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Einleitung

1. Einleitung

In der heutigen Zeit stellen metabolische Erkrankungen wie die Adipositas (lat.
adeps = Fett) zunehmend ein groRes Gesundheitsrisiko in Deutschland, aber auch
in vielen anderen westlichen Industrienationen dar. Bei der Entstehung der
Adipositas kommt es vereinfacht dargestellt zu einer kontinuierlichen
Gewichtszunahme, wenn die mit der Nahrung zugefiihrte Energiemenge den
Energieumsatz eines Menschen dauerhaft Gbersteigt. Derzeit stellt die Anderung
der Ernahrungsgewohnheiten auf hypokalorische Bedingungen einen der
haufigsten therapeutischen Ansatzpunkte zur Behandlung des Ubergewichts oder
der Adipositas dar, um das erhdhte Korpergewicht wieder zu reduzieren. In der
Regel verlieren die Patienten durch diese eingeschréankte Energiezufuhr zunachst
deutlich an Korpergewicht. Nach dieser Gewichtsreduktion erfolgt jedoch allzu
haufig, bei dann wieder normaler Erndhrungsweise, eine schnelle Wiederzunahme
auf das vorherige oder sogar auf ein noch héheres Korpergewicht. Dieser
sogenannte ,JoJo-Effekt deutet an, dass die Korpergewichtsregulation eines
Menschen einem ,Setpoint, also einem intrinsischen Stellwert, folgt. Die
Identifizierung der intrinsischen Faktoren, die zur Aufrechterhaltung dieses
veranderten Korpergewichts-Sollwertes beitragen, kdnnte somit einen viel-
versprechenden therapeutischen Ansatz darstellen, um eine dauerhafte
Normalisierung des Korpergewichts bei Adipésen zu erreichen.

Ein Botenstoff, der sowohl peripher als auch zentralnervés entscheidende
Funktionen in dieser Regulation des Kérpergewichts besitzt, ist das im Jahre 1923
von Banting und Best erstmals beschriebene Hormon Insulin, ein Peptidhormon

aus den p-Zellen des Pankreas. Jahrzehntelang war nur die periphere Funktion

dieses Hormons in der Kontrolle des Glukosestoffwechsels bekannt. Mit der 1954
gemachten Entdeckung, dass Insulinrezeptoren auch im Gehirn von Lebewesen
nachzuweisen sind, begann die Suche nach den Uber diese Rezeptoren

vermittelten zentralen Insulineffekten.
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1.1 Das Hormon Insulin
Insulin ist ein kleines Protein (6000 Da) und wird in den g -Zellen des endokrinen

Teils des Pankreas produziert. Es ist ein hydrophiles Peptidhormon aus 51
Aminosauren und besteht aus zwei unterschiedlich langen Polypeptidketten. Diese

Ketten « und g sind uber zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden, eine

weitere dieser Briicken befindet sich innerhalb der « -Kette. Die Synthetisierung
des Hormons beginnt an den Ribosomen des rauen endoplasmatischen
Retikulums mit der Bildung eines einkettigen unverzweigten Polypeptids, dem
Prapro-Insulin. Im Lumen des endoplasmatischen Retikulums wird im nachsten
Schritt ein Signalpeptid abgespalten und es entsteht Proinsulin, welches dann
zwei Disulfidbricken besitzt. Diese Vorstufe wird vorerst im sogenannten Golgi-
Apparat in Vesikel verpackt und verbleibt in diesen als Insulin-Zink-Komplex.
Steigt die Glukosekonzentration im Blut, wird Glukose Uber GLUT-2-Transporter in

die 5 -Zelle aufgenommen und verstoffwechselt, wobei ATP entsteht. Durch die

erhohte ATP-Konzentration in der Zelle schlieRen sich ATP-abhangige
Kaliumkanale in der Zellmembran, wodurch es zur Depolarisierung dieser
Membran kommt. Diese fiihrt zur Offnung spannungsabhiangiger Calciumkanéle
und so zu einem intrazellularen Anstieg von Calcium. Dieser ist der Ausloser fur
eine gesteigerte Exozytose von Insulin. Eine Protease spaltet aus der Vorstufe
Proinsulin das C (connecting)-Peptid (oder C-Sequenz) ab und es entsteht aktives
Insulin, welches mit dem C-Peptid und dem Zink ins Blut freigesetzt wird.

Das freigesetzte Insulin wirkt nicht auf alle Zellen des Organismus, sondern
vorrangig an der Muskulatur, dem Fettgewebe und der Leber. Die am langsten
bekannte und wichtigste Funktion des Hormons ist die Stimulation der
Glukoseaufnahme in die Muskelzellen. Eine gleichartige Wirkung konnte spater
auch im Fettgewebe nachgewiesen werden. Die Glukoseaufnahme erfolgt dabei
Uber den GLUT-4-Transporter, welcher unter der Einwirkung des Insulins verstarkt
in die Plasmamembran eingelagert wird. Die gesteigerte Glukoseaufnahme flhrt
an der Muskelzelle hauptsachlich zu einer gesteigerten Glykogenbiosynthese. In
der Fettzelle wird die Glukose im sogenannten Hexosemonophosphatweg
abgebaut. AuRerdem wird der Glukoseabbau im Fettgewebe gesteigert und das
entstandene Pyruvat decarboxyliert und zur Fettsdurebiosynthese verwendet.
Insulin hat somit auch im Fettgewebe einen Einfluss auf den Aufbau von

Speichermolekilen.
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Die Leberzelle besitzt im Gegensatz zur Muskulatur und der Fettzelle keine
insulinabhangigen Glukosetransportsysteme, sondern mit dem GLUT-2-
Transporter einen zur Blutzuckerkonzentration proportional abhangigen
Mechanismus der Glukoseaufnahme. Zur Wirkung des Insulins auf die hepatische
Glukosesynthese siehe 1.2.5 (Loffler et al., 2003a).
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Abbildung 1. Die Struktur des Insulins. Die Speicherform des Insulins, das Pro-Insulin, besteht aus einer « -
und einer /3 -Kette, die durch zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Des Weiteren enthélt es ein

C-Peptid, welches nach glukoseabhéngiger Aktivierung der Pankreaszellen durch eine Protease abgespalten
wird und zusammen mit dem nun aktiven Insulin ins Blut freigesetzt wird (aus
www.megru.uzh.ch/j3/module/endokrinologie/endo.php?unild=E71110&di=10, mit freundlicher Genehmigung

des Autors).

1.2 Die zentralnervése Wirkung von Insulin

1.2.1 Der Insulinrezeptor im zentralen Nervensystem

Der Insulinrezeptor ist ein tetrameres Molekil, das aus zwei identischen

Untereinheiten «2p32 besteht. Die Untereinheiten sind durch Disulfidbriicken

miteinander verbunden. Pro Rezeptor kann ein Insulinmolektl an die extrazellular

liegenden « -Untereinheiten gebunden werden. Die g -Untereinheiten besitzen

Tyrosinkinaseaktivitdt und beginnen nach Bindung eines Insulinmolektls mit einer
Autophosphorylierung, hauptsachlich von Tyrosinresten. Nach dieser Aktivierung
werden sogenannte Adapterproteine, z.B. Insulinrezeptorsubstrate (IRS),
phosphoryliert und so eine intrazellulare Signalkaskade ausgelost.

Bereits vor 30 Jahren konnte nachgewiesen werden, dass Insulinrezeptoren
sich nicht nur peripher, sondern auch im Gehirn von Menschen befinden (Sara et
al., 1982). Sie werden in vielen verschiedenen Hirnregionen, jedoch mit der

hochsten Dichte im Bulbus olfactorius, dem Hypothalamus (hier vorrangig im


http://www.megru.uzh.ch/j3/module/endokrinologie/endo.php?uniId=E71110&di=10
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Nucleus arcuatus), dem Hippocampus und den dazu verknipften limbischen
Strukturen exprimiert (Unger et al., 1991). Ebenfalls kdnnen Rezeptoren im
Striatum und der Hirnrinde gefunden werden (Schulingkamp et al., 2000).

Die Insulinrezeptoren befinden sich sowohl in Neuronen als auch in den
Gliazellen des Gehirns (Wozniak et al., 1993). Zu unterscheiden sind dabei zwei
Typen von Rezeptoren. Zum einen der periphere Typ, der im Gehirn insbesondere
in den Gliazellen reprasentiert ist, die insgesamt wenig Rezeptoren besitzen
(Adamo et al., 1989) und zum anderen der sogenannte neuronale Typ, der im

Gegensatz zum ersten Typ «- und fg-Untereinheiten mit leichterem

Molekulargewicht besitzt (Heidenreich et al., 1983). Ein weiterer Unterschied
besteht darin, dass bei hyperinsulinamischen Bedingungen eine Downregulation
der peripheren, nicht jedoch der neuronalen Rezeptoren stattfindet (Zahniser et
al., 1984).

In der Peripherie ist der Insulinrezeptor mit einem Signaltransduktionsweg
Uber die Familie der IRS Adaptermolekiille verbunden, vorrangig mit dem
Adaptermolekil IRS-1. Die Rolle dieses Molekiils in der zentralnervosen Funktion
des Insulins ist umstritten, da IRS-1 im Bereich des ventralen Hypothalamus, wo
viele Insulinrezeptoren vorkommen, nicht nachgewiesen werden konnte (Araki et
al., 1994). Hingegen konnte IRS-2 als mdgliches Adaptermolekil im Nucleus

arcuatus gefunden werden (Torsoni et al., 2003).

1.2.2 Neurokognitive Wirkung

Wie oben beschrieben befinden sich viele zentrale Insulinrezeptoren im
Hippocampus und prafrontalen Kortex (Unger et al.,, 1991), also in Teilen des
Gehirns, die eine wesentliche Rolle in den deklarativen Gedachtnisleistungen des
Menschen spielen. Das legt den Gedanken nahe, dass Insulin einen Einfluss auf
neurokognitive Prozesse nimmt. Und tatsdchlich konnte 2000 nachgewiesen
werden, dass die direkte Insulinsubstitution in das ZNS von Ratten zu einer
Verbesserung der hippokampalen Gedachtnisfunktion fihrt (Park et al., 2000). In
nachfolgenden Humanstudien zeigte sich, dass hdohere Dosen von intravends
verabreichtem Insulin das deklarative Gedachtnis von gesunden Mannern mehr
beeinflussen als niedrige Dosierungen (Kern et al., 2001). Da die intravendse
Gabe des Hormons durch zahlreiche periphere Nebenwirkungen, insbesondere

Hypoglykdmien, in humanexperimentellen Studien nur eingeschrankt moglich ist,
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stellt sich die Frage nach alternativen Applikationsformen. Aufbauend auf
tierexperimentellen Vorlauferstudien zur intranasalen Applikation von Substanzen
in das ZNS konnte die Gruppe um Born 2002 zeigen, dass die Gabe von Insulin
als Nasenspray innerhalb von 30 Minuten einen signifikanten Anstieg der
Hormonkonzentration im Liquor induziert (Born et al., 2002; siehe 1.4 Die
intranasale Applikation).

Dass dieses intranasal applizierte Insulin zu einer Verbesserung kognitiver
Funktionen fihrt, konnte 2004 von Benedict und Mitarbeitern bei gesunden
Mannern gezeigt werden, die tUber einen Zeitraum von acht Wochen 160 IE/Tag
des Hormons erhielten (Benedict et al., 2004). Weiterfihrende Studien ergaben,
dass in der neurokognitiven Wirkung des Insulins Geschlechtsunterschiede
bestehen. So verbessert die einmalige intranasale Insulinsubstitution die
Hippocampus- assoziierte Gedachtnisfunktion und das Arbeitsgedachtnis bei
gesunden Frauen deutlich besser als bei Mannern (Benedict et al., 2008). Eine
klinische Relevanz erlangen diese Ergebnisse dadurch, dass bei Patienten mit
einer Demenz vom Alzheimer-Typ schon in einem friihen Stadium der Erkrankung
ein  Rickgang von zentralen Insulinrezeptoren und insulin-sensitiven
Glukosetransportern beobachtet werden kann (Gasparini et al, 2002). Aul3erdem
finden sich bei Alzheimer-Patienten erhohte Konzentrationen nicht metabolisierter
Glukose im zerebralen Blut, welches als eine Art von zentralem Typ 2 Diabetes
mellitus gewertet werden kann (Hoyer S., 1998). Zudem ist die Konzentration von
Insulin im Liquor erniedrigt, wahrend sie im Plasma zur gleichen Zeit erhoht ist
(Craft et al.,, 1998). Die intranasale Substitution des nicht ausreichend
vorhandenen Insulins konnte also in Zukunft eine Therapieoption zur
Verbesserung des Gedachtnisses bei Alzheimer-Patienten darstellen, wobei ein
positiver Effekt bislang nur bei Patienten ohne das APOE4-Gen Allel, welches
verbunden ist mit einem erhoéhten Risiko die Erkrankung zu entwickeln,

nachgewiesen werden konnte (Cummings und Cole, 2002).

