Aus dem Institut fiir Neuroendokrinologie
der
Universitét zu Liibeck

Direktor: Prof. Dr. Jan Born

BEDEUTUNG VON INSULIN FUR ZENTRALNERVOSE
FUNKTIONEN BEIM MENSCHEN

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitét zu Liibeck

— Aus der Medizinischen Fakultit —

vorgelegt von
Dipl. oec. troph. Christian Benedict

aus Libeck

Liibeck, 2008



1. Berichterstatter . Prof. Dr. Jan Born
2. Berichterstatter . Prof. Dr. Kerstin Oltmanns
3. Berichtserstatter  : Prof. Dr. Hans - Ulrich Haring

Tag der miindlichen Priifung: 03.09.2008
Zum Druck genehmigt: 03.09.2008



ADKUFZUNGSVEIZEICANIS ...ttt 5
BEINIITUNG ...ttt bbb 6
Die zentralnervose Regulation von Hunger und Sattigung .........cccceevveeveieenciieeecieeeeiee e, 8
Die hypothalamische Steuerung des KOrpergewichts...........ccccoevvveeiiiiiiccieciiecrieen, 8
HUNGEr UNd SAIGUNG........oovieeiieeeee ettt 10
Formen und Mechanismen der Gedachtnisbildung...........c.cccceeeiiiiiiiiiinieniiiieceees 11
Intranasale Insulinapplikation ...........cceeeiiiiiiiiieiii e e 13
Insulin und zentralnervose FUNKtIONEN ............coooviiiiiiiiiiicciecceceecee e 14
FragestellUNG ..o e 15
Experiment I: Intranasales Insulin verringert die Energieaufnahme bei Mannern
und verbessert hippokampal-prafrontale Gedachtnisfunktionen bei Frauen......... 17
HINTEIGIUNG ..ottt et eae e 17
MEENOTEN ...ttt sttt ettt be s e ebeeneeneeneens 18
PrODANGEN ...ttt ettt ettt et eseesa st e s e b e b e ssesseeseeseesaeneas 18
Experimenteller ADIAUT..............coooiiiiee e 18
KOGNITIVE TESES ...ttt ettt et ae et et ete et e reeaeeane e 20
DIGIT SPAN ...ttt ettt re et e ae b e neeas 20
2-D-Objekt-Lokalisations-Aufgabe ............ccooeieiiiieieeeceeeeeeeeeeeee e 21
Hormon — und GIUCOSEDESTIMMUNG .........ccvieiieiieiieieeteee e 22
Datenaufbereitung und StatistiK.............c.oooeviieiiiiiiiececeeeeeee e 23
EFQEDNISSE ... 23
Nahrungsaufnahme und Hungergeflhle.............c.oovevieiioiccieeeceeeeece e, 23
GeAACNINISIBISTUNG ...t sae e 24
Plasmaglukose und HOrMONE...........c.ooviouiiiieeceeeee et 25
DISKUSSION......cviiiieiieieteete ettt ettt ettt ettt e e tees e e st e st eneensensensesaeeneeneeneens 27
Experiment I1: Intranasales Insulin verbessert das deklarative Gedéachtnis beim
1V [=] 01 Tod o =T o PRSP TT TP TPRRPRPRO 30
HINTEIGIUNG ..ottt et 30
MEENOTEN ...ttt sttt ettt ettt aesbeeneeneeneens 31
PrODANGEN ...ttt ettt ettt et eseesa st e s e b e b e ssesseeseeseesaeneas 31
Experimenteller ADIAUT..............oooiiiieeee e 31
Hormon — und GIUCOSEDESLIMMUNG .........coveiiieiieieeieeteee e 32
Kognitive Tests und BefindlichKeitSmesSUNg...........ccooveeiieiiiienieeieceeie e 32
WOTTTISTE ..ottt ettt et ae e ess e s e b e besbesaeeseeseeneas 32
WOrdSTEM PrIMING ....oooviiiieeieciieie ettt ettt ste e ereesaeeseeneeeas 33
SEIOOP-TESE ettt et e e e et e e tb e e e taeeetaeeeaaeeesseeesaseeeesseeenseas 33
Eigenschaftsworterliste (EWL-N)........ccoveviieieiieieeieeeeeeeee et 34
Datenaufbereitung und StatistiK.............ccooeviieiiiiiieeeeeeeee e 34
EFQEIDNISSE ... 34
HOIMONE UNA GIUKOSE .......ccveevieiieiieieieciecteete ettt ettt sae et eneas 34
Wortliste, Wordstem priming und Stroop-TeSt.........c.covevieieeiieieeeeieeee e 36
EigensChaftSWOITEITISIE ..........ooviieieeceeeeeee e 37
DISKUSSION......ouiiiieiieiete ettt ettt ettt et e b e st e e bees e e st e st eneensensenseeneeneeneeneens 39
Experiment I11: Intranasales Insulin verbessert das Gedachtnis des Menschen:
Humaninsulin vs. INSUlIN ASPAIt. .........ccceiiiiiiiece e 42
HINTEIGIUNG ..ottt ettt sb e saeeaeeneene e 42
Y T=] Yoo =T o OSSR SR USRI 43
VEISUCNSPEISONEN ...ttt ettt ettt ettt ev ettt eae et e eteeteeaseereeseeaseenas 43

Experimenteller ADIAUT...........c.ooiiieee e 43



Datenaufbereitung und StatistiK.............ccooevieiiiicicc e 44
EFQEINISSE ..ottt ettt et et e ere e 45
DISKUSSION......coviiiieiieieie ettt ettt sttt ettt et et e s e sseeteeseeseeseessensesessesseeseeseeneens 47

Experiment 1V: Effekte einer akuten und achtwdchigen intranasalen Insulingabe auf
den Blutdruck Deim MENSCNEN ........ocviiiiiiee e 50
HINTEIGIUNG ...ttt et ettt eaneeveeeanas 50
Y T=] 4 aToTe T o BTSSP PP 51

Teilexperiment I: Akuteffekte von intranasalem Insulin auf den Blutdruck................ 51

Teilexperiment Il: Langzeiteffekte von intranasalem Insulin auf den Blutdruck ........ 53

Messung der GIUKOSEKONZENLIALION ..........c.ccvieuieiiieieeieceie e 53

Datenaufbereitung und StatiStiK............ccooieiieierieiceeeee e 53
ENQEIONISSE ...ttt e 54

Teilexperiment I: Akuteffekte von intranasalem Insulin auf den Blutdruck, die

Herzrate und die muskulare sympathische Nervenaktivitat (MSNA) ........c.cccoeeveenenne. 54

Teilexperiment 1l Effekte einer achtwochigen intranasalen Gabe von Insulin auf den

Blutdruck und die HEFZIate ..........c.ooeeieiieieieieeieeeee et 55

PlaSMAGIUKOSE ..ottt ettt sae e 55
DISKUSSION......ccutiiiiiiititecieete ettt ettt et ettt et et e b e s b e eteeseeseeseessessesessesaeeseeseensens 57

Zusammenfassende DISKUSSION.........c.ciiiiiiiiiiiieeie e e 60
INSULIN UNA GEAACHTNIS ...t eneas 60
Insulin und Nahrungsregulation ...............cccoveiiiiiiieciccece e 62
INSULIN UN BIULATUCK ..ottt 63
AUSDIICK ...ttt sttt ene st ens 63

ZUSAMIMENTASSUNG ...tttk b bbbt b et e e e e b e b et e bt nbenne s 65

LIteratUrVEIZEICNNIS. .. ottt et 66

DANKSAGUING ...ttt bbbt e bbbt 79

LEIBNSIAUT ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeaaeeaaaas 80



Abkulrzungsverzeichnis

ACTH
AgRP
Alpha-MSH
ANOVA
ATP

BMI

bpm

CCK
GABA
HAWIE
HHN-Achse
H-Insulin
HOMA
I-Asp

LE.

IGF

izv.
Alpha-MSH
MK-R
mmHg
MSNA
NMDA
NPY
POMC
SEM

ZNS

Adrenokortikotropes Hormon; Kortikotropin
Agouti-verwandtes Protein
Alpha-Melanozyten stimulierendes Hormon
Varianzanalyse

Adenosintriphosphat

Body-Mass-Index

beats per minute (= Schldge pro Minute)
Cholecystokinin

Gamma-Aminobuttersidure

Hamburger Wechsler Intelligenz Eignungstests
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse
Humaninsulin

Homeostatic model assessment

Insulin Aspart

Internationale Einheiten

Insulindhnlicher Wachstumsfaktor
intrazerebroventrikular

Alpha-Melanozyten stimulierendes Hormon
Melanocortin-Rezeptor

Millimeter Quecksilbersdule

muskuldre sympathische Nervenaktivitit
N-Methyl-D-Aspartat

Neuropeptid Y

Proopiomelanocortin

Standardfehler

Zentrales Nervensystem



Einleitung

Bereits vor mehr als 20 Jahren wurden Insulinrezeptoren im Gehirn des Menschen
nachgewiesen (Sara et al. 1982), dennoch beruhen die Kenntnisse {iiber die
neuroendokrinen Funktionen von Insulin hauptséchlich auf Ergebnissen von Tierstudien.
Im zentralen Nervensystem (ZNS) iibernimmt das Hormon eine wichtige regulatorische
Rolle in der Energiechomdostase (Roth et al. 1986), indem es als Indikator den Stand
peripherer Energiespeicher an das Gehirn meldet (Rohner-Jeanrenaud, 1999; Woods and
Seeley, 2001; Benoit et al. 2004a; Schwartz et al. 2000). Neben der Funktion als
Adipositassignal moduliert Insulin auch Prozesse, die zur Bildung des deklarativen
Gedichtnisses, welches das Erlernen von Fakten und Ereignissen umfasst, beitragen (Zhao
and Alkon, 2001; Park et al. 2000; Benedict et al. 2007; Reger et al. 2005; Zhao et al.
2004). Die Verarbeitung des deklarativen Gedéchtnisses hdngt mallgeblich vom
Hippokampus ab (Squire and Zola, 1996; Eichenbaum, 2004), der sich durch das
Vorkommen zahlreicher Insulinrezeptoren auszeichnet (Unger et al. 1991). Neben diesen
Befunden konnten Studien mit Hunden auflerdem zeigen, dass Insulin {iber autonome
Zentren im Bereich des ZNS den systemischen Blutdruck erhoht (Davis et al. 1995; Davis
etal. 1997).

Insulin  wird entweder passiv iliber eine Diffusion im Bereich der
zirkumventrikuldren Organe (van Houten et al. 1983) oder aktiv mit Hilfe eines
rezeptorvermittelten Transportes ins Gehirn aufgenommen (Woods et al. 2003; Schwartz
et al. 1992a). Da die Liquorinsulinspiegel sich proportional zu der Serumkonzentration
des Hormons (Wallum et al. 1987; Schwartz et al. 1990) verhalten, galt die intravendse
Gabe des Peptides als die bisher am besten geeignete Applikationsmethode, um die
Bedeutung von Insulin fiir Hirnfunktionen beim Menschen zu kldren. Die intravendse
Gabe von Insulin beeinflusst Prozesse der zentralnervosen Energiehomdostase und
deklarativen Gedéchtnisbildung beim Menschen (Kern et al. 2001; Craft et al. 1996).
Allerdings verursacht sie auch zahlreichen Nebenwirkungen, wie eine gesteigerte
sekretorische Aktivitdt unterschiedlicher Stressachsen (Kern et al. 2000; Fruehwald-
Schultes et al. 1999) und eine Hypoglykdmie. Daher ist die intravendse Infusion von
Insulin ungeeignet, um den direkten Einfluss von Insulin auf Hirnfunktionen beim
Menschen selektiv zu untersuchen bzw. zu bewerten. Eine andere Methode ist die
intranasale Gabe. Dieses Verfahren ermoglicht einen direkten Ubertritt von Insulin von der

Nase ins Gehirn ohne dabei periphere Nebenwirkungen des Hormons zu verursachen



(Born et al. 2002). Daher wurde in dieser Dissertation eine experimentelle Serie
konzipiert, die dazu diente, die Bedeutung von Insulin fiir Hirnfunktionen beim Menschen
mit Hilfe der intranasalen Applikationsmethode zu erforschen. So konnte in den dieser

Dissertation zugrunde liegenden Versuchen herausgefunden werden, dass

1) eine kurzeitige Anhebung zentralnervoser Insulinspiegel hippokampal-prafrontale
Gedédchtnisfunktionen bei Frauen verbessert und die Gesamtenergieaufnahme bei

Mannern reduziert (Experiment 1),

2) eine achtwochige intranasale Behandlung mit Humaninsulin das deklarative
Geddchtnis und die allgemeine Stimmung bei beiden Geschlechtern positiv

beeinflusst (Experiment I1),

3) eine intranasale Gabe des Insulinanalogons Insulin Aspart iiber acht Wochen den
positiven deklarativen Gedachtniseffekt von Humaninsulin tiberragt (Experiment
[11) und

4) eine akute nicht aber eine achtwdochige intranasale Anwendung von Insulin den

systemischen Blutdruck beim Menschen erhoht (Experiment 1V),

Vor der Darstellung der einzelnen Experimente wird zunichst ein Uberblick iiber
zentralnervose Regelkreise der Korpergewichts- und Essregulation gegeben. Danach
werden grundlegende Prinzipien der Gedichtnisbildung und -differenzierung vorgestellt
und methodische und theoretische Aspekte der intranasalen Insulinapplikation erortert.
Abschliefend werden die relevantesten Befunde zu den Wirkungen von Insulin auf

Hirnfunktionen, die dieser Dissertation als Anregung dienten, prisentiert.



Die zentralnerviése Regulation von Hunger und Sattigung

Die hypothalamische Steuerung des Kérpergewichts

Durch Studiendaten zu den zentralnervosen Regelkreisen, die das Nahrungs- und
Energiegleichgewicht steuern, ist es gesichert, dass die Insulin- und Leptinkonzentrationen
den Stand der als Korperfett gespeicherten Energic an das Gehirn melden (Baskin et al.
1999; Benoit et al. 2004b; Hallschmid et al. 2004b; Woods and Seeley, 2000). Ebenso
konnten die hypothalamischen Kerngebiete, die diese peripheren Signale verarbeiten und
die Kalorienzufuhr regulieren, teilweise identifiziert werden (Woods et al. 1998; Schwartz
etal. 2000; Seeley and Woods, 2003).

Bislang erfiillt neben Leptin, welches im Folgenden vernachlissigt wird (zur
Vertiefung, siche (Huang and Li, 2000; Blevins et al. 2002)), nur das Hormon Insulin die
Bedingungen, die eine Substanz als ein Adipositassignal erfiillen muss (Seeley and Woods,
2003). Die peripheren Spiegel des Insulins verhalten sich proportional zur Korperfettmasse
(Gerozissis, 2003). In Hirnregionen wie dem Hypothalamus und dem Hirnstamm, die fiir
die Nahrungsregulation von grundlegender Bedeutung sind (Porte, Jr. et al. 2002), finden
sich zahlreiche Insulinrezeptoren (Baskin et al. 1994; Havrankova et al. 1978). Dies ldsst
vermuten, dass Insulin in die zentralnervose Regulation der Kalorienaufnahme integriert ist
(Porte, Jr. et al. 1998). Diese Annahme wird auch durch den postprandialen Anstieg der
Konzentration von Insulin im Liquor cerebrospinalis und im Hypothalamus gestiitzt
(Schwartz et al. 1992a). Bei Ratten fiihrt die intrazerebroventrikulédre (izv.) Gabe von
Insulin sowohl zu einer Reduktion der kumulativen Nahrungsaufnahme iiber 24 Stunden
als auch zu einer Abnahme der Korperfettmasse (Seeley et al. 1996; Woods et al. 1979).
Analog dazu konnte in einer in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Humanstudie gezeigt
werden, dass die Erh6hung von zentralnervosen Insulinspiegeln iiber einen achtwochigen
Zeitraum zum Verlust von etwa 1 kg Korperfett bei normalgewichtigen Mannern fiihrt
(Hallschmid et al. 2004b).

Im ZNS angekommen, aktiviert Insulin ein multipeptiderges Netzwerk im Nukleus
arcuatus des Hypothalamus. Dieser hypothalamische Kernbereich steuert im gesunden
Organismus die Balance zwischen anorexigenen und orexigenen Signalwegen (Porte, Jr. et
al. 1998; Schwartz et al. 2000; Seeley and Woods, 2003). Orexigene Signale stimulieren
die Nahrungsaufnahme und vermindern den Energieumsatz und resultieren somit in einer
Gewichtszunahme. Eine Aktivierung anorexigener Schaltwege senkt die Kalorienzufuhr

und fiihrt in Kombination mit einem erhohten Ruheenergieumsatz zum Gewichtsverlust



(Abbildung 1). Als bisher wichtigstes anorexigenes Neuropeptid gilt das durch
enzymatische Spaltung entstehende Derivat des Proopiomelanokortins (POMC), das
Alpha-Melanozyten-stimulierende Hormon (Alpha-MSH) (Fan et al. 1997; Cone et al.
2001). Die Expression und Freisetzung von POMC wird durch die izv. Gabe von Insulin
gesteigert und stellt darumt einen wichtigen Signalweg in der anorexigenen Wirkung von
Insulin dar (Benoit et al. 2002). Alpha-MSH interagiert mit Melanokortinrezeptoren des
Typs 3 und 4 (MK3-R, MK4-R). Die Gabe von Alpha-MSH oder MK3/4-R-Agonisten
reduziert die Nahrungsaufnahme und das Korpergewicht (Fan et al. 1997; Thiele et al.
1998). Analog dazu fiihrt die Gabe von MK3/4-R-Antagonisten zu einer gesteigerten
Nahrungsaufnahme und einer Gewichtszunahme (Fan et al. 1997; Ollmann et al. 1997,
Benoit et al. 2000) bzw. eine genetische Stérung in der Ausbildung von POMC- und
MK4-R zu einem adipdsen, hyperphagen Phianotypen (Huszar et al. 1997; Yaswen et al.
1999). In einer in Liibeck durchgefiihrten Studie (Fehm et al. 2001) induzierte die

NPY Y1/Y5 mC-4
(— Rezeptor Rezeptor j
NPY POMC
AgRP CART
Nucleus

arcuatus
Blut-Him-
Schranke

| Leptin | | Insulin |

MNahrungs- L | } Energie-
aufnahme verbrauch
@ﬂ\@ Fettgewebe Pancreas @/ﬂ,—#‘@

Energie- Nahrungs-
verbrauch aufnahme

Abbildung 1. Modell der zentralnervésen Energichomdostase (nach Schwartz et al. 2003). Die mit dem
Blutkreislauf zirkulierenden Adipositas-Signale Leptin und Insulin iibermitteln nach dem Uberqueren der
Blut-Hirn-Schranke den Stand der als Fett gespeicherten Energie an Neurone des Nucleus arcuatus. Neurone,
die Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-verwandtes Protein (AgRP) exprimieren, stimulieren die
Nahrungsaufnahme und senken den Energieverbrauch, was zu einer Gewichtszunahme fiihrt (anabole
Schaltwege). Die Expression von Proopiomelanocortin (POMC) und seinem Derivat alpha-MSH hemmt die
Nahrungsaufnahme und steigert den Energieverbrauch (katabole Schaltwege). Leptin und Insulin hemmen
AgRP/NPY-Neurone und stimulieren POMC-Neurone, wihrend niedrige Leptin- und Insulinspiegel
wahrscheinlich umgekehrte Effekte auslosen.
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sechswochige intranasale Gabe des MK4-R-Agonisten MSH/ACTHa4. ;9 eine Senkung des
Korperfettanteils um etwa 1 kg. Eine Vermittlung dieses Effektes {iiber periphere
Mechanismen ist unwahrscheinlich, da MSH/ACTHa4.19 nicht an die peripheren MK-R
(MK1-R, MK2-R) bindet.

Im Bereich der orexigenen Schaltsysteme, die durch Insulin beeinflusst werden,
spielen die im Nukleus arcuatus freigesetzten Signaltriger Neuropeptid Y (NPY) und
Agouti-verwandtes Protein (AgRP) eine entscheidende Rolle. Durch Stimulation der
Nahrungsaufnahme und Reduktion des Ruhenergieumsatzes fordern diese Peptide die
Gewichtszunahme (Morton et al. 2006). Die orexigene Wirkung entfaltet NPY {iiber die
Aktivierung seiner Y1 und/oder Y5-Rezeptoren (Raposinho et al. 2004), die in hohen
Konzentrationen im Nukleus paraventricularis zu finden sind (Gerald et al. 1996;
Zimanyi et al. 1998). Das AgRP iibt seine anabole Wirkung iiber einen kompetitiven
Antagonismus am MK3- oder MK4-Rezeptor (Ellacott and Cone, 2004) aus. AgRP- und
NPY-Neurone werden von Insulin gechemmt (Porte, Jr. et al. 2002).

