomelanocortin, bzw. von Melanocortinen auf die autonome
Regulation des kardiovaskularen Systems wurde in mehreren, meist tierexperimentellen,

Studien nachgewiesen.

Tierexperimentell gelang im Barorezeptorareal des Hirnstammes der Nachweis von
ACTH, a-MSH und Beta-Endorphin. Die Bahnen zwischen den Neuropeptid enthaltenden
Zellen im Tractus solitarius fuhren bis zur ventrolateralen Medulla oblongata und
innervieren so vasomotorische bzw. vasodepressorische Areale (Palkovits et al., 1987).
Mause mit genetisch bedingter Uberexpression von a-MSH zeigen, lbereinstimmend mit
unseren Ergebnissen, eine gesteigerte Barorezeptorreflexaktivitat (Rinne et al., 2008). Bei
Menschen flhrt die intravendse Injektion von ACTH zu einer Sympathoexzitation (Dodt et
al., 1998) wahrend die Gabe von Hydrocortison die muskulare sympathische Aktivitat

unterdriickt (Dodt et al., 2000a).

Wir konnten in unseren Versuchen nachweisen, dass es nach pharmakogen induzierter
arterieller Hypotension zu einem signifikant starkeren Anstieg der Burstfrequenz und
damit der sympathischen Nervenaktivitdit nach intranasaler Vorbehandlung mit

MSH/ACTH(4-10) kommit.
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Fur die Wirkung von MSH/ACTH(4-10) auf das sympathische Nervensystem des

Menschen ergibt sich auf Grund unserer Untersuchung ein differenziertes Bild.

Wahrend die basale MSNA durch MSH/ACTH(4-10)-Gabe nicht beeinflusst wurde, zeigte
sich im Barorezeptortest nach Gabe von Nitroprussid eine erhéhte Stimulierbarkeit der
sympathischen Aktivitat. Durch die Lokalisierung der sympathischen, efferenten Aktivitat
zu den Erfolgsorganen kann das nicht die erhéhte Lipolyse im Fettgewebe erklaren, weist
aber darauf hin, dass das muskuldre sympathische System durch MSH/ACTH(4-10)
aktivierbar ist. Da ein lipomotorisches sympathisches Signal bisher nicht identifiziert
wurde, ist dieser Befund ein sehr indirekter Hinweis auf die Mdglichkeit, dass
MSH/ACTH(4-10) auch die efferente sympathische Aktivitdt zum subkutanenen
Fettgewebe steigert.

Katecholamine sind in der Regulation der Lipidmobilisation von besonderer Bedeutung.
Eine katecholamin-unabhdngige Lipolyse ist beschrieben und konnte fur atrial
natriuretische Peptide (ANP) nachgewiesen werden. ANP-Rezeptoren lassen sich auf
Adipozyten von Nagetieren nachweisen. ANP und BNP (brain natriuretic peptide)
stimulieren die Lipolyse in isolierten humanen Fettzelllen in gleichem Ausmaf wie ein
unselektiver beta-Rezeptoragonist (Isoproterenol). In Probandenstudien gelang der
Nachweis lipolytischer Effekte im abdominellen weil3en Fettgewebe nach Gabe von ANP.
Allerdings konnte dies bislang nur im Fettgewebe, nicht aber im Muskel nachgewiesen
werden (Lafontan et al., 2008, Lafontan et al., 2000). In der Literatur gibt es derzeit keine
Hinweise auf eine Interaktion zwischen ANP und a-MSH, sodass wir die hier aufgezeigten
lipolytischen Effekte am ehesten als Folge aktivierter sympathischer Aktivitat nach

Agonisierung des MC4-Rezeptors durch MSH/ACTH(4-10) sehen.

5.4 Therapeutische Optionen

Das zentrale Melanocortin a-MSH st einer der wichtigsten endogenen Regulatoren der

Energiebalance. Wiederholt zeigten Studien, dass auch sein synthetisches Analogon MTII
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zumindest bei normalgewichtigen und adipésen Tieren eine Reduktion des
Korpergewichtes und der Nahrungsaufnahme erzielen konnte. Unsere Arbeit bestatigt
einen katabolen, lipolytischen Effekt von MSH/ACTH(4-10). Dieser kdnnte fur einen
therapeutischen Einsatz der Substanz sprechen, wenn der beobachtete Effekt langfristig
anhielte und die Substanz auch bei adipésen Menschen wirkt.