1.2.3 Die zentrale Regulation des Energiehaushaltes

Schon langer ist bekannt, dass vorrangig zwei Hormone eine wesentliche Rolle in
der zentralen Steuerung des Energiehaushaltes eines Menschen spielen: Zum
einen Leptin, ein endokrines Peptid aus dem weil3en Fettgewebe, und zum

anderen Insulin. Beide erfilllen die Kriterien eines sogenannten ,Adiposity-Signals®
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oder Fettspeicher-Signals (Seeley und Woods, 2003), denn bei beiden sind die
peripheren Konzentrationen des Hormons proportional zum Korperfett und sinken
wahrend des Fastens (Considine et al., 1996; Gerozissis, 2003).

Die Steuerung wird von beiden Peptiden hauptsachlich Uber ein System
ausgefuhrt: Uber die erhohte Genexpression des Pro-Opiomelanocortins (POMC),
welches im Nucleus arcuatus des Hypothalamus lokalisiert ist (Cheung et al.,
1997; Mizuno et al.,, 1998). Die vermehrte Genexpression des POMC nach
Bindung von Insulin und Leptin an ihre Rezeptoren wird dabei hauptsachlich Uber
eine Stimulation der Phosphatidylinositol-3-Kinase reguliert (Niswender et al. ,
2001).

Diese Stimulation fuihrt zu einer vermehrten Sekretion des so genannten « -
Melanozyten  stimulierenden  Hormons (a«-MSH), ein Ligand des
Melanocortinrezeptors 4 (MCR-4) (Seeley et al., 1997; Benoit et al., 2002), der mit
der Regulation des Korpergewichts in Verbindung steht (Huszar et al., 1997;
Benoit et al., 2000). So fuhrt ein genetischer Defekt des MCR-4 bei Mausen zu
einer Hyperphagie, einem Hyperinsulinismus, Hyperglykdmie und Adipositas
(Huszar et al., 1997). Eine Ablation des Leptinrezeptors bei POMC-Neuronen
fuhrt zu einer Erh6hung des Korpergewichts (Balthasar et al., 2004).
Uberraschenderweise konnte dieser Effekt durch eine Ablation von
Insulinrezeptoren nicht nachgewiesen werden (Kénner et al., 2007). Die Ldésung
dieser kontraren Studienergebnisse wurde 2010 gefunden, als nachgewiesen
werden konnte, dass die zwei Hormone an verschiedenen Subpopulationen der
POMC-Neurone im Nucleus arcuatus zu Verdnderungen des Membranpotentials
fuhren, es also solche Nervenzellen gibt die Leptin-sensibel sind und andere, die
auf Insulin ansprechen (Williams et al., 2010). Die meisten der Leptin-sensiblen
POMC Zellen kdnnen im lateralen Anteil des retrochiasmatischen Areals und im
medialen Nucleus arcuatus nachgewiesen werden (Hill, 2010 und Williams et al.,
2010). Dahingegen zeigen sich die Insulin-sensiblen Neurone zumeist im
medialen Anteil des retrochiasmatischen Areals und im rostromedialen Teil des
Nucleus arcuatus (Williams et al., 2010). Diese strikte Trennung der POMC-
Neurone scheint allerdings nicht absolut zu sein, da 2009 bereits drei solcher
Zellen elektrophysiologische Signale sowohl bei Stimulation mit Insulin, als auch

mit Leptin aussendeten (Al- Qassab et al., 2009).
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Gegenspieler zu den beiden katabolisch wirksamen Peptiden Insulin und
Leptin sind das Neuropeptid Y (NPY) und das Agouti-related Protein (AgRP),
welche einen Teil ihrer anabolischen Wirkung als kompetetive Antagonisten des
a - MSH am Melanocortin-Rezeptor austuben (Lu et al., 1994). Zusatzlich kénnen

beide Uber eine synaptische Freisetzung der inhibitorisch wirksamen -

Aminobuttersaure (GABA) die POMC exprimierenden Neurone direkt beeinflussen
(Tong et al., 2008). Ein Mangel an zentralem Insulin scheint das AgRP/NPY
System zu aktivieren (Sipols et al., 1995). Diese Aktivierung fuhrt zu vermehrter
Nahrungsaufnahme bei gleichzeitig reduziertem Energieverbrauch (Luquet et al.,
2005 und Gropp et al.,, 2005) (siehe Abbildung 2). Aul3erdem konnte gezeigt
werden, dass eine Reduktion des Kérpergewichts zu einer vermehrten Expression
von NPY und AgRP bei gleichzeitig verminderter Expression von POMC/ a -MSH
fuhrt. Die durch den Gewichtsverlust reduzierte Signalwirkung von Insulin und
Leptin  aktiviert folglich Transmitter im Gehirn, die eine vermehrte
Nahrungsaufnahme und einen reduzierten Energieverbrauch bedingen (Woods et
al., 2000).

Energie- Nahrungs-
Nahrungs-  verbrauch aufnahme Energieverbrauch
aufna‘h:‘:_—/
A A
\ ' Zweite Neurone I /

Q‘JUCLEUS ARCUATUSJ
®
INSULIN LEPTIN NAHRSTOFFE
— GABA ® AgRP o/B-MSH

13



Einleitung

Abbildung 2. Regulation des Energiehaushaltes durch die POMC- und AgRP-Neurone mittels

Melanocortinsystem. POMC- und AgRP- Neurone befinden sich im Nucleus arcuatus nahe der Blut-Hirn-
Schranke und nehmen von hier Einfluss auf die Regulation des Energiehaushaltes. ¢ - und ,B -MSH aus den

POMC-Neuronen wirken auf die MC3- und MC4-Rezeptoren Ubergeordneter zweiter Neurone und fiihren
hiertiber zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme und einer Steigerung des Energieverbrauchs. AgRP als
Antagonist an diesen Rezeptoren bewirkt die entgegengesetzten Effekte auf den Energiehaushalt. Gamma-
Aminobuttersdure (GABA) hat sowohl inhibierende Eigenschaften auf die POMC und AgRP-Wirkung an den
zweiten Neuronen, als auch direkt an den AgRP-Neuronen auf die POMC-Neurone. Insulin, Leptin und
Nahrstoffe stimulieren die POMC-Genexpression und hemmen die AgRP/NPY-Neurone (modifiziert nach

Sanchez-Lasheras et al., 2010).

1.2.4 Die Rolle des zentralnervosen Insulins in der Pathophysiologie

der Adipositas
Wie oben beschrieben zahlt Insulin zu den sogenannten Fettspeicher-Signalen, da
sich die periphere Blutkonzentration des Peptids proportional zum Kdorperfettgehalt
verhalt (Seeley und Woods, 2003). Bei verschiedenen Lebewesen lasst sich
dariiber hinaus zeigen, dass eine Erhéhung der peripheren Plasmainsulinspiegel
zu korrespondierenden Erhéhungen des Insulins im Liquor fuhrt (Wallum et al.,
1987). Hingegen zeigte sich, dass bei uUbergewichtigen Mannern die zentralen
Insulinkonzentrationen nicht mit den erhdhten peripheren Konzentrationen
korrespondieren, also folglich eine reduzierte Liquor-Plasma-Insulinrate bei
adipdsen Mannern vorliegt (Kern et al., 2006). Bei Uibergewichtigen fa/fa Ratten,
bei denen eine genetische Mutation zu einer verminderten Funktion der
Insulinrezeptoren fuhrt, konnte eine verminderte Bindung von Insulin an
endotheliale Zellen von MikrogefaRen nachgewiesen werden, wodurch weniger
Insulin-Insulinrezeptorkomplexe in die Endothelzellen der Rattengehirne
aufgenommen wurden (Schwartz et al., 1990).

Hieraus ergibt sich, dass die reduzierte Liquor-Plasma-Insulinrate durch
einen gestorten transendothelialen Insulintransport Uber die Bluthirnschranke
bedingt sein konnte (Kaiyala et al.,, 2000). Vergleichbare Studienergebnisse
hinsichtlich der peripheren zur zentralen Konzentration bei Adipositas lie3en sich
auch fur Leptin nachweisen (Caro et al., 1996). Wird der verminderte
transendotheliale Transport der Peptide als mitursachlich angenommen, so riickt
die intranasale Applikation (siehe unten) der Botenstoffe als madgliche
therapeutische Option in den Vordergrund. Tatsachlich konnte die Forschergruppe
um Hallschmid 2004 zeigen, dass eine intranasale Insulingabe Uber acht Wochen
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(4 x 40 IE/Tag) bei jungen gesunden Mannern zu einer Reduktion des
Korpergewichts und des Korperfettgehalts fuhrt. Dieser Effekt war allerdings bei
den in der Studie untersuchten weiblichen Studienteilnehmern nicht nachweisbar,
so dass anzunehmen ist, dass hinsichtlich der zentralen Sensitivitdt von
Adipositassignalen Geschlechtsunterschiede bestehen (Hallschmid et al., 2004).

Daruber hinaus zeigten Studienergebnisse der gleichen Forschungsgruppe
2008, dass eine achtwochige intranasale Insulinapplikation bei adipdsen Mannern
keine Effekte auf das Korpergewicht oder den Korperfettgehalt hat (Hallschmid et
al., 2008). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass neben einem gestorten
transendothelialen Insulintransport eine reduzierte Sensitivitdt von zentralen
Strukturen, die in die Regulierung des Energiehaushalts involviert sind, vorliegt,
also eine zentrale Insulinresistenz besteht.

Diese Vermutung wird durch tierexperimentelle Studien bei Ratten bestatigt.
Hier wurde selektiv mittels eines Oligodeoxynucleotids, welches direkt in den
dritten Ventrikel der Rattengehirne injiziert wurde, die Expression von
Insulinrezeptoren in hypothalamischen Kerngebieten unterdriickt. Sieben Tage
nach Applikation wurde ein Rickgang des Rezeptors um ca. 80 % im Nucleus
arcuatus festgestellt. Die Insulinrezeptoren anderer hypothalamischer und nicht-
hypothalamischer Strukturen waren quantitativ unverandert. Dieser Rickgang der
Rezeptoren im Nucleus arcuatus fuhrte bei den Ratten zu einer deutlich
vermehrten Nahrungsaufnahme und einem vermehrten Koérperfettgehalt (Obici et
al., 2002b).

1.2.5 Die Kontrolle des Glukosestoffwechsels

Eine entscheidende Rolle in der Kontrolle des Glukosestoffwechsels hat die Leber,
welche in Zeiten eines Uberangebots Glukose aus dem Blut extrahiert und
speichert und in Zeiten eines Glukosemangels in der Lage ist durch
Glykogenolyse und Glukoneogenese den Energiebedarf zu decken (Gribble,
2005). Bei der Glykogenolyse wird Glukose aus den Glykogenspeichern des
Korpers freigesetzt. Diese Glykogenspeicher finden sich in unterschiedlichen
Konzentrationen in allen Zelltypen, aul3er den Erythrozyten. Am bedeutendsten als
Speicher sind aber die Leber mit maximal 10g Glykogen/100g Gewebe, sowie die
Skelettmuskulatur mit maximal 1g Glykogen/100g Gewebe. In Zeiten von

Glukoseuberangebot wird die Glukose zu UDP-Glukose aktiviert und durch das
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Enzym Glykogensynthase an bestehendes Glykogen oder an das Glykoprotein
Glykogenin geknupft. Kommt es zu einem Blutzuckermangel, kann das Glykogen
durch eine Phosphorylase durch Spaltung der glykosidischen Verbindungen
abgebaut und in Niere und Leber aus der Vorstufe Glukose-6-Phospat zu Glukose
umgewandelt werden. Ein anderer Weg der Blutzuckererh6hung ist die
Glukoneogenese, welche fast ausschlief3lich in der Leber und zu geringen Teilen
in den Nieren stattfindet. Dabei wird Glukose aus Nicht-Kohlenhydrat-Vorstufen,
wie Laktat, Glycerin und glukogenen Aminosauren, synthetisiert. Diese
Bereitstellung von Glukose ist besonders wichtig, da insbesondere das Gehirn
lediglich die Glukose als Energielieferant nutzen kann (Loffler, 2003b).

Die Rolle des Insulins in der peripheren direkten und indirekten Kontrolle
des hepatischen Glukosestoffwechsels ist unumstritten. In Zeiten eines
Glukoseluberangebots bindet Insulin nach Ausschittung aus dem Pankreas an
seinen Rezeptor an der Zelloberflache von Hepatozyten und aktiviert so einen
intrazellularen Signalweg Uber die Phospatidylinositol-3-Kinase, was zu einer
direkten Inhibierung der Glukosesynthetisierung in der Leber fuhrt (Miyake et al.,
2002). Des Weiteren greift das Peptid indirekt in den Glukosestoffwechsel ein,
indem es die Ausschittung seines Gegenspielers Glukagon aus den « - Zellen
des Pankreas (Ishihara et al., 2003), die Ausschittung von nichtverzweigten
Fettsauren und Glycerol aus dem Fettgewebe (Sindelar, 1997) und die
Ausschittung von Vorstufen flr die Glukoneogenese aus der Skelettmuskulatur
hemmt (Sindelar et al., 1996).