Hunger und Sattigung
Hunger erfiillt die biologische Funktion, den Kdrper mit Nahrstoffen zu versorgen, um den
Energiebedarf und somit die Erhaltung korperlicher Funktionen sicherzustellen. Die
Intensitdt des Hungers wird durch die Verfiigbarkeit von Energiemetaboliten (Kennedy,
1952; Mayer, 1955) bestimmt. Beispielswiese werden die Hungergefiihle durch die Hohe
des Blutzuckers moduliert (Schultes et al. 2003). Jiingste Theorien postulieren, dass der
Hunger maBigeblich durch die Hohe der intraneuronalen ATP-Spiegel beeinflusst wird und
letztlich sicherstellt, dass dem Gehirn stets geniigend Energie zur Verfiigung steht (Lee et
al. 2005; Peters et al. 2004).

Der Vorgang der Nahrungsaufnahme wird in die zephale, gastrale und intestinale
Phase getrennt. Die zephale Phase steht vor der Nahrungsaufnahme und ist durch
sensorische Einflussgrolen, die den Korper auf die Nahrungsverwertung vorbereiten,
gekennzeichnet. Wéhrend der gastralen Phase, wenn sich bereits Nahrung im Magen
befindet, wird die Magendehnung dem ZNS iiber vagale Afferenzen zuriickgemeldet und
wirkt als ein erstes Séattigungssignal. Durch die Magenfiillung kommt es auch zu einer
gesteigerten Freisetzung von Gastrin, das die Magenséduresekretion steigert (Schusdziarra,
1985). Weiterhin kommt es im Rahmen der gastralen Phase zu einer reduzierten
Freisetzung von Ghrelin. Dieses Hormon fordert den Appetit durch Stimulation von

Neuronen im Nukleus arcuatus, die NPY und AgRP bilden (Willesen et al. 1999). Die
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Ghrelinkonzentration im Blut steigt vor Mahlzeiten an und sinkt danach ab (Cummings et
al.  2001). Sobald Nahrungsbestandteile in das Darmlumen gelangen, beginnt die
intestinale Phase. Diese ist mit der Aktivierung des intrinsischen Nervensystems und der
Freisetzung einer Vielzahl weiterer Inkretine verbunden. Das hierbei ausgeschiittete
Hormon Cholecystokinin wirkt anorexigen (Strader and Woods, 2005). Vor kurzem wurde
mit dem Peptid YY ein weiterer Botenstoff identifiziert, der nach dem Essen proportional
zum kalorischen Gehalt der Mahlzeit von Zellen im Diinndarm sezerniert wird und via
Inhibition des Y2-Rezeptors von NPY/AgRP-Neuronen zur Sittigung beitragen soll
(Tschop et al. 2004). Die bereits besprochenen hypothalamischen Kerne sind eng mit dem
kaudalen Hirnstamm sowie limbischen und kortikalen Strukturen vernetzt, und es ist davon
auszugehen, dass die vielfdltigen neuronalen und endokrinen Signale, die durch eine
Nahrungsaufnahme freigesetzt und moduliert werden, diese Schaltkreise aktivieren und so
das Ende einer einzelnen Mahlzeit einleiten. Insgesamt ist jedoch noch nicht geklirt, wie
die Riickmeldung iiber langfristig (d.h. in Fettdepots) gespeicherte Energie in die
Regelkreise, die den Zellen die kurzfristig zur Verfiigung stehenden Energiereservoirs
signalisieren, auf zentralnervoser bzw. zelluldrer Ebene integriert wird (Seeley and Woods,

2003).

Formen und Mechanismen der Gedachtnisbildung

Die  menschliche  Gedéchtnisbildung ist ein  komplexer  Vorgang  der
Informationsspeicherung und -verarbeitung, der verschiedene Teilsysteme und -prozesse
umfasst. Das Gedéchtnis lésst sich in deklarative (explizite) und nondeklarative (implizite)
Verarbeitungsebenen differenzieren (Squire 1992; Squire und Zola 1996; siche Abbildung
2). Das deklarative Gedéchtnis umfasst das Lernen von Fakten (semantisches Gedéachtnis)
und Ereignissen (episodisches Gedéchtnis) und hiangt im Wesentlichen vom Hippokampus

ab, der durch eine hohe Dichte von Insulinrezeptoren gekennzeichnet ist (Baskin et al.
1994; Havrankova et al. 1978). Das deklarative, hippokampusabhédngige Gedachtnis wird
typischerweise mit Aufgaben getestet, in denen Probanden sich Wortlisten, Texte oder
Bildmaterial einpriagen, aber auch durch Aufgaben zum rdumlichen Lernen (Eichenbaum,
2000). In zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass hippokampale Lésionen zu
erheblichen Beeintrachtigungen in der deklarativen Gedéchtnisverarbeitung fithren (Squire
and Zola, 1996). Die unmittelbar an den Hippokampus angrenzenden Strukturen des

medialen Temporallappens wie parahippokampaler, perirhinaler und entorhinaler Kortex
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Gedichtnis
Deklaratives Gedichinis Nondeklaratives Gedachtnis
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Abbildung 2. Neurobiologische Aufteilung des Gedéchtnissystems

spielen dabei ebenfalls eine Rolle. Da aber funktional zwischen diesen Regionen und dem
Hippokampus selbst in der Regel nicht unterschieden wird, ist in diesem Zusammenhang
im Folgenden meistens nur vereinfachend vom Hippokampus die Rede. Aufgaben des
nondeklarativen, hippokampusunabhéngigen Gedéchtnisses sind typischerweise durch das
wiederholte Einiiben und Ausfiihren bestimmter Prozeduren oder Fahigkeiten
perzeptueller, motorischer oder kognitiver Natur gekennzeichnet, wie zum Beispiel beim
Erlernen des Fahrradfahrens oder (als typische Laboraufgaben) das Erlernen des
Spiegelzeichens (Nachzeichnen von Figuren, die man nur iiber einen Spiegel sehen kann).
Neben diesen prozeduralen Aufgaben umfasst das nondeklarative Gedéchtnis auch das
Phinomen des ,,Priming®, bei dem die Prédsentation eines Reizes in einer ersten
Experimentalphase dessen Verarbeitung in einer spiteren zweiten Experimentalphase
begiinstigt (Tulving and Schacter, 1990). Obwohl die einzelnen Aufgabentypen des
nondeklarativen Gedéchtnisses auf jeweils eigene, doménenspezifische Gehirnstrukturen
rekurrieren (z.B. motorische Féahigkeiten auf Basalganglien und Zerebellum, Priming auf
neokortikale Strukturen), so ist ihnen doch in Abgrenzung zu den deklarativen Aufgaben
im Wesen gemeinsam, dass sie nicht als bewusste Erinnerungen erlebt werden und keine
Beteiligung des Hippokampus erfordern. Grundsétzlich lassen sich beim Vorgang der
Gedéchtnisbildung drei verschiedene Teilphasen unterscheiden: die Lernphase (=
Enkodierungsphase), die durch die Informationsaufnahme charakterisiert ist, die

nachfolgende Konsolidierungsphase (= Retentionsphase), die der Speicherung der neuen
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Informationen dient, und die Phase des Gedichtnis- bzw. Informationsabrufs (=

Testphase).

Intranasale Insulinapplikation

Obgleich Insulin aus dem Blutkreislauf ins Gehirn gelangt (Woods et al. 2003; Schwartz
et al. 1992a), ist die intravendse Insulinapplikation zur Untersuchung zentralnervoser
Funktionen aufgrund von zahlreichen peripheren Nebenwirkungen (Kern et al. 2000;
Fruehwald-Schultes et al. 1999) gering aussagekriftig. Dagegen ist die intranasale
Insulinapplikation eine Methode, die unter Umgehung des peripheren Blutkreislaufes
Peptide und Proteine in das Gehirn schleust (Born et al. 2002); Abbildung 3). Seit
mindestens 45 Jahren ist bekannt, dass es einen direkten Zugangsweg von der
Nasenschleimhaut iiber den Nervus olfaktorius in das zentrale Nervensystem gibt
(Krompecher, 1954). Es ist inzwischen im Tierversuch gut belegt, dass verschiedene
Substanzen wie Viren (Barnett and Perlman, 1993; Carbone et al. 1987), Metallionen
(Evans and Hastings, 1992) und Medikamente (Sakane et al. 1991) direkt von der

Liquor cerebrospinalis Serum

Insulin
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Abbildung 3. Intranasal verabreichtes Insulin steigert die Insulinkonzentration im Gehirn (nach Born et al.
2002 modifiziert). Insulinkonzentration im Liquor cerebrospinalis und im Blutserum vor und innerhalb von
80 Minuten nach der intranasalen Gabe von Humaninsulin (40 LE.; Durchgezogene Linie, n = 8) und
Plazebo (steriles Wasser, gestrichelte Linie, n = 5). Die Pfeile indizieren den Zeitpunkt der Substanzgabe. Die
Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt und fiir die Werte der Grundlinie korrigiert.
Signifikante Unterschiede zwischen den Bedingungen sind durch Sternchen [*, P<0.05; **, P<0.01] indiziert.
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Nasenschleimhaut ins Gehirn gelangen. Im Prinzip koénnen Substanzen wie Insulin
entweder extrazelluldr per Diffusion oder intraaxonal mittels Endozytose {iiber das
Nasenriechepithel zum Gehirn transportiert werden. Beide Wege fithren dabei durch die
Lamina zirbrosa entlang des Bulbus und des Tractus olfactorius bis in tiefer gelegene
Strukturen. Der axonale Transport ist dabei deutlich langsamer als der extrazellulédre
Transport (Kristensson and Olsson, 1971). AuBerdem scheint die Geschwindigkeit der
Substanzaufnahme von der Nase ins Gehirn von GroéBen wie Molekulargewicht, Lipophilie
und Ionisation abzuhdngen (Illum, 2000). Parallele Messungen von Insulin im Liquor
cerebrospinalis und Blut nach intranasaler Gabe von 40 [.LE. Humaninsulin zeigten ein
signifikantes Maximum des Hormons in der Hirnfliissigkeit nach ca. 30 Minuten. Diese
Effekte waren dabei vollstandig unabhéngig von Verdnderungen des Seruminsulins (Born
et al. 2002). Zusammenfassend zeigen diese Befunde, dass die intranasale Applikation
eine Untersuchungsmethode darstellt, die die Insulinkonzentration im Gehirn selektiv
erhoht und deshalb eine gezielte Untersuchung von zentralnervosen Insulineffekte beim

Menschen ohne stérende periphere Verdnderungen erlaubt.

Insulin und zentralnervose Funktionen

Wie bereits oben beschrieben, ist der Insulinrezeptor in verschiedenen Regionen des
Gehirns lokalisiert (Baskin et al. 1994; Unger et al. 1991). Zahlreiche Studien konnten
beobachten, dass Insulin durch Bindung an seinen Rezeptor die Funktionen von
Nervenzellen beeinflusst (Baskin et al. 1994; Schwartz et al. 1992a)va. Beispiclsweise
reduziert Insulin die neuronale Feuerungsrate in hippokampalen und hypothalamischen
Zellen (Palovcik et al. 1984; Shibata et al. 1986). Ferner wurde gezeigt, dass Insulin die
Wiederaufnahme von Noradrenalin am synaptischen Spalt in verschiedenen Gehirnzellen
des Rattenhirns inhibiert (Figlewicz et al. 1996), dass es den Katecholaminumsatz im
Hypothalamus beeinflusst (Peinado and Myers, 1987) und dass es iiber eine Stimulation
der adrenergen Aktivitit zu einem Anstieg des Phosphoinositolumsatzes im Hippokampus
fiihrt (Figlewicz and Szot, 1991). Das Hormon moduliert auch den N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptor vermittelten Ionenfluss (Liu et al. 1995) und die GABA-
Rezeptoraktivierung in den Neuronen (Wan et al. 1997).

Obwohl zahlreiche Wirkungen von Insulin auf einzelne Nervenzellen oder isolierte
Gehirnstrukturen gut dokumentiert sind, ist die Bedeutung des Hormons fiir integrative

Funktionen des ZNS beim Menschen noch weitgehend unklar. Neben der Frage nach der
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physiologischen Relevanz zentralnervoser Insulineffekte beim Menschen konnten
Insulinwirkungen im Gehirn auch durchaus von klinischer Bedeutung sein. Es wurde
nachgewiesen, dass bei Patienten mit einer Demenz vom Alzheimer Typ die
Insulinkonzentration im Liquor cerebrospinalis erniedrigt und diese Abnahme mit dem
Grad der Demenz korreliert ist (Craft et al. 1998). Da immer mehr Studien von
vorteilhaften Effekten des Insulins auf die Gedéchtnisfunktion berichten (Wickelgren,
1998), gelangen die zentralnervosen Insulineffekte immer mehr in den Mittelpunkt des
wissenschaftlichen Interesses. Insulin fordert beispielsweise die neuronale Bildung und
Aussprossung von Dendriten im ZNS (Wallace et al. 1997) und reduziert die bei Ratten
auftretenden Gedachtnisdefizite nach einer Frontalhirnischamie (Voll et al. 1989). Neben
solchen neurotrophen und neurokognitiven Effekten scheint Insulin auch Aspekte der
Korpergewichtshomoostase iiber einen zentralnervosen Mechanismus zu regulieren. Im
Tierversuch fiihrt die izv. Gabe von Insulin iiber eine Hemmung der NPY-Synthese
(Schwartz et al. 1992b) zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme und des
Korpergewichts (Woods et al. 1979; Woods et al. 1996).

Bei Hunden fiihrt eine intrakarotidale Infusion von Insulin zu einem Anstieg des
Blutdrucks, der deutlich stirker ausfillt als nach einer vergleichbaren Infusion des
Hormons in die Arteria femoralis. Diese Befunde deuten an, dass Insulin {iber

zentralnervose Mechanismen den systemischen Blutdruck erhoht.

Fragestellung

Zahlreiche Arbeiten deuten an, dass Insulin beim Menschen in die zentralnervose
Regulation des Essverhaltens, der Gedichtnisbildung und des systemischen Blutdrucks
integriert ist. Um die physiologische Bedeutung des Insulins fiir die oben genannten
zentralnervosen Funktionen beim Menschen genauer zu untersuchen, wurde daher eine

vierteilige Serie von Experimenten entwickelt.

- Im Experiment | wurde erforscht, inwiefern eine akute intranasale Gabe von
Humaninsulin die Nahrungsaufnahme und die Gedichtnisleistung bei Ménnern und

Frauen beeinflusst.
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Im Experiment Il wurde eruiert, ob eine tédgliche intranasale Anwendung von
Humaninsulin iiber acht Wochen die Gedéchtnisbildung bei Ménnern und Frauen

beeinflusst.

Im Experiment Il wurde iberpriift, ob die Verbesserung der deklarativen
Gedéchtnisbildung, die nach subchronischer Gabe von Humaninsulin im Experiment 11

beobachtet wurde, durch die Anwendung eines Insulinanalogons zu steigern ist.

Im Experiment IV wurde untersucht, inwieweit die akute bzw. subchronische

intranasale Gabe von Humaninsulin den Blutdruck beim Menschen beeinflusst.
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Experiment I: Intranasales Insulin verringert die Energieaufnahme bei Mannern und

verbessert hippokampal-prafrontale Gedachtnisfunktionen bei Frauen

Publiziert in: Benedict C, Kern W, Schultes B, Born J, and Hallschmid M. Differential
sensitivity of men and women to anorexigenic and memory improving effects of intranasal

insulin. J Clin Endocrinol Metab, 2008 Apr;93(4):1339-44..

Hintergrund

Das Pankreashormon Insulin iibt eine entscheidende Rolle in der Regulation
zentralnervoser Funktionen aus. Dazu gehort insbesondere die neuroendokrine Kontrolle
des Energiestoffwechsels (Woods et al. 1979; Clegg et al. 2003; Porte, Jr. et al. 2005;
Hallschmid et al. 2004a) als auch die Bildung von hippokampusabhingigen
Gedidchtnisinhalten (Zhao et al. 2004; Messier and Teutenberg, 2005; Strachan, 2005).
Systemisches Insulin erreicht das Gehirn iiber einen rezeptorvermittelten, séttigbaren
Transport (Baura et al. 1993). Im Gehirn bindet das Hormon an Insulinrezeptoren, die vor
allem im Bereich des Kortex, Bulbus olfaktorius, Hippokampus, Zerebellum und
Hypothalamus vorkommen (Havrankova et al. 1978; Unger et al. 1991). Da die
peripheren Insulinspiegel sich proportional zur Korperfettmasse verhalten und die
zentralnervose Gabe des Hormons die Nahrungsaufnahme im Tiermodell vermindert
(Woods et al. 1979; Brown et al. 2006), gilt Insulin als wichtiges negatives
Riickkopplungssignal in der zentralnervosen Regulation des Korpergewichtes (Schwartz et
al. 2000; Porte, Jr. et al. 2005). Interessanterweise reagieren méannliche Ratten sensitiver
auf die anorexigenen Eigenschaften von Insulin als die weiblichen Versuchstiere. Die izv.
Gabe von Insulin fiihrt ausschlieBlich in den ménnlichen Ratten zu einer Verminderung der
kumulativen Nahrungsaufnahme (Clegg et al. 2003). In Ubereinstimmung mit diesen
Tierdaten konnte in einer Humanstudie unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine
achtwdchige intranasale Gabe von Insulin (Dosis: 160 1.LE./Tag), die dem Hormon den
Ubertritt von der Nase ins Gehirn erméglicht (Born et al. 2002), nur zu einer Abnahme
des Korperfettes bei den Mannern fiihrte (Hallschmid et al. 2004b).

Neben diesem Effekt des Hormons auf die Energichomdostase konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass die deklarative Gedachtnisbildung, die das Erlernen von
Fakten und Ereignissen umfasst (Squire and Zola, 1996), durch Insulin gefordert wird. So

fiuhrt die izv. Gabe von Insulin bei Ratten zu einer verbesserten rdaumlichen
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Orientierungsfahigkeit im Rahmen einer Stressaufgabe (Park et al. 2000; Babri et al.
2007) und erhoht die Expression von Insulinrezeptoren im Bereich des Hippokampus
(Zhao et al. 1999). Analog dazu konnten beim Menschen positive Effekte von Insulin auf
das deklarative Gedachtnis beobachtet werden (Reger et al. 2007; Reger et al. 2005).
Obgleich bisherige Befunde andeuten, dass Ménner sensitiver fiir die anorexigene
Wirkung von Insulin sind als Frauen, wurden nicht dezidiert untersucht, ob eine akute
Erhohung von zentralnervosem Insulin die Gehirnfunktionen beim Menschen
geschlechtsspezifisch moduliert. In diesem Experiment wurden daher die Effekte einer
einzelnen intranasalen Insulindosis auf die Energieaufnahme, die Plasmaglukose und
verschiedene hormonellen Parameter bei Ménnern und Frauen untersucht. Des Weiteren
wurde auch iberpriift, inwieweit akut appliziertes Insulin die unterschiedlichen

Gedichtnissysteme beeinflusst.

Methoden

Probanden

32 gesunde, normalgewichtige Nichtraucher (18 Frauen: BMI, 21.40 + 0.48 kg/m?; Alter,
22.44 + 0.63 Jahre; 14 Minner: BMI, 22.94 + 0.49 kg/m?;, Alter, 22.29 + 0.62 Jahre)
nahmen an dieser Studie teil. Die Frauen nahmen alle orale Kontrazeptiva (Ostrogenhaltig,
einphasisch). Ansonsten nahmen die Versuchsteilnehmer keine Medikamente. Die
Gesundheit der Probanden wurde im Rahmen einer Voruntersuchung per Anamnese und
Blutabnahme sichergestellt. Durch die Messung des Niichternblutzuckers wurde bei allen
Probanden ein Diabetes mellitus ausgeschlossen (<7.0 mmol/l). Von 22:00 Uhr des
Vortages bis 08:00 Uhr am Tag der experimentellen Sitzung mussten die Probanden auf

Alkohol, Koffein und Nahrung verzichten.

