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Einleitung

1. Einleitung und Stand der Forschung

Schlaf ist ein Grundbedirfnis des Menschen. ObwlehiMensch ein Drittel seines Lebens
schlafend verbringt, ist seine Funktion immer nochstritten und nur in Ansatzen ver-
standen. Mittlerweile wird Schlaf nicht nur als pi@er Zustand der Erholung aufgefasst,
sondern als adaptiver plastischer Prozess der thogmj immunologischen und metaboli-
schen Gedachtnisbildung. So verstarkt Schlaf Zli@Antikdrperantwort nach einer Hepa-
titis A-Impfung (Lange et al., 2003). Der Einfludes Schlafes auf die Konsolidierung
kognitiver Gedachtnisinhalte ist vielfach belegtip@li, 1995, Plihal und Born, 1997,
Walker und Stickgold, 2004, Diekelmann und Bornl@0

Dem hypothalamisch exprimierten Neuropeptid Hyptierg, das im Tierversuch die Ak-
tivierung und Nahrungsaufnahme steigert, wird gegetig eine grof3e Bedeutung als
Mittler zwischen Schlaf-Wach-Regulation und met@&mdlen Vorgangen zugeschrieben.
Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung vogpdcretin-1 auf Schlafarchitektur,
Essensaufnahme und metabolische Parameter. Belvdreadragestellung genauer einge-
gangen wird, folgt zunachst ein Uberblick Gber #ggocretinsystem, seine Wirkungen

auf Schlaf und Metabolismus sowie deren Interaleion

Hypocretin-1 entfaltet seine Wirkungen vorwiegemdzentralen Nervensystem. Die intra-
nasale Gabe von Hypocretin-1 stellt einen elegambeheffektiven Weg zur Beeinflussung
des Hypocretinsystems dar, auf den im letzten deil Einleitung genauer eingegangen

wird.

1.1. Das Hypocretinsystem
1.1.1. Entdeckung und Molekulstruktur

Im Jahr 1998 entdeckten de Lecea und seine Mitarbdiei der Suche nach neuen Hor-
monen mit Einfluss auf die Gewichtsregulation urahNingsaufnahme im Hypothalamus,
ein neues Praprohormon mit struktureller Ahnlichkei dem gastrointestinalen Hormon
Sekretin (de Lecea et al., 1998). Sie nannten &grélmypocretin und die aus ihm entste-
henden Peptide Hypocretin-1 und Hypocretin-2. Noe® Monat spater entdeckten Yana-

gisawa und Mitarbeiter (Sakurai et al., 1998) aaf &uche nach Liganden fir einen
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Orphan-G-Rezeptor zwei Peptide, die sie aufgrumeribppetitsteigernden Wirkung bei
zentraler Applikation im Tiermodell Orexin A und &in B (nach dem griechischen Wort
orexis = Appetit) nannten. Seitdem findet man inldeeratur die Namen Orexin A/B bzw.

Hypocretin-1/2 fur ein und dasselbe Hormon.

Hypocretin-1 besteht aus 33 Aminosauren und habMeailekulargewicht von 3562 Dalton
(Da.). Es hat einen N-terminalen Polyglutamyl-R€sterminal eine Amidation und ent-
halt zwei Disulfitbriicken. Das schwéacher wirksamgoétretin-2 ist mit 28 Aminoséauren
etwas kirzer und enthélt keine Disulfitbricken. Auwtas Hypocretin-2 besitzt eine C-
terminale Amidation und hat ein Molekulargewichinv@937 Da. Beide gehen aus dem
Praprohypocretin hervor. lhre Aminosauren-Sequémns zu 46% Uberein (Sakurai et
al., 1998). Mittlerweile wird das Hypocretinsystenit vielen verschiedenen neurophysio-
logischen Prozessen in Verbindung gebracht. So semde Rolle in Bezug auf Vigilanz,
Nahrungsaufnahme, Emotionen und Suchterkrankungenseht. Auch wurde ein defi-
zientes Hypocretinsystem als Ursache der Narkaegsideckt.

1.1.2. Die Hypocretin-Rezeptoren und ihre Verteilung inS&ZN

Mit der Entdeckung von Hypocretin-1 und 2 entdeck&akurai und seine Mitarbeiter
auch die zwei Hypocretin-Rezeptoren Hcrtl und HcBi2 gehéren zu der Gruppe der G-
Protein gekoppelten Orphan-Rezeptoren und haben grio3e Ahnlichkeit mit anderen
Neurorezeptoren wie z. B. den Rezeptoren von Neytogh Y (NPY) und Thyreotropin
Releasing Hormon (TRH). Die Aminosaurensequenzrstifmei Hertl und Hcert2 zu 64 %
Uberein. Der Hcrtl-Rezeptor hat eine 2 bis 3-fatheine Affinitdt zu Hypocretin-1 als zu
Hypocretin-2. Der Hcrt2-Rezeptor hingegen bindepétyetin-1 und 2 mit gleicher Affi-
nitdt. Die Aminosaurensequenz von Hypocretin-Rezept in Ratte und Mensch stimmt
zu 94 % bei dem Hcrtl-Rezeptor und zu 95 % bei Hen2-Rezeptor tUberein, was zeigt,
dass die Rezeptorgene Uber Speziesgrenzen hoocbrkienssind (Sakurai et al., 1998).

Mit Hilfe von In-situ-Hybridisierung gelang es, dierschiedenen Verteilungsmuster der
m-RNA (messenger ribonucleic acid) der Hypocreter&ptoren 1 und 2 zu analysieren.
Die zwei Hypocretin-Rezeptortypen zeigen eine erdteh unterschiedliche Verteilung im

ZNS. Schon im Hypothalamus, der die hdchste Dieménypocretinergen Neuronen be-

sitzt, zeigt sich ein differenziertes Verteilungstan. Eine hohe Anzahl an Hcrtl-
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Rezeptoren befindet sich im Nucleus ventromediddisvas geringere Konzentrationen
zeigen die Nuclei preoptici, lateroanteriore undgsdmediale Nuclei sowie die Area hypo-
thalamica posterior. Hcrt2-Rezeptoren werden vagese im Nucleus paraventricularis
exprimiert. Niedrigere bis mittlere Mengen befindgoh im Nucleus ventromedialis und
dorsomedialis und in der Area hypothalamica laienahd posterior (Trivedi et al., 1998,
Marcus et al., 2001). Bemerkenswert ist hier darkst Unterschied in den Verteilungs-
mustern von Hcrtl- und HcrRezeptoren im Nucleus ventromedialis und im Nucleus
paraventricularis. Die Nuclei paraventricularishiremedialis und arcuatus gehéren zu
den Sattigungszentren im Hypothalamus und hemmemNdhrungsaufnahme. Dem ge-
genuber steht der laterale Hypothalamus als Huegetmm, der die Nahrungsaufnahme
stimuliert. So fiihren bei Ratten Lasionen des medidlypothalamus zu starkem Uberge-
wicht und Lasionen des lateralen Hypothalamus zooréxie. (Levitt und Teitelbaum,
1975). Die differenzierte Verteilung von Hcrtl- uHdrt2-Rezeptoren in diesen Regionen
spricht fur eine Beteiligung des Hypocretinsysteamsder Regulation der Nahrungsauf-

nahme.

Auch aul3erhalb des Hypothalamus sind Hypocretiptezen in vielen Regionen des Ge-
hirns nachweisbar. Die m-RNA von Hypocretinrezeptowurde in Regionen, wie dem
cerebralen Kortex, dem Hippocampus, dem Nucleuaveatricularis des Thalamus, den
dorsalen Raphe-Kernen und dem Locus coeruleusaktfMarcus et al., 2001, Trivedi et
al., 1998). Hippocampus und basale Strukturen de$eK sind Regionen, die bekannter-
mal3en wichtig sind fur Lernprozesse, Aufmerksamited Emotionen (McGhaugh et al.,
1996). Weitere Einblicke erlaubt die Beobachtung \ypocretinrezeptor-Knock-out-
Mausen. Hcrtl-Rezeptor Knock-out-Mause haben ridnte Stérungen des Schlaf-Wach-
Rhythmus. Hcrt2-Rezeptor Knock-out-Mause hingegagen einen narkoleptischen Pha-
notyp mit schwerwiegender Beeintrachtigung des &edéMach-Rhythmus. Folglich
scheint der Hcrt2-Rezeptor in der Regulation ddda&aVach-Rhythmus eine weit grol3e-
re Rolle zu spielen als der Hcrtl-Rezeptor, auchnmglause, denen beide Rezeptoren
fehlen, noch schwerere Stérungen des Schlaf-WagthRius aufweisen, als wenn nur der
Hcrt2-Rezeptor ausgeschaltet wird (Willie et abQ2 und 2003).



Einleitung

1.1.3. Projektionen hypocretinerger Bahnen im ZNS

Mithilfe immunhistochemischer Techniken gelang dis, Verteilung hypocretinerger Fa-
sern im Gehirn ndher zu untersuchen. HypocretinsBiggone kommen ausschlief3lich im
dorsalen und lateralen Hypothalamus vor, Regiodienhekanntermalf3en fur die Steuerung
der Nahrungsaufnahme und des Energiehaushaltesigvisthd (Sarkurai et al., 1998, de
Lecea et al., 1998, Woods et al., 1998). Die Axdeehypocretinergen Neurone strahlen
in sehr viele Bereiche des Gehirns, wie in denlraten Kortex, den Thalamus, den Hy-

pothalamus oder in den Hirnstamm aus und habeinfaser exzitatorische Wirkung.

Eine hohe Dichte an hypocretinhaltigen Fasern k®mmonaminergen Zentren wie dem
Locus coeruleus (Noradrenalin) und den Raphe-Ke(8enotonin) nachgewiesen werden
(Peyron et al., 1998, Date et al., 1999, Hagarl,ef1999). Serotinerge und noradrenerge
Systeme spielen unter anderem eine wichtige Relldbwegung, Vigilanz und der Kon-
trolle des Muskeltonus. (Jacobs, 1991, Kiashchestkal., 2001). Weitere Projektionen
befinden sich im Nucleus suprachiasmaticus, einéchtigen Taktgeber des Schlafrhyth-
mus, und im Nucleus arcuatus, in dem Leptin unde®@hmwichtige Wirkungen auslésen
(Woods et al., 1998, Green et al., 2007). Im Nuglercuatus haben hypocretinerge Neu-
rone auch Kontakt zu Neuropeptid Y (NPY)-haltigeaukbnen, die appetitstimulierende
Wirkung haben (Horvath et al., 1999). Uber den alers motorischen Vagtksern hat das
Hypocretinsystem Einfluss auf die Regulation votoaamen Kdorperfunktionen (Peyron
et al., 1998, Date et al., 1999).
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1.2. Die Rolle des Hypocretinsystems in Schlaf-Wach-Ragun und Metabolismus

1.2.1. Die physiologischen Wirkungen von Hypocretin adfi&ewach-Rhythmus und
Aktivierung

Der Schlaf-Wach-Rhythmus des Menschamterliegt einer 24-stindigen Periodik, die
durch den Nucleus suprachiasmaticus des Hypothalageneriert wird (Green et al.,
2007). Ca. ein Drittel des Tages verbringt der Mbns Schlaf. Der Schlaf ist dabei kein
einheitlicher Prozess. Durch Erfassung der elaltida Hirnaktivitat (Elektroenzephalo-
gramm, EEG), der elektrischen Muskelaktivitat (Eleknyogramm, EMG), sowie Regist-
rierung der Augenbewegungen (Elektrookulogramm, EQ@nannt Polysomnographie,
l&sst sich der Schlaf nach Rechtschaffen und KA4R&8) in funf Stadien einteilen. Beur-
teilt werden jeweils Epochen von 30 Sekunden Lange.