In einer Studie an 500 schwergradig adipésen Probanden erfolgte die Analyse der
Nukleotidsequenz des MC4-Rezeptors. Bei 5,8% dieser Gruppe wurden Mutationen im
MCR nachgewiesen. Damit ist die Melanocortin 4 Rezeptordefizienz die haufigste
monogenetische Form der Adipositas. Phanotypisch zeigt sich eine ausgepragte
Adipositas, ein gesteigertes GroRenwachstum, aber auch Hyperphagie und eine schwere
Hyperinsulindmie (Faroogi et al.,, 2003a, Stutzmann et al.,, 2008). Da zumeist eine
heterozygote Erkrankung mit noch einem funktionsfahigen Allel vorliegt, stellt sich hier ein
madglicher Ansatzpunkt fir weitere Therapiemdglichkeiten bei MC4- Rezeptordefizienz
dar.

Limitierend fur die Entwicklung derartiger Therapien und fir den Langzeiteffekt scheint die
rasche Entwicklung einer Tachyphylaxie nach wiederholter Gabe von MC4-
Rezeptoragonisten zu sein. Typischerweise entwickelt sich die Tachyphylaxie innerhalb
einer Woche nach dauerhaftem Therapiebeginn und &aufBert sich in einer raschen
Abschwachung des Effektes der initial verminderten Nahrungsaufnahme (Zhang et al.,
2010). Die nach repetitiver Verabreichung von Melanocortinagonisten eintretende
Tachyphylaxie scheint zumindest teilweise durch eine kompensatorische Hochregulation
von NPY und AgRP mRNA-Level erklart (Bluher et al., 2004).

Tierexperimentell zeigte sich in einer Verlaufsstudie Gber 30 Tage kein Unterschied in der
absoluten Gewichtsreduktion zwischen der kontinuierlichen und diskontinuierlichen Gabe
von Melanocortinagonisten. Die intermittierende Applikation héalt zwar den anorektischen
Effekt der Neuropeptide aufrecht, aber sie kann eine Tachyphylaxie auch nicht
verhindern. Wohingegen die anorektische Wirkung nach konstanter Gabe von MC4-R

Agonisten nach initial aufgetretener Tachyphylaxie im Verlauf rasch abgeschwacht wird.
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Ursachlich fur die Tachyphylaxie wurde in dieser Studie eine um 25% verminderte

Expression der MC4 Rezeptoren beschrieben (Zhang et al., 2010).

5.5 Wirkung von Melanocortinagonisten bei Adiposita S

Derzeit  wird in der Literatur  kontrovers  diskutiert, welchen Einfluss
Melanocortinrezeptoragonisten auf adipése Individuen haben.

Tierexperimentell wurde die Auswirkung von Melanotan Il auf die Gewichtsabnahme
sowie auf die Nahrungsaufnahme in Ubergewichtigen und normgewichtigen Mausen
untersucht. Die Applikation von Melanotan II fihrt zu einer deutlich ausgeprégteren
Gewichtsabnahme und zu einer starker verminderten Nahrungsaufnahme bei adiptsen
Méausen, im Vergleich zu den Normgewichtigen (Bluher et al., 2004).

Leider scheinen (bergewichtige Menschen fir den gewichtsreduzierenden Effekt der
Melanocortinrezeptoragonisten nicht empfanglich zu sein. In einer Probandenstudie fihrte
die intranasale Gabe bei Normalgewichtigen zu einer signifikanten Gewichtsreduktion,
nicht aber bei Adipdsen (Hallschmid et al., 2006). Unsere Studie lasst beziiglich des
therapeutischen Einsatzes von MSH/ACTH(4-10) keine Aussagen zu, da wir keine
langfristige Gabe und auch keine Applikation bei bergewichtigen Patienten untersucht
haben. Es ist durchaus mdglich, dass bei Adipdsen die lipolytische Wirkung von
MSH/ACTH(4-10) nicht vorhanden ist oder auch rasch nachlasst. Diesbeziglich sind

weitere Untersuchungen erforderlich.