Experimenteller Ablauf

Jeder Proband nahm an zwei Bedingungen (Insulin, Plazebo) teil. Um sicherzustellen, dass
die Frauen an identischen Tagen innerhalb ihres Menstruationszyklus untersucht werden,
lagen die experimentellen Sitzungen fiir alle Probanden vier Wochen auseinander. Die
Versuchstage der Frauen wurden aber nicht wihrend der Menstruation durchgefiihrt. Die
Abfolge der Bedingungen war iiber alle Probanden ausgeglichen. Die Experimente fanden
von 08:00 Uhr bis 11:00 Uhr statt, wobei die ersten 60 Minuten als Grundlinie dienten
(Abbildung 10). Um 09:00 Uhr wurde entweder Insulin oder Plazebo insgesamt 16-mal
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(0.1 ml/Puff; 8mal pro Nasenloch) in einem 30-Sekunden-Takt intranasal verabreicht.
Somit bekamen die Probanden insgesamt 1.6 ml Insulin (160 L.E.; Insulin Actrapid; Novo
Nordisk, Mainz, Deutschland) oder Plazebo (HOE 31 Ldsungspuffer fiir Humaninsulin,
Aventis Pharma, Bad Soden, Deutschland

Nach der intranasalen Substanzgabe wurde eine Serie an Gedéchtnistests von 09:20
Uhr bis 10:20 Uhr durchgefiihrt. Es kamen parallelisierte Testversionen zum Einsatz, die in
threr Abfolge iiber alle Probanden ausgeglichen waren. Im Anschluss an die
Gedéichtnistests, d.h., 80 Minuten nach der Substanzgabe, wurde den Probanden ein
standardisiertes Friihstiicksbiiffet (~ 4100 kcal, Tabelle 5) angeboten, von dem sie fiir
insgesamt 30 Minuten ad libitum essen durften. Die Probanden wurden nicht iiber die

hypothetisierten Behandlungseffekte von Insulin auf die Nahrungsaufnahme aufgeklart.

Tabelle 5. Friihstiickszusammensetzung

Nahrungsmittel Gewicht (g)  Energie (kcal) Kohlehydrate (g) Fett(g) Protein (g)
Kondensmilch 30 34 3 1 2
Zucker 24 101 24 0 0
Vollmilch 750 499 36 26 25
Brotchen 300 719 153 4 8
Vollkornbrot 165 372 71 2 12
Weil3brot 30 75 15 0.40 2
Butter 75 580 0.45 62 0.50
Marmelade 50 152 36 0.08 0.03
Nutella 40 142 30 0.32 3
Honig 40 127 30 0 0.14
Gefligelwurst 40 75 0.13 4 8
Cervelatwurst 34 120 0.07 10 6
Scheibenkése 100 377 0.00 29 26
Streichkése 33 87 0.63 8 3
Fruchtquark 150 172 23 4 9
Kréuterkdse 40 124 1 12 3
Orangensaft 800 356 72 2 8
Gesamt 4112 494 164 115

Das Friihstiicksbuffet wurde mit Kaffee oder Tee serviert. Alle Werte sind gerundet.
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Um die Blutkonzentrationen von Glukose und diversen Hormonen messen zu konnen,
wurde zu Beginn der Grundlinienphase (08:00 Uhr) und 40 Minuten nach der
Substanzgabe (09:40 Uhr) Blut mit Hilfe einer Einmalkaniile abgenommen. Auferdem
mussten die Probanden ihren Hunger auf einer 9-Punkte-Skala (0 = kein Hunger; 9 = sehr
groflen Hunger) zu Beginn der Grundlinie (08:00 Uhr), 40 Minuten nach der Substanzgabe
(0940 Uhr) und unmittelbar nach dem Friihstiick (10:50 Uhr) einschétzen.

Hungerabfrage ¢ 1. Digit span Hungerabfrage Testmahlzeit Hungerabfrage
2D-Objekt-Lokalisation
(:_5 Spiegelzeichnen
160 L.E. 2. Digit span
I | | | | | >
0800 Uhr 0900 Uhr 0920 Uhr 0940Uhr 1020 Uhr 1050 Uhr

e

Abbildung 10. Experimentelles Design. Um 09:00 Uhr wurden 32 niichternen, normalgewichtigen
Probanden (14 Minner) 160 LE. Insulin bzw. Plazebo intranasal verabreicht (Pfeil). Im Anschluss folgte eine
Serie an Gedéchtnistests und eine Testmahlzeit. AuBerdem wurde Blut zur Bestimmung von Plasmaglukose
und Hormonen abgenommen (symbolisiert durch die Spritzen) und Hungerabfragen vor und nach der
Substanzgabe mit Hilfe einer 9-Punkte-Skala durchgefiihrt.

Kognitive Tests

Digit Span

20 Minuten und 75 Minuten nach der Substanzgabe, d.h., um 09:20 Uhr und um 10:15
Uhr, wurde die verbale Arbeitsgedidchtnisfunktion des Versuchsteilnehmers durch das
Zahlennachsprechen nach Wechsler (Tewes, 1994) getestet. Bei dieser Aufgabe werden
dem Probanden bis zu neun Ziffern vorgelesen (eine Ziffer/Sekunde). Unmittelbar nach der
Prisentation sollen die Ziffern chronologisch (Vorwirtstest) oder in umgekehrter Abfolge
(Riickwirtstest) wiederholt werden. Nach jeder erfolgreichen Wiedergabe wird die Anzahl
der Ziffern um jeweils eine erhoht (Vorwirtstest: maximal 9 Zahlen; Riickwértstest:
maximal 8 Zahlen). Wenn im ersten Versuch die wiedergegebene Ziffernfolge falsch ist,
wird eine neue, aber gleichlange Zahlenreihe vorgetragen. Eine erneute falsche
Wiedergabe fiihrt zum Testabbruch. Korrekte Antworten im ersten Durchlauf werden mit

zwei Punkten, zutreffende Wiederholungen nach der zweiten Prasentation mit einem Punkt
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bewertet. Geméal den Bestimmungen des Hamburger Wechsler Intelligenz Eignungstests
(HAWIE) werden die Punkte aus dem Vorwirts- und Riickwértstest zur Bewertung des
verbalen Arbeitsgedichtnisses addiert (Maximal erreichbare Punktzahl: 28 Punkte).

2-D-Objekt-Lokalisations-Aufgabe

Die Bearbeitung dieses visuell rdumliche Gedéchtnistests (Illustration, siche Abbildung
11), die im deutschen auch als Memory-Spiel bekannt ist, ist abhdngig vom Medio-
Temporal-Lappen inklusive des Hippokampus (Sommer et al. 2005). Der Test besteht aus

insgesamt 15 Kartenpaaren, auf denen farbige Darstellungen alltidglicher Gegenstinden

Abbildung 11. Memory-Spiel bzw. 2-D-Objekt-Lokalisations-Aufgabe

oder verschiedener Tiere abgebildet sind. Die Versuchspersonen miissen sich in diesem
Test die Positionen der Kartenpaare merken, die dasselbe Motiv zeigen (intentionales
Lernen). Wihrend des Abrufs wird ihnen eine der beiden Karten gezeigt, und sie miissen
den Ort der zugehorigen Karte wiedergeben (expliziter Abruf). Das Erlernen dieser Art
von visuell-riumlichen Informationen wird dem deklarativen Gedéchtnissystem
zugeordnet und setzt eine intakte hippokampale Formation voraus. Patienten mit
Schadigungen in diesen temporalen Hirnstrukturen zeigen stark gestorte Lernleistungen in
visuell-riumlichen Gedichtnistests (Kessels, de Haan, Kappelle, & Postma, 2001).
Gleichzeitig weisen Studien unter Verwendung der funktionellen Kernspintomographie
(fMRT) auf eine mit der Lernleistung assoziierte Aktivitit im Hippokampus in dieser Art
von Gedédchtnistests hin (Sommer, Rose, Glascher, Wolbers, & Biichel, 2005).
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Spiegelzeichnen

Fiir die prozedurale, hippokampusunabhéngige Spiegelzeichnenaufgabe (Illustration, siehe
Abbildung 12), die zwischen 09:50 Uhr und 10:15 Uhr stattfand, mussten die Probanden
verschiedene Figuren, die nur in einem Spiegel zu sehen waren, mit einem Stift so schnell
und so genau wie moglich nachzeichnen. Die Figuren bestehen aus 0.8 cm breiten Linien
und erfordern jeweils 25-27 Richtungswechsel. Als Fehler zihlt dabei jedes Verlassen der
Linie mit dem Stift. Fehler konnten automatisch registriert werden, da der Stift lichtsensitiv

ist und die Figur von unten beleuchtet wird. Als Leistungsindikator

Abbildung 12. Spiegelzeichnen

werden Fehlerzahl und Gesamtzeit zum Nachzeichnen jeder Figur gewéhlt. Vor dem
eigentlichen Lernen miissen die Probanden die Aufgabe an einer einfachen Figur (Stern)
mindestens 6-mal {iben oder vorher einen Durchgang in weniger als 60 Sekunden unter 12
Fehlern nachzeichnen. AnschlieBend miissen die Probanden die Testfiguren insgesamt
viermal nachzeichnen. Dafiir stehen zwei unterschiedliche Sets zur Verfiigung, die hier in
balancierter Reihenfolge verwendet wurden. Gesamtzeit und Fehlerzahl werden

typischerweise iiber alle vier Durchginge der Testfiguren gemittelt.

Hormon — und Glucosebestimmung
Die Blutproben wurden sofort nach der Abnahme zentrifugiert und das Plasma bei -20 °

Celsius aufbewahrt. Die Serumkonzentrationen von Insulin, C-Peptid und Leptin wurden
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radioimmunologisch bestimmt (Insulin: Dako Cytomation, Cambridgeshire, England;
Interessay-Variationskoeffizient [VK] 7.5%, Intraessay-VK 6.7%; C-Peptid: Dako
Cytomation; Interessay-VK 5.2%, Intraessay-VK 4.7%; Kortisol: Enzymun-Test Kortisol,
Roche Diagnostics; Interessay-VK CV <3.9%, Intraessay-VK <2.0%; Adiponektin:
BioVendor GmbH, Heidelberg, Deutschland; Interessay-VK <7.3 %, Intraessay-VK <6.4
%; Leptin: Diagnostic Systems Laboratories, Sinsheim, Deutschland; Interessay-VK CV
4.4%, Intraessay-VK 3.8%). Die Plasmakonzentration von Glukose wurde im
Fluoridplasma mittels Hexokinase-Methode bestimmt (Aeroset; Abbott, Wiesbaden,
Deutschland).

Datenaufbereitung und Statistik

Vergleiche zwischen den Effekten von Insulin und Plazebo beruhten auf Varianzanalysen
(ANOVA) mit dem Innersubjektfaktor ,,Behandlung® und dem Zwischensubjektfaktor
»Geschlecht”. Wo es angemessen war, wurden Behandlungseffekte separat fiir die Ménner
und Frauen bewertet. Signifikante Interaktionen wurden durch paarweise T-Tests
spezifiziert. Alle Daten sind als Mittelwerte = Standardfehler (SEM) dargestellt. Ein p-
Wert < 0.05 gilt dabei als signifikant.

Ergebnisse

Nahrungsaufnahme und Hungergefihle

Die Analyse der Nahrungsaufnahme erbrachte eine signifikante Interaktion zwischen den
Faktoren Behandlung und Geschlecht (p<0.02). Die intranasale Gabe von Insulin fiihrte zu
einer Reduktion der Gesamtenergieaufnahme bei den Ménnern im Vergleich zu Plazebo
(Insulin vs. Plazebo: 1158.81 + 96.38 vs. 1351.38 + 105.39 kcal; p<0.03). Die
Gesamtenergieaufnahme der Frauen blieb durch die intranasale Substanzgabe unverdndert
(Insulin vs. Plazebo: 787.12 + 41.25 vs. 768.58 + 44.35 kcal, p>0.67, Abbildung 13A).
Hinsichtlich der Nahrungsaufnahme erbrachte die ANOVA auBlerdem einen signifikanten
Haupteffekt fiir das Geschlecht (p<0.05). Allerdings zeigte sich im Vergleich einer
méannlichen und weiblichen Subgruppe (jeweils 6 Probanden), die sich nicht in ihrer
Nahrungsaufnahme unterschieden (p>0.60 fiir den Haupteffekt Geschlecht), dass der
anorexigene Effekt der intranasalen Insulingabe wieder nur bei den Ménnern, nicht aber
bei den Frauen, zu beobachten war (Insulin vs. Plazebo: Minner, vs. 889.60 + 106.52 vs.

1087.61 + 160.67 kcal, P<0.05; Frauen, 876.27 + 55.50 vs. 963.30 + 22.63 kcal, p>0.25).
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Die subjektive Einschitzung des Hungers unterschied sich weder wihrend der
Grundlinienphase (08:00 Uhr, Insulin vs. Plazebo, 3.48 + 0.43 vs. 3.87 = 0.41 Punkte,
p>0.33), noch 45 Minuten nach der intranasalen Substanzgabe (09:45 Uhr, Insulin vs.
Plazebo, 5.42 + 0.46 vs. 5.84 = 0.41 Punkte, p>0.28) und auch nicht am Ende der
Testmahlzeit (10:50 Uhr, Insulin vs. Plazebo, 0.26 + 0.10 vs. 0.23 £+ 0.09 Punkte, p>0.75)

zwischen den Bedingungen

Gedéchtnisleistung

Die intranasale Gabe von Insulin fithrte zu keiner generellen Beeinflussung der
Gedichtnisleistung im Rahmen des Memory-Spiels (p<0.49). Allerdings erbrachte die
ANOVA eine signifikante Interaktion zwischen den Faktoren Behandlung und Geschlecht
(p<0.01). Die Frauen erinnerten signifikant mehr Kartenpaarpositionen nach der
intranasalen Insulingabe als in ihrer Plazebositzung (Insulin vs. Plazebo: 51.9 + 5.7 vs.
39.0 £ 29 %; p<0.01). Dagegen =zeigten die Mainner keinen signifikanten
Behandlungseffekt (Insulin vs. Plazebo: 44.6 + 5.9 vs. 52.3 + 3.1 % korrekt erinnerte
Kartenpaarpositionen, p>0.17, Abbildung 13B). Ahnliche Ergebnisse konnten fiir die
Bearbeitung der verbalen Arbeitsgedachtnisaufgabe beobachtet werden (Abbildung 13C,
Behandlung x Geschlecht: p<0.03). Die Insulinbehandlung verbesserte das verbale
Arbeitsgeddchtnis bei den Frauen wéhrend der zweiten Testung um 10:15 Uhr (Insulin vs.
Plazebo: 20.0 = 1.11 vs. 18.64 + 1.28 Punkte, p<0.05; Erste Testung um 09:20 Uhr: 19.0 £
1.20 vs. 1827 = 0.87 Punkte, p>0.38). Dagegen zeigten die Méinner zu keinem
Messzeitpunkt signifikante Verdnderungen in ihrer verbalen Arbeitsgedichtnisleistung
(Erste Testung um 09:20 Uhr: 16.4 + 1.26 vs. 15.5 + 0.91 Punkte, p>0.35; Zweite Testung:
157 + 1.17 vs. 17.2 £ 1.34 Punkte, p>0.20). Die Lernleistung wihrend des
Spiegelzeichnens unterschied sich nicht zwischen der Insulin- und Plazebositzung (Insulin
vs. Plazebo; Geschwindigkeit: 68.81 + 2.28 vs. 70.84 + 3.02 sec, p>0.56; Genauigkeit:
31.41 + 1.94 vs. 30.70 + 3.46 Fehler, p>0.83) und zeigte keine geschlechtsspezifischen
Effekte (p>0.20 fiir alle Vergleiche).
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Abbildung 13. Nahrungsaufnahme und Gedachtnisleistung nach akuter intranasaler Gabe von Insulin. (A)
Nahrungsaufnahme wéhrend eines 30-miniitigen Friihstiicksbuffets, welches 80 Minuten (10:20 Uhr) nach
der intranasalen Gabe von 160 LE. Insulin bzw. Plazebo gestartet wurde. (B) Effekte der intranasalen
Substanzgabe auf das rdumliche deklarative Gedachtnis. Mit Hilfe einer 2-D-Objekt-Lokalisations-Aufgabe,
bei der die Position von 15 Kartenpaaren auf einem Computerbildschirm erinnert werden mussten, wurde das
deklarative Gedéchtnis 45 Minuten nach der Substanzgabe iiberpriift. (C) Einfluss auf das verbale
Arbeitsgeddchtnis (Wechsler Digit Span) 75 Minuten nach der intranasalen Gabe von Insulin bzw. Plazebo.
Schwarze Balken = Insulin; weille Balken = Plazebo. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler
dargestellt. P-Werte < 0.05 sind als Sternchen angezeigt.

Plasmaglukose und Hormone
Die Blutparameter zeigten keine Unterschiede wihrend der Grundlinienphase (p>0.16 fiir
alle Vergleiche). Keiner der Parameter war im Rahmen der Behandlung durch das

Geschlecht beeinflusst (Behandlung x Geschlecht x Zeit, p>0.36, fiir alle Vergleiche).
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Sowohl die Plasmaglukose als auch das C-Peptid unterlagen einer signifikanten Interaktion

zwischen den Faktoren Zeit und Behandlung (p<0.004 bzw. p<0.05; siche Tabelle 6).

Tabelle 6. Plasmaglukose und Hormonkonzentrationen im Blut 60 Minuten vor (Grundlinie) und 45 Minuten
nach der intranasalen Gabe (Behandlung) von 160 LE. Insulin bzw. Plazebo

ANOVA
Behandlung x Zeit

Parameter Insulin Plazebo

Glucose im Plasma (mmol/l)

Grundlinie 4.66 + 0.05 4.78 £0.07 0.004

Behandlung 4.42 +0.07** 472 +0.04 ‘
Insulin im Serum (pmol/l)

Grundlinie 47.70 £4.08 47.52 +4.74 0.98

Behandlung 46.86 + 4.44 46.80 + 5.7 '
C-Peptid im Serum (nmol/l)

Grundlinie 0.49 £0.03 0.51 +0.03 0.05

Behandlung 0.40 = 0.02 * 0.53 = 0.06 '
Leptin im Serum (ng/ml)

Grundlinie 539 £1.15 5.68 +£1.20 0.38

Behandlung 4.08 +£0.80 4.85+1.25 '
Adiponektin im Serum (ug/ml)

Grundlinie 1251+ 1.24 13.43 + 1.46 0.64

Behandlung 13.11 + 1.64 13.27 + 1.64 '
Kortisol (nmol/l)

Grundlinie 703.27 + 54.63 657.75 +48.28 0.87

Behandlung 541.87 + 56.84 484.76 + 61.25 '

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. Signifikante Unterschiede sind angezeigt
(paarweise T-Tests; * P<0.05; ** P<0.01). Es bleibt zu beachten, dass es keine signifikanten Interaktionen
zwischen dem Faktoren Geschlecht, Behandlung und Zeit fiir irgendeinen Parameter gab (P>0.36, fiir alle
Vergleiche).

Allerdings zeigten Kovarianz-Analysen (Kovariate: Glukose-Werte nach der
Insulinbehandlung), dass die oben beschriebenen Effekte der intranasalen
Insulinbehandlung auf die Nahrungsaufnahme und die Gedéchtnisleistung trotz der
Senkung des Blutzuckers Bestand hatten. Die Blutkonzentrationen von Insulin, Kortisol,

Leptin und Adiponektin wurden durch das intranasale Insulin nicht verdndert (Tabelle 7).
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Diskussion

Durch die akute intranasale Gabe von Insulin kam es zu einer Reduktion der
Gesamtenergieaufnahme, die auf die ménnlichen Versuchspersonen beschriankt war. Im
Gegensatz dazu war die Steigerung von hippokampal-prafrontalen Gedéchtnisfunktionen
ausschlieBlich bei den Frauen festzustellen. Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung
von Insulin fiir die zentralnervose Kontrolle der Nahrungsaufnahme und die
Gedédchtnisbildung beim Menschen. Zusétzlich zeigt dieser Versuch, dass das Geschlecht
die Intensitit der Effekte einer akuten Insulingabe auf Hirnfunktionen determiniert.

Obwohl bisherige Studien keinen Einfluss von intranasalem Insulin auf die
Plasmaglukosekonzentration gefunden haben (Hallschmid et al. 2004b; Born et al. 2002;
Kern et al. 1999), kam es in diesem Experiment zu einer geringfiigigen, aber dennoch
signifikanten Senkung der Blutzuckers, die innerhalb des euglykdmischen Bereiches lag.
Es ist zu beachten, dass die intranasale Dosis von 160 I.E. Humaninsulin, die hier zur
Anwendung kam, deutlich hoher liegt als die der bisherigen transnasalen Studien (40 L.E.).
Daher ist es denkbar, dass ein kleiner Anteil des intranasal applizierten Insulins iiber das
Nasenepithel in den Blutkreislauf penetriert ist. Dieser Ubertritt von Insulin in die
Zirkulation konnte, wie durch die fallenden C-Peptid-Werte angedeutet, eine
Kompensation der endogenen Insulinsekretion nach sich gezogen haben. Ebenso kdnnte
die hier beobachtete Senkung des Blutzuckers durch die Wirkung von zentralnervésem
Insulin auf neuronale Bezirke, die die endogene Glukoseproduktion kontrollieren und
regulieren, bedingt sein (Pocai et al. 2005). Allerdings deuten die Ergebnisse der
Kovarianz-Analyse an, dass die Effekte von Insulin auf die Nahrungsautnahme und die
Gedédchtnisleistung  durch den geringen Abfall der Plasmaglukosekonzentration
unbeeinflusst waren. Die unverédnderten Blutwerte von Kortisol, Adiponektin und Leptin
sprechen auch gegen eine periphere Vermittlung der Insulineffekte.