Charakteristisch fur den Wachzustand ist eine EE€spienz von 8 bis 13 Hz mit recht
flacher Amplitude, auch Alpha genannt. Die Ampliéudes EMG ist dabei relativ hoch,
und es kbénnen meist schnelle Augenbewegungen batebacerden. Bei Eintreten in das
Schlafstadium 1 verlangsamt sich die Frequenz d&&SsEauf Werte zwischen 2 bis 7 Hz.
Die Amplitude des EMG ist niedriger als im Wachaust, und es treten rollende Augen-
bewegungen auf. Charakteristisch fir das Stadigm® Schlafspindeln und K-Komplexe.
Der Muskeltonus im EMG nimmt gegenuber dem Stadiumeiter ab. Stadium 1 und 2
werden als leichter Schlaf bezeichnet. In den lreldefschlafstadien 3 und 4, auch Slow-
Wave-Sleep (SWS) genannt, zeigen sich langsame-Dé&dtlen. Bestehen 20 bis 50 %
einer Epoche aus Deliellen, liegt Stadium 3 vor. Sind es mehr als 50 die Epo-
che dem Stadium 4 zugeordnet. In den Tiefschlatstadird die Amplitude des EMG
noch niedriger und es treten keine AugenbeweguagérDie Stadien 1 bis 4 werden auch
als ,non-rapid-eye-movement-sleep” (NREM-Schlafgdiehnet. Das wichtigste Kriteri-
um fir ,rapid-eye-movement-sleep” (REM-Schlaf) sitié schnellen Augenbewegungen
im EOG. Des Weiteren zeigt sich eine gemischte,hdacliche EEG-Aktivitat vorwie-
gend in einer Frequenz von 2 bis 7 Hz. Auch Alphelléh konnen auftreten. Die Ampli-

tude des EMG ist hier niedriger als in allen ande3ehlafstadien.

In der Nacht kommt es 4 bis 6-mal zur periodisctWéaderholung von ca. 90-minttigen
Zyklen, bestehend aus NREM- und REM-Schlaf. Dabeirnwiegt in der ersten Nachthalf-
te der SWS und in der zweiten Nachthalfte der REWKS. In Abbildung 1 ist exempla-
risch ein moglicher Ablauf der Schlafstadien dargjés
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Schlafstadien
Wach 4= —
REM <+
I +
II 1
II1 4+
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f I ] ] t } I } ]
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Stunden Schlaf

Abb. 1: Beispielhafter Ablauf der Schlafstadien

Mehrere Studien beschreiben ein charakteristisehikadianes Aktivitatsmuster des Hy-
pocretinsystems. Bei Ratten korreliert die Fos-Egpion (ein Marker neuronaler Aktivi-
tat) in hypocretinergen Neuronen positiv mit der dMzeit und negativ mit REM- und
NREM-Schlaf (Estabrooke et al., 2001). Die Untehauy des Hypocretinspiegels im Li-
guor von Affen ergibt ein &hnliches Bild: die hdtgrs Konzentrationen wurden am Ende
der Wachperiode und die niedrigsten nach AbschdessSchlafperiode gemessen (Zeitzer
et al., 2003). Fur eine wachheitsfordernde Wirkuag Hypocretin sprechen auch experi-
mentelle Studien. Verabreicht man Ratten zentrgdddyetin-1, reagieren sie mit verstark-
ter Wachheit, und es kommt zu einer Unterdrickumg REM- und NREM-Schlaf (Hagan
et al., 1999). Passend zu diesen Ergebnissen kemeeStudie an Ratten, Menschen und
Hunden zeigen, dass die Gabe von Hcrtl- und Hcr2ad@onisten zu verminderter Auf-
merksamkeit und Bewegung, gesteigerter Mudigkedt vermehrtem REM- und NREM-
Schlaf fuhrt (Brisbare-Roch et al., 2007).

Narkolepsie

Wie wichtig das Hypocretinsystem flr die Regulattes Schlaf-Wach-Rhythmus ist, ver-
deutlicht die Klinik der Hypocretin-MangelerkranlgiiNarkolepsie. Neben einer starken

chronischen Mudigkeit, die oft zu Schlaf in ungeltesl Situationen fiihrt, treten Anfalle
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mit plotzlichem Verlust des Muskeltonus mit Bewegsunfahigkeit auf. Diese sogenann-
ten Kataplexien ereignen sich bei voll erhaltenesw@sstsein, dauern einige Minuten und
werden meist durch starke Emotionen wie Lachen et des Betroffenen ausgelost.
Viele der Betroffenen leiden zusatzlich unter aagétiten hypnagogen Halluzinationen.
Ebenfalls auffallig sind die verkiirzte Einschladiaz und der sehr schnelle Ubergang in
den REM-Schlaf (Siegel, 2003). Die Kataplexien el Halluzinationen sind méglicher-
weise in den Tag verschleppte REM-Schlaf-Anteile,imt REM-Schlaf Halluzinationen
und ein Verlust des Muskeltonus physiologisch varkten. Scheinbar verursacht der
Mangel an Hypocretin eine starke Instabilitdt dehl&f-Wach-Regulation mit schnellen

Sprungen zwischen den verschiedenen Zustanden.

Die Erkrankung Narkolepsie wurde als erstes vor7 A& Westphal beschrieben und hat
eine Pravalenz von 25 bis 50/100.000 Einwohner (Masind Neumann, 2007). Lange
war die Pathogenese der Erkrankung ungeklart. Ektdeurde der Zusammenhang zwi-
schen Hypocretinmangel und Narkolepsie, als digp@@wm Yanagisawa eine Préaprohy-
pocretin-Knock-out-Maus kreierte. Bei der Beobaoltihres Verhaltens entdeckten sie
immer wieder auftretende Perioden von plétzlichmaktivitat. Nachdem viele andere Ur-
sachen ausgeschlossen wurden, kamen sie zu dems§ctbss sie eine narkoleptische
Maus kreiert hatten, die immer wieder Phasen vamaglexie und Schlaf zeigte (Chemelli
et al., 1999). Im gleichen Jahr entdeckte einedransgsgruppe um Mignot, dass narkolep-
tische Hunde eine Mutation des Hcrt-2-Rezeptor-Garigeisen (Lin et al., 1999). Ursa-
che der Narkolepsie beim Menschen ist der Untergiarghypocretinergen Neurone im
lateralen und posterioren Hypothalamus. Mutatiotes Hypocretinsystems spielen dabei
keine Rolle. Thannickal et al. konnten nachweiskass die Anzahl der Hypocretinneurone
in Hirnen von Narkoleptikern um 85 bis 95 % niedrigst als im Hirn von Gesunden. Di-
rekt benachbarte MCH-Neurone (MCH = Melanin-conainig hormone) waren in ihrer
Anzahl nicht reduziert. (Thannickal et al., 200D)e Hypocretinkonzentration im Liquor
ist bei sehr vielen Narkoleptikern gegentiber Gesnrgtark bis nicht mehr nachweisbar
erniedrigt. (Ripley et al., 2001, Nishino et alg02, Kanbayashi et al., 2002). Es besteht
eine starke HLA-Assoziation (human leukocyte amté)e 85 bis 95 % der Narkoleptiker
mit Kataplexien sind Trager des HLA Typs DQB1 0682r nur bei 24 % der Gesunden
nachweisbar ist (Oelerup et al., 1990, Mignot et H97). Diese starke Assoziation legt
den Verdacht einer autoimmunen Genese der Narkelapbke. Bisher konnte jedoch noch

kein spezifischer Antikérper ausfindig gemacht vesrd



Einleitung

Narkoleptiker zeigen metabolische Auffalligkeitdn. mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass ihr BMI signifikant erhoht ist, mégkeweise infolge reduzierter korperli-
cher Aktivitat (Schuld et al., 2000, Dahmen et 2001, Kok et al., 2003). Eventuell tragen
auch die deutlich erniedrigten Leptinspiegel vomkeéepsiepatienten zur Entwicklung des

Ubergewichts bei (Kok et al., 2002).

Die Therapie der Narkolepsie ist aul3erst schwidfigle der verwendeten Medikamente
haben starke Nebenwirkungen, und die Lebensquadit@uch bei optimaler Einstellung

mit den bekannten Medikamenten oft eingeschrankt.Behandlung der Tagesmudigkeit
werden wach machende Medikamente wie ModafinilyiNisa-Oxybat oder Amphetamine

wie Methylphenidat eingesetzt. Mit selektiven Senit Reuptake Inhibitoren (SSRI) wie
Fluoxetin wird versucht, die Kataplexien zu verngnd (AWMF online, 2008). Bei narko-

leptischen Hunden und Mausen konnte gezeigt wenthss die Applikation von Hypocre-

tin einen positiven Einfluss auf Kataplexie und d&ehlaf-Wach-Rhythmus hat (John et
al., 2000, Mieda et al., 2004). Auch beim Mensck@&mte in Zukunft die Substitution von

Hypocretinen eine effektive Behandlungsmdoglichlkdet Narkolepsie darstellen (Siegel,
2003).
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1.2.2. Die physiologischen Wirkungen von Hypocretin aufainelische Parameter

Die Energiehomoéostase des Koérpers unterliegt éiaemplexen Regulation. Nur so ist es
dem Korper moglich, das Korpergewicht tGber Jahnmestant zu halten. Dabei wird ver-
sucht, die Nahrungsaufnahme dem aktuellen Enendieuech anzupassen. Sofern dies
nicht moglich ist, und die aufgenommene Energieraathgn Verbrauch utber- oder unter-
schreitet, entstehen anabole bzw. katabole Singtioin denen der Korper die Energie-
speicher auffullt oder entleert. Eine der zentradRaygelgrofRen ist Glukose. Der Kérper
versucht, den Glukosespiegel in engen Grenzen &onzt halten. Es ist gut belegt, dass
Schwankungen der Glukosekonzentration Hunger vachen bzw. ihn vermindern (Me-
lanson et al., 1999, Schultes et al., 2003). BerEd5 postulierte Mayer, dass Glukose-
konzentrationen Einfluss auf die Regulation derMaggsaufnahme haben, und begrindete
damit die glukostatische Theorie der Regulation Mahrungsaufnahme (Mayer, 1955).
Eine gro3e Rolle in der Regulation des Glukoselddteshbesitzt bekanntlich das pankrea-
tische Hormon Insulin. Neben den peripheren Wirlamguf die Glukoseutilisation tber-

windet Insulin die Bluthirnschranke und entfaltigt) dort im ZNS anorexigene Effekte.

Ein weiteres anorexigenes Hormon in der RegulalemEnergiehomoostase ist Leptin. Es
wird proportional zur Fettmasse von weilRen Fettreiezerniert und meldet, nach Uber-
windung der Bluthirnschranke, den Fullungszustaedpperer Energiespeicher an das
ZNS (vgl. lipostatische Theorie von Kennedy, 1993%r Verdacht, dass eine gestorte
Leptinproduktion eine Rolle in der PathogeneseAtBpositas besitzt, konnte nicht besta-

tigt werden. Menschen mit Adipositas haben sogér $®he Leptinspiegel, die aber

scheinbar von den zentralen Regulationszentrent michiig prozessiert werden kénnen

(Zhang et al., 1994, Considine et al., 1996, Schwaal., 2000). Die Mechanismen dieser
Leptinresistenz sind derzeit Gegenstand intendtfeeschung. Es gibt Hinweise, dass das
Hypocretinsystem in der Lage ist, die Leptinresistpositiv zu beeinflussen (Funato et al.,
2009).

Eine zentrale Rolle bei der Regulation der Enemiebostase spielt der laterale und
ventromediale Hypothalamus (Schwartz et al., 20P0)iesen Regionen erfolgt die Regu-
lation der Nahrungsaufnahme durch das ZusammengpieHormonen, Energiesubstra-
ten, Neurotransmittern und autonomen Nervenfadezptin, Insulin und das orexigene
Hormon Ghrelin, das Uberwiegend aus dem Magen komagulieren die Aktivitat des

Nucleus arcuatus des medialen Hypothalamus. Lepthinsulin inhibieren Neurone des
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Nucleus arcuatus, die NPund Agout-related-peptidéAgRP) enthalte, und stimulieren
Neuronedie Proopiomelanocortin (POMC) uiCocain and Mmphetamir-related Transsc-
ripts (CART) enthalter{Neurone 1. Ordnun. Ghrelin hat den gegenteiligen Effektie
Neurone des Nucleus ardus projizieren u.a. in den lateralen Hypothalamin diesem
werden die Signale der NPY/Ag- und POMC/CARTNeurone dann gemeinsam 1
Umweltfaktoren und anderen endokrinen Signalenriseret und aktivieren oder hemm
Neurone 2. Ordnundiese enthalin neben Hypocretin (Hcrt) audiCH und Corticotro-
pin-releasing hormone (CRHSie fuhren zu einendem aktuellen Bedarf angepass
Verhalten bezuglich Nahrungsaufnahme, Aktivitatd Wiigilanz (Morton et al., 200¢
Adamantidisund de Lecea 20).

{ Nahrungsaufinahme
71
\\
( LH Neurone
L Hert, MCH, 2.0rdnung
CRH. .. Y
A A
( NAC w Neurone
POMCY/ | NPY/ 1.Ordnung
LH NAC NVM CART | AgRP
T T — inhibitorisch
—> exzitatorisch
Leptin  Ghrelin

Abb. 2: Darstellung einer Lateralansicht (a) und eines Karschnitts (b) durch das Hirn einer Ratte-
zeigt wird der laterale Hypothalamus (LH), der Nudd arcuatus (NAC) und der Nucleus ventromed
(NVM). In der VergroRBerung: Ingration des Hypocretinsystems in die RegulationNinrungsaufnahn.
Bearbeitet und stark erweiterach Kishi und ElImqui, 2005.