Dass die Unterdriickung der hepatischen Glukosesynthese nicht nur auf
diesem Weg, sondern auch extrahepatisch moglich ist, zeigte eine Gruppe um
Prager bereits 1987, als sie bei Ubergewichtigen mannlichen Nichtdiabetikern
nach peripherer Insulininfusion die Glukoseneubildung hemmte, obwohl die
portalvendse Insulinkonzentration unverandert blieb (Prager et al., 1987).

Ein moglicher Weg dieser extrahepatischen Hemmung der
Glukosesynthese ist eine zentrale Steuerung tUber den Hypothalamus. Pocai und
Mitarbeiter zeigten 2005, dass Insulin, zusatzlich zu seiner peripheren Wirkung,

uber eine Aktivierung zentraler ATP-sensitiver Kaliumkanéle (Kap) Im

Hypothalamus in den Glukosestoffwechsel eingreift. Sie bewiesen, dass die
Infusion des Kaliumkanaloffners Diazoxid in den mediobasalen Hypothalamus zu

einer Unterdriickung der hepatischen Glukosesynthese fuhrt (Pocai et al., 2005).

16



Einleitung

Bei Ratten konnte Uber eine Infusion von Insulin in den dritten Ventrikel die
Glukoseneubildung um ca. 40 %, wunabhangig von der peripheren
Insulinkonzentration gehemmt werden (Obici et al., 2002a). Dass diese zentrale
Hemmung auch beim Menschen mdglich ist, konnte erst kirzlich von der
Forschergruppe um Kishore gezeigt werden. Hierbei wurde zehn gesunden
Probanden drei Stunden vor einem folgenden vierstundigen Intervall, in dem die
pankreatische Insulinbereitstellung durch Somatostatin unterdriickt wurde, der
Kaliumkanalagonist Diazoxid oral substituiert. Es zeigte sich, dass es innerhalb
der letzten zwei Stunden des Versuchs, also ca. sechs bis sieben Stunden nach
oraler Gabe des Agonisten, zu einer um durchschnittlich 30 % verringerten
Glukosebereitstellung kam. Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass auch
beim Menschen durch eine zentrale Aktivierung der Kaliumkanéle eine Inhibierung
der Glukosesynthese in der Leber mdglich ist und dass diese Unterdriickung
unabhangig von der peripheren Insulinfreisetzung des Pankreas funktioniert.
Gleichzeitig wurde in dieser Studie auch Ratten Diazoxid oral verabreicht,
zusatzlich wurde hier aber auch Glibenclamid, ein Kaliumkanalhemmer,
intraventricular appliziert. Durch diese Applikation konnte der zuvor bewiesene
hemmende Effekt des Diazoxid auf die Glukoseproduktion aufgehoben werden.
Diese Beobachtung beweist, dass die durch den oral substituierten
Kaliumkanalagonisten zu beobachtenden Wirkungen tatsachlich auf zentraler
Ebene ausgelost werden (Kishore et al., 2011).

Diese zentrale Wirkung wird durch andere Ergebnisse unterstitzt, die
zeigten, dass eine Reduktion der Insulinrezeptoren im Nucleus arcuatus um 50 %
zu einem signifikanten Sensitivitatsverlust der Leber gegeniber dem Insulin fuhrt
(Obici et al.,, 2002a). Hierbei konnte diese Resistenz vorrangig durch einen
Rezeptormangel an AgRP-Neuronen, nicht aber an POMC-Neuronen, ausgelost
werden (Konner et al., 2007).
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Die folgende Abbildung 3 gibt einen zusammenfassenden schematischen

Uberblick tber die bislang bekannten zentralnervésen Wirkungen von Insulin.
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Blut-Hirn-
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Nahrungs- Energie-
aufnahme verbrauch

Lipogenese
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Hepatlsche Adipozyten
‘\/

Abbildung 3. Schematisches Modell der zentralnervésen Insulinwirkungen. Insulin Uberwindet nach
Ausschittung aus dem Pankreas die Blut-Hirn-Schranke. Durch Aktivierung cerebraler Strukturen verbessert
Insulin kognitive Funktionen, reduziert die Nahrungsaufnahme und erhéht den Energieumsatz. Des Weiteren
reguliert das Hormon die hepatische Glukoneogenese und, zusammen mit dem peripheren Insulin, die

Adipozyten des Fettgewebes (modifiziert nach Hallschmid und Schultes, 2009; mit freundlicher Genehmigung
der Autoren).
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1.3 Die nahrungsinduzierte Thermogenese

Der Gesamtenergieverbrauch eines Menschen setzt sich aus drei verschiedenen
Komponenten zusammen. Den gréRten Anteil davon bildet der
Ruheenergieverbrauch (REE) mit ca. 60 — 75 %. Als Summe der metabolischen
Aktivitdét von Organen und Geweben des Koérpers wird er von den Faktoren
Kdrpergewicht, fettfreie Masse und Fettmasse bestimmt. Des Weiteren wird er von
Alter, Geschlecht und Genetik, Fettverteilung und sympathischem Nervensystem,
sowie den Schilddrisenhormone Trijodthyronin und Tetrajodthyronin und dem
Sexualhormon Testosteron beeinflusst.

15 — 30 % des Gesamtenergiebedarfs werden durch die sogenannte
arbeitsinduzierte Thermogenese beigetragen, das heil3t durch die physische
Aktivitat des Individuums, die folglich stark variieren kann. Die verbleibenden 10 %
entstehen beim gesunden Menschen mit Mischkosternahrung durch die
nahrungsinduzierte Thermogenese, bei der durch Resorption, sowie Verarbeitung
und Deposition der aufgenommenen Nahrstoffe Energie verbraucht und Warme
freigesetzt wird. Wann immer also Nahrung aufgenommen wird, ist eine erhdhte
Thermogenese, als Zeichen der gesteigerten Arbeit zur Assimilation der
Nahrungsbestandteile, die Konsequenz. Determinierend sind dabei vorrangig der
Energiegehalt und der Anteil an Proteinen in der aufgenommenen Nahrung. Der
Anteil an Proteinen scheint auch in der Nahrung entscheidend zu sein fur das
Erlangen eines Sattigungsgefihls (Kreymann et al, 2009). Obwohl die
nahrungsinduzierte Thermogenese nur einen kleinen Teil des taglichen
Energiebedarfs ausmacht spielt sie anscheinend eine entscheidende Rolle in der
Entstehung und Erhaltung eines erhdhten Korpergewichts (Westerterp, 2004). So
konnten de Jonge und Bray bei einer zusammenfassenden Beurteilung von
Studien, die die nahrungsinduzierte Thermogenese von adipdsen und schlanken
Probanden verglich, in vielen Fallen zeigen, dass adip6se Probanden eine
signifikant niedrigere postprandiale Thermogenese aufwiesen als die schlanken
Teilnehmer (de Jonge und Bray, 1997). Der postprandiale Anstieg des
Energieumsatzes lasst sich fir mehrere Stunden nachweisen und scheint erst ca.
zehn Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme zu enden. Reed und Hill
analysierten bei 131 Probanden die Thermogenese nach unterschiedlich grof3en

und in den Nahrungskomponenten variierenden Testmahlzeiten und konnten noch
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nach sechs Stunden einen erhdhten Energieumsatz feststellen, insbesondere bei
Ubergewichtigen Probanden (Reed und Hill, 1996).

Dass das Hormon Insulin eine Rolle in der Kontrolle der Thermogenese
spielen konnte wurde bereits 1991 bei der Untersuchung von Ratten gezeigt.
Menendez und Atrens injizierten verschiedene Insulindosen in den
paraventrikularen Hypothalamus der Tiere und untersuchten die Effekte mittels
indirekter Kalorimetrie. Bei dieser wird durch Messung der Sauerstoff- und
Kohlenstoffdioxidkonzentrationen in der Exspirationsluft und der Berechnung der
Sauerstoffaufnahme und Kohlenstoffdioxidabgabe der Energieumsatz bestimmt
(siehe 2.4.2). In der Studie zeigte sich, dass eine Injektion von 40 mU Insulin zu
einer signifikanten Erhéhung des Energieumsatzes bei den Ratten fihrte. Die
Autoren vermuteten, dass dieser erhéhte Energieverbrauch durch eine gesteigerte
Thermogenese verursacht wird. Vermittelt wird dieser Effekt des Insulins am
ehesten (Uber das sympathische Nervensystem, genauer (ber den
paraventrikularen Hypothalamus, der anatomische und funktionelle Verbindungen
mit  sympathischen Nervenfasern besitzt. Als markante GroBe des
Energieumsatzes wurde der respiratorische Quotient (RQ) benutzt, der
postprandial bei einer Nahrungszusammensetzung aus Kohlenhydraten, Fett und
wenig Protein Werte von ca. 0,90 annimmt. Bei einer Verdauung von Fett
verringert sich dieser Wert auf 0,70, wahrend Kohlenhydrate zu einem
postprandialen RQ von ca. 1,0 fihren. Durch die Injektion von 40mU Insulin wurde
eine durchgangige Senkung des RQs auf Werte um 0,80 erreicht. Menendez und
Atrens erklarten diese Senkung mit einer tendenziell vermehrten Verdauung von
Fetten durch die Insulininjektion. Zusammenfassend scheint Insulin Uber seine
Rezeptoren im paraventrikularen Hypothalamus die postprandiale Thermogenese
bei Ratten signifikant zu erh6hen und so zusammen mit seinen anderen zentralen
Effekten, wie verminderter Nahrungszufuhr und erhéhtem Fettkatabolismus, einen
starken katabolischen Effekt auszuiiben (Menendez und Atrens, 1991).

In einer neueren Studie von 2010 konnten Sanchez-Alavez und Mitarbeiter
bei Mausen beweisen, dass die Injektion von Insulin in die praoptische Region des
Hypothalamus zu einer dosisabhangigen signifikanten Erhdhung der
Kernkorpertemperatur fuhrt. Diese wird vermutlich verursacht durch die
Stimulation der Thermogenese im braunen Fettgewebe. Insulin scheint direkt

Warme-sensible hypothalamische Neurone zu stimulieren, die fur die Regulation
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der Thermogenese und der Kernkdrpertemperatur entscheidend sind (Sanchez-
Alavez et al., 2010).

1.4 Die intranasale Applikation

Im Blutkreislauf zirkulierendes Insulin erreicht das ZNS durch Uberwindung der
Blut-Hirn-Schranke mittels eines aktiven, rezeptorvermittelten Transportsystems,
welches an den Endothelzellen von MikrogefaRen lokalisiert ist (Woods et. al,
2003). Dass dieses Transportsystem sattigbar ist, konnte bereits 1993 von der
Forschergruppe um Baura bei Hunden nachgewiesen werden (Baura et al., 1993).

Schon seit langer Zeit ist bekannt, dass es einen direkten Zugangsweg von
der Nasenschleimhaut tber den ersten Hirnnerven, den Nervus olfactorius, in das
zentrale Nervensystem gibt (Krompecher, 1954). Die menschliche Nase kann in
drei Regionen eingeteilt werden: die Nasenhdhle, die olfaktorische Region und die
respiratorische Region. Bei einem erwachsenen Menschen ist die olfaktorische
Region ca. 10 cm? groB und befindet sich direkt unterhalb der Lamina cribrosa des
Os ethmoideum, durch welches die Nasenhohle vom Gehirn getrennt wird. Im
olfaktorischen Epithelium befinden sich, neben Epithelzellen und Basalzellen,
bipolare Sinneszellen, welche in Richtung des Nasenlumens Riechrezeptoren
besitzen, die diverse Molekile aus der Atemluft binden und so die Sinneszelle
aktivieren. An der basalen Seite dieser Chemorezeptoren befindet sich ein
einzelnes nicht-myelinisiertes Axon, welches durch die Basalmembran zieht und
sich mit anderen Axonen zu Bindeln in der Lamina cribrosa verbindet. Diese
sogenannten Fila olfactoria werden von Schwannzellen umhdllt und bilden
zusammen den Nervus olfactorius, der in die Schadelhthle zieht.

Es gibt drei denkbare Wege Uber die eine intranasal applizierte Substanz
von der Nasenhdhle tber das olfaktorische Epithel und die Lamina arachnoidea
den cerebrospinalen Liquor und das Hirnparenchym erreichen kann: 1.
transzellular, meistens per rezeptorvermittelter Endozytose oder passiver
Diffusion, 2. parazellular durch tight junctions oder 3. Uber den olfaktorischen
Nerv, wobei die Substanz per Endozytose oder Pinozytose in das Neuron gelangt
und dann durch intrazellularen axonalen Transport den Bulbus olfactorius erreicht
(Nlum, 2000). Die Menge des absorbierten Stoffes Uber die drei verschiedenen

Wege ist mafigeblich abhé&ngig von der Charakteristik der Substanz, insbesondere
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dem Molekulargewicht und der lipophilen Eigenschaft (Sakane et al., 1991;
Sakane et al., 1995).