Die akute intranasale Gabe von Insulin verbesserte die deklarative
Gedachtnisfunktion bei den Frauen. Im Gegensatz dazu kam es im Experiment Il und 11l
(siehe unten) zu keiner Veridnderung der deklarativen Gedéchtnisleistung durch eine akute
intranasale Insulinapplikation. Angesichts der deutlich hoheren Dosis an Insulin, die hier
verabreicht wurde, ist es denkbar, dass Insulin unter akuten Bedingungen erst bei hoheren
Dosen effektiv das deklarative Gedichtnis von gesunden Menschen fordert. Die These
wird auch durch Befunde anderer Autoren gestiitzt. So fiihrt die intravendse Gabe von

Insulin eher bei hohen und weniger bei geringen Dosen zu einer Verbesserung
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hippokampusabhingiger Gedachtnisfunktionen (Kern, 2001}. Allerdings gibt es auch
Studien, die eher bei niedrigen als bei hohen Dosen verbesserte deklarative
Gedachtnisfunktionen beobachten konnten (Reger et al. 2005). Es konnte ebenso sein,
dass die rdumliche Lernaufgabe gecigneter als die in Experiment Il und Ill eingesetzte
verbalen Lernaufgabe ist (siche unten), um Effekte von Insulin auf das deklarative
Gedédchtnis zu erfassen. Zusitzlich konnte in diesem Experiment gezeigt werden, dass
intranasales Insulin das verbale Arbeitsgeddchtnis beim Menschen verbessert. Die
Verarbeitung dieses Aufgabe beruht hauptsdchlich auf eine Aktivierung von frontalen
Kortexregionen, die sich durch eine hohe Dichte an Insulinrezeptoren auszeichnen (Unger
etal. 1991).

Insulin scheint unter akuten Bedingungen préfrontal-hippokampale Funktionen, die
mafgeblich an Prozessen des Lernens und des Abrufs von deklarativen Gedéchtnisinhalten
beteiligt sind (Tulving et al. 1994), bei Frauen zu verstirken. Dieses Ergebnis weist drauf
hin, dass die Bedeutung des Insulins fiir neurokognitive Effekte unter akuten Bedingungen
durch das Geschlecht beeinflusst wird. Die Mechanismen, die diesem
Geschlechtsunterschied zugrunde liegen, konnen durch dieses Experiment nicht geklirt
werden. Es ist denkbar, dass zentralnervoses Insulin durch ein Zusammenspiel mit
Ostrogen  die  Gedichtnisverarbeitung  verbessert. Ostrogen  fordert  die
Gedéchtnisverarbeitung auf verschieden Ebenen (Krug et al. 2006). Diese Effekte auf die
Gedédchtnisfunktionen scheinen dabei durch eine Interaktion mit neuroprotektiven Signalen
wie dem IGF zuriick zu fiihren sein (Quesada and Micevych, 2004). Bisherige Studien
konnten nachweisen, dass Ostrogen die Expression von neuronalen IGF-1-Rezeptoren
erhoht. Das IGF-1-System vermittelt neuroprotektive, -modulatorische und — trophische
Effekte in zentralnervosen System (Davila et al. 2007). Dabei werden die IGF-1-
Rezeptoren nicht nur durch IGF-1 selbst, sondern auch mit einer vergleichsweise
geringeren Bindungsaffinitdt durch Insulin aktiviert (Blakesley et al. 1996). Somit ist es
vorstellbar, dass die akute intranasale Gabe des Hormons iiber das zentralnervose I1GF-
System zu einer Verstirkung der préifrontal-hippokampalen Gedéichtnisverarbeitung
gefiihrt hat. Die gesteigerte Expression von zentralnervosen Insulinrezeptoren durch
Ostrogen konnte ebenso zu diesem Geschlechtsunterschied beigetragen haben (Xu et al.
2007). Zukiinftige Studien sollten daher untersuchen, inwiefern der verbessernde Effekt
von Insulin auf die Gedichtnisverarbeitung von zentralnervésen Wirkungen des Ostrogens
abhingt. Aulerdem ist zu beachten, dass die Verbesserung des deklarativen Gedéchtnisses

nach achtwochiger intranasaler Behandlung mit Insulin geschlechtsiibergreifend zu
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beobachten ist (siehe auch Experiment Il). Langere Behandlungsphasen mit dem Hormon
scheinen solche Prozesse zu fordern, die unabhéngig vom Geschlecht neuronale Plastizitét
und Konnektivitét begiinstigen (Zhao and Alkon, 2001).

Die intranasale Gabe von Insulin fiihrte nur bei den Méinnern zu einer Abnahme der
Gesamtenergieaufnahme. Dieses Ergebnis deutet an, dass Manner empfindlicher auf die
anorexigene Wirkung des Hormons reagieren als Frauen. Im Rattenmodell fiihrt die izv.
Gabe von Insulin zu einer Abnahme der 24-stiindigen Nahrungsaufnahme bei den
ménnlichen Tieren. Im Gegensatz dazu sprachen die weiblichen Tiere eher auf die
anorexigene Wirkung von izv. Leptin an (Clegg et al. 2003). Darauf aufbauende
Untersuchungen deckten auf, dass die Ansprechbarkeit auf die anorexigene Wirkung von
zentralnervosem Insulin bzw. Leptin durch die Gonadenhormone determiniert wird (Clegg
et al. 2006). In einer von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Studie konnten wir
zeigen, dass eine achtwdchige intranasale Behandlung mit Insulin das Korpergewicht und
die Korperfettmasse nur bei Mannern reduziert. Die akute Reduktion der Energicaufnahme
von ~ 200 kcal, die in diesem Experiment beobachtet wurde, wiirde, auf 8 Wochen
hochgerechnet, zu einem dhnlichen Verlust an Korperfett fithren, wie er in der Langzeit-
Studie bei den Ménnern beobachtet wurde (Hallschmid et al. 2004b). Da der von den
Probanden empfundene Hunger nicht durch die Insulingabe beeinflusst war, scheint Insulin
seine anorexigene Wirkung liber eine Interaktion mit kurzzeitigen Séttigungssignalen, und
nicht iiber die Hungermotivation per se, zu vermitteln. Tatsdchlich zeigen bisherige
Arbeiten, dass zentralnervoses Insulin die Wirkung von Sittigungssignalen wie dem
Cholezystokinin im ZNS verstéirkt und dariiber seine anorexigene Wirkung entfaltet (Riedy
et al. 1995). Die reduzierte Nahrungsaufnahme nach intranasaler Insulingabe konnte auch
dadurch bedingt sein, dass zentralnervoses Insulin die Freisetzung der orexigenen
Neuropeptide NPY und AgRP hemmt und gleichzeitig die Bildung vom anorexigenen
Alpha-MSH im ZNS stimuliert (Schwartz et al. 2000).

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse des Experimentes | den ersten Beweis,
dass das Adipositassignal Insulin maBgeblich in die akute Kontrolle der
Nahrungsaufnahme  beim  Menschen eingebunden ist. Dieser  Effekt ist
hochstwahrscheinlich auf eine Interaktion von zentralnervésem Insulin mit kurzeitigen
Séttigungssignalen zuriickzufiihren. Weiterhin konnte diese Studie zeigen, dass die
préafrontal-hippokampalen Gedéchtnisverarbeitung durch Insulin gefordert wird. Ein
entscheidender Faktor, der mit den akuten zentralnervdosen Funktionen des Insulins im

Zusammenhang steht, ist das Geschlecht.
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Experiment I1: Intranasales Insulin verbessert das deklarative Gedachtnis beim
Menschen

Publiziert in: Benedict C, Hallschmid M, Hatke A, Schultes B, Fehm HL, Born J, Kern W
(2004). Intranasal insulin improves memory in humans. Psychoneuroendocrinology,

29(10), 1326-34.

Hintergrund

Wie in der Einfithrung bereits beschrieben, spielt Insulin nicht nur eine wichtige Rolle im
Rahmen der peripheren Blutzuckerhomoostase, sondern auch fiir unterschiedliche
zentralnervose Funktionen. Soweit sind zwei Hauptfunktionen fiir das Insulin im Gehirn
eingehender beschrieben. Einerseits wirkt Insulin auf hypothalamische Strukturen, die an
der Kopergewichts- und Nahrungsregulation beteiligt sind (Porte, Jr. and Woods, 1981),
und andererseits begiinstigt es die Bildung von deklarativen Gedachtnisinhalten (Marfaing
et al. 1990; Park et al. 2000; Kern et al. 2001). Die Wirkung des Insulins auf das
Gedéchtnis wird dabei durch die =zahlreichen Insulinrezeptoren im Bereich des
Hippokampus und assoziierter limbischer Gehirnstrukturen vermittelt (Unger et al. 1991;
Lannert and Hoyer, 1998). Diese Hirnregionen sind essentiell fiir die Bildung von
deklarativem Gedichtnis (Squire and Zola, 1996). Dass Insulin deklarative
Gedéchtnisprozesse moduliert, konnte sowohl in Tier- als auch in Humanstudien
nachgewiesen werden. So zeigen Ratten im Rahmen einer rdumlichen Stressaufgabe nach
izv. Gabe von Insulin ein besseres hippokampusabhingiges Vermeidungsverhalten (Park et
al. 2000). Analog dazu fiihrt eine intravendse Infusion von Insulin beim Menschen zu
einer Verbesserung des verbalen deklarativen Gedachtnisses (Kern et al. 2001). Allerdings
ist die Infusion von Insulin in den Blutkreislauf aufgrund von zahlreichen Nebenwirkungen
(Kern et al. 2000; Fruehwald-Schultes et al. 1999) ungeeignet, um Langzeiteffekte des
Insulins auf das deklarative Gedéchtnis beim Menschen zu untersuchen. Eine Methode, die
diese Nebenwirkungen unterbindet und sich daher besonders fiir die Erforschung der
psychophysiologischen Funktion von Insulin eignet, ist die intranasale Applikation (Born
et al. 2002). Dieses Verfahren ermdglicht Substanzen wie Insulin die Aufnahme in den
Liquor cerebrospinalis (Illum, 2000). Da das deklarative Gedédchtnis nach intravendser
Infusion von Insulin verbessert ist und der Hippokampus, der fiir diese Prozesse essentiell

ist, zahlreiche Insulinrezeptoren aufweist (Havrankova et al. 1978), wurde in diesem
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Experiment angenommen, dass die Bearbeitung einer verbalen hippokampusabhidngigen
Lernaufgabe durch eine mehrwochige intranasale Behandlung mit Insulin erleichtert wird.
AuBerdem wurde erwartet, dass die intranasale Insulingabe, &hnlich wie zuvor in
Menschen nach intravendser Insulingabe gezeigt (Kern et al. 2001), eine positive Wirkung

auf die allgemeine Stimmungslage beim Menschen ausiibt.

Methoden

Probanden

38 normalgewichtige Studenten (BMI: 19 bis 25 kg/m?; darunter 14 Frauen), die zwischen
18 und 34 Jahre alt waren, nahmen an dieser Studie teil. Die Gesundheit der Studenten
wurde durch korperliche Untersuchungen und ein Anamnese-Gespriach vor Beginn der

Studie sichergestellt.

Experimenteller Ablauf

Die Probanden wurden randomisiert in zwei Gruppen aufgeteilt (jede enthielt 12 Ménner
und 7 Frauen), die beziiglich des Alter (Insulin: 25.26 + 1.21 Jahre, Plazebo: 25.63 + 1.25
Jahre) und des BMIs (Insulin: 22.6 £ 0.3 kg/m?, Plazebo: 22.7 + 0.4 kg/m?) vergleichbar
waren. Wiahrend einer zweiwOchigen Einstellphase erhielten alle Probanden Plazebo. In
der darauf unmittelbar folgenden achtwochigen Behandlungsphase setzte eine Gruppe die
Gabe von Plazebo fort, wihrend der anderen Gruppe Insulin zugeteilt wurde. Die
Probanden mussten das Nasenspray am Morgen, am Mittag, am Abend und unmittelbar
vor dem Schlafen anwenden. Zu jedem Zeitpunkt wurden mit insgesamt vier Hiiben 0.4 ml
Insulin (= 40 IU; Insulin Actrapid® HM, Novo Nordisk, Mainz, Deutschland) oder
Plazebo (HOE 31 Losungspuffer fiir Humaninsulin, Aventis Pharma, Bad Soden,
Deutschland) intranasal appliziert (zwei Hiibe pro Nasenloch). Somit belief sich die taglich
applizierte Menge auf 1.6 ml Insulin (= 160 IU) oder Plazebo. Das Nasenspray wurde
zwischen den Einnahmen im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und im Rahmen der
wochentlich stattfindenden Untersuchung durch ein neu beflilltes Flaschchen ersetzt.
Ebenso mussten die Probanden die tdgliche Anwendung protokollieren. Um die
Zuverldssigkeit zu erhohen wurde allen Teilnehmern suggeriert, dass die regelmifige
Anwendung der Nasensprays durch Messung spezieller Metabolite aus dem Urin, der

zwischen den Sitzungen zu sammeln war, nachvollziehbar wére.
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Die Hauptsitzungen (,,Sofortabfrage®), die zur Testung von Insulineffekten auf die
Lern- und Abruffunktion von Gedachtnisinhalten dienten, wurden immer um 08:00 Uhr am
Morgen durchgefiihrt. Sie fanden zu Beginn der Einstellphase (Sitzung A), zum Start der
Behandlungsphase und eine Woche vor dem Ende der Behandlungsphase (Sitzung B bzw.
C) statt (Abbildung 4A) statt. Um die generelle Geddchtnisperformanz in beiden Gruppen
erfassen zu konnen, wurde 60 Minuten nach der ersten intranasalen Gabe von Plazebo eine
Reihe von unterschiedlichen Gedichtnistests wiahrend der Sitzung A durchgefiihrt. Die
Sitzung B diente der Erfassung von akuten Insulineffekten auf das Gedéchtnis. Die
Gedédchtnistests wurden 60 Minuten nach der ersten Insulingabe durchgefiihrt. Die
Langzeiteffekte von Insulin auf die Lern- und Abruffunktion wurden eine Woche vor dem
Ende der Behandlungsphase (d.h., nach 7 Wochen) erhoben. In dieser Sitzung C bekamen
alle Teilnehmer 60 Minuten vor der Durchfiihrung der Gedichtnistests Plazebo, um akute
Einfliisse von Insulin auf das Gedéichtnis auszuschlieBen. Das Langzeitgedédchtnis bzw. die
Konsolidierungsfahigkeit wurde jeweils eine Woche nach den Hauptsitzungen im Rahmen

einer Spatabfrage gepriift. In und vor diesen Sitzungen wurde kein Insulinspray appliziert.

Hormon — und Glucosebestimmung

Fiir die Messung von Kortisol (Kortisol-RIA, DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim,
Germany), Insulin (Pharmacia Insulin RIA100, Pharmacia & Upjohn, Inc., Uppsala,
Sweden) und Plasmaglukose (Hexokinase-Methode, Abbott, Wiesbaden) wurde
wochentlich Blut abgenommen. Zusitzlich mussten die Probanden von 20:00 Uhr am
Vortag bis 08:00 Uhr des Untersuchungstages 12-Stunden-Urin sammeln. Aus diesem
wurde dann mittels einer Hochfliissigkeitschromatographie Adrenalin und Noradrenalin

gemessen (Watchs Co., Milford, MA).

Kognitive Tests und Befindlichkeitsmessung

Wortliste

Das deklarative Geddchtnis wurde mit Wortlisten (Fruehwald-Schultes et al. 2000; Kern
et al. 2001), die jeweils 30 Worter enthielten, getestet. Die Reihenfolge dieser
standardisierten Listen wurde iiber alle Probanden ausbalanciert. Wihrend der
Hauptsitzungen wurden die Worter in einem 1-Sekunden-Takt vom Versuchsleiter
vorgetragen. Drei Minuten nach dem Ende der Présentation schrieben die Probanden
innerhalb von 90 Sekunden alle Worter auf, die sie noch erinnerten. Eine Woche danach

mussten die Probanden alle Worter, die ihnen noch im Gedéchtnis geblieben waren,
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aufschreiben. Sowohl die Anzahl an korrekt erinnerten sowie die Anzahl an falsch

erinnerten Wortern wurden dabei dokumentiert.

Wordstem priming

Zweck dieses Tests ist es, das nondeklarative Gedichtnis zu priifen (Plihal and Born,
1999). Er basiert auf zwei verschiedenen Listen von Worten, von denen die Erste dazu
dient, das nondeklarative Lernen anzuregen (,,bekannte Liste*). Die darauf folgende Liste
beinhaltet andere Worte, die nicht prasentiert werden und so dem Probanden unbekannt
bleiben (,,unbekannte Liste™). Jede Liste besteht aus 52 Substantiven, die nach Lénge,
Emotionalitdt, Bedeutung und Greifbarkeit vergleichbar sind. Zum Testen des
nondeklarativen Gedichtnisses sollte der Proband die erste (,,bekannte) Liste mit der
Instruktion bearbeiten, die Worte nach ihrem Klang zu beurteilen und auf einer Fiinf-
Punkte-Skala (von 1 = unangenehm bis 5 = angenehm) zu bewerten. Direkt im Anschluss
erhielt der Proband eine Liste mit 52 Wortstimmen, die jeweils aus zwei Buchstaben
bestehen. 26 Wortstimme waren Anfangsbuchstaben der bekannten und zuvor nach ihrem
Klang beurteilten Worte und 26 entstammten den Substantiven der unbekannten Liste.
Somit war die Versuchsperson mit der Hilfte der Wortanfange bereits implizit vertraut,
hingegen war die andere Hélfte komplett neu. Der Versuchsteilnehmer sollte die
Wortstimme zu dem Substantiv vervollstindigen, das ihm als erstes in den Sinn kam. Die
zu beurteilende GroBle war der zahlenméfige Unterschied der Wortanfénge, die zu Worten
aus der bekannten bzw. der unbekannten Liste ergéinzt wurden. Zur Auswertung wurden
die Differenzen aus korrekt und zufdllig ergdnzten Wortanfingen zwischen beiden
Gruppen verglichen. Es gab mehrere Parallelversionen dieses Tests, die in ihrer

Reihenfolge iiber alle Probanden ausbalanciert waren.

Stroop-Test

Der Stroop-Test wurde in dieser Studie durchgefiihrt um den Einfluss der intranasalen
Insulinapplikation auf die selektive Aufmerksamkeit einzuschétzen. Er bestand aus den
folgenden drei Teilen: dem Wort-Lese-Subtest, dem Farben-Benennungs-Subtest und dem
Interferenz-Subtest. Zuerst bekommt der Versuchsteilnehmer ein Blatt, auf dem mit
schwarzer Tinte gedruckte Farbworte (rot, griin, gelb und blau) in randomisierter
Reihenfolge zu lesen sind. Der Proband muss diese Farbworter innerhalb von 45 Sekunden
moglichst schnell und fehlerfrei vorlesen. Im folgenden Farben-Benennungs-Subtest wird

der Proband gebeten, Farben (rot, griin, gelb und blau), die in Form von Kreuzen (X) mit
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farbiger Tinte auf ein anderes Blatt gedruckt waren, innerhalb von 45 Sekunden moglichst
schnell und fehlerfrei zu benennen. Der Interferenz-Subtest dient der Uberpriifung der
selektiven Aufmerksamkeit (Golden, 1975). Hier sind die Worter rot, griin, gelb und blau
in farbiger Tinte dargestellt. Allerdings entspricht das geschriebene Wort nicht der Farbe
der Tinte, in der es gedruckt ist (z.B. Wort Griin in roter Tinte). Ziel ist es, die jeweilige
Farbe eines Wortes zu nennen, nicht aber das Wort selbst vorzulesen. Auch hier wird die
Zeit nach 45 Sekunden gestoppt. Bei allen Tests wird die absolute Anzahl an richtigen

Antworten zur Auswertung genutzt.