Wie beeinflusst Hypocretin nun die Nahrungsaufnabma den EnergieverbraucVerab-
reicht man Ratten zentrélypocretir-1, reagieren sie mit gesteigerter Nahrungsaufni
(Sakurai et al., 199&/amanaka eal., 1999, Edwards et al., 199®assend zu dieser o-
bachtung wird die Nahrungsaufnahme von Ratten mantraler Applikation von Hypoe-
tin-Antikdrpern signifikant untertickt (Yamada et al., 2000). Auch gegensatzlictiekit
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sind beschrieben. Rhesus-Affen reagieren auf denthgpocretin-1-Gabe mit einer redu-
zierten Nahrungsaufnahme (Remsey et al., 2005mMiich fihren hohe Hypocretinspie-
gel auch indirekt Uber gesteigerte Wachheit undneérte Bewegung zu gesteigerter Nah-
rungsaufnahme. Ratten reagieren z. B. auf ein vetenies Nahrungsangebot und Hunger
mit erhohter Vigilanz und langeren WachperiodendBeerhéhen die Wahrscheinlichkeit,
Nahrung zu finden (Challet et al., 1997). Diesesghdlen ist bei transgenen Mausen ohne
hypocretinerge Neurone nicht vorhanden, was zdags das Hypocretinsystem nétig ist,
um das Verhalten einem unterschiedlichen Nahrungs@ot anzupassen (Yamanaka et al.,
2003).

Uber die Stimulation kortikaler Aktivierung und ki@rlicher Bewegung sowie des Sympa-
thikus ist das Hypocretinsystem in der Lage, deer§ieverbrauch zu steigern. So lasst
sich erklaren, warum eine Hypocretingabe zwar nereSteigerung der Nahrungsaufnah-
me, nicht aber zu einer Steigerung des Korpergedwvicinrt, und Mause nach Ablation der
Hypocretinneurone trotz Hypophagie unter Adiposiggden (Yamanaka et al., 1999, Hara
et al., 2001).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass das Hypogstam Einfluss auf die Regulation des
sympathischen Nervensystems hat. Ratten reagierfeneatrale Hypocretingabe mit er-
hohtem Blutdruck und gesteigerter Pulsfrequenzs®iEffekte konnen durch die Gabe
von a- und B-Adrenorezeptorblockern aufgehoben werden (Shiesdlal., 1999). Auch
die Feststellung, dass Mause ohne hypocretinergeoNe einen 10-15 mmHg niedrigeren
Blutdruck haben, legt dies nahe (Kayaba et al.32@0ang et al., 2006).

Es gibt viele weitere Hormone und Neuropeptide, Eiefluss auf die Regulation der
Energiehomoostase haben. Eine detaillierte Dausiglaller Mechanismen ist im Rahmen
dieser Arbeit nicht méglich. Hier soll nur auf d#lle des Hypocretinsystems und auf die
wichtigsten metabolischen Parameter eingegangemenerFir weitere Informationen

muss auf den Ubersichtsartikel von Morton et 2006) verwiesen werden.

Hypocretin fungiert moglicherweise auch als einmanier Sensor metabolischer Vorgange,
der Veranderungen registriert und sie beeinflidshrere Studien weisen auf eine direkte
Aktivierbarkeit des Hypocretinsystems durch niedrigeptin- und Glukosespiegel und
hohe Ghrelinspiegel hin, wie sie nach Nahrungskaran beobachten sind (Burdakov,
2005 und 2006, Sakurai, 2007). So ergab die Blatsathung von fastenden Probanden
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erhohte Hypocretin-1- und erniedrigte Leptinspiede in negativer Korrelation zueinan-
derstanden (Komaki et al., 2001).

Welchen Einfluss hat die Gabe von Hypocretin aufainaische Parameter? In einer Stu-
die an menschlichen Probanden wurden nach i.vktioje von Hypocretin-1 erniedrigte
Leptin- und erhohte Insulinwerte gemessen. Die [Bhreind Glukosekonzentrationen
sowie die Appetit-Ratings blieben in dieser Studiererandert (Ehrstrém et al., 2005).
Diese Ergebnisse konnten durch Studien an Ratt€énricht bestéatigt werden. So reagier-
ten nahrungsdeprivierte Ratten auf subkutane GaheHypocretin mit erhéhten Leptin-
werten, und die Infusion von Hypocretin-1 fuhrteeiner Erniedrigung ihrer Insulinspie-
gel (Switonska et al., 2002, Ouedraogo et al., 2083nehreren Studien an fastenden Rat-
ten zeigte sich auch eine erhdohte Glukosekonzerirabich subkutaner oder intravendser
Hypocretin-1-Gabe (Nowak et al., 2000, Ouedraogal.et2003). Eventuell stehen diese
iIm Zusammenhang mit der Aktivierung der Hypothalarmlypophysen-Nebennieren-
Achse (HHN-Achse), die ebenfalls in mehreren Studiachgewiesen werden konnte (Ku-
ru et al., 2000, Russell et al., 2001, Mazzocclail.e2001).

Insgesamt ist das Bild bezuglich des Einflusses Mgpocretin-1-Gabe auf metabolische
Parameter noch recht uneinheitlich. Ebenso bleanitan, ob diese Effekte peripher oder
zentral vermittelt sind, da auch im Plexus submusasmd myentericus des Verdauungs-
trakts und in den Inselzellen des Pankreas Hypocezeptoren gefunden wurden (Naka-
bayashi et al., 2003). Umstritten ist auch, ob Hyptin-1 tberhaupt in der Lage ist, die
Bluthirnschranke zu Uberwinden (siehe Kapitel 1.4.)

12
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1.3. Schlaf und Metabolismus: Hypocretin als mdglichexdidtor deZusammenhangs

Die Pravalenz der Adipositas hat in den letzterrelalweltweit deutlich zugenommen

(Ogden et al., 2006, Berghofer et al., 2008). Ralral dieser Entwicklung ist eine Ab-

nahme der Dauer des Nachtschlafes und eine Zunahr8ehlafstdrungen zu verzeichnen
(National Sleep Foundation, 2009). Immer mehr Daaechen fur einen moglichen kau-
salen Zusammenhang dieser beiden Entwicklungen.Hypascretinsystem ist ein poten-

zieller Mediator dieser Zusammenhange, da es sEnaild metabolische Hormone wie
Leptin und Ghrelin reagiert und Einfluss auf diegRlation des Schlaf-Wach-Rhythmus
hat. Epidemiologische Studien zeigen eine Assamatbn kurzer Schlafdauer und erhdh-
tem Body-Mass-Index (BMI) (Taheri et al., 2004).sBaders gut ist dieser Zusammen-
hang bei Kindern belegt (Sekine et al., 2002).

In experimentellen Studien konnte gezeigt werdassdschlafmangel zu vermehrter Nah-
rungsaufnahme, erniedrigten Leptinspiegeln undregmGhrelinspiegeln fuhrt (Spiegel et
al., 2004a). Auch eine Assoziation von kurzer Sidalaer und Diabetes wird epidemiolo-
gisch beschrieben (Ayas et al.,, 2003). Hinweise lafisalzusammenhénge zwischen
Schlafstérungen bzw. Schlafmangel und Diabetesrhefviederum Spiegel et al. (2004Db).
Nach 6-tagiger Schlafrestriktion auf vier Stundemmten bei den Probanden eine Ver-
schlechterung der Glukosetoleranz und eine vermi@dasulinsekretion nachgewiesen
werden. Diese Veranderungen sind moglicherweiseeimgf Erhohung des Sympathikoto-
nus und eine mangelnde Suppression der HHN-Achsé&ckzufiihren, die ebenfalls in

diesem Experiment beobachtet werden konnten undnméérmalen den Glukosestoff-
wechsel negativ beeinflussen. So fanden sich nattafgestriktion signifikant héhere

Cortisolspiegel am folgenden Nachmittag und Abespidgel et al., 2004b).

Storungen des Nachtschlafs fuhren auch zu eindreReeiterer endokrinologischer Ver-
anderungen. So wird durch mangelnden SWS die Ausisely des Wachstumshormons
unterdriickt. Auch hohe Glukosespiegel sind in demgd, die Wachstumshormon-
Ausschittung zu supprimieren. Das Wachstumshorrsbalso wie Hypocretin sensibel
fur Veranderungen des Schlafs und metabolischemieer. Seine Wirkung zielt in erster
Linie auf das Wachstum von Skelett und Organen eale Schaffung der daftr erforder-

lichen metabolischen Voraussetzungen ab.
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Verkiirzte Schlafdauer
Schlafstorungen

T

Neuroendokrine — > Leptin v
Stresssysteme Ghrelin
HHN-
Achse/Sympathikus v

l Hunger /Appetit 4§

Insulinsekretion wl¢ Nahrungsaufnahme 4
Insulinsensitivitit

v

v

l Gewicht 1

v

Diabetes «—— Adipositas

Abb. 3: Darstellung potenzieller Wechselwirkungen zwiscHechlaf, Adipositas und Diabetes. Nach
Schmid und Schultes 2006.

Das Hypocretinsystem wird durch niedrige Leptind nohe Ghrelinspiegel, wie sie nach
Schlafmangel zu beobachten sind, aktiviert (Yamaretkal., 2003, Sakurai, 2007). Auch
Schlafmangel selbst ist in der Lage, das Hypocsgstem zu aktivieren (Wu et al., 2002,
Pedrazzoli et al., 2004). Die hypocretinergen Neardes Hypothalamus, die auf diese
Weise aktiviert werden, nehmen wiederum EinflugsSahlaf und metabolische Prozesse.
Hohe Hypocretinspiegel foérdern die Nahrungsaufnghenebhen den Energieverbrauch
und verstarken Uber eine Steigerung der kortik@lktivierung die Wachheit. Diese er-
niedrigt die Leptin- und erhoht die Ghrelinwertegsmwiederum zu einer Aktivierung des
Hypocretinsystems fihrt. Hier existiert mdoglicheisge ein positiver Feedback-
Mechanismus, der den Schlaf-Wach-Rhythmus stadritisind der erst durch verstarkten
Schlafdruck unterbrochen wird (Abb. 4).
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T Nahrungsaufnahme/

Energieverbrauch ) ..
N kortikale Aktivierung/

/ Schlafstorungen
v

|
I
|
|

—> exzitatorischer Effekt

/ — —=> mnlubitorischer Effekt

Leptin  Ghrelin

Glukose

Abb. 4: Die Rolle des Hypocretinsystems in der Detektio lRegulation von Schlaf und Metabolismus.
Schematische Darstellung eines Koronarschnittshdden Hypothalamus, (V=dritter Ventrikel), Nach Ada
mantis und de Lecea 2009.

Adipositas und das metabolische Syndrom sind gatedmet durch hohe Leptinspiegel
und Leptinresistenz. Oft werden diese Erkrankuragesh durch Inaktivitat und Schlafst6-
rungen begleitet (Fabricatore und Wadden, 2006heHoceptinspiegel sind in der Lage,
das Hypocretinsystem zu hemmen (Yamanaka et @3)2016glicherweise fuhrt bei die-
sen Erkrankungen eine niedrige Hypocretinaktivitéer Schlafstorungen und vermehrte
Mudigkeit zu einem verringerten Grundumsatz und itlaon einer weiteren Verstarkung
der Symptome. Adam et al. konnte nachweisen, dassbthen mit Adipositas erniedrigte
Hypocretin-1-Spiegel aufweisen (Adam et al., 20@%.gibt immer mehr Hinweise, dass
eine Gabe von Hypocretinagonisten am Tage mulpipstive Effekte bei der Behandlung
des metabolischen Syndroms und der Adipositas hiafiemte. Neben einer Steigerung des
Energieverbrauchs, der Wachheit und einer Konsaliig des Schlaf-Wach-Rhythmus
gibt es Erkenntnisse, dass die Hypocretingabe audiner Verbesserung der Leptinsensi-

tivitat fihren konnte (Funato et al., 2009).
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1.4. Intranasale Gabe von Neuropeptiden

Mit der intranasalen Applikation von Neuropeptidsheine Applikationsform gefunden
worden, die gegeniber der intravendsen oder detliwkalen Applikation einige Vorteile
bietet. Im Gegensatz zu der intraventsen odertietkalen Applikation ist die intranasale
Applikation noninvasiv. Es besteht kein Infektiasio, und sie ist absolut schmerzlos.
Viele der intranasal applizierten Substanzen, wig. zlie Neuropeptide Insulin, Vasopres-
sin oder das Melanozyten stimulierende Hormon (MS)d innerhalb von 30-40 Minu-
ten in hohen Konzentrationen im Liquor nachweish@ihrend in der Peripherie kaum
eine Erh6hung feststellbar ist (Born et al., 2d92nson et al., 2004). So werden periphere
Nebenwirkungen, die zentrale Effekte Uberlagernmkém, minimiert. Die Substanzen um-
gehen bei intranasaler Gabe die Bluthirnschraniebel intravendser Applikation fur vie-

le groRere Molekulle und Peptide ein uniuberwindbHriadernis darstellt.