Der zuletzt beschriebene transneuronale Weg ist sehr langsam, so dass
eine applizierte Substanz frihestens nach 24 Stunden das ZNS erreicht
(Kristensson und Olsson, 1971). Dieser Weg kann also nicht den in mehreren
Studien fir verschiedene Stoffe nachgewiesenen schnellen Anstieg der
Konzentration des jeweiligen Stoffes im Liquor erklaren. So kam es beispielsweise
bei der intranasalen Gabe von 40 I.E. Humaninsulin zu einer signifikanten
Maximalkonzentration des Hormons im Liquor nach einer halben Stunde, wobei
dieser Effekt vollstandig unabhangig war von der gleichzeitig gemessenen
peripheren Konzentration des Insulins im Serum (Born et al., 2002). Dieses
Ergebnis deutet an, dass sogar grol3e Molekile wie Insulin Uber einen direkten,
wahrscheinlich extrazellularen schnellen Weg, den Liquor erreichen und so
zentralnervése Funktionen beim Menschen ausiben. Das intranasale
Applikationsverfahren ermdglicht folglich den direkten Ubergang von Insulin aus
der Nase in den cerebrospinalen Liquor ohne dabei periphere Nebenwirkungen,

wie Hypoglyk&mien, zu verursachen.
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1.5 Fragestellung

In vielen vorangegangenen Versuchsreihen konnte eine Vielzahl von zentralen
Wirkungen des Insulins auf den Energiehaushalt des Korpers beobachtet werden.
Es zeigte sich, dass das Hormon katabole Funktionen ausuiibt und so zum Beispiel
die Nahrungsaufnahme reduziert (Benedict et al., 2008) und zu einer signifikanten
Reduktion des Korpergewichts und des Korperfettgehalts bei normalgewichtigen
gesunden Mannern fihrt (Hallschmid et al., 2004). Die katabole Wirkung des
zentralnervdsen Insulins kénnte durch eine Steigerung der nahrungsinduzierten
Thermogenese noch potenziert werden. So konnte bei Ratten die postprandiale
Thermogenese signifikant durch eine paraventrikulare Injektion von 40 mU Insulin
in den Hypothalamus erhéht werden (Menendez und Atrens, 1991). Eine solche
intrahypothalamische Injektion ist in einem Humanversuch nicht méglich und eine
intravendse Injektion des Hormons fuhrt zu zahlreichen Nebenwirkungen, wie zum
Beispiel schweren Hypoglykdmien. Ein Alternativweg zur Untersuchung der
zentralen Wirkung des Hormons ist die oben beschriebene intranasale
Insulingabe. Es stellt sich die Frage, ob eine intranasale Gabe von Insulin bei
gesunden normgewichtigen jungen Mannern zu einer Erh6hung der
nahrungsinduzierten  Thermogenese und somit zu einem erhdhten
Energieverbrauch fuhrt, was in tierexperimentellen Arbeiten bereits gezeigt
werden konnte, und ob diese Erhohung eine Ursache fir die von Hallschmid und
Mitarbeitern 2004 nachgewiesene Korperfettreduktion (siehe oben) sein kénnte.

Die Hauptfrage dieser Arbeit ist demnach: Fihrt eine intranasale
Insulingabe bei normalgewichtigen gesunden Mannern zu einer Steigerung der
postprandialen nahrungsinduzierten Thermogenese?

Auch der Glukosestoffwechsel wird, wie oben ausgefihrt, von
zentralnervdsen Insulinsignalwegen beeinflusst. Die Forschergruppe um Pocai
konnte 2005 beweisen, dass Insulin Gber eine Aktivierung zentraler ATP-sensitiver

Kaliumkanale (K ,;) im Hypothalamus in den Glukosestoffwechsel eingreift und

so eine extrahepatische Hemmung der Glukosesynthese verursacht (Pocai et al.,
2005). Bei Ratten gelang es Uber eine intraventrikulare Infusion von Insulin die
Glukoseneubildung unabhangig von der peripheren Insulinkonzentration zu
hemmen (Obici et al., 2002a). Ob diese zentrale Regulation des
Glukosehaushaltes auch durch eine einmalige intranasale Gabe des Hormons bei

den untersuchten Probanden beobachtet werden kann, soll durch Bestimmung der
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peripheren Blutkonzentrationen von Insulin, C-Peptid, Glukose und freien
Fettsauren ergrindet werden.

Die zweite Frage dieser Arbeit lautet folglich: Beeinflusst eine einmalige
zentralnervose Gabe von Insulin  den (postprandialen) menschlichen

Glukosehaushalt?
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2. Material und Methoden

2.1 Probanden

An der Studie nahmen 19 normalgewichtige (BMI 23,5 + 0,3 kg/m?) Manner
zwischen 18 — 30 Jahren (Durchschnittsalter 23,5 + 0,6 Jahre) teil. Die
Probanden wurden Uber o6ffentliche Aushange gesucht. Alle Teilnehmer waren
gesund und nahmen zum Zeitpunkt der Studie keine Medikamente ein. Alle
Manner waren Nichtraucher.

Vor Beginn der Versuche wurde bei allen Teilnehmern eine kdrperliche
Untersuchung durchgefuhrt, sowie Blutproben durch die Labormedizin der
Universitat zu Lubeck untersucht. Die in der Studie angewandten Methoden und
Risiken einer intranasalen Insulingabe wurden mindlich und schriftlich erlautert
und alle Probanden gaben danach eine schriftliche Einverstandniserklarung ab.
Die Studie erfolgte nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Universitét
zu LUbeck.

Um die Konstanz der Bedingungen zwischen den beiden Versuchstagen zu
kontrollieren, z.B. der korperlichen Aktivitat oder der kognitiven Leistungen,
wurden jeweils verschiedene technische und psychologische Verfahren verwendet
(Actiheart-Messung ab 17.00 Uhr des Tages vor dem Versuch zur Kontrolle der
Herzaktivitat; Stanford-Schlafrigkeitsskala, Viscale, n-back task, sowie Interferenz-
Wortpaarlisten zur Messung der Aufmerksamkeit der Probanden).

Mit Hilfe einer Korperwaage und einer bioelektrischen Impedanzanalyse
(BIA 2000-M; Data input, Frankfurt, Deutschland) wurde die Konstanz des
Korpergewichts und der Korperzusammensetzung zwischen den beiden
Versuchstagen u(berpruft. Nach Abschluss der Untersuchungen erhielten die

Studienteilnehmer jeweils eine Aufwandsentschadigung von 150 Euro.

2.2 Studiendesign

Es handelte sich um eine doppelblinde, placebokontrollierte, randomisierte Studie.
Je Proband fanden zwei Versuchstage statt, an denen dem Studienteilnehmer
einmal Insulin intranasal und einmal ein Placebo intranasal verabreicht wurde.

Zwischen den beiden Versuchstagen lag ein Mindestabstand von vier Wochen.
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2.3 Versuchsablauf

Der Versuchstag begann morgens um 07.00 Uhr, nachdem der Proband am
Vorabend bereits mit einem Actiheart-Messgerat zur Uberwachung seiner
Herzfrequenz versorgt worden war. Alle Probanden wurden instruiert, ab 16.00
Uhr des Vortages keiner sportlichen Aktivitdt mehr nachzugehen und auf das
Trinken alkoholischer und/oder koffeinhaltiger Getranke zu verzichten. Ab 20.00
Uhr durften die Teilnehmer keine Nahrung mehr zu sich nehmen. Um 23.00 Uhr
des Vortages mussten sie zu Bett gehen und am Versuchstag nur mit dem Auto
oder Offentlichen Verkehrsmitteln zum Untersuchungslabor fahren, um eine zu
starke Steigerung der korperlichen Aktivitat zu verhindern.

Sofort nach Ankunft im Labor wurden die Studienteilnehmer mit einem
peripheren Venenverweilkatheter (Vasofix ® Braunile ®, B.Braun, Melsungen,
Deutschland) versorgt, tber den die Blutproben entnommen werden konnten. Um
eine Durchgéangigkeit des Katheters zu gewahrleisten wurde ein Liter
Kochsalzlésung Uber einen Dreiwegehahn angeschlossen.

Des Weiteren erfolgte die Bestimmung der KorpergroRe und des
Korpergewichts, sowie die Uberprifung der Kérperzusammensetzung mittels BIA.
Hiernach begaben sich die Probanden unverziglich in ein Bett, in dem sie auf
dem Rucken liegend bis zur Beendigung des Versuches um 17.30 Uhr des
gleichen Tages verblieben. Das Bett befand sich in einem ruhigen und
gleichbleibend temperierten (23 °C) Versuchsraum.

Abbildung 4 gibt einen Uberblick Gber den Aufbau des Experiments. Der Ruhe-
Energieverbrauch der Probanden wurde um 8.30 Uhr mittels indirekter
Kalorimetrie bestimmt (Deltatrac 1l, MBM-200 Metabolic Monitor, Datex-Engstrom,
Achim, Deutschland). Von 9.10 Uhr bis 9.40 Uhr wurden insgesamt 1,6 ml Insulin
oder Placebo intranasal appliziert. Nach der anschlieenden zweiten indirekten
Kalorimetriemessung (siehe unten) nahmen die Teilnehmer 20 ml/min einer
standardisierten Flussignahrung (Fresubin ® energy drinks, Fresenius Kabi, Bad
Homburg, Deutschland), insgesamt 600 ml, von 10.15 Uhr- 10.45 Uhr zu sich (900
kcal; 33,6 g Proteine; 34,8 g Fett und 112,8 g Kohlenhydrate).

Danach folgten funf weitere jeweils halbstiindige kalorische Messungen
zwischen 10.45 Uhr und 15.15 Uhr (siehe Abb.4). Zwischen den einzelnen
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Messungen lagen halbstindige Pausen, in denen die Bellftungshaube des
Kalorimetriegerates von den Probanden nicht getragen wurde.
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Abbildung 4. Versuchsablauf. Neunzehn gesunde Probanden, die seit 20.00 Uhr des Vorabends keine
Nahrung mehr zu sich genommen haben, verbringen den Versuchstag in auf dem Rucken liegender Position
im Versuchsbett. Die Messungen des Energieverbrauchs werden in 30-miniitigen Intervallen mittels indirekter
Kalorimetrie durchgefiihrt. Dabei erfolgt die erste Messung als Baseline-Messung (08.00-08.30 Uhr), eine
weitere sofort nach intranasaler Injektion (09.45-10.15 Uhr, 1,6 ml (160 IU) Insulin oder Placebo, Symbol:
Nase) und funf weitere nach Aufnahme einer standardisierten hochkalorischen Fliissigkost von 900 kcal
(Symbol:Flasche). Die durchgefiihrten Blutabnahmen zur Bestimmung der peripheren Plasmakonzentrationen

von Insulin, C-Peptid, Glukose und freien Fettsduren werden durch die Spritzensymbole dargestellt.

Fur die Messung des Plasma-Glukose-Spiegels, sowie der
Serumkonzentration von Insulin, C-Peptid und freien Fettsauren (free fatty acids =
FFAs) wurden Blutproben um 8.00 Uhr und 9.00 Uhr, direkt nach der intranasalen
Insulin-/Placebogabe um 9.45 Uhr, alle zehn Minuten wahrend der
Flissigkosteinnahme (10.20 Uhr - 10.40 Uhr) und schlie3lich in stindlichen
Intervallen (11.30 Uhr - 14.30 Uhr) mit einer letzten Abnahme um 16.00 Uhr Gber
den peripheren Venenverweilkatheter entnommen. Vor jeder neuen Entnahme
wurde der vendse Zugang mit Kochsalzlosung gespult und das zuerst
entnommene Blut verworfen. Direkt nach der Enthahme wurden die Blutproben
zentrifugiert, danach das Plasma pipettiert und bei -20 °C bis zur
laborchemischen Untersuchung aufbewahrt.
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Die Konzentration der plasmatischen Glukose wurde in Fluoridplasma mittels
Hexokinase-Methode gemessen (Hexokinase-Methode, Aeroset, Abbott
Diagnostics, North Chicago, IL). Dabei wird die Konzentration von Nicotinamid-
adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH) mittels Photometer gemessen, welches bei
der Verstoffwechselung der Glukose durch das Enzym Hexokinase entsteht. Die
Serumkonzentrationen von Insulin und C-Peptid wurden mittels Immulite® 1000
Systemen bestimmt (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Eschborn,
Deutschland), bei denen nach 60-minutiger, bzw. 30-minutiger (C-Peptid)
Inkubationszeit der Probandenprobe mit einer Testreagenz durch Antikorper-
Antigen-Reaktionen die Konzentration der zu messenden Substanzen bestimmt
wird (Insulin: Nachweisgrenze 14,43 pmol/l, Intraassay-Variationskoeffizient (VK)
6,4 %, Gesamt-VK < 8 %; C-Peptid: Nachweisgrenze 16,55 pmol/l, Intraassay-VK
< 3,3 %, Gesamt-VK < 5,5 %). Die analytische Sensitivitdt des Insulinessays liegt
bei 2ulU/ml. Bis zu 70.000 «IU/ml lasst sich kein High-Dose-Hook-Effekt

nachweisen. Hinsichtlich der analytischen Sensitivitat des C-Peptid-Essays findet
sich ein eine Blank-Grenze (hochster zu erwartender Wert bei Abwesenheit des
Analyten in der Probe) von 0,05 ng/ml und eine untere Nachweisgrenze
(niedrigste zu messende Konzentration) von 0,09 ng/ml. Die funktionelle
Sensitivitat (niedrigste Konzentration mit einem CV von 20 %) liegt bei 0,09 ng/ml.
Bis zu einer Konzentration von 3560 ng/ml lasst sich kein High-Dose-Hook-Effekt
nachweisen. Die Konzentration der freien Fettsauren wurde mittels
photometrischer enzymatischer Verfahren bestimmt (half-micro test, Roche

Diagnostics, Mannheim, Deutschland).

