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1 Einleitung

1.1 Hintergrund
Die Entdeckung der Orexin-Peptidfamilie liegt noch nicht lange zurtck (de Lecea
et al. 1998, Sakurai et al. 1998); mit ihrer Enthdllung im Jahre 1998 wurde der
Weg flur weitere Studien zur Erforschung ihrer Lokalisation und Funktion geebnet.
Besonders die tierexperimentelle Untersuchung von Orexinen und ihrer
Wirkungsweise liefert immer mehr Informationen Uber diese Peptidgruppe.
Neben der Erforschung der Struktur und Liganden der Orexine (Sakurai et al.
1998) sind auch die Frage nach den Wechselwirkungen und Funktionen ein Teil
aktueller Forschungen. So konnte u.a. nachgewiesen werden, dass Orexin A
neben einem Einfluss auf Aktivierung und Schlaf (Nishino et al. 2000) im
Tiermodell ebenfalls Uber die Nahrungsaufnahme anregende Einflisse verfugt
(Sakurai et al. 1998). Daruber hinaus koénnen Orexin A analgetische
Eigenschaften zugeschrieben werden (Bingham et al. 2001). Ferner wurden
unter Einfluss von Orexin A ein erhdhter Sauerstoffverbrauch und ein Anstieg der
Kdrperkerntemperatur beobachtet (Wang et al. 2001).

In Hinblick auf den Stoffwechsel fuhrt die Applikation von Orexin A und B
im Rahmen eines oralen Glucose-Toleranztests (0GTT) im Experiment zu einer
messbaren Senkung des Blutglucosespiegels (Ducroc et al. 2007). Im Ubrigen
haben weitere Studien belegt, dass Orexin A bezlglich der altersbezogenen
Insulinresistenz eine protektive Wirkung hervorruft: Dementsprechend fuhrt ein
Orexin-Mangel im Tiermodell zu einer gestdorten altersbezogenen
Glucosetoleranz und einer peripheren Insulinresistenz (Tsuneki et al. 2008).
Weiterhin  konnte  nachgewiesen werden, dass Orexine in den
Glucosestoffwechsel des Skelettmuskels eingreifen. Sie férdern sowohl die
Glucoseaufnahme als auch die Insulinsensitivitat des Skelettmuskels (Shiuchi et
al. 2009). Im Rahmen einer Exploration des Orexinhaushalts konnte bei
Ubergewichtigen eine verminderte Expression des Orexin-Gens nachgewiesen
werden (Cai et al. 2000). Ein ahnlicher Effekt lie® sich auch hinsichtlich der
Kombination aus Hyperglykdmie und peripherer Insulinresistenz beobachten

(Tsuneki et al. 2010). Ausgehend von diesen Ergebnissen lasst dies eine



protektive Wirkung der Orexine vermuten.

In Bezugnahme auf den Zusammenhang zwischen Orexin A und
Stoffwechselvorgangen gibt es bereits eine Vielzahl an Resultaten und darauf
basierenden Hypothesen, allerdings ist noch fraglich, inwiefern sich die im
Tiermodell beobachteten Effekte auf den menschlichen Organismus Ubertragen
lassen. Das Ziel unseres Experiments war zu ermitteln, ob und in welchem
Ausmal} die Zufuhr von intranasal appliziertem Orexin A eine Wirkung auf den
Glucosestoffwechsel des Menschen ausubt. Primar sollte untersucht werden, ob
Orexin A im Rahmen eines oGTT den postprandialen Glucosespiegel und
Insulinspiegel senkt. Zudem wurde bestimmt, ob Orexin das Hungergefuhl und
Verlangen nach Nahrungsmitteln fordert und ob Orexin A das Geruchsvermogen
hinsichtlich Nahrung sensibilisiert. Ein Augenmerk wurde speziell auf die
quantitative Nahrungszufuhr unter Orexin A gelegt und darauf, ob sich eine
signifikante Steigerung vermerken lasst. Eine Messung des Kalorienverbrauchs
sollte zudem zeigen, ob Orexin A zu einem gesteigerten Energieumsatz beitragt.
Diese Fragen wurden an gesunden Probanden im Nuchternzustand, nach einem
oGTT und einer standardisierten Mahlzeit anhand von laborchemischen

Bestimmungen, sowie Fragebdgen untersucht.

1.2 Das Orexin-System

1.2.1 Die Entdeckung der Orexine

Die Peptidgruppe der Orexine ist heutzutage unter zwei verschiedenen
Bezeichnungen bekannt, d.h. als ,Orexine” und als ,Hypokretine®. Dies ist in der
Geschichte ihrer Entdeckung begrindet. Im Jahre 1998 gelang zwei
Arbeitsgruppen zeitgleich, aber unabhangig voneinander und auf verschiedenen
Wegen, die molekulare Identifikation einer neuen Gruppe von endogenen
Neuropeptiden (de Lecea et al. 1998, Sakurai et al. 1998). Hierbei wurde
nachgewiesen, dass der Syntheseort fur diese neuen Neuropeptide im
Hypothalamus liegt (Sakurai 2007). Sie nehmen eine zentrale Funktion in der
Regulation von Wachheit, Essverhalten und Stoffwechsel ein, allesamt Faktoren,

welche eine essenzielle Rolle bei der Beschaffung und dem anschlieRenden



Konsum von Nahrung darstellen (de Lecea et al. 1998, Sakurai et al. 1998,
Sakurai 2007).