Es gibt zwei vermutete Wege, Uber die die Substanzs Hirn erreichen. Beide flhren
durch die Lamina cribrosa entlang des Bulbus atf@ags zu tieferen Hirnstrukturen. Thor-
ne et al. vermuten einen intraaxonalen Transparh endozytose in den Neuronen. Bei
Mausen konnte seine Gruppe hohe Konzentrationerd@lestunden vorher applizierten
Wheat Germ Agglutinin-Horseradish Peroxidase (WGRFR im Bulbus olfactorius
nachweisen (Thorne et al., 1995). Die meisten @nlzsh erreichen jedoch innerhalb von
weniger als einer Stunde das ZNS, was einen ausBtbh intraaxonalen Transport un-
wahrscheinlich macht. Moglicherweise erfolgt deaisport extraneural in den Perineural-
raumen (lllum, 2000).

Mehrere Faktoren beeinflussen die Absorptionsraig die Geschwindigkeit des Trans-
ports. Undissoziiert vorliegende Substanzen welismser absorbiert als dissoziiert vorlie-
gende, und lipophile Substanzen Uberwinden die mamdisen Strukturen leichter als
hydrophile (Sarkane et al., 1991 und 1994). Es te@helegt werden, dass Molekule bis zu
einer Grof3e von 20000 Da. Uber die Riechschleimaaigtenommen werden kdnnen (Sa-
kane et al., 1995). Die Bluthirnschranke dagegéubt nur eine passive Diffusion bis zu
einer MolekiilgroRe von 500 Da. (Pardridge, 2008)Ubereinstimmung mit diesen Er-
gebnissen berichteten Fujiki et al., dass Hypattgtiwelches ein Molekulargewicht von
3562 Da. besitzt, in einem Experiment an narkosepgn Hunden nur nach sehr hohen i.v.

Dosen Uberhaupt das ZNS erreicht (Fujiki et alQ3)0Allerdings wurden auch gegenséatz-
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liche Ergebnisse publiziert. Kastin und Ackerstré@richteten, dass Hypocretin-1 die
Bluthirnschranke durch einfache Diffusion tberwin@é€astin und Ackerstrom, 1999).

Mehrere Studien belegen die Effektivitat der intsaden Hypocretin-1-Gabe. An Maus
und Ratte konnte gezeigt werden, dass nach intiraSabe von Hypocretin-1 die Kon-

zentration in vielen Hirnregionen um ein Vielfach&$her ist als nach der Applikation

einer aquivalenten intravendsen Dosis. Dabei st)ipokretinkonzentration im Blut nach

intranasaler Gabe um das Vielfache niedriger ath maravendser Applikation (Hanson et
al., 2004, Dhuria et al., 2009). Auch in einer $uah Rhesus-Affen zeigte die intranasale
Applikation von Hypocretin-1 wesentlich starkerefdkte als die intravendse Gabe ver-
gleichbarer Dosen (Deadwyler et al., 2007).
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1.5. Fragestellung

In dieser Arbeit wurden die Wirkungen von intranasddypocretin-1-Gabe auf Schlafar-
chitektur, Nahrungsaufnahme und metabolische Pdeanumtersucht. Neben der Poly-
somnografie, regelmaiigen Blutentnahmen und degemallichen Bestimmung der Kate-
cholamine im Sammelurin sowie einem Testfrihstiainén dabei psychologische Test-
verfahren zur Bestimmung von Hunger, Durst und Mkeit sowie der Stimmung zum

Einsatz. Ziel war die Beantwortung folgender dneiden:

Welchen Einfluss hat die intranasale Hypocretin-db& auf Schlaf-Wach-Rhythmus

und Aktivierung?

In Studien an Ratten fuhrte die Hypocretin-1-Apatikn zu gesteigerter Wachheit und
einer Unterdrickung von REM- und NREM-Schlaf (Hagdanal., 1999). Die Gabe von
Hypocretinantagonisten verstarkte die Midigkeit wedmehrte den REM- und NREM-
Schlaf auch beim Menschen (Brisbare-Roch et aD7R(Es ist also zu erwarten, dass die
Hypocretingabe zu einer Verlangerung der Einschilafiz sowie zu einer Verminderung
des Nachtschlafs fuhrt. Ebenso missten sich diedeonProbanden geaul3erten Selbstein-

schatzungen dementsprechend verandern.

Welchen Einfluss hat die intranasale Hypocretin-db& auf metabolische Parame-
ter wie Insulin, Leptin, Blutzucker, ACTH, Cortismld Wachstumshormon sowie die

Katecholaminausscheidung im Sammelurin?

Bezuglich der Insulin-, Leptin- und Blutzuckersmégach Hypocretingabe ist es schwer,
eine Prognose zu treffen. Hier sind nach HypocietBabe unterschiedliche und teilweise
einander widersprechende Effekte beobachtetet wdidewak et al., 2000, Switonska et
al., 2002, Ouedraogo et al., 2003, Ehrstrém efaD5). Zentrale Applikation von Hypoc-

retin-1 fUhrt bei Ratten zu einer Aktivierung deifN-Achse (Kuru et al., 2000, Russell et
al., 2001). Es ist also zu erwarten, dass aucintt@nasale Hypocretin-1-Gabe beim Men-
schen zu einer vermehrten Kortisol- und ACTH-Ausstting (adrenocorticotropes Hor-

mon) fuhrt.

Zwischen Hypocretin-1-Gabe und Wachstumshormon Bisider keine direkten Interakti-
onen beschrieben worden. Dennoch ist zu erwartass dber eine Storung des Nacht-
schlafs die Wachstumshormon-Sekretion vermindend.wim Tierexperiment aktiviert die
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zentrale Hypocretin-1-Gabe das sympathische Neygézrs (Shirasaka et al., 1999). Es
ist daher damit zu rechnen, dass auch die HypoeteGGabe beim Menschen zu einer Ak-
tivierung des Sympathikus und damit zu einer Steigg der Katecholaminausschittung

im Sammelurin fihrt.

Welchen Einfluss hat die intranasale Hypocretindb& auf Hunger, Durst und

Nahrungsaufnahme?

Verabreicht man Ratten zentral Hypocretin-1, re&giesie mit gesteigerter Nahrungsauf-
nahme (Sakurai et al., 1998, Yamanaka et al., 1B8%ards et al., 1999). Bei Rhesus-
Affen wurden allerdings auch gegensétzliche Effdddschrieben (Remsey et al., 2005).
Die periphere Gabe von Hypocretin-1 beim Mensclamie — moglicherweise wegen der
Unfahigkeit von Hypocretin-1, die Bluthirnschrarke Uberwinden — keine Steigerung der
Nahrungsaufnahme auslésen (Ehrstrom et al., 2@¥¥r)noch ist nach intranasaler Gabe
ein die Nahrungsaufnahme steigernder Effekt anzueeh da so die Bluthirnschranke
umgangen werden kann, und Studien gezeigt habes,ds Hypocretinsystem phyloge-
netisch hoch konserviert ist zwischen den Spe8e&yrai et al., 1998). Es ist also zu er-
warten, dass die Hypocretingabe zu einer Steigedengnorgendlichen Kalorienaufnahme
fahrt, und auch die von den Probanden geaulRertbst8imschatzungen dementsprechend

verandert sind.
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2. Probanden und Methoden
2.1. Versuchspersonen

Untersucht wurden 12 Frauen und 14 Manner zwis@®mind 60 Jahren. Das Durch-
schnittsalter betrug 36,5 2,2 Jahre. Der Body Mass Index (BMI) der Probanbleinug
27,7+ 0,7 kg/nf. Voraussetzung fiir die Teilnahme an der StudieewaegelméaRiger
Schlafrhythmus sowie Verzicht auf Schichtarbeitden letzten sechs Wochen vor dem
Versuch. Ausschlusskriterien waren regelmallige kéedenteneinnahme, akute und
chronische Erkrankungen und Schlafstdrungen wigestaSchnarchen und haufiges nécht-
liches Wasserlassen. Auch sieben Raucher nahmearastudie teil. Die Einschlusskrite-
rien zu dieser Studie wurden so breit gewahlt, @aRtobanden als Kontrollgruppe fur

eine andere Studie dienten.

In einer Voruntersuchung wurden alle kardiopulmenalneurologischen oder anderen
Erkrankungen ausgeschlossen. Neben einer austidgmli@namneseerhebung wurde der
Blutdruck gemessen und eine Blutuntersuchung deféihgt. Dabei wurden unter ande-
rem folgende Parameter bestimmt: Blutbild (Erytiyten, Leukozyten, Thrombozyten,

Hamoglobin, Hamatokrit), Elektrolyte (Natrium, Katn, Calcium im Plasma), Testoste-
ron, LDL, HDL, y-GT, Creatinin und TSH im Serum.

Die Versuchspersonen wurden angewiesen, am Tagdewr Versuch ausreichend zu
schlafen und zu einer normalen Zeit aufzusteheagsitaer nicht mehr zu schlafen sowie
am Versuchstag keinen Alkohol oder koffeinhaltigett@nke zu sich zu nehmen. Die letz-
te Mahlzeit sollte bis 14 Uhr erfolgen. Alle Versisteilnehmer wurden ausfuhrlich aufge-

klart und unterschrieben eine Einverstandniserkigru

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Unsugit zu Libeck genehmigt.

2.2. Versuchsablauf

Die Experimente erfolgten bei den mannlichen Venspersonen im Abstand von mindes-
tens einer Woche, bei den weiblichen im AbstandwienWochen (x 2 Tage), um zyklus-
abhangige Schwankungen zu minimieren. Vor den Exgertalndchten fand eine Einge-
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wohnungsnacht statt, um die Probanden an das Sohtait Venenzugang und Elektroden
zur polysomnografischen Schlafableitung zu gewthnen

Die Versuchsnachte begannen jeweils um 18:00 Uhremem Abendessen. Danach er-
folgte die Anlage der EEG-Elektroden und des Vea#miters fur die Blutentnahmen.
Nach der Testbatterie wurde Hypocretin-1 bzw. Rlacals Nasenspray verabreicht. Um
22:30 Uhr begann die Schlafphase. Um 7:00 Uhr wudie Probanden geweckt. Nach

einer zweiten Testbatterie endete das Experimergimem grofRen Fruhstick.

18:00 21:00 22:30 7:00 8:00
NPT ,\

TT HEETRREEEER RN i1

NPT

* Blutenthahmen standardisiertes Abendessen
/?\ Hypocretin-1 oder Placebo [|I| Testfruhstick

Anlage Venenverweilkanile und EEG- NPT: Neueropsychologische Testung
Elektroden

Abb. 5: Versuchsablauf im Uberblick

Das Abendessen war standardisiert und bestand alllsombrot, Wurst, Margarine und
Streichkése. Es enthielt ca. 600 kcal. Die Probamwderden angewiesen, das prasentierte
Abendessen vollstandig aufzuessen. Auf das AnletgnElektroden fir die polysom-
nografische Schlafaufzeichnung folgte die erstetdBitnahme mit zuséatzlicher Bestim-
mung von Elektrolyten, Osmolalitat und kleinem Bild. Nach jeder Blutentnahme wur-

den Blutdruck und Pulsfrequenz gemessen.

Gegen 21:00 Uhr begann die Testbatterie, bestetiendigenschaftsworterliste (EWL-K
Janke und Debus 1978), Stanford Schlafrigkeits&gkaihem modifiziertem Stroop-Test
(mit Essenswortern), Zahlennachsprechen (Hamburghgler-Intelligenz-Test) und ei-
nem Fragebogen zur Selbstbeschreibung (STAI-G)tZlish wurden die Lernphasen des
Paar-assoziiertes-Wortlernens (PAL) (deklarativemkn) und des Fingertappings (proze-
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durales Lernen) absolviert. Diese Arbeit prasentee Daten der Polysomnografie, die
Ergebnisse der Blutentnahmen sowie die relevantgelisse der behavioralen Tests.
Die Ergebnisse des Paar-assoziiertes-Wortlernefik) (Bnd des Fingertappings sind in

der Dissertation von Nicole Grimske zu finden.