5.6 Limitationen der Studie

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von MSH/ACTH(4-10) auf die Lipolyse und
das sympathische Nervensystem bei gesunden, normgewichtigen, sehr sportlichen
Mannern untersucht. Ausgeschlossen waren dabei Frauen sowie adipdse Méanner.

Fur weitere Erkenntnisse Uber den Einfluss von MSH/ACTH(4-10) auf die
Gewichtsmodulation waren vergleichbare Studien mit unterschiedlichen

Probandenkollektiven, insbesondere mit adipésen Probanden, notwendig.
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Experimentelle Studien zeigen, dass sich die sympathoexzitatorischen Effekte der
Melanocortine durch die medikamenttse Blockade der adrenergen Rezeptoren komplett
unterdriicken lassen (Kuo et al., 2004). Unsere Ergebnisse deuten auf eine, durch
Aktivierung des sympathischen Nervensystems induzierte, Lipolyse hin.

Um sicher zu gehen, eine durch Sympathoexzitation induzierte Lipolyse zu messen, wéare
es sinnvoll, eine Mikrodialysesonde als Referenz einzulegen, welche mit
Adrenorezeptoren blockierenden Medikamenten durchgespilt wird, um eine lokale
Blockade der Betarezeptoren zu erzielen und somit einen direkten Vergleich zu einer mit
Kochsalz gespllten Sonde zu erzielen und so die durch gesteigerte sympathische
Nervenaktivitat erzielte Lipolyse plausibel erklaren zu kénnen.

Bislang ist die Ableitung lipomotorischer Signale im weiRen Fettgewebe nicht moglich.
Um einen zusatzlichen Parameter fur die Aktivierung des sympathischen Nervensystems
als Ursache fir die gesteigerte Lipolyse aufzeigen zu kénnen, ware bei einer
ausreichenden Menge an Mikrodialysat aus dem weil3en Fettgewebe erganzend eine
Bestimmung der Katecholamine denkbar. Die Wiederfindungsraten der Katecholamine im
Mikrodialysat bei der von uns gewahlten Mikrodialysemembran und Flussgeschwindigkeit
sind unklar. Fiur diese Untersuchung muisste zunachst die Methodik der mikrodialytisch
bestimmten Katecholaminkonzentration im subkutanen Fettgewebe evaluiert werden.

Um andere mdgliche Mechanismen der Induktion der Lipolyse aufzeigen zu kénnen, hatte
eine lokale Messung von ANP im Mikrodialysat durchgefihrt werden kénnen, da bekannt
ist, dass dieses Peptid eine katecholamin-unabhédngige Lipolyse erzielt (Lafontan et al.,
2008). Hinweise auf eine Interaktion zwischen ANP und MSH gibt es in der Literatur

bislang nicht.

5.7 Kilinische Bedeutung und Ausblick

In Deutschland haben insgesamt 47,8% der Erwachsenen einen BMI tber 25 und gelten
damit als Ubergewichtig. Davon sind 40% Frauen und 55,7% Manner. Im Vergleich zu
2005 ist die Zahl der Ubergewichtigen um 1,2% gestiegen (Ergebnisse des Mikrozensus

2009; Statistisches Bundesamt). Die mit zunehmendem Kérpergewicht einhergehenden
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Erkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
Fettstoffwechselerkrankungen  und  Artherosklerose  rufen immense jahrliche
Behandlungskosten hervor. Die durch Adipositas verursachten Kosten liegen derzeit bei
sechs Prozent aller Krankheitskosten und betragen etwa 15 bis 20 Milliarden Euro pro
Jahr (Bundesarztekammer).

Das zunehmende Verstandnis, das wir durch die Erforschung des Fettstoffwechsels unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen gewinnen, bietet langfristig gesehen
verschiedene Moglichkeiten der Préavention und Therapie und ist somit auch von
gesundheitsékonomischer Bedeutung.

Das melanocortinerge System spielt eine Schltsselrolle in der Energiehomdostase und
bedarf daher weiterer intensiver Forschung. Da die MC4 Rezeptordefizienz die haufigste
monogenetische Ursache fir die Adipositas ist und in mehreren Probanden- und
tierexperimentellen Studien ein gewichtsreduzierender Effekt nach Applikation von
Melanocortinrezeptoragonisten nachgewiesen wurde, ware die Entwicklung einer

gezielten Therapie von grofR3er klinischer Bedeutung.