Die erste Arbeitsgruppe (de Lecea et al. 1998) isolierte zuerst das
Vorlauferprotein Prapro-Orexin. Hieraus gelang es durch Proteolyse zwei
Proteine zu gewinnen. Aufgrund der hypothalamischen Lokalisation und der
strukturellen Ahnlichkeit zur Sekretin-Peptidfamilie nannten sie diese Proteine
,2Hypokretine®. Die zweite Gruppe (Sakurai et al. 1998) identifizierte Orexine als
Liganden eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors. Auf diesem Weg fanden die
Forscher zwei hypothalamische Peptide, die zur Aktivierung von Zellen mit
besagten Rezeptoren fuhrten. Aufgrund der im Tiermodell unter Orexin-Gabe
beobachteten Appetitsteigerung gaben sie diesen Proteinen den Namen Orexin
A und Orexin B. ,Orexin“ wurde vom griechischen Wort ,Orexis“ abgeleitet,

welches uUbersetzt ,Appetit* bedeutet.

1.2.2 Struktur

Orexine werden primar im lateralen Hypothalamus synthetisiert, enzymatisch
wird hier Prapro-Orexin zu Orexin A bzw. Orexin B gespalten (Sakurai et al.
1998). Dabei besteht Orexin-A aus 33 Aminosauren und hat eine in sich
gebogene, durch Disulfidbricken fixierte Struktur. Am N-Terminalen Ende
befindet sich ein Pyroglutamyl-Rest und am C-Terminalen Ende eine
Amidgruppe (Sakurai et al. 1998). Seine atomare Masse betragt 3,5 kDa.
Betrachtet man den Aufbau von Orexin-A, so findet sich sowohl bei Menschen,
Ratten, Mausen als auch bei anderen Saugetieren (z.B. Kuh, Schaf und Schwein)
die gleiche Aminosaurenstruktur wieder (Sakurai et al. 1998). Im Gegensatz
hierzu zeigt die Sequenz von Orexin B innerhalb verschiedener Spezies deutliche
Unterschiede (Tsujino et al. 2009).

Orexin A und B stammen zwar von dem gleichen Vorlauferprotein (Prapro-
Orexin) ab, unterscheiden sich jedoch in ihrer Struktur: Orexin A besitzt aufgrund
seiner zwei Disulfidbricken eine gebogene Struktur, wohingegen Orexin B ein
lineares Peptid dargestellt. (Tsujino et al. 2009).

Im Vergleich zum linearen, aus 28 Aminosauren bestehenden Orexin B

hat Orexin A eine starkere Aktivierung am ursprunglich entdeckten orphan-



Rezeptor (OX1R) zur Folge, was schlieBlich zur Entdeckung eines zweiten
Rezeptors (OX2R) flhrte. Dieser zeigt eine unselektive Aktivitat und wird sowohl
von Orexin A als auch von Orexin B aktiviert (Sakurai et al. 1998).

Weitere Experimente fuhrten zur Identifizierung eines selektiven OX1R-
Antagonisten: SB-334867, bislang der einzige selektive OX1R Antagonist und
Gegenstand aktueller Orexin und OX1R Forschungen (Smart et al. 2001). Ferner
konnten im Tiermodell Neuropeptid Y und Sekretin als OX1R-Agonisten mit
moderat bis hoher Affinitat entdeckt werden, die Potenz der Stimulation war
vergleichbar zu Orexin A (Kane et al. 2000). Allerdings konnte fur NPY und
Sekretin weder eine Interaktion mit dem menschlichen OX1R noch dem OX2R

nachgewiesen werden.

1.2.3 Die Orexin-Neuronen
Die Zellkorper der Orexin-enthaltenden Neurone befinden sich hauptsachlich im
lateralen Hypothalamus. Von dort aus projizieren sie ihre Axone auf das gesamte
Gehirn, mit Ausnahme des Kleinhirns (Sakurai 2007). Histologisch lassen sich
Orexine auch in olfaktorischen Neuronen nachweisen: Beginnend von der
nasalen Mukosa, an deren Zilien die Geruchsstoffe binden, bis hin zu zentralen
olfaktorischen Strukturen wie Bulbus olfactorius und Amygdala finden sich Orexin
enthaltende Zellen (Caillol et al. 2003). Dies lasst vermuten, dass Orexine die
olfaktorische Funktion in gewissem Ausmal} beeinflussen und regulieren kdnnen.
Im Rahmen von in situ-Hybridisierungen im ZNS zeigt sich eine
unterschiedliche Verteilung von Orexinrezeptoren. OX1R mRNA findet sich v.a.
in Arealen, welche die Nahrungsaufnahme regulieren; hier ist v.a. der laterale
Hypothalamus als zentraler Regler von Hunger und Sattheit hervorzuheben. Im
Vergleich dazu findet sich OX2R v.a. in Arealen, die wichtig fur die Regulation
von Wachheit und Aktivierung sind, u.a. in den dorsalen Raphe Kernen, dem
Locus coeruleus und den histaminergen tuberomamillaren Kernen (Marcus et al.
2001). Orexine weisen auRerdem eine hervorzuhebende Eigenschaft unter der
Vielzahl hypothalamischer Peptide auf: Sie vermogen sowohl die Ausschuttung
des inhibitorischen Transmittors GABA, als auch des erregenden

Neurotransmitters Glutamat zu verstarken, dies lasst auf einen bedeutenden



Einfluss hinsichtlich der Regulierung und Verarbeitung von sensorischen Reizen
schlie3en (Van den Pol 1999).