Nach der Testbatterie wurden die Probanden gebigtenBlase zu entleeren (ab jetzt Be-
ginn der Urinsammlung) und sich ins Bett zu legén.den Venenkatheter wurden zwei
hintereinander geschaltete Perfusorleitungen ah@gessen, die eine Blutentnahme vom
Nebenraum aus (im ,through-the-wall“-Verfahren) égtichten, ohne den Probanden zu
storen. Nach der zweiten Blutentnahme erfolgte @@ Uhr die doppelblinde, randomi-
sierte Gabe von 500 nmol Hypocretin-1 (Bachem AGw#iz) oder Placebo (2ml Natri-
umchlorid-Lésung) intranasal (ein Spruhstol3 recimd links jede Minute Gber 10 Minu-

ten).

Um 22:30 Uhr wurde das Licht geloscht und mit delypomnografischen Aufzeichnung
begonnen. Uber die Nacht wurde in einem Abstand 3@Minuten Blut abgenommen.
Um 7:00 Uhr wurden die Probanden geweckt und gabdtee Blase zu entleeren. Der
Morgenurin diente zur Bestimmung der Uber die Naulggeschiedenen Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin. Anschliel3end wurdenRliebanden mithilfe eines Fragebo-
gens Uber ihre Schlafqualitat befragt. Nach mirefesB80 Minuten erfolgte die Testbatterie
mit der Abfrage des am vorigen Tag Gelernten. Hgtdoeine Blutentnahme (wiederum
mit Bestimmung von kleinem Blutbild, Elektrolytemai Osmolalitat) tiber den Venenka-
theter. Zusatzlich wurde mit einem Butterfly einREB-Monovette zur Bestimmung des
IL-6 Systems abgenommen. Der Versuch endete méneireichhaltigen Testfrihstick,
mit dem die morgendlich aufgenommene Kalorienmdregtimmt wurde, und einer letz-

ten Blutentnahme.

Zusatzlich zu der Testbatterie wurde nach dem Absseh, vor und nach der Substanzga-
be, nach dem Wecken und jeweils nach der morgdmaiid estbatterie und dem Frihstiick
eine Befindlichkeitstestung durchgefihrt. Die Praden wurden gebeten, auf einer Zehn-
punkte-Skala Durst, Hunger, und Mudigkeit anzugelizes Weiteren wurden sie ange-
wiesen, eine Bipolar-Skala, bestehend aus 20 gétichen Adjektivpaaren, auszufullen,

um so ihre Befindlichkeit zu dokumentieren.

22



Probanden und Method

2.3. Erhobene Daten
2.3.1. EEG-Aufzeichnung

Die EEGAufzeichnung erfolgte mit einem PC. Verwendet wud#s Programm ,Brai
Vision Recorder* (Brain Produc®, Gilching) und der dazugehorigen Verstarker Bi
Amps mit einer Abtastfrequenz von 200 Hz. FolgeK@male wurden abgeleitet: Zw
Kanale fur das Elektroenzephalogramm (EEG), zweida fur das Elektrookulogram
(EOG) und ein Kanal fiir das ElektromyograrrEs wurden hierftir insgesamt 10 Sil-
/SilberchloridElektroden (Ag/AgCL)platziert, deren Lage aus der folgenden Abbild
hervorgeht. Fir die Ableitung des EEG wurden zwektoden (C3 + C4) lGber dem i-
ralen Kortex angebracht und gegen die Referektrode (R) (seitlich des Nasensatt:
abgeleitet. Oberhalb und unterhalb eines Auges YA2)sowie an den seitlicheOrbita-
randern (H1+H2) wurden Elektroden zur Aufzeichnumy Horizontalen und vertikale
Augenbewegungen angebracht. Zwei Elektrodenrhalb der Mundwinkel (M1+M2
leiteten bipolar das EMG ab. Die Erdungselektradewurde auf der Mitte der Stirn |t-

ziert.

°Tq

Abb. 6: Positionierung der Elektroden zur polysomnografscBchlafaufzeichnuu.
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Vor dem Aufbringen der Elektroden wurde die Haut Glitasept F (Bode Chemie, Ham-
burg) entfettet und mit Aufraupaste (Everi condugetand abrasive paste, Spes Medica
Italy) behandelt. Dieser Vorgang wurde gegebenknfgilederholt, wenn die gemessene
Impedanz Uber 5 lag. Die EEG-Elektroden C3 und C4 wurden direkt Biektroden-
paste (EC2 Elektrode Cream, Grass Product Group, Englanéfjeklebt. Die restlichen
Elektroden im Gesichtsbereich wurden zuséatzlichKteberingen versehen. Alle Elektro-

den wurden mit Pflasterstreifen fixiert.

2.3.2. Blutentnahmen

Uber die Nacht tiber wurde den Probanden insgesarivta? Blut abgenommen. Vor und
nach der Schlafphase erfolgten die Abnahmen dae&tdem Venenkatheter (VasStiG
18, B. Braun, Melsungen), wahrend der Schlafphadfestiindlich Gber Perfusorleitungen
(Combidyrf Druckschlauch, B. Braun, Melsungen) und einen iegehahn (Discofi,
Braun, Melsungen) im Trough-the-Wall-Verfahren. Z@ffenhalten des Venenkatheters
fur die Dauer des Experiments wurde Natriumchldwddung 0,9 % (B. Braun, Melsun-
gen) infundiert (nicht mehr als 500 ml in einer M&hsnacht). Wahrend der Schlafphase
wurden vor jeder Blutenthahme 3 ml NaCl-L6sung éimvolumen der Perfusorleitungen)
und 2 ml Blut mit einer Spritze (Discarllft I, BD, Fraga, Spanien) aspiriert und verwor-
fen. Abgenommen wurden jeweils fir die Bestimmuig ¥nsulin, Cortisol, Leptin und
Wachstumshormon 2,7 ml Blut in einer Serummonovésdionovette, 9 ml, Sarstedt,
Numbrecht, Inhalt: Granulat und Gerinnungsaktivatfir die ACTH-Bestimmung 1,6 ml
in einer EDTA-Monovette (S-Monovette, 2,7 ml KE,r&adt, Nimbrecht) und fiur die
Bestimmung von Hypocretin 2 ml in einer Spritze. AAnde wurde mit einer weiteren

Spritze das Schlauchsystem mit 5 ml NaCl-Losungigjées

Ein Tropfen des Blutes aus der Spritze wurde zistiBenung der Blutglukose mit dem
HemoCue Glucose 201 (HemoCuéngelholm, Schweden) verwendet. Der Rest wurde
in einen Glasvacutainer (BD Vacutainer SystemsanBlyth, England, Inhalt 0,054 ml K3E
15 %) eingebracht und mit 0,1 ml Trasylol 1,0 (Bnoase-Inhibitor, Bayer, Leverkusen)
versetzt. Die EDTA-Monovette und der Vacutainer @eur sofort mit Eis gekihlt. Nach
jeder dritten Blutabnahme wurden die Proben bei0400min und 4 °C fir 10 Minuten

zentrifugiert.
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AnschlieRend wurde das Plasma in Reagiergefal3agig@gafal 1,5 ml, Sarstedt, NUm-
brecht) pipettiert und bei -15 °C eingefroren. A®iind morgens erfolgte zur Kontrolle
die Bestimmung von Natrium und Osmolalitdt. Auch kleines Blutbild wurde jeweils

erstellt.

Die Blutglukosekonzentrationen wurden mit Hilfe délukose-Dehydrogenase-Methode
gemessen (HemoCue B-Glucose-Analyzer, Angelholrhw8den). Die intra- und inter-
Assay Variationskoeffizienten (VK) betrugen hierbe,5 % bzw. < 2,7 %.

Die Serumkonzentrationen von Insulin, Cortisol Watamshormon und ACTH wurden
durch kommerziell erhéltliche Immunoassays (Imneuliemens, Eschborn, Deutschland)
bestimmt. Die intra- bzw. inter-Assay Variationskaenten (VK) und analytischen Sen-
sitivitaten (aS) betrugen hierbei: Insulin: VK 5;26,4%, bzw. 5,9 — 8,0%, aS 2ulU/ml;
Cortisol: 6,7 — 8,8%, bzw. 6,3 — 10%, aS 0,2ugWigchstumshormon: VK 5,3 — 6,5%,
bzw. 5,7 — 6,1%, aS 0,01ng/ml; ACTH: VK 3,1 — 9,8%w. 5,1 — 9,4%, aS 9pg/ml.

Die Serumkonzentration von Leptin wurde mit Hilfaes Radioimmunoassay (RIA) (Lin-
co Research, St. Charles, USA) bestimmt. Hier gedier intra-Assay VK 3,4 — 8,3% und
der inter-Assay VK 3,0 — 6,2%, die analytische Sesist lag bei 0,5ng/ml.
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2.3.3. Testfrihstiick

Zur Ermittlung der morgendlichen Kalorienaufnahmarde den Probanden ein grol3es
Frihstick prasentiert. Dass es sich dabei um estfribstiick handelte, war ihnen nicht
bekannt. Zur Ermittlung der aufgenommenen Kalorienge und des Anteils an Kohlen-
hydraten, Fett und Protein wurden die einzelnerdékte vor und nach dem Frihstick

gewogen. Serviert wurde das Fruhstlck mit Kaffeer dee.

Tab. 1: Zusammenstellung des Testfriihstiicks

Lebensmittel Menge | Kohlenhydrate Fett Protein Kalorien

(9) (9) (9) (9) (kcal)
Kondensmilch 30 3,24 1,2 2,25 34,30
Zucker 24 23,95 0,0 0,00 101,31
Milch 750 36,00 26,: 24,75 499,26
Brétchen 300 153,00 4,2 7,81 719,00
Vollkornbrot 165 70,95 2,3 12,00 372,11
Weil3brot 30 14,55 0,4 2,23 74,67
Butter 100 0,60 83,: 0,67 773,31
Halbfettmargarin: 20 0,08 8,0 0,32 75,53
Konfittre 50 35,80 0,0 0,03 152,30
Haselnusscreme 40 29,70 0,3 3,20 142,12
Honig 40 30,00 0,0 0,14 127,49
Geflugelwurst 40 0,13 4,3 8,26 75,16
Cervelatwurst 34 0,07 10,z 6,12 120,34
Schnittkase 100 0,00 29,: 25,50 377,38
Frischkase 33 0,62 7,7 2,97 86,54
Fruchtquark 150 23,10 3,9 9,20 172,63
Krauterfrischkase 40 1,00 11,¢ 3,20 124,83
Orangensaft 400 36,00 1,0 4,00 178,43
Apfel 130 14,82 0,7 0,39 71,54
Banane 150 32,10 0,3 1,65 145,53
Vanillepudding 125 20,75 3,7 3,50 137,19
Erdbeermilch 200 18,20 6,8 7,40 171,05

Gesamt 544,66 205,51 125,59 4732,42

26



Probanden und Methoden

2.4. Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit einer Kovarianzanalyse (ANC&)\mit den FaktorerBedingung
(Hypocretin-1 und PlaceboXeit und Geschlechtiusgewertet. Als Kovariaten wurdéik

ter, BMI, und Raucher/Nichtrauchebertcksichtigt. Teilweise ergaben sich Probleme be
der nachtlichen Blutentnahme, sodass Einzelweliéerie Dies erklart die variierenden
Fallzahlen und die unterschiedliche Grol3e der Staadbweichung bei den einzelnen Pa-

rametern. Als Signifikanzniveau wurge 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse
3.1. Schlaf-EEG

In der Tabelle 2 und in den Abbildungen 7 und &l gilie Ergebnisse der Analyse der
Schlaf-EEGs aufgefiihrt. Auffallig sind die signdikte Abnahme des Tiefschlafstadiums
S4 und die signifikante Verlangerung der Latenzzbis Eintreten der Schlafstadien 3 und
4 (Slow-Wave-Sleep-Latenz) unter der Hypocretinbgdng. Der Unterschied in der Ge-

samtschlafdauer zwischen der Hypocretin- und decdPlobedingung ist nicht signifikant.