2.3.1 Intranasale Insulin-/ Placebogabe

Die Insulin- bzw. Placebolésung wurde von 9.10 Uhr bis 9.40 Uhr in sechzehn 0,1
ml-SpruhstéRen (acht pro Nasenloch) intranasal in 2-minttigen Intervallen
appliziert. Daraus ergab sich eine Gesamtdosis von 1,6 ml pro Versuchstag,
welches 160 IU Insulin entspricht. Bei den verwendeten Nasenspraylésungen
handelte es sich um Insulin Actrapid (Novo Nordisk, Mainz, Deutschland) oder um
die Tragersubstanz HOE 31 dilution buffer (Aventis Pharma, Bad Soden,
Deutschland). Beide Substanzen wurden mit Hilfe von Prazisions-Nasensprays

(Aero Pump, Hochheim, Deutschland) verabreicht.
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2.4 Darstellung der Einzeluntersuchungen

2.4.1 KorpergrofRe und Korpergewicht
Direkt nach Ankunft der Probanden im Untersuchungslabor wurde an beiden
Versuchstagen die Korpergrof3e mit Hilfe einer Messlatte auf 0,5 cm genau am
stehenden, barflBigen Probanden ermittelt. Zur Ermittlung des Kérpergewichts
zum gleichen Zeitpunkt wurde eine geeichte mechanische Séulenwaage der Firma
Seca benutzt. Bei jeder Messung wurde darauf geachtete, dass der Proband ruhig
und mit gleichmaRig verteiltem vollem Gewicht auf der Waage stand.

Aus den erhaltenen Ergebnissen wurde der Body Mass Index (BMI) nach

folgender Formel errechnet:

BMI = Korpergewicht (kg) / [ KérpergroRe (m)] 2

Die Konstanz der Kérperzusammensetzung zwischen den Versuchstagen wurde
mittels bioelektrischer Impedanz-Analyse (Bioelectrical Impedance Analyzer BIA
2000—-M der Firma Data Input GmbH, Frankfurt am Main) Gberpriuft, einem
validierten Verfahren, bei dem der Gesamtwiderstand des Kdrpers (Impedanz, Z)
gegen einen elektrischen Wechselstrom gemessen wird. Die BIA beruht auf einem
Drei-Kompartimentmodell des menschlichen Korpers, bestehend aus der
Fettmasse, der Korperzellmasse und der Extrazellularmasse. Die sogenannte
Impedanz ist definiert als Gesamtwiderstand eines biologischen Leiters gegen
Wechselstrom und setzt sich aus zwei Anteilen zusammen, der Resistance (R)
und der Reactance (Xc). Dabei ist die Resistance definiert als der reine (ohmsche)
Widerstand des elektrolythaltigen Gesamtkérperwassers und die Reactance als
kapazitiver Widerstand, der durch die Kondensatoreigenschaften jeder Korperzelle
durch ihre Protein-Lipid-Schicht entsteht. Aus den ermittelten Reactance- und
Resistance-Werten konnen mit Hilfe von Formeln Fettmasse, fettfreie Masse und
Gesamtkorperwasser (Total Body Water, TBW) der Probanden bestimmt werden.
Die Formeln bericksichtigen dabei Koérpergewicht, Korpergrol3e, Geschlecht und

Alter der Studienteilnehmer (aus www.data-input.de).
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2.4.2 Die indirekte Kalorimetrie

Ein bewahrtes Verfahren zur Messung des Energieverbrauchs eines Menschen in
Ruhe stellt die indirekte Kalorimetrie dar. Bei ihr wird durch Ermittlung des
Sauerstoffverbrauchs und der Kohlenstoffdioxidproduktion indirekt die
Wwarmeproduktion des Korpers bestimmt und hieraus der Energieverbrauch
errechnet. Bei der Bildung des Energietragers ATP wird im Korper Sauerstoff
verbraucht und Warme produziert, so dass jede Entstehung eines ATP mit einer
bestimmten Warmemenge verbunden ist, die Uber den Sauerstoffverbrauch
bestimmt werden kann. Eine mogliche Form der Berechnung ist die folgende

Formel nach Weir aus dem Jahre 1949:
REE=1,44x(39xV0O,+11xVCO,)
Bei der Verbrennung einer bestimmten Substanz im Korper mit 1 | Sauerstoff

entsteht eine gewisse freigesetzte Energiemenge. Dieses Verhéaltnis wird als

kalorisches Aquivalent bezeichnet (Tab. 1).

Substanz Sauerstoffverbrauch Kohlenstoffdioxidabgabe Kalorisches RQ
(/g) (g) Aquvalent
(kdNo,)
Glukose 0,746 0,746 20,8 1,000
Fett 2,019 1,427 19,3 0,707
Protein 0,966 0,774 19,4 0,801

Tab 1. Brennwerte und kalorisches Aquivalent der Makronahrstoffe.

Mit diesem Parameter kann die entstandene Warmemenge bei Verbrennung einer
Substanz aus dem dabei gemessenen Sauerstoffverbrauch bestimmt werden,
ohne dass die tatsadchliche Substanzmenge bekannt ist.

Der respiratorische Quotient (RQ ) reflektiert ausgehend vom Gleichgewicht
die Mischung der Makronéahrstoffe, die zur Energiegewinnung metabolisiert
werden. Er berechnet sich nach der Formel:

VCO,

RO =
Q= o,
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Der respiratorische Quotient nimmt je nach Nahrstoff folgende Werte an:
RQ - Kohlenhydrate = 1,0
RQ — Fett = 0,7
RQ — Protein = 0,81

Zur Messung des Energieverbrauchs der Probanden wurde das Geréat
Deltatrac 1l, MBM-200 Metabolic Monitor der Firma Datex-Engstrom Deutschland,
Achim, verwendet. Bei diesem System handelt es sich um ein offenes

Haubensystem, bei dem eine kontinuierliche Messung der CO, - Produktion und
des O,-Verbrauchs wahrend der jeweils halbstindigen Datenerfassung

stattfindet. Dabei wird Raumluft durch die Atemhaube mit einem Luftfluss (Flow)
gepumpt, wobei die Flowmenge (I/min) abhangig ist vom Koérpergewicht des
Studienteilnehmers. Die Messung der Atemgase (Sattigung) erfolgt gleichzeitig in
der Ein- und Ausatemluft. Die ausgeatmeten Gase werden nach der
Dilutationsmethode in einem konstanten, bekannten Flow (Raumluft) verdinnt und
analysiert.

Vor der Datenerfassung wurde das Gerdat an jedem Versuchstag nach

mindestens halbstindiger Warmlaufzeit mit einem 5% CO, und 95% O,

enthaltendem Kalibrationsgas kalibriert. Alle Probanden befanden sich wahrend
der insgesamt sieben Messungen in Rulckenlage im Versuchsbett. Es wurde
darauf geachtet die Raumtemperatur konstant zu halten und Gerdusche zu
vermeiden. Die Teilnehmer wurden angewiesen wahrend der Messung ruhig und

gleichmafiig zu atmen, nicht zu sprechen oder zu schlafen.

Aus den ermittelten Daten erfolgte die Berechnung des Energieumsatzes
der Probanden nach der Naherungsformel von Harris-Benedict:

E(kcal) = 3,866 * (VO,) + 1,200 * (VCO,) — 0,299 * Protein (Q)

E= Energieumsatz in kcal
(VO,) = Sauerstoffverbrauch in |
(VCO,) = Kohlenstoffdioxidproduktion in |

Protein (g) =  Harnstickstoffausscheidung in g * 6,25
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2.5 Statistische Methoden

Alle Daten werden prasentiert als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts
(MW + SEM). Die Statistik beruht auf Varianzanalysen (ANOVA) mit den sich
wiederholenden Faktoren ,Bedingung“ und ,Zeit® (bezogen auf das Zeitintervall
sofort nach intranasaler Applikation und die postprandiale Periode). Die
Konzentrationen der postprandialen Glukose und der Hormone (10.20 Uhr — 16.00
Uhr) werden als Flachen unter der Kurve (AUC) dargestellt. Fur die
Einzelzeitvergleiche wurden zweiseitige post hoc-t-Tests verwendet. Als statistisch

signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Indirekte Kalorimetrie

Die Auswertungen ergaben, dass die Grundlinien-Messungen des jeweiligen
Versuchstages um 8.30 Uhr und die kalorimetrischen Messungen sofort nach der
intranasalen Gabe von Insulin um 9.45 Uhr keine Unterschiede im ermittelten
Energieverbrauch der Probanden zwischen den beiden Bedingungen Insulin und
Placebo zeigten (p> 0,19 fur alle Vergleiche; Abb. 5).

Nach Aufnahme der hochkalorischen standardisierten Flissigkost,
beginnend um 10.15 Uhr, ergab sich ein um durchschnittlich 17 % hdherer
Energieumsatz nach Insulinapplikation verglichen mit dem ermittelten
Energieverbrauch der Studienteilnehmer nach Placeboeinnahme (p< 0,05 fur den
,Insulin/Placebo“-Hdchst-Effekt). Diese Ergebnisse zeigen, dass durch das
intranasal applizierte Insulin, verglichen mit intranasaler Placeboapplikation, ein

hdherer postprandialer Energieverbrauch bei den untersuchten Probanden auftrat.
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Abbildung 5. Intranasal appliziertes Insulin erhdht den postprandialen Energieverbrauch. Nach Messung des
Grundlinien-Energieverbrauchs (gemessen in kcal/min) wurden der akute Effekt der intranasalen Gabe
(Symbol: Nase) von Insulin (160 IU) (schwarze Balken) und Placebo (wei3e Balken) auf den
Energieverbrauch vor und nach Aufnahme einer standardisierten hochkalorischen Flissigkost (900 kcal,
Symbol: Tasse) fir insgesamt 6,5 Stunden in 30-miniitigen Intervallen bestimmt. Daten als Mittelwert *

Standardfehler des Mittelwerts (MW * SEM); n = 19; p< 0,05.
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Die folgende Abbildung 6 zeigt ebenfalls die Erhéhung des postprandialen
Energieverbrauchs nach intranasaler Insulingabe im  Vergleich  zur

Placeboapplikation, hier dargestellt als Flache unter der Kurve.
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Abbildung 6. Intranasal appliziertes Insulin erhéht den postprandialen Energieverbrauch, dargestellt als
Flache unter der Kurve. Der Anstieg des Energieverbrauchs zwischen der Grundlinien-Messung (08.00-09.45
Uhr) und den postprandialen Zeitpunkten (10.45-15.15 Uhr) reflektiert die Energie, welche als Warme durch

die Metabolisierung der Nahrung entsteht (postprandiale oder nahrungsinduzierte Thermogenese).

34



Ergebnisse

3.2 Blutzucker und Hormone

Fur die Konzentrationen der plasmatischen Glukose, des Insulins und der freien
Fettsauren im Serum der Probanden ergab sich kein Unterschied zwischen den
beiden Bedingungen Insulin und Placebo wéahrend der Grundlinien-Messungen um
8.00 Uhr und 9.00 Uhr des jeweiligen Versuchstages (p> 0,25).

3.2.1 Glukose

Sofort nach Verabreichung des intranasalen Insulins um 9.40 Uhr kam es zu
einem geringen kurzzeitigen Abfall des Nuchternblutzuckers (Insulin vs. Placebo,
4,5 + 0,1 vs. 4,7 + 0,1 mmol/l ; p< 0,02 fur den grofldten ,Insulin/Placebo® Effekt).
Jedoch zeigte sich kein Unterschied in dem darauf folgenden gemessenen

postprandialen Anstieg der Glukosekonzentration (AUC i ,0nr aw_a» INSUlN VS,

Placebo, 1574 + 23 vs. 1570 £ 20 mmol/I* min; p> 0,90) (siehe Abb. 7).

€ N—
& [

5 1650
=
§ - 1600 & -
= 6] <2
£ L1550 = E
e ~— B
$ =
“ & <
= 51 L1500 £ £
© g E
s A
= L 1450
3 41
=%

L 1400

S S S
N O

SRRSO
Y QY 47 S S & D
Q) . q . '\Q . '\)\9 '\{‘l/. 0 . \b‘ . \QJ . \b .