Orexin-Neuronen  verfugen Uber komplexe Beziehungen zu
verschiedenen Arealen des Gehirns und konnen in Reaktion auf Hunger- und
Sattigkeitssignale regulierend in den Stoffwechsel eingreifen. Im gesattigten
Zustand fihren endogene Signale, wie z.B. hohe Glucosekonzentrationen und
Leptinspiegel als Indikatoren des Korpers bezlglich Sattigkeitsgefuhl, zu einer
Hemmung der Orexin-Neuronen. Dagegen stimulieren Hungersignale wie
Ghrelin, niedrige Glucosespiegel oder Aminosauren die Orexin-Neuronen
(Inutsuka et al. 2013; Yamanaka et al. 2003a).

Es konnte gezeigt werden, dass Orexin-Neurone ihre Axone nicht nur auf
das ZNS projizieren. Axonale Projektionen von Orexin-Neuronen finden sich
auch auf Ruckenmarksebene, v.a. im Bereich der Marginalzone, welche eine
Rolle in der Modulation von Schmerz spielt (van den Pol 1999). Die Vermutung
analgetischer Eigenschaften von Orexin A konnte im Tiermodell belegt werden
(Bingham et al. 2001).

Zusatzlich befinden sich Orexine und ihre Rezeptoren in weiteren
peripheren Geweben: Neben Ganglienzellen des Truncus sympathicus und des
Plexus myentericus lie} sich Orexin A auch in endokrinen Zellen des
Gastrointestinaltrakts sowie in den Inselzellen des Pankreas nachweisen.
Experimentell gelang der Nachweis von Prapro-Orexin mRNA in Niere,
Nebenniere, Magen, lleum, Colon und kolorektalen Epithelzellen (Nakabayashi
et al. 2003). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Orexine in einer Vielzahl
von zentralen und peripheren Organen nachgewiesen werden konnten.
Allerdings ist die Funktion der Orexine in den peripheren Geweben bislang noch

nicht hinreichend erforscht (Heinonen et al. 2008).

1.3 Funktionen des Orexin-Systems

1.3.1 Aktivierungszustand
Die Verbindung zwischen Orexinen und der Regulation von Wachheit und

Mudigkeit gehoérte zu den ersten Ergebnissen der Orexinforschung und wird
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besonders in Narkolepsie-Studien deutlich. Narkolepsie bezeichnet eine
chronische Stérung des Schlaf/Wach-Rhythmus und charakterisiert eine
Hypersomnie zentralen Ursprungs. Ihre wesentlichen Symptome umfassen eine
exzessive Tagesschlafrigkeit sowie Kataplexie, den Tonusverlust der Muskulatur
im Affekt (Mayer 2006). Nach der Entdeckung der Orexine konnte in
verschiedenen Versuchsmodellen eine Korrelation zwischen einem Orexin-
Defizit und dem Auftreten von Narkolepsie nachgewiesen werden (Peyron et al.
2000).

Im Tiermodell weisen Mause, deren Pra-Pro-Orexin durch ,Gen-Knockout*
gezielt inaktiviert wurde, ein verandertes Aktivitatsmuster auf: Die ,Knockout*-
Mause zeigen nach Orexin-Gen- ,Knockout®, im Vergleich zur Kontrollgruppe,
Narkolepsie-ahnliche Symptome. Pathophysiologisch lasst sich folglich das
Auftreten des Phanotyps der Narkolepsie durch einen Orexin-Mangel, aufgrund
fehlerhafter oder verminderter Neuronen im Hypothalamus, erklaren (Chemelli et
al. 1999). Ubertragen auf klinische Studien kann man festhalten, dass die
Orexinkonzentration Uber diagnostischen Wert verfugt. Somit ist eine
verminderte Orexinkonzentration im Liquor von Patienten mit Narkolepsie ein
hochsensitiver und —spezifischer Befund (Nishino et al. 2000). Neben der
Narkolepsie kann der Orexin-Spiegel im Liquor bei myotoner Dystrophie
(Martinez-Rodriguez et al. 2003), oder in manchen Fallen des Guillan-Barré
Syndroms abnormal erniedrigt sein (Ripley et al. 2001).

Orexine spielen folglich eine integrale Rolle in der zentralen Regulation
von Mudigkeit, Schlaf und Wachheit. lhre Aktivierung flhrt zu einer vermehrten
Stimulation von Neuronen, welche fur Aktivitatsbereitschaft und Aufmerksamkeit
verantwortlich sind (Kohlmeier et al. 2004).