Tab. 2: Dauer der Schlafstadien unter der Hypocretin- ded Placebobedingung in Minuten und Prozent
(MW £ SEM). *p< 0,05

ciner | et | Pacene :

Wach Prozent 4,47 +1,30 3,15+1,05 0,08 0,779
Sl Prozent 7,78 £ 1,07 9,12 +1,26 0,0p 0,987
S2 Prozent 61,66 + 2,07 61,18 + 1,87 0,30 0,5p1
S3 Prozent 7,27 £0,71 8,15+ 0,98 1,31 0,269

S4 Prozent 2,04 +0,94 2,29 +0,95 5,29 0,034*
SWS Prozent 9,31+1,33 10,43 + 1,55 0,03 0,868
REM Prozent 16,57 + 0,61 15,88 + 0,97 0,45 0,541
Bewegung Prozent 0,22 +0,05 0,21 +£0,05 0,07 0,798
Einschlaflatenz | Minuten 31,62 +7,62 22,90 + 3,96 0,18 0,695

SWS-Latenz Minuten 36,98 £ 8,10 36,17 + 7,61 5,18 0,036*
REM-Latenz Minuten 133,43 + 13,05 118,64 + 9,76 2,9|8 0,102
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35 - S4in % 48 - SWS-Latenz
k
— 46 - _*
3.0 1 44 -
42 A
2,5
40 A
38 A
2,0 -
36 -
15 1 34 A
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1,0 - 30 - .
Hypocretin Placebo Hypocretin Placebo

Abb. 7: Darstellung des prozentualen S4- Abb. 8: Darstellung der SWS-Latenz in Minuten
Anteils unter der Hypocretin- und der Placebo- unter der Hypocretin- und der Placebobedingung
bedingung (MW = SEM). < 0,05 (MW = SEM). *p< 0,05
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3.2. Blutproben

Den Probanden wurde im Laufe des Versuches 22 Maladdgenommen: zwei Mal abends
vor der Substanzgabe, halbstindlich wahrend delafptiase und morgens vor sowie nach
dem Testfruhstick. Bestimmt wurden jeweils Blutzrghnsulin, Leptin, Cortisol, ACTH

und Wachstumshormon.

3.2.1. Blutzucker

In Abbildung 9 ist der Verlauf der Blutzuckerwedargestellt. Nach einem leichten An-
stieg zu Beginn der Schlafphase fallt der Blutzusgieegel kontinuierlich ab. Nach dem
Frihstuck steigt der Blutzuckerspiegel wie zu eteramwieder an. Beim Vergleich der
Konzentrationen nach Hypocretin- und Placebogabeeia sich keine signifikanten Unter-
schiede (F=0,582%)=0,661). Die Analyse unter Berucksichtigung destéiakGeschlecht
ergab ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse (E32,p= 0,328).

BZ
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PSSO LEP DS EPDSP A S P S
PP P PP IV I FRIFFIP LR

Uhrzeit

Abb. 9: Verlauf der Blutzuckerwerte unter der HypocretiDrdiecke) und der Placebobedingung (Vierecke)
(MWtSEM)
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3.2.2. Insulin

Der Verlauf des Insulinspiegels zeigt einen ahiicWerlauf wie der des Blutzuckers mit

einem kontinuierlichem Abfall Gber die Nacht undesn sprunghaften Anstieg postpran-

dial. Auch beim Vergleich der Konzentrationen nafyfpocretin- und Placebogabe fanden
sich fur die Insulinwerte keine signifikanten Ursieliede (F=0,16§=0,781). Die Analy-
se unter Berlcksichtigung des Fakt@Gmsschlechergab ebenso keine signifikanten Ergeb-
nisse (F=0,15=0,796).
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Abb. 10: Verlaufdes Insulinspiegels unter der Hypocretin- (Drei¢cked der Placebobedingung (Vierecke)

(MW=SEM)

31



Ergebnisse

3.2.3. Leptin

Die Leptinkonzentration erreicht in der ersten Nhétite ihr Maximum, um dann bis zu
den Morgenstunden kontinuierlich abzufallen. Stistid signifikante Unterschiede zwi-
schen der Hypocretin- und der Placebobedingungefasath nicht (F=1,28%=0,291).

Leptin

22,00 ~
20,00
JAYY
18,00
=~ 16,00
£
E=)
£
= 14,00
a
o
|
12,00 <
10,00 T T T T T T T T T T T T 1

R I T Y N R N N I N R R NN
PO P DS S DRSSP NS
S PP P PSRN SR AN I LR Y

Uhrzeit

Abb. 11: Verlauf des Leptinspiegels unter der HypocretinrefBcke) und der Placebobedingung (Vierecke)
(MW=SEM)

Die Analyse unter Beriicksichtigung des Fakt@sschlechtwar signifikant (F=3,403,
p=0,018). Dabei weisen die mannlichen Probandereiredsten Nachthéalfte unter der Hy-
pocretinbedingung einen im Trend niedrigeren Leypiegel als unter der Placebobedin-
gung auf (F=4,78p=0,080). In den Einzelvergleichen sind die Leptineeaach Hypocre-
tingabe um 22:30 Uhr (F=8,78px0,031), 0:30 Uhr (F=13,65%=0,014) und 1:30 Uhr
(F=6,720,p=0,049) signifikant und um 0:00 Uhr (F=20,6%6;0,006) hochsignifikant

niedriger als nach Placebogabe.
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Abb. 12: Verlauf des Leptinspiegels der Manner unter derddyetin- (Dreiecke) und der Placebobedingung
(Vierecke) (MW=SEM), p<0.05, *p<0.01

Fur die Probandinnen zeigte sich ein anderes Ergiestiatistisch signifikante Unterschie-

de beim Vergleich der Konzentrationen nach Hypaeraind Placebogabe fanden sich

hier nicht (F=2,291p=0,248).
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Abb. 13: Verlauf des Leptinspiegels der Frauen unter derddsgtin- (Dreiecke) und der Placebobedingung

(Vierecke) (MW+SEM)
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3.2.4. ACTH

Der Verlauf der ACTH-Werte folgt dem physiologisohBachtprofil. Beginnend mit ei-

nem leichten Abfall kommt es nach 0 Uhr zu einenstiag mit Gipfel um 7 Uhr, gefolgt

von einem leichten Abfall. Statistisch signifikant@terschiede beim Vergleich der Kon-
zentrationen nach Hypocretin- und Placebogabe fasdd nicht fir den Gesamtverlauf
(F=0,510,p=0,681). (Der scheinbare Unterschied zwischen detirgjungen in den Mor-

genstunden féllt aufgrund der Einbeziehung der Katen nicht signifikant aus.) Die
Analyse unter Berlcksichtigung des Fakt@msschlechiergab keine signifikanten Unter-
schiede (F=0,874=0,466).
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Abb. 14: Verlauf des ACTH-Spiegels unter der Hypocretin-diecke) und der Placebobedingung (Vier-
ecke) (MW+SEM)
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3.2.5. Cortisol

Der Verlauf der Cortisolwerte folgt dem Profil d&E€TH. Nach einem leichten Abfall zu
Beginn der Nacht zeigt sich ein kontinuierlichersfiag. Statistisch signifikante Unter-
schiede beim Vergleich der Konzentrationen nachddggtin- und Placebogabe fanden
sich nicht (F=0,438p=0,859). Auch eine Analyse unter Berticksichtigueg Baktorsse-
schlech ergab keine signifikanten Unterschiede (F=1,18®,323).
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Abb. 15: Verlauf des Cortisolspiegelsnter der Hypocretin- (Dreiecke) und der Placebotgpag (Vier-
ecke) (MW+SEM)
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3.2.6. Wachstumshormon

Der Wachstumshormon-Spiegel erreicht kurz nacha8edginn um 0:00 Uhr sein Maxi-
mum und fallt dann bis zu den Morgenstunden korgiticgh ab. Zu den letzten Messzeit-
punkten zeigt sich ein zweiter, etwas niedriger@féh Signifikante Unterschiede beim
Vergleich der Konzentrationen nach Hypocretin- uPlhcebogabe fanden sich nicht
(F=0,771,p=0,536). Die Analyse unter Beriicksichtigung dest&@kGeschlechtergab
keine signifikanten Unterschiede (F=0,8p20,501).

Wachstumshormon

Wachstumshormon ng/ml

——
T

0 T T T T T T T T T T T T T 1
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Abb. 16: Verlauf des Wachstumshormon-Spiegefger der Hypocretin- (Dreiecke) und der Placebobed
gung (Vierecke) (MW+SEM)
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3.2.7. Blutosmolalitat

Die Auswertung der abends und morgens bestimmtato®&holalitéat ergab keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen der Hypocretin- und Ekcebobedingung (F=0,00,
p=0,957; F=0,65p=0,431).Auch zwischen den abends und morgens bestimmteteier
(Delta) zeigten sich keine signifikanten UntersdeiéF=0,26p=0,618).

Tab. 3: Ergebnisse der Auswertung der Blutosmolalitat (M\SEM)

Hypocretin-1 Placebo p Delta
MW = SEM MW + SEM
Blutosmolalitat in mosmol/kg
abends 292,28 +1,16 295,21 +2,13 0,95y
morgens 292,15+1,04 295,52 +1,80 0,431 0618

3.3. Katecholamine im Sammelurin

Beim Vergleich der Konzentrationen von AdrenalinduNoradrenalin im Sammelurin
nach Hypocretin- bzw. Placebogabe fanden sich k&grefikanten Unterschiede (F=2,38,
p=0,147; F=1,50p=0,242).

Tab. 4: Ergebnisse der Analyse des Sammelurins (MW + SEM)

Hypocretin-1 Placebo p

MW + SEM MW + SEM

Adrenalin in pg
5,81+ 0,66 4,674 0,53 0,147

Noradrenalin in pg

19,91+ 1,80 15,33 1,76 0,242
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3.4. Testfruhstlck

In der Tabelle 5 sind die Ergebnisse des Testfiidhstdargestellt. Der Vergleich der auf-

genommenen Gesamtkalorien, Kohlenhydrate, ProtanoeFette in beiden Bedingungen
lieferte keine signifikanten Ergebnisse.

Tab. 5: Relevante Ergebnisse des Testfrihstiicks in KilgleddMW + SEM), (*)p< 0,10

Hypocretin-1 Placebo F p

MW + SEM MW + SEM

Gesamtkalorien

990,16+ 10,67 1071,6& 11,58 0,16 0,695
Kohlenhydrate
446,45+ 42,52 474,11 37,77 0,26 0,616
Protein
125,10+ 10,67 147,8@& 11,58 0,26 0,613
Fett
418,62+ 32,70 449,62 33,28 2,02 0,156
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3.5. Behaviorale Tests
3.5.1. 10-Punkte-Rating

Die relevanten Ergebnisse der Mittelwerte der Peinttelche die Probanden auf einer
Skala von 1 bis 10 fiiburst und Mudigkeitzu je 3 Zeitpunkten vor und nach dem Schlaf
angaben, sind in der Tabelle 6 dargestellt. Beimghdé&ch der Ratings der Kategoirirst
nach Hypocretin- und Placebogabe zeigte sich iilnd'rein Unterschied zwischen den
Bedingungen (F=2,25%=0,09). Fir die Hypocretinbedingung zeigte sich ger Sub-
stanzgabe um 18:00 Uhr ein hochsignifikant starkBrarst als unter der Placebobedin-

gung.

Der Vergleich der Ratings der Kategoribhidigkeit und Hunger ergab insgesamt kein
signifikantes Ergebnis (F=1,§=0,151; F=2,255p=0,102), auch wenn die Probanden
nach Hypocretingabe um 7:00 Uhr im Trend mider wats nach Placebogabe.