Abbildung 7. Die Konzentration der plasmatischen Glukose. Darstellung der Glukosekonzentration vor und
nach intranasaler Applikation (Symbol: Nase) von Insulin (160 IU; durchgezogene Linie und schwarzer
Balken) oder Placebo (gestrichelte Linie und weier Balken) und gefolgt von der Aufnahme einer
standardisierten hochkalorischen Flussigkost von 900 kcal (Symbol: Tasse). Die postprandialen
Konzentrationen werden auf3erdem als Area under the curve (AUC, rechte Abbildung) dargestellt. Alle Werte

reprasentieren Mittelwerte = Standardfehler des Mittelwerts (MW * SEM). n= 19; p< 0,01.
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3.2.2 Insulin

Parallel zu dem beobachteten geringen Blutzuckerabfall direkt nach intranasaler
Insulinsubstitution lie3 sich ein geringer Anstieg der Insulin-Serumkonzentration
feststellen (Insulin vs. Placebo, 40,1 + 6,3 vs. 22,6 + 3,0 pmol/l, p< 0,01).

Nach Aufnahme der hochkalorischen Flussigkost am Vormittag war der
postprandiale Konzentrationsanstieg des Hormons nach vorheriger intranasaler
Insulingabe im Vergleich zur Placebobedingung deutlich verringert (AUC .0 1600

Serum-Insulin 45,521 + 5,052 vs. 62,315 + 4.973 pmol/l/min; p< 0,003) (siehe
Abb. 8).
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Abbildung 8. Die Konzentration des Seruminsulins. Die Insulinkonzentration vor und nach intranasaler
Applikation (Symbol: Nase) von Insulin (160 IU; durchgezogene Linie und schwarzer Balken) oder Placebo
(gestrichelte Linie und weil3er Balken) und gefolgt von der Aufnahme einer standardisierten hochkalorischen
Flussigkost von 900 kcal (Symbol: Tasse). Die postprandialen Konzentrationen werden auf3erdem als Area
under the curve (AUC, rechte Abbildung) dargestellt. Alle Werte reprasentieren Mittelwerte = Standardfehler
des Mittelwerts (MW * SEM). n=19; p< 0,01.
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3.2.3 C-Peptid
Nach der Insulingabe zeigte sich, wie oben beschrieben, ein geringer Anstieg der
Seruminsulinkonzentrationen, wobei keine gleichzeitige Erh6hung des C-Peptids
gemessen werden konnte (0,34 + 0,02 vs. 0,37 + 0,03 nmol/l, p> 0,31).

Nach Aufnahme der hochkalorischen Flissigkost stellte sich in der
Insulinbedingung ein  im Vergleich zur Placebobedingung verringerter

postprandialer Konzentrationsanstieg von C-Peptid im Serum ein (AUC, 0 1600

Serum-Insulin 45,521 + 5,052 vs. 62,315 + 4.973 pmol/l/min; Serum-C-Peptid
409 + 30 vs. 487 + 33 nmol/l/min; p< 0,003 und p< 0,02) (siehe Abb.9).
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Abbildung 9. Die Konzentration des C-Peptids. Die C-Peptidkonzentration vor und nach intranasaler
Applikation (Symbol: Nase) von Insulin (160 1U; durchgezogene Linie und schwarzer Balken) oder Placebo
(gestrichelte Linie und weifl3er Balken) und gefolgt von der Aufnahme einer standardisierten hochkalorischen
Flussigkost von 900 kcal (Symbol: Tasse). Die postprandialen Konzentrationen werden au3erdem als Area
under the curve (AUC, rechte Abbildung) dargestellt. Alle Werte reprasentieren Mittelwerte = Standardfehler
des Mittelwerts (MW = SEM). n = 19; p< 0,01.
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3.2.4 Freie Fettsauren

Die Serumkonzentration der freien Fettsduren fiel in der Insulinbedingung im
Vergleich zur Placebobedingung wahrend der Nahrungsaufnahme kurzzeitig ab
(p< 0,01). Allerdings zeigte sich kein Unterschied in den im Folgenden ermittelten

Serumkonzentrationen in der postprandialen Periode (AUC ., 1600, INSUliN Vs,

Placebo 53,7 + 4,6 vs. 56,6 + 4,2 mmol/l/min; p< 0,60) (siehe Abb.10).
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Abbildung 10. Die Konzentration der freien Fettséuren. Die Fettsdurenkonzentration vor und nach intranasaler
Applikation (Symbol: Nase) von Insulin (160 IU; durchgezogene Linie und schwarze Balken) oder Placebo
(gestrichelte Linie und weiRer Balken) und gefolgt von der Aufnahme einer standardisierten hochkalorischen
Flussigkost von 900 kcal (Symbol: Tasse). Die postprandialen Konzentrationen werden auRerdem als Area
under the curve (AUC, rechte Abbildung) dargestellt. Alle Werte reprasentieren Mittelwerte = Standardfehler
des Mittelwerts (MW = SEM). n = 19; p< 0,01.
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In Tabelle 2 findet sich ein Vergleich der peripheren Konzentrationen von Insulin,
C-Peptid, Glukose und freien Fettsauren. Es zeigt sich wie besprochen eine
deutliche Verringerung der postprandialen Insulinserumkonzentration nach
intranasaler Insulinapplikation verglichen mit der Placebobedingung. Trotz dieser
geringeren peripheren Insulinkonzentration zeigen die ermittelten postprandialen
Glukosewerte in den beiden Versuchsbedingungen keinen signifikanten

Unterschied.

Parameter Insulin Placebo
Glukose im Plasma
Post-Insulin 45+ 0,1 mmol/l 47+ 0,1 mmol/l

Postprandial

1,57+ 23 mmol/l/min

1,57+ 20 mmol/l/min

Insulin im Serum

Post-Insulin

40,1+ 6,3 pmoll/l

22,6+ 3 pmol/l

Postprandial

45,52+ 5,05 pmol/l/min

62,32+ 4,97 pmol/l/min

C-Peptid im Serum

Post-Insulin

0,34+ 0,02 nmol/l

0,37 + 0,03 nmol/l

Postprandial

409+ 30 nmol/l/min

487+ 33 nmol/l/min

FFA im Serum

Post-Insulin

0,25+ 0,03 mmol/l/min

0,33 = 0,03 mmol/l/min

Postprandial

53,7+ 4,6 mmol/l/min

56,6+ 4,2 mmol/l/min

Tabelle 2. Vergleich der peripheren Konzentrationen von Insulin, C-Peptid, Glukose und freier Fettsauren.
Dargestellt sind die durchschnittlich in den Seren der Studienteilnehmer gemessenen Konzentrationen der

jeweiligen Substrate vor der intranasalen Insulin- bzw. Placeboapplikation und die Uber die Zeit ermittelten
Serumkonzentrationen, prasentiert als AUC ;.4 1500+ Nach Aufnahme einer hochkalorischen standardisierten

Flussigkost.

Anschlielende korrelative Analysen ergaben, dass die sofortigen Effekte des

intranasal applizierten Insulins auf die praprandiale Glukose- und
Insulinkonzentration, sowie der prandiale Abfall der freien Fettsauren einerseits
statistisch nicht mit der behandlungsinduzierten Erhohung der postprandialen
Thermogenese und der Erniedrigung der postprandialen Konzentrationen des
Serum-Insulins anderseits assoziiert waren (Pearson-Korrelationskoeffizient; p>

0,23 fur alle Vergleiche).
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4. Diskussion

In der hier présentierten Arbeit wurde die Auswirkung einer intranasalen
Insulinapplikation von 160 IU auf den postprandialen Energiehaushalt und den
Glukosestoffwechsel von gesunden normalgewichtigen Mannern mittels indirekter
Kalorimetrie und Bestimmung der peripheren Blutkonzentrationen von Insulin,
Glukose, C-Peptid und freier Fettsauren zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht.

Die hier prasentierten Studienergebnisse zeigen, dass durch die Erh6hung
der intrazerebralen Insulinkonzentration mit Hilfe der intranasalen Gabe des
Hormons der Energieumsatz der Probanden gesteigert werden kann. Da diese
Energieumsatzerhdhung nach Aufnahme einer standardisierten hochkalorischen
Flissigkost beobachtet werden konnte, ist davon auszugehen, dass sie durch eine
Steigerung der postprandialen nahrungsinduzierten Thermogenese verursacht
wurde. Des Weiteren lie3 sich nach Aufnahme der standardisierten
hochkalorischen Flussigkost durch die vorangegangene intranasale Insulingabe
eine Reduktion der postprandialen peripheren Seruminsulinkonzentration im Blut
feststellen. Trotz dieser peripheren Verringerung der Hormonkonzentration zeigten
sich in den zu diesen Zeitpunkten ermittelten Plasmaglukosekonzentrationen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsbedingungen.
Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass durch die Erh6éhung der
Insulinkonzentration im zerebralen Liquor niedrigere peripher zirkulierende
Konzentrationen des Hormons zur Kontrolle des nahrungsabhangigen Anstiegs
der Plasmaglukose eines Menschen benotigt werden. Eine mogliche Erklarung far
diese Beobachtung ist, dass durch die intrazerebrale Erhéhung des Hormons die
Insulinsensibilitat an seinen peripheren Rezeptoren verbessert wird und daher
geringere periphere Serumkonzentrationen des Insulins zur Verringerung des

Blutzuckers durch Aufnahme der Glukose in die Zellen ausreichend sind.

4.1 Beeinflussung der nahrungsinduzierten Thermogenese

Wie in der Einleitung beschrieben konnten Sara und Mitarbeiter bereits vor 30
Jahren zeigen, dass Insulinrezeptoren sich nicht nur peripher, sondern auch im
Gehirn von Menschen befinden (Sara et al.,, 1982). Mit der hochsten Dichte
befinden sie sich im Hypothalamus und hier insbesondere im Nucleus arcuatus

(Unger et al., 1991). Dieser Teil des Gehirns scheint eine wichtige Funktion in der
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zentralnerviosen Steuerung der Nahrungsaufnahme und des Energiehaushaltes
eines Menschen zu besitzen. Er stellt anscheinend eine wichtige Empfangsstation
fur verschiedene Signale aus der Korperperipherie, so zum Beispiel auch fir die
so genannten Fettspeicher-Signale Insulin und Leptin, dar (Seeley und Woods,
2003).

Ein Weg Uber den diese zentralnervose Steuerung des Energiehaushaltes
zu erfolgen scheint, ist die Beeinflussung der nahrungsinduzierten Thermogenese.
Immer wenn Nahrung konsumiert wird, entsteht als Konsequenz der Verarbeitung
der aufgenommen Nahrstoffe durch den Korper Warme. Dieser
nahrungsinduzierte Anstieg der Kernkorpertemperatur ist in Untersuchungen
messbar und abhéngig von der Nahrstoffart und der Nahrungsmenge, aber
ebenso von der individuellen Effektivitat der Verwertung. Eine Abnahme der
postprandialen Warmeproduktion stellt somit ein Defizit in der Thermogenese dar
und impliziert eine hohe Effektivitat der Nahrungsverwertung. Diese resultiert in
gro3en Speicherreserven, was zur Zunahme des Korpergewichts bei dem
betreffenden Individuum fihren kann (Rampone und Reynolds, 1991). Erste
tierexperimentelle Studien zum Nachweis einer moglichen Beeinflussung der
nahrungsinduzierten Thermogenese durch Insulin konnten zeigen, dass eine
direkte Injektion des Hormons in das praoptische Areal des Hypothalamus zu
einem dosisabhangigen Anstieg der Kernkorpertemperatur fuhrt, welcher durch
eine Stimulation der Thermogenese verursacht zu sein scheint. Im Bereich des
praoptischen Areals befinden sich temperaturempfindliche Neurone (warme- bzw.
kaltesensibel), die Unterschiede in der lokalen, aber auch der
Hautoberflachentemperatur registrieren kénnen. Durch eine geringe Zunahme der
Temperatur im Hypothalamus, die beispielsweise bei der nahrungsinduzierten
Thermogenese entsteht, kommt es zu einer Zunahme der Entladungsrate dieser
Neurone. Das zentrale Insulin scheint direkt Einfluss auf die Warme-sensiblen
Neurone zu nehmen und es kommt durch Induktion einer Hyperpolarisation zu
einer reduzierten Entladungsrate dieser Neurone. Diese Hemmung der Neurone
im Hypothalamus scheint zur Stimulation der Thermogenese des Fettgewebes zu
fuhren. Eine Weitervermittlung dieser Signale in die Peripherie wird Uber die
Raphekerne im Bereich des Hirnstamms vermittelt. Allerdings zeigte sich in der
Studie auch, dass nicht die Funktion aller Warme-sensiblen Neurone durch die

Insulinapplikation modifizierbar war, sondern nur ein gewisser Teil reagierte. Diese
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Insulin-sensiblen Neurone scheinen aber eine wichtige Funktion fir die Regulation
des Energiehaushaltes und der thermischen Effekte der Nahrungsaufnahme zu
haben und spielen wahrscheinlich auch in der Pathophysiologie der Adipositas
eine wichtige Rolle (Sanchez-Alavez et al.,, 2010). Weitere Hinweise auf eine
zentralnervose Beeinflussung der Thermogenese durch Insulin lieferte eine Studie
von Menendez und Atrens bereits 1991. Sie zeigte, dass die Injektion
verschiedener Insulindosen in den paraventrikularen Hypothalamus von Ratten
dosisabhangig zu einem erhdhten Energieverbrauch fihrt, ein Effekt, den sie
mittels indirekter Kalorimetrie nachwiesen (Menendez und Atrens, 1991).