Unsere Arbeit lasst Schliisse auf die physiologischen Mechanismen des katabolen Effekts
von MSH/ACTH(4-10) zu und ermdglicht dadurch Ansatzpunkte fur weitere Forschungen

und Therapieansatze der Adipositas.
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6 Zusammenfassung

Das melanocortinerge System spielt in der Aufrechterhaltung der Energiebalance eine
Schlisselrolle.  Ein  gewichtsreduzierender Effekt von intranasal appliziertem
MSH/ACTH(4-10) ist beschrieben. Die genauen Mechanismen dieses katabolen Effektes
sind bislang nicht geklart.

In einer doppelblinden, placebokontrollierten Studie an 10 normalgewichtigen, mé&nnlichen
Probanden wurden die Effekte von intranasal appliziertem MSH/ACTH(4-10) auf die
Lipolyse im subkutanen Fett- und Muskelgewebe sowie auf die muskulédre sympathische
Nervenaktivitat in vivo untersucht.

Mittels Mikrodialyse wurden die interstitiellen Konzentrationen von Glycerol, Pyruvat,
Laktat und Glukose nach intranasaler Gabe von MSH/ACTH(4-10) bzw. Placebo im
subkutanen abdominellen Fettgewebe sowie im Unterarmmuskel gemessen. Gleichzeitig
wurde Uber den Versuchszeitraum die sympathische Nervenaktivitdt mittels
Mikroneurographie abgeleitet. Die medikamentose Barorezeptorreflextestung mit
Nitroprussidnatrium und Phenylephrin erfolgte zum Versuchsende.

Zusammenfassend zeigt meine Arbeit, dass die intranasale Applikation von
MSH/ACTH(4-10)

1. innerhalb von 45 min einen Glycerolanstieg im wei3en abdominellen Fettgewebe,
nicht aber im Muskelgewebe induziert. Dies ist durch einen gewebespezifischen
lipolytischen Effekt des Peptids zu erklaren.

2. zu keiner Steigerung der basalen muskularen sympathischen Nervenaktivitat fihrt.
Auch Plasmakatecholamine, arterieller Blutdruck und Herzfrequenz bleiben
unbeeinflusst.

3. zu einer gesteigerten Barorezeptorreflexempfindlichkeit mit einer signifikant
hoheren Reflexaktivitat fihrt. Dies ist als Zeichen einer zentralen Beeinflussung
des sympathischen Nervensystems durch MSH/ACTH(4-10) zu werten.

Die spezifische Antwort nur des subkutanen Fettgewebes sowie der Zeitverlauf der
Reaktion nach intranasaler Applikation sprechen dafir, dass MSH/ACTH(4-10) seine

Wirkung Uber zentralnervose Mechanismen entfaltet.
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8 Anhang

Liste verwendeter Materialien
ACTH Immunoassay

CMA Perfusion Fluid T1®

Finapres™

Laser-Doppler-Sonde (subcutan)

Laser-Doppler-Sonde (Haut)

Mikrodialyse-Katheter CMAG0

Mikrodialyse-Pumpe
Mikroneurographie-Verstarker
Mikrovials

Monovetten®

NaCl 0,9%-Ldsung
Reaktionsgefald 1,5 ml

Software

Stimulator Grass®

Venflon™

Zentrifuge EBA 21

IMMULITE®ACTH, DPC®, Los Angeles, USA
CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Schweden
Ohmeda Monitoring System, Englewood;
Colorado, USA

Probe 402 (needle probe), Perimed,

Jarfalla, Schweden

Probe 407-1 (small straight probe), Perimed,
Jarfalla, Schweden

Membranlange: 30mm, Cut-off: 20 kD,
CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Schweden
CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Schweden
T. Karlsson, Géteborg, Schweden
CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Schweden
Fa. Sarstedt, D-51588 Numbrecht

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland
GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software Inc.,
San Diego, Californien, USA, Perimed,
Jarfalla, Schweden,Powerlab®, Spechbach,
Deutschland, Reference Manager 11.0, ISI
Research Software, California, USA,
SigmaPlot 8.0, Systat Software Inc., San
Jose, Californien, USA

S48 Grass Instrument Company, Quincy,
Mass., USA

1,2/45 mm (i.v.), 0.8/25 mm (s.c.)