Eigenschaftsworterliste (EWL-N)

Bei diesem Test, der am Ende von Sitzung A, B und C durchgefiihrt wurde, handelt es sich
um eine 161 Adjektive umfassende Liste, die zur mehrdimensionalen Einschétzung des
aktuellen Befindens dient. Dabei soll der Proband einschitzen, ob die einzelnen
Eigenschaften gegenwartig fiir ihn zutreffend sind oder nicht. Zur Beurteilung lassen sich
die Adjektive in 15 verschiedene Befindlichkeitskategorien einteilen (Aktiviertheit;
Konzentriertheit;  Desaktiviertheit;  Miidigkeit; Benommenheit;  Extrovertiertheit;
Introvertiertheit; Selbstsicherheit; Wohlbefinden; Erregtheit; Empfindlichkeit; Arger;,
Angstlichkeit; Deprimiertheit und Vertriumtheit). Fiir die Auswertung jeder Kategorie
wird die Anzahl der , trifft zu“-Antworten gezéhlt.

Datenaufbereitung und Statistik

Die statistische Auswertung beruhte auf einer Kovarianz-Analyse (ANCOVA) mit den
Zwischensubjekt-Faktoren Behandlung und Geschlecht. Die Werte der Hauptsitzungen
und der Spétabfragen, die wihrend der Grundlinie erhoben wurden, dienten als Kovariaten.
Im Fall, dass die ANCOVA eine signifikante Interaktion der Faktoren Behandlung und
Geschlecht ergab, wurden die Werte getrennt nach dem Geschlecht verglichen. Ein p-Wert
<0.05 galt als signifikant.

Ergebnisse

Hormone und Glukose

Die durchschnittlichen Plasmakonzentrationen von Insulin (Insulin vs. Plazebo: 10.84 +
1.31 vs. 9.83 + 1.36 IU/ml, nicht-signifikant, ns) und Glukose (Insulin vs. Plazebo: 84.26 +
0.8 wvs. 86.12 = 0.78 mg/dl; ns; Abbildung 4B) waren iiber die achtwochige
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Behandlungsphase statistisch zwischen den Gruppen vergleichbar. Die im Urin
gemessenen Konzentrationen von Adrenalin (Insulin vs. Plazebo: 7.47 £ 0.71 vs. 6.66 +
0.66 pg/l; ns) und Noradrenalin (Insulin vs. Plazebo: 18.91 + 2.91 vs. 20.56 + 2.75 ng/l; ns)
waren ebenfalls unveréndert. Die Serumkonzentration von Kortisol war wéhrend der
ganzen Behandlungsphase innerhalb der Insulingruppe niedriger als in der Plazebogruppe,
wobei die Abnahme erst nach acht Wochen signifikant wurde (Insulin vs. Plazebo: 14.03 +

0.92 vs. 18.15 + 1.76 pg/dl; p < 0.05; Abbildung 4C).
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Abbildung 4. (A) Zwei Gruppen mit je 19 Probanden (sieben Frauen) wurden filir zwei Wochen mit Plazebo
vorbehandelt. Danach setzte eine Gruppe die intranasale Behandlung mit Insulin fort. Das Insulin wurde
viermal pro Tag appliziert (160 1.E. Insulin/Tag). Die experimentellen Hauptsitzungen, in denen u.a. die
Wortlisten gelernt und sofort abgefragt wurden, fanden zu Beginn der Studie (A), nach der ersten intranasalen
Insulingabe (B) und nach der siebten Woche der Behandlungsphase (C) statt. Die Spétabfragen der Wortlisten
wurden eine Woche nach der jeweiligen Hauptsitzung durchgefiihrt (A + 1 Woche, B + 1 Woche und C + 1
Woche). Plasmaglukose- und Serumkortisolwerte (B bzw. C; Mittelwert + SF) vor und nach der
achtwochigen intranasalen Behandlung mit Insulin (4 x 40 1.E./Tag) oder Plazebo. Das Blut wurde einmal die
Woche zwischen 08:00 und 09:00 Uhr abgenommen. Die Werte sind mit Hilfe einer Kovarianz-Analyse
korrigiert fiir die Werte der Einstellphasephase. P<0.05 galt als signifikant.
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Wortliste, Wordstem priming und Stroop-Test

Die Ergebnisse der deklarativen Wort-Lernaufgabe sind in Abbildung 5 zusammengefasst.
Die Langzeit-Behandlung mit Insulin fithrte dazu, dass die Insulingruppe im Vergleich zur
Plazebogruppe signifikant mehr Worter in der Spitabfrage, die eine Woche nach der
Sitzung C durchgefiihrt wurde, erinnern konnte. Im Gegensatz dazu war die Anzahl richtig
erinnerter Worter im Rahmen der Sofortabfragen, die nach akuter bzw. nach

subchronischer Insulinbehandlung durchgefiihrt wurden, nicht signifikant veréndert.
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Abbildung 5. Akute und subchronische Effekte von intranasal appliziertem Insulin auf die Wortmerkfahigkeit
unmittelbar nach der Prasentation einer Wortliste und eine Woche spéter. Einstellphase - Wéhrend der
zweiwochigen Einstellphase bekamen die Insulin (schwarz)- und Plazebogruppe (weill) Plazebo. Nach der
ersten intranasalen Gabe von Plazebo wurde eine 30 Worter umfassende Liste gelernt, die 3 Minuten nach der
Prisentation abgefragt wurde (A). Eine Woche spiter wurde die Liste nochmals im Rahmen einer
Spétabfrage vom Probanden wiedergegeben (A + 1 Woche). Akuteffekte — Um die unmittelbaren Effekte von
Insulin auf das verbale deklarative Gedéchtnis zu testen, wurde eine Wortliste nach der ersten intranasalen
Gabe von 40 L.E. Humaninsulin bzw. Plazebo gelernt und analog zur Einstellphase sofort (B) oder eine
Woche spiter (B + 1 Woche) abgefragt. Langzeiteffekte- Nach siebenwochiger intranasaler Behandlung mit
Insulin (4 x 40 L.LE./Tag) oder Plazebo wurde wieder eine Wortliste priasentiert, die 3 Minuten nach der
Prasentation (C) und eine Woche spéter (C + 1 Woche) abgefragt wurde. Alle Werte sind als Mittelwerte +
Standardfehler dargestellt und mit Hilfe einer Kovarianz-Analyse fiir die Werte der Einstellphasephase
korrigiert. P<0.05 galt als signifikant.
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Das nondeklarative Leistungsvermdgen im Rahmen der ,,Wordstem-Priming“- Aufgabe
war weder nach akuter (Insulin vs. Placebo: 4.98 + 0.55 vs. 4.65 + 0.55 Worter; ns) noch
nach subchronischer Insulinbehandlung (Insulin vs. Placebo: 4.25 £+ 0.53 vs. 3.88 + 0.50
Worter; ns) signifikant verdndert. Gleichermallen gab es auf keiner Ebene des Stroop-Tests
Leistungsunterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (Tabelle 1). Weitere statistische
Analysen ergaben keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in den einzelnen

Gedéchtnistests (p > 0.25 fiir alle entsprechende Behandlung x Geschlecht- Interaktionen).

Tabelle 1 . Anzahl richtiger Antworten in den Stroop-Subtests nach akuter bzw. nach siebenwochiger
intranasaler Insulingabe

Insulin Plazebo P-Wert

Akuteffekte 102 +1.21 103+ 1.15 0.47

Worter
Langzeiteffekte 103 +1.71 105+ 1.71 0.42
Akuteffekte 89+2.10 89+ 1.98 0.97

Farben
Langzeiteffekte 87+2.76 82+2.76 0.28
Akuteffekte 66+2.19 63 +2.07 0.24

Interferenzen

Langzeiteffekte 60+£2.16 58 +£2.16 0.68

Die Werte sind als Mittelwerte = Standardfehler dargestellt. Alle Ergebnisse sind mit Hilfe einer Kovarianz-
Analyse fiir die Messwerte der Einstellphase (A) korrigiert.

Eigenschaftsworterliste

Die Ergebnisse der Eigenschaftsworterliste sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die akute
intranasale Insulinapplikation steigerte die Anzahl der ,trifft zu“ - Antworten fiir die
Stimmungskategorien Wohlbefinden und Selbstsicherheit. Gleichzeitig kam es zu einer
Abnahme der ,trifft zu* - Antworten fiir die Kategorie Arger. AuBerdem steigerte sich
durch die akute intranasale Insulingabe die Anzahl der ,trifft zu“ - Antworten fiir die
Kategorie Extrovertiertheit bei den ménnlichen (Insulin vs. Placebo: 6.09 + 0.52 vs. 3.99 +
0.52 ,.trifft zu* - Antworten; p<0,01), nicht aber bei den weiblichen Versuchsteilnehmern
(Insulin vs. Placebo: 3.32 = 1.03 vs. 4.58 = 0.94 ,trifft zu*“ - Antworten; ns; p<0.05 fiir
Behandlung x Geschlecht). Nach achtwochiger intranasaler Behandlung mit Insulin
nahmen die ,,trifft zu“ - Antworten fiir die Kategorien Wohlbefinden, Selbstsicherheit und
Extrovertiertheit im Vergleich mit der Placebogruppe signifikant zu. AuBBerdem wurden

weniger ,trifft zu“ — Antworten fiir die Kategorie Deprimiertheit nach achtwochiger
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Insulinbehandlung gegeben. Im Gegensatz zur akuten Sitzung kam es nach Abschluss der
Behandlungsphase zu keiner signifikanten ,,Behandlung x Geschlecht — Interaktion.

Am Ende der Behandlungsphase gaben vier Probanden der Insulingruppe bzw. fiinf
Probanden der Plazebogruppe an, dass sie mit Insulin behandelt worden wiren. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass die Substanzen sich fiir die Probanden bemerkbar

unterschieden haben.

Tabelle 2. Akute und subchronische Effekte einer intranasalen Behandlung mit Insulin oder Plazebo auf die
Stimmungslage unterteilt in 15 verschiedene Kategorien.

Insulin Plazebo P-Wert
Mittelwert + Standardfehler  Mittelwert + Standardfehler

Akuteffekte
Aktiviertheit 7.67+0.99 6.10+0.96 ns
Konzentriertheit 3.52+0.39 3.51+£0.38 ns
Desaktiviertheit 4.81+1.01 5.86+0.98 ns
Midigkeit 2.23+0.47 2.52+0.46 ns
Benommenbheit 0.98 +0.25 1.02 +0.24 ns
Extravertiertheit 5.21+0.50 4.17+0.48 ns
Introvertiertheit 1.35+£0.51 1.62 +0.50 ns
Selbstsicherheit 4.56 £0.51 3.05+0.49 0.04
Stimmung 9.30+0.92 6.03+0.89 0.02
Erregtheit 1.63 +0.35 1.88 +0.34 ns
Empfindlichkeit 0.88+0.15 0.75 +0.15 ns
Arger -0.02 +0.20 0.76 £0.19 0.01
Angstlichkeit 0.49 +0.12 0.43+0.12 ns
Deprimiertheit 1.14+£0.53 2.08£0.51 ns
Vertrdumtheit 324 +£0.45 2.98 +£0.43 ns
Langzeiteffekte
Aktiviertheit 7.87+1.23 628 +1.17 ns
Konzentriertheit 3.78 £0.41 3.36 £0.39 ns
Desaktiviertheit 3,95+ 1.15 5.36+1.08 ns
Midigkeit 2.58 £0.51 2.48 +0.48 ns
Benommenbheit 0.90 +0.28 1.40+0.26 ns
Extravertiertheit 5.53+0.43 3.84+0.41 0.01
Introvertiertheit 0.76 + 0.41 1.59 +0.39 ns
Selbstsicherheit 4.75+0.50 3.17+0.47 0.03
Stimmung 9.56+1.03 6.61 £0.98 0.05
Erregtheit 2.01+0.49 1.93 +0.47 ns
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Empfindlichkeit 0.94 +£0.32 1.32 £0.31 ns
Arger 0.29 £ 0.30 0.74 £0.29 ns
Angstlichkeit 0.43+0.23 0.93 +£0.21 ns
Deprimiertheit 1.01 +0.64 3.15+0.61 0.02
Vertrdumtheit 3.51+0.57 2.86 +0.54 ns

Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. Alle Ergebnisse sind mit Hilfe einer Kovarianz-
Analyse fiir die Messwerte der Einstellphase (A) korrigiert. P<0.1, Tendenz; P<0,05, signifikant; P<0,01,
hoch-signifikant.

Diskussion

Wie in diesem Experiment gezeigt, verbessert eine achtwochige intranasale Gabe von
Insulin das deklarative Langzeitgeddchtnis beim Menschen ohne dabei systemische
Nebenwirkungen wie Hypoglykdmien zu verursachen. Dieses Ergebnis verdeutlicht die
wichtige Rolle von Insulin fiir die deklarative Gedédchtnisbildung beim Menschen und steht
in einer Linie mit bisherigen Studienbeobachtungen, die eine verbesserte deklarative
Gedachtnisperformanz nach intravendser Insulingabe nachweisen konnten (Kern et al.
2001; Craft et al. 1999). Zusitzlich iibt intranasales Insulin eine positive Wirkung auf
verschiedene Stimmungskategorien aus. Da weder fiir die selektive Aufmerksamkeit noch
fiir die nondeklarative Geddchtnisleistung signifikante Verdnderungen im Studienverlauf
beobachtet werden konnten, deuten diese Ergebnisse an, dass Insulin eher fiir die Bildung
von hippokampusabhéngigem Gedachtnis beim Menschen von Bedeutung ist.

Da die Anzahl der richtig genannten Worter im Rahmen der Sofortabfragen weder
nach einmaliger noch nach siebenwdchiger intranasaler Gabe von Insulin im Vergleich zu
Plazebo erhoht war, spricht die Verbesserung der deklarativen Gedéchtnisleistung fiir das
Mitwirken von Insulin Konsolidierungsprozessen. Es fillt auf, dass die Fahigkeit der
insulinbehandelten Probanden, sich Worter besser einzuprigen, von einer generell im
Zeitablauf schlechter werdenden Erinnerungsleistung im Rahmen der Spitabfragen
begleitet war. Diese Verschlechterung war nicht nur zwischen der zweiten und dritten
Spétabfrage innerhalb der Plazebobedingung signifikant, sondern trat ebenfalls zwischen
der ersten und zweiten Spétabfrage gruppeniibergreifend auf (p<0.01). Dieses Phinomen
scheint durch so genannte proaktive Interferenzen bedingt zu sein. Tatsédchlich zeigte sich
bei genauerer Betrachtung der Daten, dass die Erinnerungsleistung im Rahmen der letzten
Spétabfrage durch Intrusionen (falsch erinnerte Worter von vorherigen Wortlisten) gestort

wurde. Allerdings waren die Intrusionen fiir die Insulin- und Plazebogruppe numerisch
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vergleichbar (p>0.41) und konnen daher die Verbesserung der deklarativen
Gedédchtnisleistung nach acht Wochen nicht erkldren. In diesem Zusammenhang muss
ebenso beachtet werden, dass das gewdhlte Intervall von einer Woche zwischen dem
Lernen und der Spitabfrage der Wortlisten deutlich ldnger ist als die hiufig in
Gedichtnisstudien benutzen Retentionsintervalle von 20 bis 30 Minuten. Es ist auch
denkbar, dass die Gedichtnisbildung iiber solch lange Zeitintervalle anfilliger fiir
interferierende Faktoren ist. Nichtsdestotrotz ist ein einwdchiges Retentionsintervall
zuldssig zur Testung des Langzeitgedichtnisses (Dudai, 2004).

Sowohl die akute als auch die achtwdchige intranasale Gabe von Insulin fithrten zu
einem verbesserten Stimmungsbild bei den Probanden. In Ubereinstimmung mit fritheren
Untersuchungen (Kern et al, 1999) steigerte die akute intranasale Gabe von Insulin die
allgemeine Stimmung und auch die Selbstsicherheit der Versuchsteilnehmer. Das Gleiche
wurde nach achtwdchiger Behandlung mit Insulin beobachtet. Weiterhin fiihlten sich die
Probanden extrovertierter und weniger deprimiert. Das frithe Auftreten und die
verschiedenen Dynamiken, mit dem Insulin die Anzahl der ,trifft zu“-Antworten der
verschiedenen  Stimmungskategorien verdnderte, weisen auf eine Beteiligung
zentralnervoser Mechanismen hin, die zeitlich differentiell durch Insulin stimulierbarer
sind als die, die zur Verbesserung des deklarativen Gedichtnisses beitrugen. Allerdings
steigerte die akute Gabe von Insulin nur bei den ménnlichen Probanden die ,,trifft zu*-
Antworten flir die Stimmungskategorie Extrovertiertheit. Diese Beobachtung konnte mit
der Modulation der zentralnervosen Insulinwirkung durch das Geschlecht
zusammenhdngen, wie sie gleichfalls fiir die Effekte des Insulins auf das Korpergewicht
und die Nahrungsaufnahme gezeigt werden konnten (Hallschmid et al. 2004b; Clegg et al.
2003; Clegg et al. 2006).

Die zelluldren Vorginge, die die verbesserte deklarative Gedichtnisleistung nach
subchronischer Gabe von Insulin ermdglichten, sind durch das hier gewéhlte Studiendesign
nicht identifizierbar. Da Insulinrezeptoren in hoher Dichte im Hippokampus vorkommen
(Unger et al., 1991), konnte der verzogerte positive Effekt von Insulin auf das deklarative
Gedédchtnis konnte auf plastisch-neuronale Verdnderungsprozesse hinweisen. So zeigen
Ratten, die unter einem Mangel an Insulin im Gehirn leiden, eine Verkiirzung von
neuronalen Dendriten und eine Atrophie des Hippokampus, die letztendlich in einer
Verschlechterung der hippokampusabhingigen Gedéichtnisbildung miinden (Magarinos
and McEwen, 2000; Gardoni et al., 2002). AuBlerdem stimuliert Insulin Gliazellen die

synaptische Plastizitdt fordern (Dickson, 2003). Somit ist es vorstellbar, dass Insulin iiber
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einen solch langen Zeitraum nicht nur protektiv, sondern auch stimulierend auf die
neuronale Konnektivitdt innerhalb des Hippokampus gewirkt hat. Die verbesserte
Verfestigung von verbalem Material konnte ebenso mit den niedrigeren
Serumkonzentrationen von Kortisol, die widhrend der letzten Spitabfrage gemessen
wurden, zusammenhdngen. Nach Bindung an ihren hippokampalen Rezeptor fiihren
Glukokortikoide durch Hemmung der synaptischen Langzeitpotenzierung und durch
Reduktion der hippokampalen Glutamatfreisetzung zu einer verschlechterten deklarativen
Gedéichtnisleistung (Sapolsky, 1993; Plihal and Born, 1999b). Dariiber hinaus sind lang
anhaltende Erhohungen von Kortikoiden mit einer geringeren Vernetzung hippokampaler
Dendriten (Bisagno et al., 2000; Sandi et al., 2001) und einer Atrophie des Hippokampus
(Lupien et al., 1998) assoziiert. Dass die niedrigeren Serumkortisolspiegel die
Verbesserung der  hippokampalen  Gedéchtnisbildung  begiinstigt  haben st
unwahrscheinlich, da Korrelationsanalysen keine signifikanten Abhéngigkeiten zwischen
diesen Parametern zeigen. Nichtsdestotrotz zeigt die Abnahme des Serumkortisols, dass
Insulin hippokampale Funktionen moduliert. Der Hippokampus hemmt die Aktivitdt der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebenierenrinde-Achse ~ liber  direkte und  indirekte
Projektionen zum Nukleus paraventricularis und dem ventromedialen Hypothalamus
(Jacobson and Sapolsky, 1991; Born and Fehm, 1998). Die Abnahme der
Serumkonzentration von Kortisol konnte somit auf eine Steigerung der hippokampalen
Riickkopplung durch intranasales Insulin zuriick zu fiihren sein.

Die vorliegenden Daten dieses Experimentes zeigen, dass eine subchronische
intranasale Gabe von Insulin sowohl die Wortmerkfahigkeit als auch die generelle
Stimmungslage verbessert. Diese positiven Befunde machen einmal mehr deutlich, welch
grofles Potential die intranasale Insulingabe fiir die Behandlung von Gedichtnisdefiziten
bei Patienten, die beispielsweise an einem Alzheimer erkrankt sind, haben konnte

(Tschritter et al. 2006; Reger et al. 2007).
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Experiment I1l: Intranasales Insulin verbessert das Gedéachtnis des Menschen:

Humaninsulin vs. Insulin Aspart.

Publiziert in: Benedict C, Hallschmid M, Schmitz K, Schultes B, Ratter F, Fehm HL, Born
J, Kern W. (2007). Intranasal Insulin Improves Memory in Humans: Superiority of Insulin

Aspart. Neuropsychopharmacology 32(1):239-43.