1.3.2 Nahrungsaufnahme

Es gibt eine Vielzahl von Hormonen, die die Nahrungsaufnahme beeinflussen.
Eine wichtige Rolle spielt hierbei auch die von uns untersuchte Orexin-Familie.
Orexin-Neurone finden sich Uberwiegend im lateralen Hypothalamus (Sakurai
2007). Der laterale Hypothalamus ist fur die zentrale Regulation im Hinblick auf

Stoffwechsel und Energieumsatz zustandig: In diesem Abschnitt laufen eine



Vielzahl an Informationen Uber den Energiehaushalt des Korpers zusammen und
werden verarbeitet, wodurch Energieaufnahme und -verbrauch entsprechend
beeinflusst werden (Berthoud et al. 2011).

Den lateralen Hypothalamus erreichen sowohl exogene gustatorische und
olfaktorische Signale als auch endogene Signale und Botenstoffe, welche
Auskunft Uber den Blutglucosespiegel und das Energieniveau geben (Berthoud
2011). Ein Zusammenhang zwischen den dort gelegenen Orexin-Neuronen und
der Nahrungsaufnahme wurde bereits bei ihrer Entdeckung festgestellt (Sakurai
et al. 1998).

In einer Vielzahl von Studien wurde die Hypothese Uberprift, dass eine
Orexin-Gabe eine Steigerung der Nahrungszufuhr zur Folge hat. Nach der
intracerebroventrikular Injektion von Orexin A in verschiedene Areale des
Hypothalamus (u.a. den paraventrikularen Nucleus, den dorsomedialen Nucleus
und den lateralen Hypothalamus) lieR sich an Ratten eine gesteigerte
Nahrungsaufnahme feststellen. Somit konnte eine Korrelation zwischen Orexin
A und Nahrungszufuhr gezeigt werden (Dube et al. 1999; Sweet et al. 1999). Der
nachste Schritt betraf den Nachweis, dass nicht nur die intrazerebrale Injektion
von Orexin A die Nahrungsaufnahme beeinflusst, es galt die Funktion der
endogenen Orexine beziiglich Erndhrung zu belegen. Uber die zentrale Gabe
eines OX1R-Antikorpers liel} sich eine Unterdrickung der Nahrungsaufnahme
provozieren und somit auf eine Verbindung der endogenen Orexine mit der
Regulation von Nahrungszufuhr Rickschllsse ziehen (Yamada et al. 2000). Hier
lasst sich vermuten, dass Orexin A, als Hauptagonist am OX1R, diejenige
Isoform sei, welche die Nahrungsaufnahme am meisten beeinflusse (Dube et al.
1999; Haynes et al. 2002).

Nahere Betrachtungen des Verhaltens im Tiermodell lassen vermuten, dass die
vereinfachte Annahme ,Orexin A steigert die Nahrungszufuhr® nicht ganz richtig
ist. Im Tiermodell fuhrt die intracerebroventrikular Applikation von Orexin A
weniger zu einer simplen Steigerung der Nahrungsaufnahme mit nachfolgender
Gewichtszunahme, sondern  vielmehr wird die Regulation des

Energiestoffwechsels in  Abhangigkeit  des Energieniveaus und



Brennstoffangebots beeinflusst (Lubkin et al. 1998).

Nahrungszufuhr bedeutet mehr als nur die Aufnahme von Brennstoffen in
Form von Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten fur den Energiestoffwechsel.
Appetit entsteht durch die Stimulation des Appetitzentrums im Hypothalamus mit
Hilfe verschiedener Reize, wie z.B. dem Abfall des Glucosespiegels im Blut
(Davidson et al. 1973) oder den Kontraktionen des leeren Magens
(Ganong/Auerswald 1971). Physiologischerweise fuhrt das Gefuhl von Hunger
zur Beigabe von Substraten bei Energiebedarf. Das Sattigkeitsgefuhl verhindert
bei ausreichenden Reserven eine uUbermaRige Zufuhr an Nahrung. Das
Zusammenspiel dieser Stimuli soll zu einem konstanten Gewicht beitragen.
Nahrungszufuhr Uber die Deckung des akuten Energiebedarfs hinaus fuhrt zur
Anlage von Energiespeichern. Der Korper entwickelt Fettreserven und nimmt an
Gewicht zu (Rehner et al. 2010). Verschiedene Stressoren kdnnen ein emotional
bedingtes Essverhalten auslésen, dies kann sowohl eine Steigerung oder
Reduzierung der Nahrungszufuhr umfassen. Menschen mit Ubergewicht, so die
Hypothese, vermodgen die physiologischen Stimuli Hunger und Sattheit nicht
richtig zu deuten und essen unabhangig der Signale ihres Energiehaushalts
(Canetti et al. 2002). Neben der sensorischen Komponente ,Geschmack® und der
Aktivierung des intrinsischen  Belohnungssystems, spielt bei der
Nahrungsaufnahme zusatzlich auch eine hedonische Komponente eine Rolle
(Saper et al. 2002).

Orexine vermogen eine Verbindung zwischen der Zufuhr von Energie in
Form von Nahrung und zentralen sensorischen Belohnungseffekten zu schaffen.
Dies spricht fur eine Rolle und zukunftigem Ansatzpunkt der Orexine hinsichtlich
der Regulation von Belohnungs- und Suchtverhalten (Harris et al. 2005).