Fa. Hettich, Tuttlingen, Deutschland
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Tabelle 4: Daten von Glucose, Laktat, Glycerol und Pyruvat aus dem Mikrodialysat des weiRen abdominellen Fettgewebes, in mmol/l und SD.

Glucose Laktat Glycerol Pyruvat
MSH/ACTH MSH/ACTH MSH/ACTH MSH/ACTH
(4-10) Placebo (4-10) Placebo (4-10) Placebo (4-10) Placebo
Minuten SD SD SD SD SD SD SD SD

0 2,74 1,69 2,70 1,22 0,61 0,36 0,75 0,47| 74,00| 76,80| 103,00| 48,11| 47,33| 3597| 47,88 33,51
15 2,87 1,48 2,61 1,00 0,89 0,47 0,83 0,58] 138,88| 212,20| 107,00| 67,20 63,63| 36,85| 46,00| 31,63
30 3,24 2,22 2,57 1,08 1,01 0,76 0,97 0,60] 89,11| 52,90| 115,75| 76,14| 54,00| 4197| 49,88| 29,99
45 2,57 1,50 2,51 0,92 0,75 0,51 0,99 0,47| 123,70| 138,39| 127,38 75,86| 5550| 33,32| 52,50| 26,45
60 3,20 1,86 2,79 1,11 0,94 0,74 1,14 0,55] 103,56| 87,98| 132,38 74,17|] 59,80| 32,99| 5525| 30,32
75 2,97 1,52 2,62 1,08 0,84 0,55 1,07 0,44| 144,30| 134,66| 134,13| 68,74| 57,30] 30,91| 52,50| 26,60
90 2,34 1,49 2,85 1,09 0,77 0,55 1,14 0,48 134,44 | 115,27 | 143,75| 62,50] 49,00| 33,67| 56,75| 28,99
105 2,80 1,38 2,77 1,03 0,88 0,51 1,09 0,41 140,75| 96,82| 130,75| 58,72] 55,88| 30,46| 54,00| 26,73
120 2,71 1,27 2,87 1,17 0,87 0,50 1,12 0,47 148,13| 106,40| 135,38| 64,75] 55,13| 2945| 56,88| 27,26
135 2,78 1,39 2,77 1,03 0,82 0,48 1,06 0,38] 151,25| 108,30| 139,13| 62,01] 55,38] 30,98| 54,38| 2549
150 2,77 1,34 2,81 1,13 0,83 0,41 1,04 0,41| 146,13| 96,83 | 144,43| 57,97] 53,13| 25,21| 60,57| 24,08
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Tabelle 5: Daten von Glucose, Laktat, Glycerol und Pyruvat aus dem Mikrodialysat des Muskelgewebes, in mmol/l und SD
Glucose Laktat Glycerol Pyruvat
MSH/ACTH MSH/ACTH MSH/ACTH MSH/ACTH

(4-10) Placebo (4-10) Placebo (4-10) Placebo (4-10) Placebo
Minuten SD SD SD SD SD SD SD SD
0 2,74 1,23 2,38 0,93 1,32 0,84 1,52 0,60] 4880| 19,27| 60,63| 16,47| 2350| 21,09 2500| 20,31
15 3,33 1,04 2,52 0,36 1,67 1,02 1,78 0,56] 45,00, 18,28| 46,63| 19,99| 36,38| 2354| 3557| 20,02
30 3,11 1,20 2,51 0,27 1,38 0,76 1,89 0,48] 5590| 3511| 4188| 16,69| 37,89| 2449| 39,88| 18,79
45 2,95 0,96 2,46 0,25 1,50 0,71 1,95 0,47] 5490| 29,73| 43,13| 14,15| 47,00| 26,12| 4588| 17,59
60 3,26 0,88 2,44 0,25 1,73 0,92 1,67 0,83] 58,00| 32,37| 43,88| 16,26] 58,22| 35,07| 50,50| 18,12
75 3,21 1,00 2,50 0,23 1,74 1,07 1,96 0,61] 45,60 19,04| 44,38| 16,28] 61,89| 3531| 53,75| 19,76
90 2,52 0,44 2,60 0,13 1,98 0,57 2,06 0,48| 51,25| 24,32| 49,00f 16,61 71,25| 30,34| 59,63| 22,90
105 2,59 0,24 2,51 0,32 1,99 0,56 2,00 0,49| 49,75| 21,84| 46,75| 1845 7500| 26,86 58,00 19,06
120 2,49 0,29 2,49 0,31 1,99 0,62 2,08 0,42] 50,38| 24,70| 47,75 19,35] 78,13| 24,07 6550 20,93
135 2,57 0,34 2,46 0,35 2,10 0,68 2,10 0,45] 52,88| 26,89| 4850| 20,13] 84,63| 2587| 67,88| 22,62
150 2,61 0,29 2,66 0,42 2,11 0,55 2,03 0,76] 53,25| 20,81| 55,86| 15,72 91,38| 30,30 74,00| 24,83
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Probandenaufklarung