Tab. 6: Durchschnittliche Punktzahl fiir Hunger, Durst unéddwkeit unter der Hypocretin- und der Place-
bobedingung (MW + SEM), (*»<0,1, *p<0,01

Hypocretin-1 Placebo p
MW = SEM MW = SEM
Durst
18:00 3+0,363 2,62% 0,375 0,002**
Mudigkeit
07:00 5,042+ 0,465 4,708 0,471 0,084*)

3.5.2. EWL-K

In Tabelle 7 sind die relevanten Ergebnisse der BAMiusammengefasst. Nicht aufge-
fuhrte Kategorien ergaben keine signifikanten Engete. Signifikante oder tendenziell
signifikante Unterschiede zwischen den Bedingurgggten sich fur die Kategoriekkti-
viertheit (F=4,169, p=0,055), Stimmung (F=4,383, p=0,05), Erregbarkeit (F=3,64,
p=0,072),Deprimiertheit(F=5,851,p=0,026) undvertrdumtheit(F=5,18,p=0,035).
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Tab. 7: Mittelwerte der EWL-K unter der Hypocretin- undrddacebobedingung die abends sowie morgens

ausgefillt wurde (MW + SEM). (*p < 0,10, 1< 0,05

Hypocretin-1 Placebo p Delta
MW + SEM MW + SEM
Aktiviertheit

abends 3,176 £ 0,567 3,708 + 0,601 0,388

0,055(*)
morgens 3,174 £ 0,78 3,609 + 0,729 0,052(*)

Stimmung
abends 5,458 + 0,69 55+0,773 0,171
0,05*
morgens 3,87 £ 0,607 5,217 £ 0,776 0,306
Erregbarkeit

abends 1,083 + 0,279 1,292 + 0,269 0,238

0,072(*)
morgens 1,652 + 0,576 1,174 + 0,371 0,219

Deprimiertheit

abends 1,125 + 0,464 1,042 + 0,364 0,228

0,026*
morgens 1,391 + 0,578 0,609 + 0,254 0,126

Vertraumtheit

abends 2,333 £0,461 2,042 + 0,375 0,051

0,035*
morgens 1,478 + 0,286 1,783 + 0,417 0,912

Unter der Hypocretinbedingung zeigten sich abemakmorgens eine geringefdtiviert-

heit, eine geringer&timmungund eine héherBeprimiertheitals unter der Placebobedin-

gung. DieErregbarkeitwar unter der Hypocretinbedingung abends vermtngied mor-

gens erhoht. Bei der Auswertung der Kateg®Metraumtheitzeigten sich unter der Hy-

pocretinbedingung abends eine hohere und morgeagjeringere Vertraumtheit.
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3.5.3. Bipolar-Skala

In Tabelle 8 sind die relevanten Ergebnisse deplBipSkala zusammengefasst. Signifi-
kante Unterschiede zwischen den Bedingungen zegjténfur die Kategorieschlafrig-
wach (F=4,021, p=0,009), aktiv-passiv (F=2,778, p=0,037) undmatt-frisch (F=3,127,
p=0,027).

Tab. 8: Mittelwerte der Bipolarskala unter der Hypocretimd der Placebobedingung (MW + SEMp &
0,05, *p<0,01

Hypocretin-1 Placebo p
MW + SEM MW = SEM
4 schlafrig-wach
7:00 2,4167+ 0,25 2,5 0,255 0,006**
10 aktiv-passiv
7:00 3,25+ 0,169 3,125 0,175 0,043*
8:15 2,625+ 0,192 2,333%3 0,141 0,024*
16 matt-frisch
8:15 3,125+ 0,183 3,166% 0,201 0,048*

Unter der Hypocretinbedingung waren die Probandery 100 Uhr hochsignifikant schlaf-

riger sowie signifikant passiver als unter der Btaxbedingung.

Um 8:15 Uhr waren die Probanden unter der Hypadoetlingung signifikant passiver

und matter als unter der Placebobedingung.
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4. Diskussion

In dieser Studie wurde die Wirkung von intranagadl&iertem Hypocretin-1 auf Vigilanz,
Schlafarchitektur, Nahrungsaufnahme und metabaistdrameter untersucht. Die Ergeb-
nisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: Naghdéibher Hypocretin-1-Gabe zeigen
die Polysomnografie eine Verminderung des Tiefdshlad eine Verlangerung der SWS-
Latenz, das 10-Punkte-Rating, die EWL-K und diedBpskala eine morgendliche Zu-
nahme von Mudigkeit und Passivitat. Die Leptinsplegllen nach Hypocretingabe bei
den mannlichen Probanden in der ersten NachthélfteDie Auswertung des Testfrih-
stucks sowie der Blutwerte fir ACTH, Wachstumshamp®lutzucker, Insulin und Corti-
sol ergab keine signifikanten Ergebnisse. Auch\egleich der Katecholaminkonzentra-
tionen im Sammelurin und der Blutosmolalitdt unden jeweiligen Bedingungen blieb

ohne signifikante Unterschiede.

4.1. Einfluss der Hypocretin-1-Gabe auf Schlaf-Wach-Rhyiis und Aktivierung

Mehrere Studien beschreiben die aktivierende un®R&nd NREM-Schlaf unterdri-
ckende Wirkung von Hypocretin-1. Nach Injektion vilgpocretin-1 in den Liquorraum
reagieren Ratten mit erhohter Aktivitat und verngndm REM- und NREM-Schlaf (Ha-
gan et al., 1999, Kuru et al., 2000). Beim Menscsieigert die Applikation von HCRT1-
und HCRT2-Rezeptorantagonisten die Mudigkeit unanmetart REM- und NREM-Schlaf
(Brisbare-Roch et al., 2007). Die in diesem Experntrbeobachtete signifikante Abnahme
des Tiefschlafs und die ebenfalls signifikante ¥ederung der SWS-Latenz fiigen sich in
dieses Bild. Scheinbar besitzt Hypocretin auch b&lenschen eine aktivierende, den
Schlaf vermindernde, Wirkung. Der Effekt auf denzantualen Anteil des Schlafstadiums
4 ist recht klein, da auch unter PlacebobedingurdgnAnteil des Schlafstadiums 4 mit
2,29 % schon sehr gering war. Dies ist moglicheseveiuf die ungewohnte Schlafumge-
bung im Schlaflabor und auf das z. T. schon fotgegene Alter der Probanden zurlck
zufihren. Beides kann bekanntlich zu einer Vermimag des Tiefschlafs fihren. Eine
REM-Schlaf supprimierende Wirkung der Hypocretidyiplikation konnte nicht beo-
bachtet werden. Moéglicherweise ist hier die Wirksohguer des Hypocretin-1 zu kurz, um
den Uberwiegend in der zweiten Nachthalfte vorkomie@ REM-Schlaf zu beeinflussen.

Die morgendliche Zunahme von Mudigkeit und Pas#ivit den behavioralen Tests nach
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Hypocretingabe spiegelt die beeintrachtigte restaxe Funktion des Schlafes wieder.
Dass Hypocretin-1 offenbar auch beim Menschen akiwierende, wachheitsférdernde
Wirkung besitzt, lasst hoffen, dass auch eine Hygtowabe bei Narkolepsiepatienten ihre

Symptome verringern kénnte.

4.2.  Einfluss der Hypocretin-1-Gabe auf metabolischePater

Bei der Auswertung der Blutproben und des Samnmmeutonnte nicht bei allen Parame-
tern ein Einfluss der Hypocretingabe nachgewieser&n. So blieben der Glukose-, Insu-
lin-, Cortisol- und ACTH -Spiegel sowie die Katetdmminausscheidung im Sammelurin
ohne signifikante Veranderungen. Dies kann meh&giemde haben: entweder ist der Ein-
fluss des Hypocretinsystems auf die genannten Raearneim Menschen schwach ausge-
pragt, oder es waren hoéherer Dosen, moglichervaisté Uber einen langeren Zeitraum,

notwendig gewesen, um hier einen Einfluss zu ezaiel

Im Tierexperiment konnte eine Aktivierung der HHN#se nach peripherer und zentraler
Applikation von Hypocretin-1 mehrfach nachgewieserden (Kuru et al., 2000, Russell
et al., 2001, Mazzocchi et al., 2001). Mdglicheseesteht diese mit den erhéhten Gluco-
sewerten, die ebenfalls in Tierexperimenten nachegam werde konnten, im Zusammen-
hang (Nowak et al.,, 2000, Ouedraogo et al., 20B8xuglich des Insulinspiegels nach
Hypocretin-1-Gabe liegen widersprichliche Studigebnisse vor. Hier ist eine Steige-
rung ebenso wie eine Senkung des Insulinspiegelbaohtet worden (Switonska et al.,
2002, Ouedraogo et al., 2003, Ehrstrom et al., 2008 zu klaren, welchen Einfluss das
Hypocretinsystems beim Menschen auf die HHN-Achse& den Glukosehaushalt besitzt,
sind weitere Experimente notwendig, moglicherweise einer erhéhten Probandenzahl
und hoheren Hypocretindosen. Auch eine BeschrankiesgProbandenkollektivs auf jun-

ge mannliche Nichtraucher zur Verkleinerung derida ware hier sinnvoll.

Auf den Wachstumshormon-Spiegel hatte die HypatikiGabe keinen statistisch signi-
fikanten Effekt. Direkte Interaktionen zwischen ygpetin-1-Gabe und Wachstumshor-
mon sind bisher auch nicht beschrieben worden.ePiartete Supprimierung des Wachs-
tumshormon durch die leichte Verschlechterung ddda® aufgrund der Hypocretin-1-
Gabe konnte nicht beobachtet werden. Moglicherweesehier der Effekt auf den Schlaf

zu klein, um sich auf den Wachstumshormon-Spiegst avirken.
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Die deutlichsten Effekte der Hypocretingabe sinddan Leptinspiegeln der ménnlichen
Probanden zu finden. Hier fuhrte die Hypocretingabesignifikant und hochsignifikant
tieferen Leptinspiegeln in der ersten NachthaHe stellt sich die Frage, Uber welche Me-
chanismen die Hypocretingabe den Leptinspiegelnilesst. Mehrere Wege sind hier
denkbar. Zum einen konnte die leichte Verschlednmgr des Schlafs die Leptin-
Konzentration gesenkt haben, wie es in vorangehe8tadien nach teilweisem Schlafent-
zug beobachtet worden ist (Spiegel et al., 2004k¢rdings war die Einschrankung der
Schlafqualitat in der vorliegenden Studie relaigvigg, und es ist fraglich, ob die Senkung
der Leptin-Konzentrationen in der ersten Nachth&litirch sie zu erklaren ist. Hypocretin
kénnte nach intranasaler Applikation auch direkt Biut Gbergehen und an den Fettzellen
eine verminderte Freisetzung von Leptin vermitt@e Mdglichkeit des direkten Uber-
tritts in die Zirkulation zeigen Daten von Hallscignet al. Nach intranasaler Hypocretin-1-
Gabe konnte ein Gipfel in den Hypocretin-Plasmakotrationen nachgewiesen werden
(Hallschmid et al., unveroffentlichte Daten). Ehdst et al. konnten zeigen, dass eine pe-
riphere Hypocretin-1-Gabe beim Menschen zu einetk@®y der Leptinspiegel fuhrt
(Ehrstrém et al., 2005).

Einen weiteren Weg, Uber den die intranasale Hygimgabe Einfluss auf die Leptinspie-
gel haben konnte, beschreibt Buettner et al. Dmtrake Infusion von Leptin in den medio-
basalen Hypothalamus von Ratten fluhrte ohne Aktivig des STAT3-Signalwegs, uber
den Leptin nach peripherer Gabe seine WirkungendaufLipogenese ausubt, zu einer
Inhibition der Lipogenese des weil3en FettgewebessdDd Effekt konnte durch sympathi-
sche Desinnervation des Fettgewebes aufgehoberemwéBlettner et al., 2008). Offen-
sichtlich erfolgt die zentrale Kontrolle der Fetggher nicht nur Gber Hormone und Sub-
strate, sondern auch Uber das autonome Nervensydigiacretin kbnnte auch tber diese
Mechanismen Einfluss auf die Freisetzung von Leatiea dem Fettgewebe haben. Wie der
Effekt von Hypocretin auf den Leptinspiegel in @ies Experiment vermittelt ist, kann
jedoch nicht beantwortet werden. Ebenso bleibt amkivarum Hypocretin nur bei den
mannlichen Probanden zu einer Senkung des Lepdgsipin der ersten Nachthélfte ge-
fuhrt hat. Leptin wird bekanntlich direkt propomial zur Fettmasse sezerniert. Der BMI
von Méannern und Frauen war jedoch annahernd gl@#mner: 27,71 + 3,02 kg/m
Frauen: 27,63 3,52 kg/nf, jeweils MW+ SEM). Moglicherweise spielen bei den Frauen
zyklusabhangige Faktoren eine Rolle, die trotz [Merchfihrung der Experimente in ei-

nem vierwdchigen Abstand nicht ganz ausgeschlosszden kdnnen. Auch gestalteten
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sich die nachtlichen Blutentnahmen bei den Franegasamt schwieriger, sodass die ge-
ringere Datenzahl hier moglicherweise statistisghiBkante Ergebnisse verhindert hat.