Ob das Hormon Insulin im Gehirn von Menschen ebenfalls Auswirkungen
auf den Energieumsatz in der Thermogenese hat, sollte in der hier prasentierten
Arbeit weiter untersucht werden. Dabei war eine Untersuchung mittels
Insulinapplikation in den dritten Ventrikel des Gehirns oder eine intravendse
systemische Gabe ausreichend hoher Insulinkonzentrationen aufgrund des
ausgepragten Nebenwirkungspotentials beim Menschen nicht durchfihrbar (Kern
et al., 2000). Eine alternative Untersuchungsmethode ergab sich Uber den in der
Einleitung erlauterten intranasalen Applikationsweg. Im Jahr 2002 konnten Born
und Mitarbeiter zeigen, dass es nach intranasaler Insulingabe zu einem
signifikanten Maximum des Hormons in der Hirnflissigkeit nach ca. 30-40 Minuten
kommt. Diese intrazerebrale Insulinanreicherung zeigte sich dabei vollstandig
unabhangig von den peripheren Seruminsulinkonzentrationen (Born et al., 2002).

In den hier prasentierten Ergebnissen lasst sich direkt nach der
intranasalen Applikation von insgesamt 160 IU Insulin keine Anderung des
Energieumsatzes, gemessen mittels indirekter Kalorimetrie, bei den neunzehn
untersuchten mannlichen Probanden feststellen. Nach Aufnahme der
standardisierten hochkalorischen Flissigkost ergab sich dann aber ein um
durchschnittlich ca. 17 % héherer Energieverbrauch der Probanden in Ruhe nach
intranasaler Insulingabe verglichen mit der Placeboapplikation. Diese Ergebnisse
unterstitzen die Vermutung, dass das Hormon Insulin auch beim Menschen zu
einer zentralnervos vermittelten Stimulation der postprandialen
nahrungsinduzierten Thermogenese fihrt, die Uber eine Beeinflussung der
Warme-sensiblen Neurone des Hypothalamus vermittelt werden konnte. Diese
Stimulation fihrt zu einer Erhéhung der Warmeproduktion bei der

Nahrungsverwertung und vermindert die Bildung von Speicherreserven, zum
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Beispiel im Fettgewebe. Die Regulation der Thermogenese besitzt daher einen
wichtigen Anteill an der Regulation des Energiehaushaltes. Mittels der
Speicherung von Triglyzeriden im weil3en Fettgewebe konnen Zeiten mit
vermindertem Nahrungsangebot Uberstanden werden. Heutzutage ist die
dauerhaft erhdhte Fettspeicherung im Sinne einer Adipositas bei einem Grol3teil
der westlichen Bevoilkerung fir die zunehmende Inzidenz von assoziierten
Erkrankungen wie Typ 2 Diabetes mellitus und Arteriosklerose verantwortlich. Der
hier gemessene erhthte postprandiale Energieverbrauch der Probanden,
verursacht durch die erhohte Insulinsignalwirkung im Gehirn, kdnnte, zusammen
mit der in vorherigen Studien nachgewiesenen reduzierten Nahrungsaufnahme
nach intranasaler Applikation des Hormons (Benedict et al., 2008), ursachlich fur
die bekannte katabole Wirkung des zentralen Insulins sein.

Einen weiteren zentralen katabol wirkenden Mechanismus des Insulins, der
Einfluss auf den Energiehaushalt haben konnte, beschrieb eine deutsche
Arbeitsgruppe um Hennige 2009. Sie zeigten, dass eine intraventrikulare
Insulinapplikation bei norm- und (bergewichtigen Mausen unterschiedliche
Auswirkungen auf die kortikale Aktivitat und die korperliche Aktivitat hatte. Die
Insulinapplikation fuhrte bei den normalgewichtigen Tieren zu einer erhdhten
kortikalen Aktivitat, gemessenen mittels ECoG, wahrend bei den Mausen mit
erhohtem Korpergewicht keine Veranderung der abgeleiteten Potentiale gesehen
werden konnte. Genauso verhielt es sich in Bezug auf die beobachtete korperliche
Aktivitat. Wahrend die Ubergewichtigen Tiere physikalisch inaktiv waren,
reagierten die schlanken Mause nach der zerebralen Insulinerhbhung mit
gesteigerter korperlicher Aktivitat. Diese wurde durch eine Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Aktivitat und eine darauf folgende SchlieBung von
so genannten Kvl.3.-Kaliumkanélen vermittelt (Hennige et al., 2009). Auch eine
vorhergehende Studie konnte zeigen, dass bei Mausen mit verringerter
Insulinwirkung im Hypothalamus die korperliche Aktivitat gegentber einer
gesunden Kontrollgruppe vermindert war (Taguchi et al., 2007).

Trotz der hier prasentierten signifikanten Ergebnisse zur Beeinflussung des
Energiehaushaltes durch Insulin werden weitere Studien zur ldentifizierung der
zentralnervosen Wirkung des Hormons nétig sein, um ein noch genaueres
Verstandnis dieser zentralen Energieregulation des Menschen zu erlangen. In

folgenden zukiinftigen Studien sollte dabei besonderer Wert auf die Messung der
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Kernkorpertemperatur, der Aktivitdt des braunen Fettgewebes und der
Bestimmung relevanter Vitalparameter, wie zum Beispiel Herzfrequenz und
Blutdruck, gelegt werden, um die genauen zentralnervosen

Regulationsmechanismen des Energiehaushaltes besser zu verstehen.

4.2 Beeinflussung des Blutzuckers

Bezlglich der Auswertung der Insulinserumkonzentrationen zeigte sich
direkt nach intranasaler Applikation von 160 IU des Hormons, beginnend um 9.10
Uhr des jeweiligen Versuchstages, und vor Aufnahme der hochkalorischen Kost
ein kurzzeitiger geringer Anstieg der Insulinwerte im Serum der Studienteilnehmer.
Parallel dazu lie3 sich eine geringe Abnahme der Plasmaglukosekonzentrationen
ermitteln, welche jedoch stets innerhalb euglykamischer Werte blieb. Diese
beobachtete Erh6hung des peripheren Insulins im Serum wurde bereits in anderen
vorhergehenden Studien, in denen ebenfalls Insulin intranasal appliziert wurde,
beschrieben (Benedict et al., 2008 und Krug et al., 2010). Da die Dosierung des
intranasalen Insulins mit 160 1U, verglichen mit den verwendeten Dosierungen
dieser vorangegangenen Studien, in der hier prasentierten Arbeit hoéher war,
konnte der gesehene kurzzeitige Anstieg des Seruminsulins durch einen Ubertritt
des intranasal applizierten Hormons Uber die Mukosa der Nasenschleimhaut in die
periphere Zirkulation bedingt sein. Da die unmittelbar nach intranasaler Applikation
gesehene Erhéhung der Insulinserumkonzentration nur sehr kurzzeitig und die
hieraus resultierenden Effekte auf den Blutzuckerspiegel der Probanden nur sehr
gering ausgepragt waren, ist davon auszugehen, dass eine relevante
Beeinflussung der in der Studie nachgewiesenen Steigerung der postprandialen
Thermogenese und des postprandialen Glukosestoffwechsel auszuschlie3en ist.
Dieser Schluss wird zusatzlich unterstitzt durch die Tatsache, dass statistisch
keine signifikante Beziehung zwischen dieser akuten, unmittelbar nach Applikation
aufgetretenen peripheren Insulinerh6hung, und den beobachteten postprandialen

Effekten des Insulins besteht.

Ein bemerkenswertes Ergebnis bezuglich der ermittelten Blutparameter in der
dargestellten Arbeit ist die durch das intranasale Insulin verursachte Reduktion
des postprandialen Seruminsulinspiegels gegentber der Placebobedingung. Trotz

dieser Reduktion des peripheren Insulins war der durch die Nahrungsaufnahme
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der hochkalorischen Flussigkost induzierte Anstieg der plasmatischen
Glukosekonzentration in beiden Bedingungen gleich ausgepragt. Ein signifikanter
Unterschied liel3 sich nicht feststellen. Eine mdogliche Erklarung fir diese
Ergebnisse kdnnte eine durch die intranasale Substitution von 160 IU Insulin
verursachte Beeinflussung der Sensibilitéat peripherer Rezeptoren gegentber dem
Hormon sein. Durch die intrazerebrale Erh6hung des Insulins scheinen geringere
periphere Insulinmengen zur Regulation des Blutzuckerhaushaltes bendtigt zu
werden.

Dass Insulin verschiedene regulatorische zentralnerviose Effekte auf den
Glukosestoffwechsel durch die Beeinflussung hypothalamischer Insulinrezeptoren
ausubt, wurde in mehreren tierexperimentellen Studien nachgewiesen. Bereits
2002 konnte die Forschergruppe um Obici durch Infusion von Insulin in den dritten
Ventrikel von Rattengehirnen zeigen, dass dieses Hormon eine wichtige Funktion
in der Kontrolle der hepatischen Glukoseproduktion auf zentraler Ebene austibt
(Obici et al., 2002b). Weiterfuhrend zeigte die gleiche Forschergruppe, dass eine
selektive Abnahme zentraler Insulinrezeptoren im Hypothalamus von Ratten zu
einer verringerten hepatischen Insulinsensibilitat fihrte, woraus eine signifikante
Erhohung der hepatischen Glukoseproduktion resultierte. Dieser Effekt trat auf,
obwohl die peripheren Insulinkonzentrationen sich nicht von denen gesunder
Kontrolltiere unterschieden (Obici et al., 2002a). Spanswick und seine Mitarbeiter
konnten nachweisen, dass Insulin Uber eine Offnung von ATP-sensiblen
Kaliumkanalen zu einer Hyperpolarisierung Glukose-abhangiger hypothalamischer
Neurone bei normalgewichtigen Ratten, nicht jedoch bei adipdsen Ratten, fuhrt
(Spanswick et al., 2000). Diese durch Hyperpolarisierung entstandenen zentralen
Signale werden anscheinend Uber vagale Efferenzen fortgeleitet und fuhren zu
einer  Verminderung der hepatischen Glukosebereitstellung durch
Glukoneogenese oder Glykogenolyse (Obici et al., 2002a und Pocai et al., 2005).

Einen Hinweis auf die Regulation des Glukosehaushaltes durch zentrales
Insulin beim Menschen erbrachte erst kirzlich der Forschergruppe um Kishore,
welche zeigen konnte, dass durch die orale Gabe des zentral wirksamen
Kaliumkanalagonisten Diazoxid die periphere Glukosekonzentration im Serum um
durchschnittlich 30 % verringert werden konnte. Damit keine Verzerrung durch die
Wirkung von peripherem Insulin auf die Glukosekonzentration auftreten konnte,

wurde die pankreatische Insulinbereitstellung durch Somatostatin unterdrickt.
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass auch beim Menschen durch eine
zentrale Aktivierung der Kaliumkanéle eine Inhibierung der Glukosesynthese in
der Leber moglich ist und dass diese Unterdriickung unabhangig von der
peripheren Insulinfreisetzung des Pankreas funktioniert (Kishore et al., 2011). Eine
entsprechende Wirkung der zentralnervosen Insulingabe im vorliegenden
Experiment ist gut vorstellbar. Allerdings ist die Glukosesynthese in der Leber
beim Menschen fur rund 20-50% des Nuchternglukosewertes im Serum zustéandig
(Roden und Bernroider, 2003), so dass ein Effekt des intranasalen Insulins auf die
Glukoseproduktion zusétzlich von einer verbesserten insulinabhangigen
Verwertung der mit der Nahrung aufgenommenen Glukose unterstitzt worden
sein konnte.

Die Abnahme der postprandialen Seruminsulin-Konzentrationen kdnnte
daruber hinaus von den verminderten postprandialen Serumwerten der freien
Fettsauren profitiert haben. Es ist bekannt, dass freie Fettsauren die
insulinabhangige Aufnahme der Glukose in Muskelzellen beeintrachtigen. Die hier
nachgewiesene Verminderung der freien Fettsduren im Serum nach intranasaler
Insulingabe koénnte also im Sinne eines abgeschwéchten inhibierenden FFA-
Effekts zu einer verbesserten postprandialen Glukoseaufnahme beigetragen
haben (Roden et al., 1996). Dieser Annahme widerspricht allerdings das Ergebnis
einer Studie von Boden, in der dieser zeigen konnte, dass der Einfluss der freien
Fettsauren auf die insulinabhangige Glukoseaufnahme der Muskelzellen ein sehr
langsamer Effekt ist und sich Uber Stunden entwickelt (Boden, 1997). Dartber
hinaus lasst das Fehlen einer signifikanten statistischen Korrelation zwischen dem
Abfall der prandialen freien Fettsduren und der postprandial verringerten
Insulinkonzentration die Beeinflussung des Ergebnisses durch den Abfall der
freien Fettsauren als unwahrscheinlich erscheinen. Schlussendlich ist auch eine
erhohte nicht-insulinabhangige Glukoseaufnahme, wie sie beispielsweise im
Gehirn oder den Erythrozyten stattfindet, als Ursache der verminderten
postprandialen Seruminsulinwerte trotz vergleichbarer Serumglukosewerte
zwischen den beiden Versuchsbedingungen nicht eindeutig auszuschliel3en.