Hintergrund

Der Hippokampus ist essentiell fiir das Lernen und Abrufen von Fakten und Ereignissen
verantwortlich und deshalb entscheidend fiir die Bildung von deklarativem Gedéchtnis
(Squire and Zola, 1996; Eichenbaum, 1999; Eichenbaum, 2004). Da diese Hirnregion
zahlreiche Insulinrezeptoren besitzt (Baskin et al. 1994; Wickelgren, 1998), ist eine
Beteiligung von Insulin an deklarativen Gedéchtnisprozessen mehr als wahrscheinlich.
Diese Annahme wird durch zahlreiche Tier- und Humanstudien gestiitzt. So ist die
Insulinrezeptorexpression und -phosphorylierung im Hippokampus bei Ratten nach
Durchfiihrung einer rdaumlichen Lernaufgabe hoch reguliert (Zhao et al. 1999). Analog
dazu fiihrt eine intravendse Infusion von Insulin zu einer verbesserten verbalen
deklarativen Gedéichtnisleistung (Kern et al. 2001; Craft et al. 2003) und zu einer
Zunahme der neuronalen Feuerrate innerhalb des Medio-Temporallappens (Rotte et al.
2005). Obwohl Insulin vom Blutkreislauf ins Gehirn gelangen kann (Woods et al. 2003;
Schwartz et al. 1992a), ist die intravendse Insulinapplikation zur Untersuchung
zentralnervoser Funktionen des Hormons wegen zahlreicher peripheren Nebenwirkungen
gering aussagekriftig (Kern et al. 2000; Fruehwald-Schultes et al. 1999). Im Gegensatz
dazu ermoglicht die intranasale Gabe von bioaktiven Substanzen einen direkten Transport
ins Gehirn, ohne dass die Substanz dabei in die Peripherie gelangt (Born et al. 2002; Ross
et al. 2004; Thorne et al. 2004; Illum, 2000). Da das Humaninsulin (H-Insulin) vorrangig
Di-, Tetra- und Hexamere bildet, ist seine Aufnahme nach subkutaner Gabe verzogert
(Kang et al. 1991). Dagegen liegt das Insulinanalogon Insulin Aspart (I-Asp), bei dem die
Aminosdure Prolin an der Stelle B28 durch Aspartat ersetzt ist, hauptsidchlich als Monomer
vor (Brange et al. 1990; Brange and Volund, 1999). Trotz der Aminosdurensubstitution
bindet Insulin Aspart mit vergleichbarer Affinitdt wie Humaninsulin an den Insulinrezeptor
(Kurtzhals et al. 2000). Ergebnisse klinischer Studien weisen darauf hin, dass Insulin

Aspart durch seine pharmakokinetischen Eigenschaften im Vergleich zu Humaninsulin
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eine stirkere blutzuckersenkende Potenz besitzt (Gammeltoft et al. 1999). Daher wurde in
diesem Experiment untersucht, ob das Insulinanalogon Insulin Aspart bei gleicher
intranasaler Dosis eine stidrkere Verbesserung des deklarativen Gedéchtnisses hervorruft

als Humaninsulin.
Methoden

Versuchspersonen

In diesem Experiment wurden 36 Minner (Alter: 18-35 Jahre, BMI<25 kg/m?) in einem
doppelblinden, plazebokontrollierten Design untersucht. Alle Versuchsteilnehmer wurden
vor Beginn der Studie untersucht, um sicherzustellen, dass sie gesund waren. Zehn Stunden
vor Beginn der Testsitzungen mussten die Probanden niichtern bleiben und auf den Verzehr

Koffein- und Alkholhaltiger Getrénke verzichten.

Experimenteller Ablauf

Die Probanden wurden randomisiert in drei Gruppen mit je 12 Mannern aufgeteilt, die fiir
das Alter (H-Insulin: 24.92 + 1.63 Jahre, [-Asp: 24.42 + 1.33 Jahre, Plazebo: 26.25 £+ 1.66
Jahre) und den BMI (H-Insulin: 22.60 + 0.60 kg/m?; [-Asp: 22.98 £+ 0.59 kg/m?, Plazebo:
23.24 + 0.43 kg/m?) vergleichbar waren. Die Datensédtze der mit [-Asp und Plazebo
behandelten Probanden stammen teilweise von den ménnlichen Probanden aus Experiment
I1. Beide Behandlungsgruppen (Gruppengroe = 12) wurden aber durch jeweils vier
zusdtzlich neu  untersuchte Probanden ergdnzt, um die Kriterien der
Gruppenvergleichbarkeit fiir das Alter und den BMI erfiillen zu kdnnen. Wéhrend einer
zweiwoOchigen Einstellphase erhielten alle Probanden Plazebo. In der darauf unmittelbar
folgenden achtwdchigen Behandlungsphase wurde eine Gruppe weiterhin mit Plazebo
(HOE 31 Losungspuffer fiir Humaninsulin, Aventis Pharma, Bad Soden, Germany)
behandelt, die zweite Gruppe bekam Humaninsulin (Insulin Actrapid® HM, Novo Nordisk,
Mainz, Germany) und die letzte Gruppe Insulin Aspart (Insulin NovoLog” HM, Novo
Nordisk, Mainz, Germany). Die Probanden wurden instruiert, das Nasenspray am Morgen,
am Mittag, am Abend und unmittelbar vor dem Schlafen anzuwenden. Zu jedem Zeitpunkt
wurden insgesamt vier Hiibe mit je 0.1 ml I-Asp bzw. H-Insulin (= 40 L.E.) oder Plazebo
intranasal appliziert (zwei Hiibe pro Nasenloch). Somit belief sich die téiglich
aufgenommene Menge auf 1.6 ml Insulin (= 160 L.E.) oder Plazebo. Das Nasenspray

wurde zwischen den Einnahmen im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und im Rahmen der
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wochentlich stattfindenden Untersuchung durch eine Neue ersetzt. Um ihre Zuverldssigkeit
hinsichtlich der Substanzeinnahmen zu sichern bzw. zu tliberpriifen, mussten die Probanden
die tagliche Einnahme protokollieren.

Das deklarative Gedéchtnis wurde mit Wortlisten (Fruehwald-Schultes et al, 2000;
Kern et al, 2001), die jeweils insgesamt 30 Begriffe enthielten, getestet. Die
Parallelversionen der Wortlisten sind in ihrer Schwierigkeit vergleichbar und wurden tiber
alle Probanden in ihrer Reihenfolge ausbalanciert. Die Wortliste wird mit einem Wort pro
Sekunde vom Versuchsleiter miindlich vorgetragen. Nach einer darauf folgenden Pause
von 3 Minuten schreibt der Proband innerhalb von 90 Sekunden alle Worter auf, die er
noch erinnert (Sofortabfrage). Die Anzahl an korrekt erinnerten Wortern sowie die Anzahl
an falsch erinnerten Wortern von vorherigen Wortlisten wurden dabei als abhéngige
Variabeln gemessen. Die Sofortabfragen wurden am Beginn der Einstellphase (Sitzung A),
zum Start der Behandlungsphase (Sitzung B) und eine Woche vor dem Ende der
achtwochigen intranasalen Substanzgabe statt (Sitzung C). Der verbales Lerntest wurde in
der Hauptsitzung A bzw. C 60 Minuten nach der Gabe von Plazebo durchgefiihrt. In
Sitzung B wurden je nach Gruppenzugehorigkeit entweder 40 L.E. I-Asp, 40 L.E. H-Insulin
oder Plazebo 60 Minuten vor Testbeginn intranasal appliziert. Die Werte der Sitzung A
dienten als Grundlinienwerte der Sofortabfrage. Mit Hilfe von Sitzung B konnten die
Akuteffekte von I-Asp, H-Insulin und Plazebo auf die Sofortabfrage eingeschétzt werden.
Die Wirkung einer subchronischen Gabe der Insulinsubstanzen auf die Sofortabfrage
wurde in Sitzung C untersucht. Eine Woche nach den Sofortabfragen mussten die
Probanden alle Worter, die ihnen noch von der letzten Sofortabfrage im Gedéchtnis
geblieben waren, aufschreiben (Spitabfrage, Abbildung 8).

In den Sitzungen A, B und eine Woche nach Sitzung C wurde auBlerdem Blut
abgenommen, um die Seruminsulinkonzentration (Pharmacia Insulin RIA100, Pharmacia
& Upjohn, Inc., Uppsala, Sweden) und die Plasmaglukosekonzentration (Hexokinase-

Methode; Abbott; Wiesbaden, Germany) bestimmen zu kdnnen.

Datenaufbereitung und Statistik

Die Grundlinienwerte wurden von allen Behandlungswerten abgezogen. Fiir die
Differenzen der deklarativen Lernleistung erfolgte anschlieBend mit einer
mefBwiederholten ANOVA (Behandlung x Zeit) eine Signifikanzpriifung. Bei signifikanten
Interaktionen zwischen den Faktoren Behandlung und Zeit wurden separate Analysen fiir

die akuten bzw. subchronischen Behandlungseffekte mit einer einfaktoriellen ANOVA
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(Zwischensubjektfaktor: Behandlung) gerechnet. Die Daten der hormonellen Parameter
und der Plasmaglukose wurden einer mefBwiederholten ANOVA (Behandlung x Zeit)
unterworfen. Einzelvergleiche wurden mit unabhidngigen T-Tests durchgefiihrt. Ein p-Wert

<0.05 galt als signifikant.

SitzungA  Sitzung B Sitzung C
+1 Woche +1Woche +1 Woche
L 1 1 1 1
Plazebo
Plazebo Humaninsulin
Insulin Aspart
<:EWncnen ’4 & Wochen >

Abbildung 8. Experimenteller Zeitplan. Drei Gruppen mit je 12 Ménnern wurden zunéchst fiir zwei Wochen
mit Plazebo intranasal behandelt. Danach bekam eine Gruppe Humaninsulin (HI), die zweite Gruppe erhielt
Insulin Aspart (I-Asp) und die dritte Gruppe setzte die Plazeboeinnahme fort. Die intranasale Behandlung
wurde insgesamt viermal pro Tag durchgefiihrt (160 I.E./Tag). Die Testsitzungen wurden zu Beginn der
Studie (Sitzung A), nach der ersten intranasalen Behandlung mit Insulin (Sitzung B) und in der siebenten
Woche der Behandlungsphase (Sitzung C) durchgefiihrt. Die Wortlisten, die die Probanden in diesen
Hauptsitzungen lernten, wurden jeweils eine Woche spiter nochmals abgefragt.

Ergebnisse

In der Grundlinienphase gab es weder wahrend der Sofort- noch wihrend der Spatabfrage
signifikante Gruppenunterschiede in der Anzahl der richtig erinnerten Worter (I-Asp vs. H-
Insulin vs. Plazebo, Sofortabfrage: 11.25 + 0.93 vs. 10.75 + 0.93 vs. 12.17 + 0.93 korrekt
erinnerte Worter, p>0.55; Spétabfrage: 5.83 £ 1.01 vs. 6.75 + 1.01 vs. 8.33 = 1.01 korrekt
erinnerte Worter, p>0.22). Eine meBwiederholter ANOVA zeigte, dass die deklarative
Gedichtnisleistung der Probanden hochsignifikante durch die Behandlung {iber den
Behandlungszeitraum beeinflusst wurde (p<0.001). Dabei konnte durch anschlieBende
Analysen ermittelt werden, dass die deklarative Geddchtnisleistung in der letzten
Spétabfrage nach acht Wochen signifikant verbessert war (p<0.001 fiir den ANOVA
Haupteffekt, Abbildung 9). Wihrend die Anzahl der richtig erinnerten Worter nach
achtwdchiger Behandlung mit H-Insulin signifikant besser war als die der Plazebogruppe
(p<0.03), steigerte die Behandlung mit [-Asp die Gedéchtnisleistung im Rahmen der
letzten Spatabfrage am deutlichsten (p<0.05 vs. H-Insulin, p<0.001 vs. Plazebo).
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Richtig erinnerte Worter
Sofortabfrage

Sitzulng A Sitzu'ng B Sitzulng C

Richtig erinnerte Worter
- Spatabfrage
[=-]

Sitzung A SitzungB  Sitzung C
+1Woche  +1Woche  +1 Woche

Abbildung 9. Akute und subchronische Effekte von intranasal appliziertem Insulin auf die
Wortmerkféhigkeit unmittelbar nach der Prasentation einer Wortliste und eine Woche spéater. Die
Wortabfrage wurde drei Minuten nach der Présentation (obere Abbildung) einer 30 Worter umfassenden
Liste und eine Woche spiter (untere Abbildung) durchgefiihrt. Die Worter wurden 60 Minuten nach der
Applikation von 40 L.E. Insulin Aspart (I-Asp, schwarz), Humaninsulin (H-Insulin, grau) und Plazebo (weif3
—Sitzung B) abgefragt. Nach sieben Wochen der intranasalen Behandlung (160 LE. I-Asp bzw. H-
Insulin/Tag) wurde 60 Minuten nach Gabe von Plazebo eine neue Wortliste vorgelegt und wieder drei
Minuten nach der Priasentation und eine Woche spiter abgefragt (Sitzung C). Um eine Grundlinien-Korrektur
durchzufiihren, wurden die Werte der Einstellphase (Sitzung A bzw. Sitzung A + 1 Woche) von den Werten
der Behandlungsphase subtrahiert. Signifikante Unterschiede zwischen den Bedingungen sind durch
Sternchen [*, p<0.05; **, p<0.01] indiziert.

Die Anzahl der Intrusionen, d.h., Worter, die von anderen Wortlisten erinnert worden sind,
war weder wihrend der letzten Spétabfrage nach acht Wochen (I-Asp vs. H-Insulin vs.
Plazebo: 1.50 + 0.51 vs. 1.27 £ 0.41 vs. 1.67 = 0.57 falsch erinnerte Worter; p>0.86 fiir den
Haupteffekt Behandlung), noch fiir die Spétabfrage, die eine Woche nach der akuten Gabe
von [-Asp, H-Insulin und Plazebo durchgefiihrt wurde (I-Asp vs. H-Insulin vs. Plazebo:
1.42 £ 0.45 vs. 1.25 £ 0.43 vs. 1.25 £ 0.28 falsch erinnerte Worter; p>0.94 fiir den
Haupteffekt Behandlung), signifikant zwischen den Gruppen unterschiedlich. Weder die
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akute noch die siebenwdchige intranasale Insulingabe fiihrte zu einer signifikanten
Verdnderung in der Anzahl richtig erinnerter Worter im Rahmen der Sofortabfragen
(p<0.92 Sitzung B bzw. 0.92 Sitzung C). Ebenso konnte kein Effekt auf die
Gedéichtnisleistung nach einer Woche der Insulinbehandlung im Rahmen der Spétabfrage
von Sitzung B gefunden werden (p<0.78, Abbildung 9).

In Ubereinstimmung mit Beobachtungen aus unserer Arbeitsgruppe (Kern et al.
1999; Born et al. 2002) waren weder die Plasmaglukosespiegel noch die
Seruminsulinkonzentration durch die akute bzw. subchronische Gabe des Hormons

beeinflusst (Tabelle 4).

Tabelle 4. Plasmaglukose- und Seruminsulinkonzentrationen nach einer einmaligen und achtwdchigen
intranasalen Insulinbehandlung.

Insulin Apart Humaninsulin Plazebo P-Wert

Plasmaglukose (mmol/l)

Sitzung A 4.93+0.17 4.80+0.13 4.93+0.17 0.71
Sitzung B 471 +0.09 4,73 +£0.03 472 +0.12 0.43
Sitzung C + 1 Woche 494 +0.10 4.81+0.09 474 +0.12 0.98

Seruminsulin (uIU/ml)

Sitzung A 7.88 £ 1.51 5.56 +0.69 6.65+1.14 0.38
Sitzung B 5.35+0.72 6.18£0.59 7.32+1.43 0.25
Sitzung C + 1 Woche 6.13+£1.25 533+0.72 6.49 £0.88 0.81

Das Blut wurde nach (A) der ersten intranasalen Gabe von Plazebo, (B) nach der ersten intranasalen
Anwendung von Insulin Aspart (40 LE.) bzw. Humaninsulin (40 L.E.) bzw. Plazebo und am Ende der
achtwochigen Behandlungsphase abgenommen (Sitzung C + 1 Woche). Alle Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler dargestellt und durch Subtraktion um die Werte der Einstellphase korrigiert. Die rechte Spalte
zeigt die P-Werte fiir die Haupteffekte einer einfaktoriellen ANOVA (Zwischensubjektfaktor: Behandlung)
an.

Diskussion

In diesem Versuch wurden die kognitiven Effekte von intranasal verabreichtem Insulin
Aspart (I-Asp) mit denen von Humaninsulin (H-Insulin) und Plazebo verglichen. Wie
bereits in Experiment Il berichtet wurde, verbessert eine achtwochige intranasale Gabe von

H-Insulin die Féhigkeit, sich Worter einzuprdgen. Im Vergleich dazu ist die
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Wortmerkféahigkeit, die nach achtwochiger Behandlung mit I-Asp beobachtet wurde, noch
deutlicher ausgeprigt als in der H-Insulingruppe. Dieses Ergebnis deutet an, dass die
positiven Effekte, die intranasales Insulin auf die deklarative Gedichtnisfunktion beim
Menschen ausiibt, durch die Gabe von I-Asp gesteigert werden kann. Da die Alzheimer-
Erkrankung eine neuroendokrine Stérung mit verringerter Bildung von Insulin- und IGF-I-
Rezeptoren ist (Rivera et al. 2005), kann dieser Befund von klinischer Relevanz in der
Behandlung von Gedéichtnisstorungen sein.

Es fdllt auf, dass die Fahigkeit der insulinbehandelten Probanden, sich Worter
besser einzuprdgen, von einer generell im Zeitablauf schlechter werdenden
Erinnerungsleistung im Rahmen der Spatabfragen begleitet war (p<0.02, ANOVA mit dem
Innersubjektfaktor Zeit). Diese Verschlechterung ist hochstwahrscheinlich durch
Intrusionen von vorherigen Wortlisten, d.h., mit erinnerten Wortern, die vor der
Prisentation (Sitzung A + B) der eigentlichen Wortliste gelernt wurden (Underwood, 1957,
Postman, 1962), bedingt. Ein bis zwei Intrusionen pro Sitzung, die in diesem Experiment
beobachtet wurden, weisen auf proaktive Interferenzen hin. Allerdings spiegelt die Anzahl
der Intrusionen nicht die tatsdchliche Intensitit dieser Interferenz wieder, die implizit
durchaus noch groBer sein konnte. Da die Anzahl der Intrusionen numerisch vergleichbar
zwischen den Gruppen war, ist es eher denkbar, dass die gesteigerte deklarative
Gedédchtnisleistung, die am Ende der Behandlungsphase in beiden Insulingruppen im
Vergleich zu Plazebo zu beobachten war, durch direkte Wirkung des Insulin hervorgerufen
worden ist. In diesem Zusammenhang muss unbedingt beachtet werden, dass ein
einwOchiges Zeitintervall zwischen dem Lernen und der Abfrage der Wortlisten deutlich
langer ist als die hdufiger benutzen Retentionsintervalle von 20 bis 30 Minuten und
deshalb anfilliger fiir Interferenzen ist. Nichtsdestotrotz ist ein einwdchiges
Retentionsintervall zuldssig zur Testung des Langzeitgedéchtnisses (Dudai, 2004).

Ebenso ist es denkbar, dass Gruppenunterschiede in der zerebralen
Insulinsensitivitdt die beobachteten Effekten bedingt haben. Diese Vermutung wird
allerdings durch Berechnungen der ,,Homeostatic Model Assessment® (HOMA) —Werte,
die zur Einschitzung der Betazellfunktion und periphere Insulinresistenz dienen (Wallace
and Matthews, 2002), nicht gestiitzt (p<0.43).