Die Auswahl unserer Nahrungsmittel aus der Vielzahl an verschiedenartig
zusammengesetzten kalorienhaltigen Speisen, wird mafigeblich von zentralen
Mechanismen beeinflusst, welche unsere Vorlieben und unser Verlangen nach
Nahrung bedingen. Mikroinjektionen von Orexin A in das ventrale Pallidum von
Ratten flhren diesbezlglich nach oral zugeflhrter Saccharose zu einer
verstarkten hedonischen Nahrungszufuhr (Ho et al. 2013).

Auch in Reaktion auf kostliches Essen, bzw. auf damit assoziierte Signale,



weisen Orexin-Neurone eine ausgedehnte Aktivitat auf (Choi et al. 2010). Im
Tiermodell fuhrt die intracerebroventrikular Gabe von Orexin A zu einer erhdhten
Zufuhr an schmackhaften fettreichen Speisen (Kay et al. 2013).
Hochstwahrscheinlich liegt diesem Effekt weniger ein gesteigertes Verlangen
nach Nahrung, sondern vielmehr eine Dampfung der endogenen sattigenden
Signale zugrunde (Terrill et al. 2016).

Weiterhin zeigt sich unter Fastenbedingungen im Tiermodell eine
Hochregulierung der Prapro-Orexin mRNA (Sakurai et al. 1998) Dies lasst darauf
schlielen, dass die Kombination aus niedrigem Glucosespiegel und fehlender
Nahrungszufuhr als Stimulus fir die Orexin-Neurone dient. Orexin-Neurone
reagieren empfindlich auf metabolische Energiedefizit-Signale. So konnen
Veranderungen des Energiehaushalts aufgrund des Abfalls des
Blutglucosespiegels, Uber eine  Orexin-vermittelte  Stimulation  der

Nahrungszufuhr, ausgeglichen werden (Cai et al. 1999).

1.3.3 Glucosehomoostase
Die Glucosekonzentration im Korper wird von einem strengen Regelwerk unter
dem Zusammenspiel mehrerer Faktoren im euglykamen Bereich (60 — 180 mg/dl)
gehalten. Hormonell spielen Insulin und Glukagon eine wichtige Rolle (Danne
2016). Das Aktivitatsniveau des Kdrpers wird durch endokrine sowie autonome
Stimuli reguliert. Gleichzeitig wird das Energiegleichgewicht durch das
Zusammenspiel von Energiezufuhr (in Form von Nahrung) und Energieverbrauch
im Rahmen verschiedener Prozesse gewahrt. Im lateralen Hypothalamus laufen
die verschiedenen Signalwege zusammen und werden zum Wohle des
Energiehaushalts verarbeitet. Der Glucosespiegel wird GUberwacht und im Falle
einer Anderung entsprechende metabolische und verhaltensbedingte
Entscheidungen getroffen, um das Energieniveau im Gleichgewicht zu halten
(Kalsbeek et al. 2010).

Ernahrungsstatus und Nahrungsangebot hangen Uber verschiedene
Signalwege mit dem Aktivitatsniveau zusammen. An dieser Stelle sind Glucose-
sensitive Neurone zu nennen, die den Glucosespiegel messen und Ruckmeldung

an das ZNS liefern. Im Fastenzustand liel3en sich zentral erhOhte Spiegel an



OX1R mRNA nachweisen (Lu et al. 2000). Jedoch enthalten Glucose-sensitive
Neuronen kein Orexin, vielmehr werden sie von Orexin im Hungerzustand
stimuliert (Mizuno et al. 1984). Eine Stimulation des lateralen Hypothalamus
fuhrte im Tiermodell, unabhangig des Plasmainsulinspiegels, zu einer
gesteigerten Glucoseaufnahme in den peripheren Geweben (Sudo et al. 1997).
Orexin-Neurone werden nicht nur im Rahmen des Glucosebedarfs aktiviert,
sondern ebenfalls gemal® einem  zirkadianen Rhythmus mit
Spitzenkonzentrationen gegen Ende der aktiven Periode und Tiefwerten am
Ende der Schlafperiode ausgeschuttet (Desarnaud et al. 2004). Auch peripher im
enterischen  Nervensystem und Pankreasgewebe konnten Orexine
nachgewiesen werden. Diese vermogen den Verdauungstrakt fur die Aufnahme
von Nahrung, durch Regulation der Sekretion und Beeinflussung der Motilitat,
vorzubereiten (Kirchgessner et al. 1999). Tiermodelle in der Diabetesforschung
konnten eine gesteigerte Inselzell-Leistung und verbesserte Glucosehomdostase

unter Orexin A in vitro nachweisen (Kaczmarek et al. 2017).