Sehr geehrte Probanden,

hiermit mochten wir Sie Uber unseren Versuchsablauf aufklaren und die Sie betreffenden

Anforderungen und eventuelle Risiken erlautern.

Unsere Versuchsplanung sieht drei Versuchstage vor, zwischen denen jeweils drei
versuchsfreie Wochen liegen missen. Ein Versuchstag dauert ca. vier bis sechs Stunden.
Wir wollen mittels Mikrodialyse den Stoffwechsel im Fett- und Muskelgewebe
kontrollieren.  Hierfir werden wir jeweils eine Mikrodialysemembran (feiner
Plastikschlauch) in den Unterarmmuskel und eine in das Unterhautfettgewebe des
Bauches platzieren.

Zusatzlich wird noch eine feine Nadel in das Unterhautfettgewebe des Bauches gelegt,
mit der per Laserstrahl die Flussgeschwindigkeit des Blutes in der Umgebung der
Mikrodialyse Uberwacht werden soll. Sie erhalten eine Venenverweilkanile in einem Arm,
uber die dann im Laufe des Versuches insgesamt ca.150 ml Blut abgenommen wird. Uber
diese Nadel wird gleichzeitig eine Kochsalzlésung infundiert, um Ihnen ausreichend

Flassigkeit zukommen zu lassen.

Weiter werden Sie mit einer Blutdruckmanschette, einem EKG und einem
Atemexkursionsgurt an einem Monitor angeschlossen.
Dann wird mit einer feinen Elektrode die Muskelaktivitat im linken Unterschenkel geprift

und ebenfalls auf dem Monitor dargestellt. Dieses Verfahren ist nicht schmerzhaft.

Diese Vorbereitungen sollten innerhalb der ersten 1,5 Stunden abgeschlossen sein, dann
beginnt der Versuch mit der Applikation von MSH/ACTH(4-10) oder dem Placebo in Form
eines Nasensprays. Die Studie ist doppelt verblindet.

In den folgenden drei Stunden wird halbstiindlich Blut abgenommen.

Nach drei Stunden wird abschlie@end einmal Nitroprussidnatrium und einmal

Phenylephrin in tausendfacher Verdinnung appliziert um den Blutdruck erst um etwa
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15mmHg zu senken und dann um 15mmHg zu erhéhen. Von dieser Applikation merkt der

Proband normalerweise nichts.

Risiken:

Die Risiken, die mit dieser Methode der Stoffwechselmessung verbunden sind, kann man
als sehr gering einzuschatzen.

Die Applikation von MSH/ACTH(4-10) kann unter Umstanden Zu
Unvertraglichkeitsreaktionen fihren.

In den seltensten Fallen kann es zu Blutungen, Infektionen oder Nervenverletzungen im

Bereich der Einstichstellen kommen.

Wenn Sie noch weitere Fragen zu unserem methodischen Vorgehen haben, kénnen Sie
sich gerne an den betreuenden Arzt Dr. Wellhéner wenden. Mit |hrer Unterschrift
bestétigen Sie, dass Sie ausreichend Uber die Versuchsdurchfiihrung aufgeklart worden
sind. Sie erklaren sich unter Kenntnisnahme dieser Probandenaufklarung einverstanden

an unserem Versuch teilzunehmen.

76



Anhang

Ethikvotum

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission unter berufsethischen,
medizinisch-wissenschaftlichen und berufsrechtlichen Gesichtspunkten geprift und mit
dem Schreiben vom 03.02.2004 als ethisch unbedenklich eingestuft (Aktenzeichen 04-

006).
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