Die zentralnervésen Vorginge, die zur Verbesserung der deklarativen
Gedédchtnisleistung durch die intranasale Insulingabe beigetragen haben, kdnnen nicht mit
Hilfe dieses Studiendesigns eruiert werden. Zentralnervoses Insulin ist an einer Vielzahl

von neuronalen Prozessen, die Grundvoraussetzungen fiir die deklarative



49

Gedidchtnisbildung darstellen, beteiligt (Zhao et al. 2004). Bisherige Studien konnten
zeigen, dass die deklarative Gedéchtnisbildung mafBigeblich vom Hippokampus abhéngt
(Kessels et al. 2001; Bayley et al. 2005). Dabei spielen sowohl hippokampale als auch
kortikale Insulinschaltwege eine entscheidende Rolle, indem sie die neuronale Aktivitit
modulieren und Prozesse auslosen, die fiir die Schaffung synaptischer Plastizitit von
grofer Bedeutung sind (Gasparini and Xu, 2003; Zhao et al. 2004; Craft and Watson,
2004; Wada et al. 2005). Somit ist es gut vorstellbar, dass Insulin durch seine intranasale
Anwendung hippokampal-neuronale Mechanismen verstiarkt. Da Insulin die Expression
von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren stimuliert (Skeberdis et al. 2001),
konnte es auBlerdem sein, dass dieses die Ausbildung neuronaler Verkniipfungen
begiinstigt. Die unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften von I-Asp im
Vergleich zu H-Insulin konnten daher die Effekte, die Insulin per se auf zentralnervose
Prozesse der deklarative Gedichtnisbildung ausiibt, noch verstirkt haben. Das
Insulinanalogon I-Asp bildet im Gegensatz zu H-Insulin vorrangig Monomere. Dieser
pharmakokinetische Unterschied fiihrt auch dazu, dass I-Asp im Vergleich zu H-Insulin
schneller nach subkutaner Gabe ins Blut absorbiert wird und bei gleicher Dosis stirker
blutzuckersenkend wirkt (Raslova et al. 2004; Hermansen et al. 2004). So konnte es sein,
dass die Anzahl der Insulinmolekiile, die nach intranasaler Gabe ins Gehirn gelangen,
durch die reduzierte Neigung von [-Asp, Hexamere zu bilden, hoher ist und dadurch die
Insulineffekte auf das Gedéchtnis starker ausfallen.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass I-Asp im Vergleich zu H-Insulin bei gleicher
intranasaler Dosis deutlich stirker das deklarative Gedédchtnis beim Menschen verbessert.
Da Insulin und Insulin-dhnliche Faktoren nicht nur protektiv auf das Gehirngewebe
wirken, sondern auch Prozesse der Neurogenese und Synaptogenese fordern (O'Kusky et
al. 2000; van der Heide et al. 2005), konnte die intranasale Gabe von Insulin Aspart ein
viel versprechender Therapieansatz in der Behandlung von Gedichtnisstorungen wie der

Alzheimer-Erkrankung sein.
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Experiment IV: Effekte einer akuten und achtwéchigen intranasalen Insulingabe auf
den Blutdruck beim Menschen

Publiziert in: Benedict C, Dodt C, Hallschmid M, Lepiorz M, Fehm HL, Born J, Kern W
(2005). Immediate but not long-term intranasal administration of insulin raises blood

pressure in human beings. Metabolism, 54(10):1356-61.

Hintergrund

Wie in der allgemeinen Einflihrung bereits beschrieben worden ist, {ibt Insulin wichtige
neuromodulatorische Funktionen aus (Woods et al. 1979; Wickelgren, 1998; Kern et al.
1999; Porte, Jr. et al. 2002). Aus dem Blutkreislauf gelangt Insulin hauptséchlich iiber ein
rezeptorabhéngiges Transportsystem im Bereich der Endothelzellen, die die luminale Seite
der hirnversorgenden Gefafle auskleiden, ins ZNS (Schwartz et al. 1992a; Woods et al.
2003). Die Insulinrezeptoren sind vor allem im Hippokampus, Hypothalamus und im
limbischen System lokalisiert (Bruning et al. 2000; Havrankova et al. 1978). Eine
Anhebung zentralnervoser Insulinspiegel fiihrt durch eine Aktivierung hypothalamisch-
neuronaler Netzwerke zu einer Reduktion der Nahrungsaufnahme und des
Korpergewichtes (Hallschmid et al. 2004a; Sipols et al. 1995; Clegg et al. 2003; Woods
et al. 1979). Dagegen 16st die selektive Zerstorung von zentralnervisen Insulinrezeptoren
umgekehrte Effekte aus (Bruning et al. 2000). Weiterhin verbessert Insulin die
Gedidchtnisverarbeitung (Marfaing et al. 1990; Park et al. 2000). So fiihrt die izv. Gabe
von Insulin bei Ratten zu einer Verbesserung der hippokampusabhidngigen
Gedichtnisleistung (Park et al. 2000). Analog dazu verbessert eine intravendse
Insulininfusion hippokampusabhingige Lernfunktionen beim Menschen (Kern et al.
2001). Dieser positive Effekt von Insulin auf das Gedachtnis konnte fiir Patienten, die an
Alzheimer erkrankt sind, von klinischer Relevanz sein, da die Schwere der Erkrankung mit
einer deutlichen Abnahme von zentralnervosen Insulinspiegeln korreliert ist (Craft et al.
1998). Allerdings ist die intravendse Langzeitanwendung von Insulin, um das Gedéchtnis
zu verbessern oder katabole Effekte hervorzurufen, durch seine peripheren
Nebenwirkungen nicht therapeutisch einsetzbar. Eine Methode, die diese systemischen
Nebeneffekte vermeidet, stellt der intranasale Weg dar. Durch diese noninvasive
Applikationsmethode konnen Substanzen wie Insulin unter Umgehung der Peripherie

direkt ins Gehirn geschleust werden (Born et al. 2002). Somit stellt die intranasale Gabe
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von Insulin eine geeignete Methode dar, um Langzeiteffekte des Insulins auf
neuroendokrine Funktionen zu untersuchen. Bisherige Langzeitanwendungen von
intranasalem Insulin beim Menschen haben gezeigt, dass das Hormon die deklarative
Informationsverarbeitung fordert (Reger et al. 2007) und die Korperfettmasse reduziert
(Hallschmid et al. 2004b).

Systemisch steigert Insulin den Blutdruck, indem es durch seine vasodilatative
Eigenschaft anregend auf den Sympathikus wirkt. Der hohere Tonus des Sympathikus
stellt dabei mdglicherweise eine baroreflektive Antwort auf die periphere Vasodilatation
dar (Scherrer and Sartori, 1997). Allerdings deuten Tierstudien an, dass die Stimulation des
Sympathikus, die durch eine intravendse Infusion von Insulin ausgeldst wird, ebenso durch
die Wirkung von Insulin auf zentralnervose autonome Zentren zuriickzufiihren sein konnte
(Davis et al. 1995; Davis et al. 1997). Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, ob
eine intranasale Gabe von Insulin gleichfalls den Blutdruck iiber Aktivierung
zentralnervoser Zentren, die den Sympathikustonus regulieren, steigert. Um diese Frage zu
beantworten, wurde der Einfluss einer akuten intranasalen Insulingabe, die zu einer
Anhebung zentralnerviser Insulinspiegel fiihrt, auf den Blutdruck und die muskuldre
sympathische Nervenaktivitit (MSNA) untersucht. In einem zusitzlichen Teilversuch
wurde eruiert, inwieweit eine subchronische Erhohung zentralnervoser Insulinspiegel

Auswirkungen auf den Blutdruck hat.

Methoden

Teilexperiment I: Akuteffekte von intranasalem Insulin auf den Blutdruck

Dieses Teilexperiment wurde in einem Innersubjekt-Design durchgefiihrt. Acht ménnliche
Studenten (Alter: 24.8 + 0.5 Jahre, BMI: 22.6 + 1.7 kg/m?) nahmen an zwei
experimentellen Sitzungen teil (Insulin und Plazebo), die mindestens eine Woche
auseinander lagen und in ihrer Abfolge iiber alle Probanden ausbalanciert waren. In der
einen Bedingung bekamen die Versuchsteilnehmer Insulin (Insulin Actrapid HM, Novo
Nordisk, Mainz, Deutschland), in der anderen Plazebo (HOE 31 Losungspuffer fiir H-
Insulin, Aventis Pharma, Bad Soden, Deutschland). Nach einer Grundlinienphase von 10
Minuten wurde entweder 0.2 ml Insulin (= 20 I.E.) oder Plazebo alle 10 Minuten intranasal
appliziert. Insgesamt dauerte die Behandlungsphase 110 Minuten (Abbildung 6) und die
Gesamtdosis, die jeder Proband wihrend der Insulinsitzung bekam, belief sich auf 240 LE.

Insulin. Der Blutdruck wurde iiber die ganze experimentelle Sitzung (Grundlinie +
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Interventionsintervall) mittels einer Finapres (Finapres, Ohmeda Monitoring System,
Englewood, Colorado) photoplethysmografisch aufgezeichnet. Diese Messung ermoglicht
eine kontinuierliche und noninvasive Erfassung von relativen Anderungen des arteriellen
Blutdrucks. Zusétzlich wurde mittels eines Elektrokardiogramms die Herzrate erfasst und
eine Mikroneurografie am Nervus perenaeus zur Bestimmung der muskuldren
sympathischen Nervenaktivitit (MSNA) abgeleitet (Dodt et al. 2000). Die
Mikroneurografie ermdglicht die direkte Aufzeichnung von Summenpotentialen aus dem
Anteil perkutan zuginglicher Nerven (Vallbo et al. 1979) und ist hoch korreliert mit den
Plasmakonzentrationen von Katecholaminen (Rea et al. 1990). Um die MSNA
quantifizieren zu konnen, wurden die Amplituden pro Minute gezéhlt, die durch die
synchrone Entladung der sympathischen Neuronen entstehen und deren Hohe von der
Anzahl der aktivierten Neuronen abhingt. Um die sekretorische Aktivitdt der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde-Achse (HNN-Achse) wihrend der akuten
intranasalen Insulingabe abbilden zu kénnen, wurde Blut zu Beginn der Grundlinie (- 10
Minuten; Abbildung 6) und am Ende des Interventionsintervalls (+ 120 Minuten;
Abbildung 6) zur Bestimmung von Kortikotropin (ACTH) abgenommen. Die Blutproben
wurden unmittelbar nach der Abnahme zentrifugiert und bis zur Bestimmung bei

mindestens — 20 °C aufbewahrt.
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Abbildung 6. Ablauf des akuten Insulinexperimentes. Nach einer 10-miniitigen Grundlinienperiode wurde 8
Mainner 0.2 ml (= 20 1.LE.) Humaninsulin oder Plazebo alle 10 Minuten iiber eine insgesamt 110 Minuten
umfassende Behandlungsperiode intranasal appliziert (die Pfeile indizieren die Zeit der Substanzgabe). Die
intranasal verabreichte Gesamtdosis belief sich somit auf 240 I.LE. Humaninsulin. Der Blutdruck, die Herzrate
und die muskuldre sympathische Nervenaktivitdit (MSNA) wurden wihrend der letzten fiinf Minuten der
Grundlinienphase und jeweils wahrend des zweiten fiinfminiitigen Intervalls nach einer intranasalen
Substanzgabe bewertet (Zeitspanne der Messung = m). Fiir die statistischen Analysen wurden die
durchschnittlichen Werte drei aufeinander folgender Intervalle verglichen.
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Teilexperiment Il: Langzeiteffekte von intranasalem Insulin auf den Blutdruck

Die Probanden wurden randomisiert auf zwei experimentelle Gruppen (je acht Méanner und
Frauen) verteilt, die fiir das Alter (Insulin: 24.6 £+ 1.3 Jahre, Plazebo: 25.8 £ 1.2 Jahre) und
den BMI (Insulin: 22.6 £ 0.3 kg/m?, Plazebo: 22.7 + 0.4 kg/m?) vergleichbar waren.
Wihrend einer zweiwochigen Grundlinie bekamen alle Probanden Plazebo, in der darauf
folgenden achtwochigen Behandlungsphase nahm je eine Hélfte der Probanden entweder
Plazebo oder Insulin: am Morgen, am Mittag, am Abend und unmittelbar vor dem
Schlafengehen. Da jede Dosis, die in vier Hiiben verabreicht wurde, aus insgesamt 0.4 ml
Insulin (40 L.E.; Insulin Actrapid® HM, Novo Nordisk, Mainz, Deutschland) oder Plazebo
(HOE 31 Losungspuffer fiir Humaninsulin, Aventis Pharma, Bad Soden, Deutschland)
bestand, belief sich die Tagesdosis auf 1.6 ml Insulinlésung (160 L.E.). Die Sprays wurden
zwischen den Einnahmen im Kiihlschrank aufbewahrt und wochentlich ersetzt. Aulerdem
mussten die Probanden die tdgliche Einnahme der Substanzen mit Hilfe eines wdchentlich
ausgehindigten Protokolls dokumentieren. Der Blutdruck und die Herzrate wurden zu
Beginn der Grundlinie und am Ende der achtwdchigen Behandlungsphase jeweils eine
Stunde nach der intranasalen Gabe von 0.4 ml Plazebo oszillometrisch mit einem
Blutdruckmessgerét (Boso Prestige, Bosch & Sohn, Jungingen, Deutschland) gemessen.
Im Gegensatz zur Akutstudie wurden in diesem subchronischen Experiment weder die

MSNA abgeleitet noch ACTH gemessen.

Messung der Glukosekonzentration

Um die Plasmaglukosekonzentration wihrend der akuten intranasalen Insulingabe
(Teilexperiment 1) messen zu konnen, wurde zu Beginn der Grundlinie und alle 30
Minuten wihrend der Behandlungsphase (vom Start der Behandlungsphase ausgehend; 0
min) Blut abgenommen. Im Teilexperiment II wurde ebenfalls im niichternen Zustand Blut
abgenommen im wdochentlichen Rhythmus abgenommen Die Plasmaglukose wurde mittels
der Hexokinase-Methode photometrisch bestimmt (Aeroset, Abbott, Wiesbaden,
Deutschland).2

Datenaufbereitung und Statistik
Fiir den akuten Insulinversuch wurden Zeitfenster gebildet, die die komplette Grundlinie
und die letzten fiinf Minuten einer jeden zehnminiitigen Periode nach intranasaler

Substanzgabe umfassten. Die Werte des Blutdrucks, der Herzrate und der MSNA wurden
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iiber drei aufeinander folgende flinfminiitige postintranasale Perioden gemittelt (Abbildung
6). Die Werte wurden an die Grundlinie angepasst, indem der durchschnittliche Wert der
zehnminiitigen Grundlinie von den Behandlungswerten abgezogen wurde. Diese
korrigierten Werte wurden einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung
unterworfen (ANOVA; Innersubjekt-Faktoren: Bedingung, Zeit). Im Fall, dass die
ANOVA einen signifikanten Haupteffekt ergab, wurden die Differenzen der einzelnen
Zeitintervalle mit gepaarten T-Tests verglichen. Die statistische Auswertung im
Teilexperiment II beruhte auf einer Kovarianz-Analyse (ANCOVA; Kovariaten:

Grundlinienwert). Ein p-Wert <0.05 galt als signifikant.

Ergebnisse

Teilexperiment I: Akuteffekte von intranasalem Insulin auf den Blutdruck, die Herzrate und
die muskuléare sympathische Nervenaktivitat (MSNA)
Im Vergleich zu Plazebo 16ste die akute Gabe von Insulin einen leichten Anstieg des
Blutdrucks zwischen der 90. und 120. Minute der Behandlungsphase aus. In Bezug auf die
Blutdruckwerte, die in der Grundliniephase gemessen wurden (Insulin vs. Plazebo;
systolischer Blutdruck, 152.00 = 6.25 vs. 160.65 + 8.81 mmHg; diastolischer Blutdruck,
91.70 = 7.00 vs. 99.90 + 6.72 mmHg; mittlerer arterieller Blutdruck, 110.00 = 6.20 vs.
117.40 + 6.90 mmHg, p>0.51 fiir alle Vergleiche), kam es zwischen der 90. und 120.
Minute zu einem relativen Anstieg des diastolischen bzw. mittleren arteriellen Blutdrucks
um 14.31 + 4.5 % bzw. 12.29 £ 5.10 % in der Insulinsitzung und um 0.16 + 2.99 % bzw.
0.46 + 3.14 % in der Plazebobedingung. Dies ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen der Insulin- und Plazebobedingung in Hinblick auf den diastolischen bzw.
mittleren arteriellen Blutdruck von 12.21 + 5.10 % (p<0.05) und 10.81 £ 4.32 % (p<0.04,
Abbildung 7). Die Verdnderungen im systolischen Blutdruck zwischen der 90. und 120.
Minute sind tendenziell signifikant (Differenz zwischen Insulin und Placebo: 9.53 + 4.66
%, p<0.08; Abbildung 7).

Wihrend der Behandlungsphase waren die Herzrate, die Anzahl der Amplituden,
die durch die Mikroneurografie ermittelt wurden, und die Plasmakonzentration von ACTH

zwischen der Insulin- und Plazebogruppe statistisch vergleichbar (Tabelle 3).
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Abbildung 7. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler des systolischen, diastolischen und mittleren
arteriellen Blutdrucks wéhrend der Insulin (durchgezogene Linie))- und Plazebobedingung (gestrichelte
Linie). Die Werte sind, wie durch die Messung mit dem Finapres erhoben, in prozentualer Verdnderung
gegeniiber den Werten der Grundlinie (= 100 %) dargestellt. Signifikante Verdnderungen zwischen Insulin
und Plazebo sind durch Sternchen angezeigt [*, P<0.05; *, P<0.1].

Teilexperiment Il Effekte einer achtwdchigen intranasalen Gabe von Insulin auf den
Blutdruck und die Herzrate

Im Vergleich zur Plazebo war der oszillometrisch gemessene Blutdruck nach achtwochiger
intranasaler Insulingabe unverdndert (Insulin vs. Plazebo; systolischer Blutdruck: 115.29 +
4.54 vs. 115.67 + 3.81 mmHg; diastolischer Blutdruck: 68.64 + 1.91 vs. 65.67 £ 1.82
mmHg; mittlerer arterieller Blutdruck: 84.19 £ 2.30 vs. 82.35 £ 2.21 mmHg; p>0.62 fiir
alle Vergleiche). Die Herzrate blieb ebenfalls im Gruppenvergleich unveridndert (Insulin

vs. Plazebo: 70.83 £2.75 vs. 66.71 +£2.57 bpm, p> 0.61).

Plasmaglukose

In Ubereinstimmung mit Studienbeobachtungen aus unserer Arbeitsgruppe (Kern et al.

1999; Born et al. 2002) ergab die ANOVA weder signifikanten Anderungen fiir die
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Plasmaglukosekonzentration nach akuter (p>0.44; sieche auch Tabelle 3) noch nach

subchronischer (p>0.55) Gabe von Insulin.

Tabelle 3. Muskuldre sympathischen Nervenaktivitit (MSNA), Herzrate, Plasmakonzentrationen von
Adrenokortikotropin (ACTH) und Glukose wihrend einer akuten intranasalen Gabe von Insulin bzw. Plazebo

Insulin Placebo
MSNA (Amplituden/Minute)
Grundlinie 15.33+2.45 13.13£1.96
05-30 min 15.75+1.48 14.97 £ 1.50
35-60 min 17.36 £1.52 18.39 £ 1.88
65-90 min 19.32+1.78 18.55 +2.03
95-120 min 20.29 +1.76 19.23 £2.20
Herzrate (Schlage/Minute)
Grundlinie 59.91 £2.10 63.11+£2.72
05-30 min 60.47 = 1.06 63.77 £ 1.64
35-60 min 61.39+1.13 64.12 +1.58
65-90 min 61.67 +£0.98 63.54 £1.73
95-120 min 62.01 £0.99 63.67 +1.51
ACTH (pg/ml)
-10 min 15.41£0.53 16.60 = 1.65
120 min 14.76 £2.13 14.84 £1.61
Plasmaglukose (mg/dl)
-10 min 87.29+£2.29 86.46 £ 3.65
0 min 87.25+1.74 84.75 £ 4.69
30 min 86.50 £4.26 85.00 £4.50
60 min 88.13 £2.09 89.63 £2.21
90 min 84.38 £3.70 88.50 +£2.07
120 min 83.25+£2.40 84.25+£5.55

Nach einer 10-miniitigen Grundlinienphase wurde 8 Ménnern alle 10 Minuten iiber 110 Minuten insgesamt
jeweils 0.2 ml (= 20 L.E.) Humaninsulin intranasal verabreicht. Um die Wirkung der intranasalen Gabe von
Insulin auf die Plasmakonzentration von ACTH einschitzen zu konnen, wurde Blut am Beginn der
Grundlinienphase und am Ende der Behandlungsperiode abgenommen. Die Plasmaglukose wurde zu Beginn
der Grundlinie (- 10 Minuten) und jede 30 Minuten, ausgehend vom Start der Behandlungsperiode (0
Minute), gemessen. Die Werte der muskuldren sympathischen Nervenaktivitit (MSNA) und Herzrate wurden
jeweils in dem Zeitintervall von der 5 bis zur 10 Minute nach Beginn der Grundlinienphase als auch nach
jeder intranasalen Substanzgabe wihrend der Behandlungsphase aufgenommen. Fiir die statistische Analyse
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wurden die Werte der Grundlinienphase von den Bahnadlungswerten abgezogen. Alle Daten sind als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt.