Insulin aktiviert die Verwertung und Speicherung von Glucose in den
insulinabhangigen Organen (Muskulatur, Fettgewebe und Leber). Glukagon
stimuliert die Gluconeogenese und Glycogenolyse. Glucose reguliert die
Freisetzung von Orexin A aus Inselzellen des Pankreas. Niedrige Glucosespiegel
stimulieren die Orexin-Freisetzung und die Glukagon-Ausschuttung.
Fastenbedingungen flhren gleichermalen 2zu einer erhdhten Orexin-
Freisetzung. Orexin A wird von den Inselzellen des Pankreas freigesetzt und
beeinflusst, abhangig von der Glucosekonzentration, die Freisetzung der
endogenen Hormone Insulin und Glukagon. Extrazellulares Orexin A flhrte zu
einer gesteigerten Glukagon-Freisetzung und zu einer verminderten Glucose-
stimulierten Insulin-Ausschittung (Ouedraogo et al. 2003). Eine akut erhdhte
Glucosezufuhr, gefolgt von exogener Applikation von Orexin A sorgte fur eine
Senkung des Blutglucosespiegels aufgrund erhohter Insulinspiegel und
erniedrigter Glukagonkonzentrationen (Park et al. 2015). Ein Orexin-Gen
,Knockout“ fiihrte zu Narkolepsie, Hypophagie und Ubergewicht (Hara et al.

2001). Orexin ,Knockout® Mause waren zudem anfalliger fur die altersbedingte
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Entwicklung peripherer Insulinresistenz (Tsuneki et al. 2009). Orexindarbietung
fiihrte zu einem verminderten Auftreten von Ubergewicht und Insulinresistenz.
Dieser protektive Effekt scheint auf einer Orexin-vermittelten gesteigerten Leptin-
Empfindlichkeit zu beruhen. OX1R vermittelte Effekte scheinen permissiv auf die
alters- und ernahrungsbedingte Insulinresistenz zu wirken, allerdings spielen
Orexinlevel, Zeitpunkt der Gabe und auch OX2R vermittelte Signale eine weitere
noch nicht vollstandig bekannte Rolle (Funato et al. 2009). Dem stimulierenden
Einfluss auf die Nahrungsaufnahme, liegt potentiell eine Inhibition anorexigener
Pro-Opiomelanocortin = (POMC)-Neuronen mit gleichzeitiger Stimulation
orexigener Neuropeptid Y enthaltenden Neuronen zugrunde (Muroya et al.
2004).

Altere Tiere zeigten im Vergleich zu jingeren Exemplaren im Tiermodell eine
verringerte Orexin-Konzentration im Liquor, bei vorhandener ungestorter
circadianer Ausschuttung, v.a. nach der aktiven Periode. Funktionell bedeutet
dieser moderate Orexin-Mangel einen verminderten Wachheits-Zustand und
kann zu vermehrter Tagesschlafrigkeit beitragen, wie sie beispielsweise bei
Senioren im Tagesverlauf beobachtet werden kann, im Gegensatz zur
Narkolepsie, welche mit absolutem Orexin-Mangel einhergeht (Desarnaud et al.
2004).

Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il wiesen in klinischen Studien eine
inverse Korrelation zwischen Orexin-Konzentrationen im Serum und
Insulinresistenz auf. Nach dreimonatiger antidiabetischer Therapie kam es
mittels verbesserter Glucose Einstellung, Vermeidung von Hyperglykamien und
verringerter Insulinresistenz, zu erhohten Orexinkonzentrationen (Zarifkar et al.
2017).

Der Zusammenhang zwischen Orexin und Ubergewicht ist komplex.
Studien bezuglich einer Korrelation des Orexinspiegels und dem Auftreten von
Adipositas waren inkonsistent (Zarifkar et al. 2017). Narkolepsie-Patienten mit
Orexin-Defizit wiesen BMI unabhangige metabolische Abweichungen auf,
einschlieBlich Insulinresistenz (Poli et al. 2009).

Die Schwere des Orexin-Defizits von Patienten mit Narkolepsie ermoglicht
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eine Vorhersage bezuglich des Auftretens und der Schwere der
Tagesschlafrigkeit zu treffen. Narkolepsiepatienten mit Kataplexie wiesen bei
nachgewiesenem Orexinmangel wesentlich haufiger eine schwerwiegendere
Symptomatik, als die Kontrollgruppe mit normwertigen Orexinspiegels, auf
(Baumann et al. 2006). Zusatzlich konnte an Narkoleptikern als haufige
Komorbiditat die Adipositas beobachtet werden. Genauere Untersuchungen des
Stoffwechsels ergaben, dass eine normokalorische Ernahrung bei einem
niedrigeren Grundumsatz zur Gewichtszunahme fuhrt (Dahmen et al.2009).
Orexin flhrt konsequenterweise nicht nur zu einer gesteigerten Nahrungszufuhr,
sondern beeinflusst gleichzeitig den Grundumsatz. Orexin-Defizit fihrt Gber eine
Dysfunktion des braunen Fettgewebes zu einer adipogenen Wirkung. Dies
verdeutlicht die zentrale Stellung der Orexin-Peptide in der Regulation des
Energiehaushalts und Gewichtsregulation Uber die Stimulation der Kalte- oder
Ernahrungsindizierten Thermogenese des braunen Fettgewebes (Sellayah et al.
2012).

Dem Orexindefizit aufgrund Neuronschadigung oder fehlerhafter Neurone
liegt vermutlich ein autoimmuner Prozess zu Grunde. Zukunftige therapeutische
Optionen waren die Substitution von Orexin oder der Beginn immunbasierter
Therapien, um den autoimmunen Prozess zu stoppen (Barateau et al. 2016).