Wie beeinflusst das Hypocretinsystem nun die Lepiegel und den Metabolismus? Hier
scheinen sich akute und chronische Effekte zu scheiden. In diesem und in einem wei-
teren Experiment fuhrte die einmalige Gabe von Hygtin zu niedrigeren Leptinspiegeln
beim Menschen (Ehrstrom et al., 2005). Doch aucltleionischer Hypocretinmangel, wie
er z. B. bei der Narkolepsie vorkommt, fihrt zun#igant niedrigeren Leptinspiegeln
(Kok et al., 2002). Niedrige Leptinspiegel sign@isn dem ZNS leere Fettspeicher und
wirken Uber eine Steigerung der NahrungsaufnahrabanAuch wenn die Hypocretinga-
be zu einer Steigerung der Nahrungsaufnahme f&tinginen erhdhte Hypocretinspiegel
langfristig jedoch katabol zu wirken. Daten aus &xpenten an Ratten mit einer Hypoc-
retiniberexpression legen dies nahe. Die Rattenhidtieren Hypocretinspiegeln waren
hier deutlich resistenter gegen ein durch Nahruogsingebot induziertes Ubergewicht
(Funato et al., 2009). Auch dass Narkoleptiker, elien Hypocretinmangel aufweisen,
trotz Hypophagie sehr haufig ibergewichtig sinch{8ad et al. 2000, Dahmen et al., 2001,
Kok et al., 2003) und dass adiptse Probanden gemriHypocretinspiegel im Vergleich
zu Gesunden besitzen (Adam et al., 2002), spriotgihe insgesamt katabole Wirkung des
Hypocretins. Die Erkenntnis, dass Hypocretin orerigind zugleich katabol wirkt, zeigt,
dass das Hypocretinsystem eine hochkomplexe Ratflerinalb der Regulation metaboli-
scher Prozesse und der Regulation der Nahrungsanéaesitzt, die es weiter zu erfor-

schen qilt.

4.3. Einfluss der Hypocretin-1-Gabe auf Hunger, Durst dlahrungsaufnahme

Die Auswertung des Testfriihstlicks ergab keine figmten Ergebnisse. Auch das 10-
Punkte-Rating ergab keine signifikanten Verandeeanigei den MerkmaleRunger oder
Durst

Seit der Entdeckung des Hypocretinsystems wirdespirysiologische Rolle mit der Stei-

gerung der Nahrungsaufnahme in Verbindung geb(&akurai et al., 1998). So beschrei-

ben viele Studien an Nagern eine Steigerung derudglsaufnahme nach zentraler Hypoc-

retin-1-Applikation (Sakurai et al., 1998, Yamanaitaal., 1999, Edwards et al., 1999). In

manchen Studien an Nagern war jedoch kein Effektl@uNahrungsaufnahme nach zent-
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raler Hypocretin-1-Gabe nachweisbar (Ida et al99)9In einer Studie an den phylogene-
tisch hoheren Affen hatte die Hypocretin-1-Gabeas@ppetitmindernde Effekte (Remsey
et al., 2005). Mdglicherweise existiert hier einedigs-spezifischer Effekt, und die Rolle
des Hypocretins in der Regulation der Nahrungsdunfreahat sich im Laufe der Evolution
vermindert oder moglicherweise sogar umgekehrtekdtiitzt wird diese These von einer
Studie an menschlichen Probanden, die von Ehrsétdah durchgefiuhrt wurde. Nach in-
travenoser Hypocretin-1-Applikation konnte hierdeeiVeranderung der Ratings fidun-
ger festgestellt werden (Ehrstrom et al., 2005). Aliegs ist nicht klar, ob Hypocretin-1
nach peripherer Applikation die Bluthirnschrankeiindet.

Denkbar ist auch, dass die Wirkungen von Hypocratih die Nahrungsaufnahme beim
Menschen kurzfristigerer oder langfristigerer Nasurd. So hatte das Testfrihstick ent-
weder dichter an der Hypocretingabe liegen mussermlie Halbwertszeit moglicherweise
Zu kurz ist, um am nachsten Morgen noch einen E#felerzielen, oder die Hypocretinga-
be hatte Uber mehrere Tage erfolgen mussen, uiNaheungsaufnahme zu beeinflussen.
Weitere Experimente mit einem veranderten Studigigdeund einem homogeneren Pro-
bandenkollektiv sind hier notwendig, um den Eindlukes Hypocretinsystems auf die Nah-

rungsaufnahme des Menschen besser beurteilen nehkon

46



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Wirkung eiabendlichen intranasalen Hypocre-
tin-1-Gabe auf Schlafarchitektur, Nahrungsaufnalkime metabolische Parameter. Seit der
Entdeckung des Hypocretinsystems wird seine Roiteder Regulation der Nahrungsauf-
nahme und des Schlaf-Wach-Rhythmus in Verbinduriyeght. Fast alle Studien erfolg-
ten jedoch bisher an Nagern. Inwieweit die doraregten Erkenntnisse auf den Mensch

Ubertragbar sind, war Gegenstand dieser Studie.

Die Untersuchung erfolgte an 12 weiblichen und ldnnlichen gesunden Probanden.
Nach einer Eingewohnungsnacht im Schlaflabor folgteei Experimentalnachte, in de-
nen entweder Hypocretin-1 oder Placebo intranasabreicht wurde. Die Zuordnung zur
jeweiligen Bedingung erfolgte randomisiert und delppnd. Neben behavioralen Tests
zur Erfassung von Hunger, Durst und Midigkeit wuiider den Versuch 22 Mal Blut zur
Bestimmung von Blutzucker, Insulin, ACTH, Cortishgptin und HGH abgenommen und
ein Schlaf-EEG abgeleitet. Die Uber die Nacht asigiégtteten Katecholamine wurden im
Sammelurin bestimmt. Der Versuch endete mit einastfiuhstlick zur Bestimmung der

morgendlichen Kalorienaufnahme.

Die Hypocretingabe flhrte zu einer signifikantend&dion des Tiefschlafstadiums S4.
Auch die Latenz bis zum Eintreten des Tiefschl&@/G-Latenz) war unter der Hypocre-
tinbedingung signifikant verlangert. In den morgeitn behavioralen Tests zeigte sich

nach Hypocretingabe eine signifikante Zunahme vanligkeit und Passivitat.

Die Leptinspiegel der méannlichen Probanden war nidgpocretingabe in der ersten
Nachthalfte signifikant und hochsignifikant niedsigals unter der Placebobedingung. Die
Auswertung des Testfrihstiicks ergab keine sigmifia Ergebnisse. Auch die morgendli-

chen Hunger-Ratings zeigten keinen Unterschiedcheis den Bedingungen

Die Ergebnisse belegen, dass das Hypocretinsyatemleim Menschen Einfluss auf die
Regulation von Schlaf-Wach-Rhythmus und metaboéiacRarametern besitzt und insbe-
sondere bei Mannern die nachtliche Leptinsekretiorsupprimieren scheint. Zukunftige
Studien sollten diese Ergebnisse erweitern undeswidere ihre klinische Relevanz bei

narkoleptischen Patienten erheben.
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Anhang

7. Anhang

7.1. Aufklarungsbogen

Die Wirkung von Orexin A auf den Nachtschlaf
Sehr geehrte/r Versuchsteilnehmer/in,

in dieser Studie geht es um die Wirkung von Orexiauf den Schlaf. Im Folgenden in-
formieren wir Sie Uber den wissenschaftlichen Hugrend und den geplanten Ablauf der
Studie.

Ihnen wird bei diesem Versuch das korpereigene i@rAxin Form eines Nasensprays
verabreicht. Orexin A ist ein Botenstoff im Zenbt@tvensystem; es wird tberwiegend im
menschlichen Hirn produziert. Aus Tierexperimengekannt, dass Orexin A eine Rolle
im Energiehaushalt und bei der Schlafregulation@emnismus spielt. Neue Erkenntnisse
Uber Wirkungsweise und mogliche Anwendungen vorxiaréd konnten zur Aufklarung
der Entstehung und zur Entwicklung nebenwirkungsaritherapien von Stérungen der
Schlaf-Wach-Regulation wie Narkolepsie fihren. Aufgl der verwendeten Menge gehen
wir davon aus, dass keine unerwarteten periphemmeivirkungen auftreten. Bei ent-
sprechender Allergieneigung konnen jedoch Ubererdjifihnkeitsreaktionen bis hin zu
Atemnot und Bewusstlosigkeit auftreten. Es ist hioln erwarten, dass sich bei der hier
gewahlten Dosis andere Risiken realisieren, dadrsiidien nach der Gabe von Orexin A
keine Nebenwirkungen beobachtet wurden. Durch leéageitende arztliche Uberwachung
mit potenzieller Interventionsmaoglichkeit konnenrwaiuch auf ein unerwartetes Ereignis
wie z.B. eine allergische Reaktion adaquat reagiere

Im Rahmen der Untersuchung verbringen Sie im Alastaon etwa ein bis zwei Wochen
zwei Nachte im Schlaflabor. Falls Sie in den latztieei Monaten noch nicht in unserem
Schlaflabor geschlafen haben, absolvieren Sie Zlid#@teine Eingewdhnungsnacht, die
dazu dient, Sie mit den Raumlichkeiten und AblaufanSchlaflabor vertraut zu machen
und Sie an den Schlaf unter Laborbedingungen zwigegn. In den Experimentalnachten
erfolgt zufallig verteilt (,randomisiert”) entwedetie Gabe von Orexin A intranasal oder
von Placebo. Dies geschieht ,doppelblind“, d. hdereSie noch der betreuende Versuchs-
leiter wissen, welches Préparat zu welchem Zeitpuakabreicht wird.

Die Untersuchungen laufen an den Studientagen nviger folgenden Abbildung darge-

stellt ab (wobei der Zeitpunkt des Zubettgehens dexd Praparatgabe an lhre Schlafge-
wohnheit angepasst werden kann, wenn Sie gewamht deutlich vor 23:00 zu schlafen).
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oder ‘ : Blutentniahime
Placd ﬂ
 Anlage Venenverwellaniile
NPT : Neuropsychologische Testung

Am Versuchstag nehmen Sie bitte ein Ihren Essgehaten entsprechendes, regulares
Mittagessen ein. Am Abend vor der Schlafableitungdvihnen um 18:00 ein standardi-

siertes Abendessen gereicht, das auch die letztdzblaam Untersuchungstag sein soll.
Zwei Stunden vor der individuellen normalen Schiafgehzeit (im oben gezeigten Bei-

spiel 23:00) erfolgt die Anlage der Ableitelektradend eines Venenverweilkatheters in
eine Armvene, Uber den im Folgenden die Blutentreaherfolgen.

Im Anschluss daran findet eine Neuropsychologisbestung (NPT) statt, in der die Be-
findlichkeit des Studienteilnehmers dokumentientdwiind die Lernphase der Gedachtnis-
tests durchgefiihrt wird. Diese Testung dauert c&tuhde. Nach Abschluss der Testung
wird entweder Orexin A als Nasenspray oder Plasgabreicht. Anschliel3end gehen Sie
zu Bett und schlafen, wobei mittels der angebraciikektroden die Hirnstrome (EEG),
die Muskelaktivitat verschiedener Muskel (EMG), diegenbewegungen (EOG) sowie
der Herzschlag (EKG) registriert werden. Dies erletiguns eine Beurteilung der Quanti-
tat der durchlaufenen Schlafstadien und somit Rildiksse auf die Schlafqualitat. Wah-
rend der Nacht werden Uber den Venenverweilkatheth80-minitigen Abstanden klei-
nere Mengen Blut (maximal 250 ml pro Versuchsnaahgenommen. Dies geschieht tber
einen kleinen Plastikschlauch (,through-the-walléffahren), ohne dass Sie dafir aufge-
weckt werden missen. Die haufigen Blutentnahmenetiiedazu, Verdnderungen in den
hormonellen Botensystemen im Laufe der Nacht zusereie Risiken der Blutentnahme
unterscheiden sich nicht von denen der RoutineeBlaahme: kleine Blutergiisse, Fehl-
punktionen mit Verletzungen von Nerven und Gefa@uait Bildung von Blutergissen,
Venenentzindung, ggf. Armvenenthrombose). Dieseehebikungen treten aber bei
sachgerechter Durchfihrung extrem selten auf. Ztgth&lten der Kanile wird tber eine
Infusionspumpe kontinuierlich Kochsalzlosung mieetuell einer niedrigen Menge Hepa-
rin infundiert. Dies kann in seltenen Fallen zeraischen Reaktionen fiihren. Deshalb ist
es ganz wichtig, dass Sie uns sagen, ob bei IheeNWefdacht auf eine Unvertraglichkeit
von Heparin besteht oder womaglich bei friherendfiegaben bereits Beschwerden auf-
getreten sind. Am Morgen erfolgt ebenfalls einesata neuropsychologische Testung, in
der Ihre Befindlichkeit dokumentiert wird und das &ortag Gelernte abgerufen wird.
Abgeschlossen wird jede Studiennacht mit einem $ttidtk.

Das Klinikum der Universitat haftet im Falle eirfechadigung nach den allgemeinen Haf-
tungsgrundsétzen des Universitatsklinikums (UKSHIx die Teilnahme an dieser Unter-
suchung erhalten Sie 55 Euro pro Versuchsnacht40nBuro fir eine Eingewdhnungs-
nacht. Die wahrend der Studie von Ihnen erhoberaterDwerden anonymisiert weiter-
verwendet.
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