Diskussion

Bei Tieren kommt es durch die intrakarotidale Infusion von Insulin zu einem Anstieg des
systemischen Blutdrucks, der von deutlich groerem Ausmal ist als nach mengenmaBig
gleicher intrafemoraler Infusion des Hormons (Davis et al. 1995; Davis et al. 1997).
Durch die Nutzung der intranasalen Applikationsmethode konnte mit dieser Studie der
Beweis erbracht werden, dass ein selektiver Anstieg von Insulin im ZNS eine kurzfristige
Erhohung des Blutdrucks beim Menschen auslost. Somit scheint die hypertensive
Eigenschaft des Insulins, die das Hormon nach intravenoser Gabe zeigt (Kern et al. 2005;
Fruehwald-Schultes et al. 1999), teilweise durch die Aktivierung zentralnervoser Prozesse
bedingt zu sein. Wie im Experimenten | gezeigt, libt eine Langzeitanwendung von
intranasalem Insulin positive Effekte auf die deklarative Gedéachtnisbildung beim
Menschen aus. Somit ist der Befund, dass der hypertensive Effekt nach subchronischer
Insulingabe nicht auftritt, von besonderer Wichtigkeit, da er zeigt, dass eine dauerhafte
Anwendung von intranasalem Insulin nicht von einer unerwiinschten Blutdruckerhdhung
begleitet ist.

FEine akute intranasale Gabe von Insulin fithrt beim Menschen zu einem
Blutdruckanstieg. Dasselbe wurde ebenfalls nach einer akuten Infusion von Insulin in die
Karotiden von Hunden beobachtet (Davis et al. 1995; Davis et al. 1997). Bei diesem
Tierexperiment war der mittlere Blutdruckanstieg nach der intrakarotidalen Infusion des
Hormons um etwa 17 £ 5 % groBer als nach einer intrafemoralen Insulininfusion.
Allerdings scheint diese Erhohung des Blutdrucks nicht, wie nach izv. Gabe von Insulin
gezeigt, durch eine zentralnervose Aktivierung des Sympathikus vermittelt zu sein
(Muntzel et al. 1995). Daher ist es unwahrscheinlich, dass der Blutdruckanstieg, der nach
intrakarotidaler Insulingabe bei Hunden beobachtet wurde, durch periphere Mechanismen
vermittelt war. Im Blutkreislaufsystem 16st Insulin eine durch Nitritoxid vermittelte
Gefiallerweiterung aus, die einen Blutdruckabfall begiinstigt (Anderson et al. 1991). Der
darauf folgende baroreflektorische Anstieg des sympathischen Tonus im muskuldren
GefiBbett (Berne et al. 1992) wiirde nur dann zu einem iiberkompensatorischen
Blutdruckanstieg fiihren, wenn der Sollwert der Blutdruckregulation erhoht ist. In diesem

Experiment scheint der hypertensive Effekt des intranasalen Insulins durch eine direkte
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Wirkung des Hormons auf diesen Sollwert vermittelt zu sein. Dafiir spricht insbesondere
die Beobachtung, dass es infolge des Blutdruckanstieges zu keiner Hemmung der Herzrate
oder der MSNA kam. Beide Parameter blieben nahezu unverdndert wéhrend der
intranasalen Insulingabe.

Neben dem sympathischen Nervensystem spielt die HHN-Achse eine wichtige
Rolle in der Blutdruckregulation (Whitworth et al. 1995; Dodt et al. 1998; Whitworth et
al. 2005). Der hypertensive Effekt der akuten intranasalen Gabe von Insulin kdnnte daher
von einer gesteigerten sekretorischen Aktivitdt der HHN-Achse stammen. Diese Annahme
ist auch deshalb plausibel, da intravendses Insulin den Tonus dieser Stressachse steigert
(Fruehwald-Schultes et al. 1999). In diesem Experiment scheint die Erhoéhung des
Blutdrucks allerdings nicht auf einer insulinabhidngigen Stimulation der sekretorischen
Aktivitdit der HHN-Achse zu beruhen, wie es durch die unverdnderten ACTH-Spiegel im
Plasma angedeutet ist.

Da vergangene Studien von einer positiven Korrelation zwischen dem Blutdruck
und der Plasmaglukose berichten konnten (Miyazato et al. 2002; Lu et al. 1994), konnte
der durch Insulin bedingte Blutdruckanstieg auch durch Verdnderungen in der
Plasmaglukosekonzentration bedingt sein. Allerdings ergeben die statistischen Vergleiche
zwischen der Insulin- und Plazebobedingung keine signifikanten Differenzen fiir die
Plasmakonzentration von Glukose.

Im Gegensatz zu den akuten Effekten von Insulin auf den Blutdruck fiihrte die
subchronische intranasale Gabe des Hormons zu keinen Verdnderungen des Blutdrucks.
Dieses Ergebnis wird durch tierexperimentellen Vorbefunde, die ebenfalls einen
Blutdruckanstieg nach akuter nicht aber nach subchronischen Insulininfusion messen
konnten (Hall et al. 2000; Hildebrandt et al. 1999; Davis et al. 1995; Davis et al. 1997,
Muntzel et al. 1995), gestiitzt. Moglicherweise kommt es im Ablauf der subchronischen
Behandlung mit Insulin zu gegenregulatorischen Mechanismen, die den akuten
Blutdruckanstieg durch Insulin unterbinden. Nichtsdestotrotz miissen weitere Studien
durchgefiihrt werden, um die genauen Mechanismen, die dem hypertensiven Insulineffekt
entgegen wirken, zu kldren.

Dieses Experiment zeigt, dass die intranasale Gabe von Insulin, dhnlich wie eine
intravendse Gabe des Hormons, den Blutdruck beim Menschen erhoht. Die hypertensive
Eigenschaft des Hormons scheint also nicht nur durch periphere, sondern auch durch
zentralnervose Prozesse bedingt zu sein. Obgleich die Erhohung des Blutdrucks nach

intravendser Gabe von Insulin durch eine Aktivierung von Stresssystemen erklart wird
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(Kern et al. 2000; Fruehwald-Schultes et al. 1999), weisen die Daten dieses Experimentes
auf eine iiber das ZNS vermittelte Reduktion der Baroreflex-Sensitivitit hin. Die
Abwesenheit hypertensiver Effekte nach subchronischer intranasaler Insulingabe kann fiir

einen potentiellen klinischen Einsatz von intranasalem Insulin wichtig sein.
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Zusammenfassende Diskussion

In dieser experimentellen Serie wurde die Wirkung von zentralnervésem Insulin auf
Hirnfunktionen beim Menschen untersucht. Bisherige Tierstudien und intravendse
Infusionsstudien beim Menschen haben bereits gezeigt, dass Insulin sowohl an der
Kopergewichts- und Nahrungsregulation (Porte, Jr. and Woods, 1981) als auch an der
deklarativen, hippokampusabhingigen Gedéchtnisbildung (Marfaing et al. 1990; Park et
al. 2000; Kern et al. 2001) beteiligt ist. Weiterhin scheint Insulin iiber zentralnervose
Prozesse den systemischen Blutdruck zu erhéhen (Davis et al. 1995; Davis et al. 1997). Die
dieser Dissertation zugrunde liegenden Humanexperimente konnten auf der Basis der
intranasalen Applikationsmethode, die den direkten Zugang von Insulin ins Gehirn
ermoglicht (Born et al. 2002), =zeigen, dass zentralnervoses Insulin das
hippokampusabhingige Gedachtnis auf allen Ebenen der Informationsverarbeitung fordert,
dass es positiv auf die Stimmung wirkt, dass es eine wichtige anorexigene Funktion bei
Minnern ausiibt und dass es nach akuter nicht aber nach subchronischer Anwendung den
systemischen Blutdruck erhoht. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Experimente
nach der Bedeutung fiir das Gedédchtnis, die Nahrungsregulation und den Blutdruck beim

Menschen zusammenfassend diskutiert.

Insulin und Gedachtnis

In den Experimenten | - 111 wurde untersucht, inwieweit eine einmalige bzw. achtwochige
intranasale Gabe von Insulin die Funktion des deklarativen und nondeklarativen
Gedéchtnisses moduliert. Zusétzlich wurde in den Experimenten | und Il iiberpriift, ob die
hypothetisierten positiven Effekte von Insulin auf das Gedéchtnis vom Geschlecht
abhiangen. Wie durch die Versuche gezeigt werden konnte, fordert Insulin das deklarative
Gedichtnis auf allen Ebenen der Informationsverarbeitung
(Ubersichtsarbeit: (Benedict et al. 2007)). Die Bearbeitung der nondeklarativen,
hippokampusunabhéngigen Geddchtnisaufgaben unterschied sich weder nach akuter noch
nach achtwochiger Behandlung mit Insulin signifikant von Plazebo. Diese Ergebnisse
stiitzen die Hypothese, dass Insulin eine entscheidende Rolle fiir die Bildung des
deklarativen Gedichtnisses beim Menschen spielt.

Im Experiment | waren die positiven Gedachtniseffekte von akut appliziertem

Insulin auf die Frauen beschrinkt. Sie schnitten unter der Hormongabe beim
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hippokampusabhingigen Memoryspiel als auch wihrend des Zahlennachsprechens,
welches primér préafrontal prozessiert wird (Petrides et al.  1993), besser ab. Die
Gedéichtnisleistung der Méanner blieb unter dem akuten Hormoneinfluss unverdndert. Dass
die Verbesserung des deklarativen Gedéchtnisses durch Insulin nur bei den Frauen auftrat,
kénnte auf ein Zusammenspiel des Hormons mit Ostrogen hinweisen. Ostrogen {ibt eine
stimulierende Wirkung auf das zentralnervose IGF-1-System, das Prozesse der
Gedédchtnisbildung reguliert und durch Insulin aktiviert werden kann (Pons and Torres-
Aleman, 1993), aus. Weiterhin ist Ostrogen an der Regulation der Expression von
Insulinrezeptoren im ZNS beteiligt (Xu et al. 2007). Im Gegensatz zu den Akuteffekten
verbesserte eine achtwochige intranasale Gabe von Insulin das deklarative Gedéchtnis bei
beiden Geschlechtern (Experiment I1). Anscheinend stimuliert Insulin iiber einen ldngeren
Zeitraum Prozesse im Gehirn, die unabhingig von den Sexualsteroiden hippokampale
Geddchtnisfunktionen fordern. So steigert Insulin die Expression von N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptoren (Skeberdis et al. 2001) und regt die Aussprossung von
Synapsen und neuronalen Vernetzungsprozessen im ZNS an (Dickson, 2003) an. Diese
Vorgéinge sind wichtige Vorraussetzungen fiir die Bildung des Langzeitgedéchtnisses
(Miyamoto, 2006).

Eine Steigerung der hippokampusabhingigen Gedachtnisleistung durch die akute
intranasale Gabe von Insulin konnte im Experiment Il nicht beobachtet werden. Da die
Dosis von 160 I.E. Insulin, die beim Experiment | zum Einsatz kam, deutlich hoher war als
bei Experiment Il (40 LE.), fordert Insulin vermutlich das deklarative Gedédchtnis
dosisabhingig beim Menschen. Diese Annahme wurde bisher von mehreren unabhingigen
Studien bestétigt (Reger et al. 2005; Kern et al. 2001). Ebenso kann es sein, dass das
Memoryspiel geeigneter als die in Experiment Il eingesetzte Wortliste ist, um Effekte von
Insulin auf der Verhaltensebene sichtbar zu machen.

Im Experiment Il wurden die Effekte von Insulin Aspart und Humaninsulin auf die
deklarative Gedéchtnisfunktion verglichen. Insulin Aspart besitzt im Vergleich zum
Humaninsulin, welches primiar Hexamere bildet (Kang et al. 1991), eine geringere
Neigung zur Polymerisation (Brange et al. 1990; Brange and Volund, 1999). Wegen
dieser pharmakokinetischen Unterschiede wurde im Experiment Il hypothetisiert, dass
Insulin Aspart besser als Humaninsulin nach intranasaler Gabe ins Gehirn aufgenommen
wird und deshalb in einem stirkeren Ausmal} das deklarative Gedéchtnis beim Menschen
fordert. Die Fahigkeit, sich Worter einzupriagen, fiel nach achtwdchiger Behandlung mit

Insulin Aspart im Vergleich zu Humaninsulin gréer aus. Somit kdnnen die vorteilhaften
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Effekte von intranasalem Insulin auf das deklarative Gedéchtnis durch die Gabe von
Insulin Aspart gesteigert werden.

Wie im Experiment Il zusitzlich gezeigt werden konnte, wirkt eine akute als auch
eine langfristige Insulinbehandlung positiv auf verschiedene Stimmungskategorien.
Allerdings steigerte die akute Behandlung mit Insulin die Extrovertiertheit nur bei
Mainnern. Diese Beobachtung ist ein weiterer Beleg dafiir, dass zentralnervose Funktionen
von Insulin durch das Geschlecht beeinflusst werden (Clegg et al. 2003; Hallschmid et al.
2004b).

Insulin und Nahrungsregulation

Die zentralnervose Gabe von Insulin fiihrt zu einer Gewichtsreduktion bei verschiedenen
Tierspezies (Woods et al. 1979; Brown et al. 2006; Figlewicz et al. 1995; Florant et al.
1991). Dasselbe konnte beim Menschen nachgewiesen werden (Hallschmid et al. 2004b).
Der Gewichtsverlust durch Insulin scheint {iber eine verringerte Nahrungsaufnahme und
einen gesteigerten Ruheenergiebedarf vermittelt zu werden (Woods et al. 1979; Menendez
and Atrens, 1991). Ein reduzierter Transport von Insulin iiber die Blut-Hirn-Schranke
(Stein et al. 1987) und eine verminderte Insulinbindung im Gehirn (Melnyk, 1987;
Figlewicz et al. 1985) spiclen dabei eine wichtige Rolle in der Entstehung von Adipositas
(Kaiyala et al. 2000). Im Experiment | wurde untersucht, inwieweit eine akute Anhebung
des Insulinspiegels im Gehirn die Nahrungsaufnahme von Minnern und Frauen
beeinflusst. Die mannlichen Probanden alen wihrend der Insulinsitzung deutlich weniger
Kalorien als wéhrend ihrer Plazebobedingung. Im Vergleich dazu blieb die
Nahrungsaufnahme bei den Frauen unverdndert. Diese Ergebnisse decken sich mit
tierexperimentellen Daten. So senkt izv. Insulin nur bei méinnlichen Versuchstieren die
aufgenommene Energiemenge (Clegg et al. 2003; Clegg et al. 2006). Diese Tierdaten
deuten in Kombination mit den Ergebnissen von Experiment | an, dass das Geschlecht die
anorexigene Wirkung von Insulin determiniert. Da eine achtwochige intranasale Gabe von
Insulin einen Verlust von etwa 1 kg Korperfett bei normalgewichtigen Ménnern induziert
(Hallschmid et al. 2004b), konnte die geringere Energieaufnahme im Experiment | den
beschriebenen Verlust ermoglicht haben. Die zentralnervosen Prozesse, die die schnelle
anorexigene Wirkung von Insulin vermitteln, konnen durch das Studiendesign von
Experiment | nicht genauer charakterisiert werden. Hochstwahrscheinlich fiihrt Insulin

durch die erhdhte Expression und Freisetzung von anorexigenem Alpha-MSH (Benoit et
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al. 2002) und den verringerten Umsatz an orexigenen Neuropeptiden wie AgRP und NPY

(Porte, Jr. et al. 2002) zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme bei den Méannern.

Insulin und Blutdruck

Bei Tieren fiihrt die intrakarotidale Infusion von Insulin zu einer akuten Erhéhung des
systemischen Blutdrucks. Dieser fillt deutlich stirker aus als nach einer vergleichbaren
intrafemoralen Insulininfusion (Davis et al. 1995; Davis et al. 1997). Die Autoren dieser
Arbeiten schlussfolgern, dass Insulin neben seinen peripheren Effekten auch iiber
zentralnervose Prozesse den systemischen Blutdruck erhoéht. Durch die Nutzung der
intranasalen Gabe konnte im Experiment IV nachgewiesen werden, dass zentralnervoses
Insulin beim Menschen den systemischen Blutdruck steigert. Insbesondere die
unverdnderten Werte der Herzrate und muskuldren sympathischen Nervenaktivitit
(MSNA) sprechen fiir eine Abnahme der Baroreflexivitit, iiber die der Anstieg des
systemischen Blutdrucks unter Insulingabe anscheinend vermittelt worden ist. Diese
Ergebnisse liefern erste Beweise, dass eine akute Erhohung von Insulin im Liquor
cerebrospinalis den systemischen Blutdruck beim Menschen steigert.

Die achtwochige intranasale Gabe von Insulin fiihrte zu keiner Erhohung des
systemischen Blutdrucks. Dies kann ein Hinweis auf eine graduelle Aktivierung von

gegenregulatorischen Vorgingen im Zeitablauf der Insulinbehandlung sein.

Ausblick

Wie in allen Experimenten nachgewiesen worden ist, stellt das Insulin ein wichtiges
neuroendokrines Signal beim Menschen dar. Da Patienten mit einer Demenz des
Alzheimer Typs eine verringerte zentralnervose Expression von insulinabhéngigen Genen
zeigen (Steen et al. 2005), konnte die intranasale Insulingabe eine wichtige klinische
Bedeutung in der Behandlung von Gedéchtnisdefiziten erlangen. Sie hat nicht nur in den
vorliegenden Experimenten, sondern auch in zwei mit Alzheimer-Patienten durchgefiihrten
klinischen Studien eine Verbesserung der deklarativen Gedachtnisfunktion bewirkt (Reger
et al. 2005; Reger et al. 2007), ohne dabei nennenswerte Verdnderungen der
Seruminsulin- oder Blutzuckerspiegel hervorzurufen.

Die Daten von Experiment | bestdtigen ebenfalls die Hypothese, dass

zentralnervoses Insulin eine bedeutende Funktion im Bereich anorexigener Schaltwege
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besitzt. Wahrscheinlich tragen Storungen im zerebralen Insulinstoffwechsel, wie ein
reduzierter Transport von Insulin {iber die Blut-Hirn-Schranke (Kern et al. 2006) und eine
verminderte Insulinbindung im Gehirn (Melnyk, 1987; Figlewicz et al. 1985), zur
Entstehung von Adipositas bei (Kern et al. 2006; Kaiyala et al. 2000). Daher béte sich die
intranasale Anwendung von Insulin als ein viel versprechender Ansatz an, um
therapeutisch zur Gewichtsreduktion bei Fettleibigen eingesetzt zu werden. Bei einer
weiteren Studie unserer Arbeitsgruppe konnte diese Vermutung an adipdsen Minnern
allerdings nicht verifiziert werden (Hallschmid et al. 2007). Nichtsdestotrotz untermauern
die Ergebnisse von Experiment I, dass Insulin unter physiologischen Bedingungen ein
wichtiges anorexigenes Signal bei Ménnern darstellt.

Der Anstieg des Blutdrucks, der normalerweise bei zunehmenden
Seruminsulinspiegeln auftritt (Kern et al. 2000), ist beim Menschen, wie in unserem
Experiment IV gezeigt wurde, hochstwahrscheinlich {iber zentralnervose Schaltwege
vermittelt. Dagegen bleibt eine ldngere Anhebung zentralnervoser Insulinspiegel ohne
Wirkung auf den systemischen Blutdruck. Durch diesen Befund wird ein schwerwiegender

Nebeneffekt einer intranasalen Insulintherapie ausgeschlossen.
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Zusammenfassung

Im Gehirn werden zahlreiche Insulinrezeptoren exprimiert. Sie sind vor allem in solchen
Hirnregionen zu finden, die mallgeblich an der Regulation des Essverhaltens und der
Bildung von deklarativem Gedéchtnis beteiligt sind. Daher setzte sich die vorliegende
Dissertation zum Ziel, zu untersuchen, inwieweit Humaninsulin unter akuten bzw.
subchronischen Bedingungen die deklarative Gedéchtnisleistung beim Menschen
beeinflusst und ob nach Nutzung eines pharmakokinetisch verdnderten Insulinanalogons
(Insulin Aspart) die Effekte auf das deklarative Gedéchtnis im Vergleich zu denen von
Humaninsulin verstirkt werden. Aufgrund von tierexperimentellen Befunden, die belegen,
dass Insulin {iber zentralnervose Mechanismen den systemischen Blutdruck erhdht, wurde
zusdtzlich untersucht, ob und inwieweit diese Ergebnisse auf den Menschen iibertragbar
sind. Bei allen Experimenten kam die intranasale Applikationsmethode zum Einsatz, die
den direkten Transport von Insulin von der Nasenhohle in den Liquor cerebrospinalis
ermoOglicht. Es konnte gezeigt werden, dass zentralnervoses Insulin die
hippokampusabhingige Gedéchtnisbildung fordert, dass es stimmungsaufhellend wirkt,
dass es eine wichtige anorexigene Funktion bei Méannern nicht aber bei Frauen ausiibt und
dass es bei akuter nicht aber bei subchronischer Anwendung hypertensiv wirkt. Wie durch
alle vier Experimente gezeigt wird, iibt Insulin einen starken direkten Einfluss auf

zentralnervose Funktionen beim Menschen aus.
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