Es bleibt unklar, inwiefern die Applikation von Orexin als Therapeutikum
bei Narkolepsie Linderung verschafft. Bislang gelang nach Applikation nur eine
unzureichende Passage des Orexins Uber die Blut-Hirn-Schranke. In vitro lieRen
sich bei Diabetes mellitus Typ Il verbesserte metabolische Parameter unter
Orexin A nachweisen, hochstwahrscheinlich aufgrund einer Aktivierung des
braunen Fettgewebes (Kaczmarek et al. 2017). Zusatzlich bleibt nur die
Studienlage abzuwarten, inwieweit sich die Einstellung des Glucosehaushalts
beim Diabetiker und das Orexin-System gezielt zu therapeutischen Effekten

verknupfen lassen.
1.3.4 Olfaktion

Die olfaktorische Wahrnehmung beeinflusst zusammen mit dem endokrinen

System die Nahrungswahl und —aufnahme. Im Tiermodell lie3en sich Orexine in
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jedem Abschnitt des olfaktorischen Systems nachweisen, angefangen von den
Zilien, bis hin zu zentralen Hirnarealen, in denen die Informationen verarbeitet
werden (Caillol et al 2003). Unter Orexin-Einfluss wiesen Ratten ein verbessertes
Geruchsvermogen auf, dies zeigte sich besonders unter Fastenbedingungen
(Aimé et al. 2007; Juilliard et al. 2007). Gleichzeitig spielt auch der
Ernahrungsstatus eine wichtige Rolle fir die olfaktorische Wahrnehmung: im
Bulbus olfactorius lie3 sich der insulinabhangige Glucosetransporter (GLUT4)
nachweisen (El Messari et al. 1998). Bestarkt wird dies durch aktuelle Studien, in
denen Mitralzellen, Neurone, die die Verbindung zwischen Peripherie und
zentralnervosen Strukturen schaffen, als Glucosesensoren identifiziert werden
konnten (Tucker et al.2010).

Die molekularen Mechanismen, die angefangen von der Wahrnehmung
des Ernahrungsstatus bis hin zur zentralnervdosen Verarbeitung dieser Signale
ablaufen, sind trotz einer Vielzahl an Studien nur teilweise bekannt.

Im ZNS verlauft die Glucoseaufnahme hauptsachlich mittels der
Glucosetransporter (GLUT) und dem Natrium/Glucose-Co-Transporter (SGLT).
Gesattigte Ratten wiesen erhdhte Insulinspiegel, sowie eine erhéhte Expression
des insulinabhangigen Glucosetransports GLUT4 auf (Al Koborssy et al. 2014).
Inwiefern sich olfaktorische Stimuli mit Orexin verknlpfen lassen, ist bislang noch
unzureichend erforscht.

Orexin-Neurone finden sich v.a. im lateralen Hypothalamus, in den olfaktorischen
Zentren sowie im limbischen System (Peyron et al. 1998). Die genauen Wege
der SignalUbertragung sind noch unbekannt. Mdoglicherweise fuhrt eine
olfaktorische Stimulation Uber eine Aktivierung der Orexinausschuttung und
zentraler Belohnungszentren zu einer erhohten Nahrungszufuhr.

Die olfaktorische Dysfunktion ist eine relativ neu beobachtete
Symptomatik an Narkoleptikern mit Kataplexie. Der gestorte Orexin-Signalweg
fuhrt bei Betroffenen zu einer verschlechterten olfaktorischen Leistung. Nach
Substitution von Orexin A wiesen die Patienten eine verbesserte olfaktorische
Leistung auf (Baier et al. 2008). Olfaktion beeinflusst auch unseren Appetit und
somit unsere Nahrungsauswahl, eine Stdérung hat folglich Auswirkungen auf den

Nahrungskonsum (Stetter et al. 1995). Zuvor gesattigte Patienten mit
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Narkolepsie  wiesen eine  Desensitivierung  gegenlber endogener
Sattheitssignalen auf, dies aulderte sich in einem erhdhten Konsum und einer
gestorten Appetitregulation (Van Holst et al. 2016). Vorherige Studien belegen
zudem eine hohe Pravalenz von Essstorungen mit Heil3hunger-Anfallen bei
Narkoleptikern (Fortuyn et al. 2008).

Verbesserte Leistung der Glucosesensoren kdnnte zu einer verminderten
Pravalenz von Ubergewicht und Typ Il Diabetes flihren. Mdglicherweise
vermogen an dieser Stelle Mitralzellen regulierend in die synaptische
Ubertragung olfaktorischer Reize eingreifen.

Die Abwesenheit von Orexin, als Mediator der Energiechomdostase im ZNS,
scheint die adaquate Antwort auf Signale aus der Peripherie zu storen.
Heillhungeranfalle, die bei Narkoleptikern beobachtet werden konnten, sind
somit Zeichen einer gestdrten Energiehomdostase (Van Holst et al. 2016). Es
bleibt auf weitere Ergebnisse zu warten, eine Verknupfung olfaktorischer und
Sattheitssignale ist auf jeden Fall denkbar.