In vorausgegangenen tierexperimentellen Studien zeigte sich, dass die
spezifische Wirkung der hypothalamischen Insulinsignale auf den peripheren
Glukosehaushalt und den Energieverbrauch abhéngig zu sein scheint von den

beeinflussten Neuronen. Lin und Mitarbeiter bewiesen 2010, dass das gezielte
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Ausschalten von Insulinrezeptoren in AgRP-Neuronen zu einer Reduktion der
hepatischen Glukoseproduktion fuhrt, wahrend das Blockieren von Rezeptoren in
POMC-Neuronen eher zu einer gesteigerten hepatischen Glukosebereitstellung
fuhrte (Lin et al., 2010). Wiederum konnte die Forschergruppe um Obici zeigen,
dass es durch eine Reduktion der Insulinrezeptoren im Nucleus arcuatus um 50%
zu einem signifikanten Sensitivitdtsverlust der Leber gegentber Insulin kommt
(Obici et al., 2002b). Hierbei konnte diese Resistenz aber vorrangig durch einen
Rezeptormangel an AgRP-Neuronen, nicht aber an POMC-Neuronen, ausgel6st
werden (Konner et al., 2007). Durch eine generelle Erh6hung der intrazerebralen
Insulinkonzentration via intranasaler Insulingabe, wie in den hier gezeigten
Ergebnissen, ist eine solche Unterscheidung beziiglich der Neurone und der
intraneuronalen Signalwege nicht mdglich. Es werden weitere Studien nétig sein,
um diese spezifischen Unterschiede zwischen hypothalamischen Neuronen
hinsichtlich ihrer hepatischen Kontrollfunktion weiter zu untersuchen. In diesen
Studien ware dabei besonders von Interesse, ob durch das zentrale Insulin
tatsachlich eine  positive Beeinflussung der Sensibilitat  peripherer

Hormonrezeptoren erfolgt.

4.3 Ausblick

Zusammenfassend zeigen die hier prasentierten Ergebnisse, dass das Hormon
Insulin bei gesunden mannlichen Probanden mittels seiner zentralnervosen
Funktion zu einer Steigerung der postprandialen Thermogenese fuhrt und die
Effektivitat der peripheren Glukoseregulation nach Nahrungsaufnahme verbessern
kann. Eine ErhOhung des Insulins im Gehirn scheint also die Fahigkeit des
menschlichen Korpers der Beherrschung der taglich anfallenden Kalorien zu
verbessern (Woods, 1991; Schwartz und Porte, 2005).

Diese Tatsache erlangt insbesondere Relevanz, da das Krankheitsbild des
Typ 2 Diabetes mellitus durch eine Abnahme der peripheren Insulinsensibilitat
verursacht wird. Diese steht im Zusammenhang sowohl mit der gesamten
Korperfettmasse, als auch dem Korperfettverteilungsmuster eines Menschen.
Dabei kommt insbesondere dem viszeralen Fettgewebe eine Schlisselrolle in der
Entstehung der peripheren Insulinresistenz zu. Die weltweit drastisch steigende
Inzidenz des Typ 2 Diabetes mellitus wird hauptséachlich mit der zunehmenden

Haufigkeit schwerer Adipositas erklart (Rother und Brining, 2007). Dass auch die
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zentralnervdose Funktion des Insulins eine entscheidende regulierende Funktion
auf den Kreislauf aus Ubergewicht und peripherer Insulinresistenz darstellt, konnte
durch Kern und seine Mitarbeiter 2003 gezeigt werden, die nachwiesen, dass bei
Ubergewichtigen der Transport des Insulins tber die Blut-Hirn-Schranke gestort ist
(Kern et al., 2003). Daruber hinaus scheint aber nicht nur die verminderte zentrale
Insulinkonzentration, sondern auch eine eingeschrankte zentralnervose Wirkung
bei Ubergewichtigen Individuen vorzuliegen. So fuhrte die Ausschaltung
neuronenspezifischer Insulin-Rezeptoren bei Mausen zu einem adipdsen
Phanotyp und einer erhthten Plasma-Insulin-Konzentration mit gleichzeitiger
Storung der Blutfette (Bruning et al., 2000).

Es besteht bei Adipositas nicht nur das Problem der sich entwickelnden
peripheren, sondern mdglicherweise auch einer zentralen hypothalamischen
Insulinresistenz. Hieraus konnte sich ein moglicher therapeutischer Ansatz Uber
die intranasale Insulinapplikation mit Erh6hung der zentralen Insulinkonzentration
zur Behandlung der metabolischen Erkrankungen ergeben. Die Forschergruppe
um Hallschmid konnte 2004 beweisen, dass eine intranasale Insulingabe von 4 x
40 IU/Tag Uber einen Zeitraum von acht Wochen zu einer Reduktion des
Korperfettgehalts bei ménnlichen Probanden fuhrt (Hallschmid et al, 2004).
Allerdings konnte von der gleichen Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass die
alleinige Erhdéhung der Insulinkonzentration im Liquor bei Ubergewichtigen
Mannern keinen Einfluss auf den Korperfettgehalt hat (Hallschmid et al., 2008).
Diese Ergebnisse unterstitzen die Vermutung, dass eine zentrale Insulinresistenz
mitursachlich fur die Entstehung von Adipositas und Typ 2 Diabetes mellitus sein
konnte.  Weiterfuhrende  Studien  werden nétig sein, um  diese
Resistenzmechanismen zu verstehen und aus diesen Erkenntnissen mdgliche
therapeutische Anséatze zur Pravention und Behandlung dieser Erkrankungen zu
entwickeln.
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5. Zusammenfassung

Metabolische Erkrankungen sind in zunehmendem Mal3e ein grol3es weltweites
Gesundheitsproblem. Um ihrer steigenden Pravalenz entgegen wirken zu kénnen
wird es immer wichtiger die Regulation des Energiehaushaltes des Menschen zu
verstehen. In tierexperimentellen Studien konnte dem Insulin eine entscheidende
Rolle in der zentralnervosen Regulation des Energiehaushaltes zugewiesen
werden. Ziel dieser Arbeit war es daher, die zentralnervésen Effekte von Insulin
auf den postprandialen Energieumsatz und den Glukosestoffwechsel des
Menschen zu untersuchen.

In einer doppelblinden, placebo-kontrollierten, randomisierten Studie
wurden an zwei Versuchstagen 19 mannliche, normalgewichtige Manner (18-26
Jahre) untersucht, denen 160 IU Insulin intranasal appliziert wurden. Die Effekte
auf den Energieumsatz wurden mittels indirekter Kalorimetrie und durch die
Bestimmung der peripheren Blutkonzentrationen von Insulin, Glukose, C-Peptid
und freien Fettsduren vor und nach Insulingabe, sowie vor und nach Aufnahme
einer hochkalorischen Trinkkost (900 kcal) untersucht.

Es zeigte sich, dass der postprandiale Energieverbrauch der Probanden
nach Insulingabe signifikant héher war als nach der Placeboapplikation. Des
Weiteren ergaben sich nach Applikation des Hormons postprandial erniedrigte
Konzentrationen von Insulin und C-Peptid, wobei gleichzeitig die peripheren
Glukosekonzentrationen in beiden Bedingungen (Insulin vs. Placebo) nach
Nahrungsaufnahme vergleichbar waren. Zuséatzlich fihrte das Insulin zu einem
kurzzeitigen Abfall der postprandialen Serumkonzentration der freien Fettsauren.
Diese Ergebnisse deuten an, dass durch eine Erhdhung der zentralnervésen
Insulinkonzentration die postprandiale Thermogenese stimuliert und so der
Energieumsatz gesteigert werden kann. Auferdem scheinen nach intranasaler
Applikation niedrigere periphere Insulinkonzentrationen zur Kontrolle des
Glukosehaushaltes benétigt zu werden, was eine Verbesserung der
postprandialen peripheren Insulinsensitivitat anzeigen koénnte. Aus diesen
Resultaten lasst sich die Relevanz des Hormons Insulin fur die zentralnervose
Regulation des Energiehaushaltes beim Menschen erschlie3en, aber es werden
weitere Studien nétig sein, um hieraus maogliche therapeutische Ansétze zur

Pravention und Behandlung metabolischer Erkrankungen entwickeln zu kénnen.
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Versuchsprotokoll

17:00 Uhr am Vortag des experimentellen Tages

Vom Vortag bis zum Beginn des Experiments mussen die Probanden folgende

Bedingungen einhalten:

e Ab 16:00 Uhr keinen Sport austben.

e Ab 16:00 keinen Alkohol und keine koffeinhaltigen Getranke trinken.

e ab 20:00 Uhr nichts mehr essen.

e nachts ist nur noch das Trinken von Wasser erlaubt.

e spatestens um 23:00 Uhr ins Bett gehen und um 06:00 Uhr am
Experimentaltag aufstehen.

e Am Morgen des Experiments nicht mit dem Fahrrad kommen!!!

07:00 Uhr

1) Ankunft des Probanden

Datum
Ankunft : (Uhr)
Proband

Wie hast du letzte Nacht geschlafen?

Wann bist du heute Morgen aufgestanden?

Hast du die letzten 12 h Alkohol oder koffeinhaltige Getranke zu dir

genommen?

Versuchstag : Tag 17 Tag 2 |

Letzte Mahlzeit : (Uhrzeit)

Gewicht (Blase entleeren): (kg) Grole: (m) Alter
(Jahre)

2) Proband soll auf die Toilette gehen
3) Proband legt sich ins Bett. Uhrzeit: Uhr
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4) Vendsen Zugang legen.

07:30 Uhr

1) Raumtemperatur: °C (Temperaturmesser liegen im Hs 13).
2) Viscale 1; SSS (Stanford-Schlafrigkeitsskala)

08:00 Uhr

1) Viscale 2; SSS 2

2) Blutabnahme -1
DANACH : Bioimpedanzanalyse

08:20 Uhr

1) KALORIMETER JETZT KALIBRIEREN!
2) Haube aufsetzen.

08:30 — 09:00 Uhr

Indirekte Kalorimetrie

Probandencode

Versuchsdatum
Uhrzeit : 08:30 Uhr
Tag 1iTag 2f

Zeit VCo2 (ml) VO2 (ml) RQ EE

1 min

2 min

3 min

4 min

5 min

6 min

7 min

8 min

9 min

10 min

11 min

12 min

13 min

14 min

15 min

16 min

17 min

18 min
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19 min

20 min

21 min

22 min

23 min

24 min

25 min

26 min

27 min

28 min

29 min

30 min

09:00 Uhr

Blutabnahme 0 :

09:10 Uhr

INTRANASALE INSULINAPPLIKATION

1 Hub alle 2 Minuten; Proband soll im Bett liegend den Kopf tGberstrecken

09:40 Uhr

Blutabnahme 1 :

09:45 Uhr

Indirekte Kalorimetrie

10:15 Uhr

1) Viscale 3; SSS 3

2) zwischen 10:16 — 10:18 Uhr Beginn
600 ml per os Fresubin Energy Drink = 900 kcal.

Trinkrate: 20 ml jede Minute Uber insgesamt 30 Minuten = benutze 20 ml
Medibecher

3) Blutabnahme 2 (10:20 Uhr):
4) Blutabnahme 3 (10:30 Uhr):

5) Blutabnahme 4 (10:40 Uhr):
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10:45 Uhr

Indirekte Kalorimetrie

11:15 Uhr

1) Glas Mineralwasser ~ 150 ml
2) Viscale 4; SSS 4

ca. 11:30 Uhr

Blutabnahme 5

11:45 Uhr

Indirekte Kalorimetrie

12:15 Uhr

1) Glas Mineralwasser ~ 150 ml
2) Viscale 5; SSS 5

ca. 12:30 Uhr

Blutabnahme 6

12:45 Uhr

Indirekte Kalorimetrie

13:15 Uhr

1) Glas Mineralwasser ~ 150 ml
2) Viscale 6; SSS 6

ca. 13:30 Uhr

Blutabnahme 7

13:45 Uhr

Indirekte Kalorimetrie

14:15 Uhr

1) Glas Mineralwasser ~ 150 ml
2) Viscale 7; SSS 7
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ca. 14:30 Uhr

Blutabnahme 8:

14:45 Uhr

Indirekte Kalorimetrie

15:15 Uhr

1) Glas Mineralwasser ~ 150 ml
2) Viscale 8; SSS 8

ca. 15:55 Uhr

Blutabnahme 9

Besondere Vorkommnisse? Irgend etwas zu vermerken?:

Frage den Probanden, was er glaubt genommen zu haben (Kreuzchen): Insulin
Placebo

Ist Ihnen irgendetwas aufgefallen (z.B. fuhlte mich kluger, fitter, aufmerksamer, gut
gelaunter, matt, usw.)?
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