1.4 Die Methode der intranasalen Neuropeptidgabe

Aus diversen Studien wurde ersichtlich, dass intranasal applizierte Hormone die
Blut-Hirn-Schranke passieren konnen (Born et al., 2002). Die Blut-Hirn-Schranke
stellt fir Medikamente ein bedeutsames Hindernis dar. lhre Barriere Funktion
schutzt einerseits das Gehirn vor toxischen Stoffen, verhindert aber andererseits
den Ubertritt von systemisch verabreichten Medikamenten in das zentrale
Nervensystem (Zlokovic 2008). Die intranasale Applikation zeigt in diesem Fall
ihre Vorteile: Zum einen schafft sie es, die Blut-Hirn-Schranke zu umgehen und
Nebenwirkungen zu minimieren. Zusatzlich wird die systemische Exposition
gegenuber dem verabreichten Medikament reduziert und die Wirkung kann
gezielt gepruft werden (Dhuria SV et al. 2009). Nicht zuletzt stellt sie eine
schmerzlose und non-invasive Darreichungsform dar.

Die physiologisch vorliegende Konzentration von Orexin A im Plasma liegt
bei 106.56 + 52.09 ng/L (Hao et al. 2017). In der zugrunde liegenden Arbeit wurde
eine Konzentration von 500 nmol Orexin A (1.781 mg C152H243N470445S4
Acetat Salz, gelést in 2,3 ml Aqua), hergestellt von der Firma Bachem

(Bubendorf, Schweiz), gewahlt. Diese wurde intranasal Uber eine handelsubliche
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Nasensprayflasche appliziert. Als Placebo-Lésung wurde die entsprechende
Menge Aqua verwendet. In vergangenen Studien zeigte sich, dass diese Menge
bei intranasaler Applikation von Orexin A ausreicht, um in klinischen
Studienmodellen Effekte bei Menschen zu erzielen (Baier et al. 2011, Ehrstom et
al. 2004). Intranasale Pathologien kénnen die Applikation und Resorption der
Peptide negativ beeinflussen (Jones et al. 1997), dementsprechend wurden

diese in der vorliegenden Studie anamnestisch zuvor ausgeschlossen.

1.5 Fragestellung

Orexine sind exzitatorische Neuropeptide, die primar im lateralen Hypothalamus
sezerniert werden und ihre Effekte sowohl im ZNS als auch in der
Korperperipherie ausuben. Die Aktivierung des Orexin-Systems fuhrt im
Tiermodell zu einer Steigerung der Nahrungsaufnahme und einer Anhebung des
Aktivierungsniveaus. Orexine wirken dartber hinaus kurz- und langfristig auf die
Glucosehomoostase, indem sie die Insulinsensitivitat verbessern. Dieser Effekt
scheint Uber eine Interaktion von zentralen und peripheren Signalwegen
vermittelt zu werden. Orexine fluhren zudem zu einer Steigerung des
Grundumsatzes durch eine Hochregulation des zellularen Metabolismus.
SchlieBlich zeigen weitere Studien, dass Orexine die olfaktorische
Reizverarbeitung beeinflussen. All diese Erkenntnisse wurden jedoch beinahe
ausschlie3lich im tierexperimentellen Setting erbracht. Die vorliegende Studie
untersuchte deshalb die akute Wirkung der Gabe von Orexin A (Hypokretin-1)
auf die Stoffwechselfunktionen im gesunden Menschen.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, die akute Wirkung von intranasal
verabreichtem Orexin A auf die Blutzuckerregulation zu untersuchen. Es wurde
angenommen, dass es im Rahmen eines oralen Glucose-Toleranztests (0GTT)
nach der Gabe von Orexin A zu einer Verbesserung der Insulinsensitivitat mit
entsprechender Dampfung der Glucose- und Insulinkonzentrationen kommt. Zum
anderen wurde bestimmt, ob Orexin A den Grundumsatz steigert und eine
Erhdéhung der Nahrungszufuhr ausldst. Zusatzlich wurden subjektive Parameter
wie Sattigungsgefihl und Nahrungspraferenz gemessen. Es wurde erwartet,

dass unter Orexineinfluss eine gesteigerte Kalorienzufuhr bei erhdhtem Appetit
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und Verlangen auftritt. Darlber hinaus wurde untersucht, ob Orexin A eine
verbesserte olfaktorische Leistung mit geanderter Praferenz hinsichtlich der
angebotenen Zwischenmahlzeiten mit unterschiedlichen Kalorienwerten bedingt.
Bekannterweise konnen olfaktorische Reize Uber eine Verhaltensmodulation
unseren Nahrungskonsum beeinflussen, so dass von Interesse war, inwiefern
Orexine hier eine Rolle spielen. Da den Orexinen bereits eine aktivitats- und
aufmerksamkeitssteigernde Wirkung zugeschrieben worden ist, wurde ebenso
untersucht, ob Probanden nach der Gabe von Orexin A eine Steigerung der
Vigilanz erfahren.

Diese Fragen wurden an einer Stichprobe junger, gesunder mannlicher
Probanden untersucht, denen eine einmalige Dosis von 500 nmol Orexin A auf
dem intranasalen Weg verabreicht wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden

Es wurden 19 mannliche normalgewichtige Personen im Alter von 18-35 Jahren
(MW 2289 + 0,63) untersucht, Normalgewicht wurde mit einem
durchschnittlichen BMI 22,42 + 0,33 kg/m? festgelegt. Die Teilnehmer waren
allesamt gesunde Nichtraucher und wiesen einen BMI<25 auf. Sie hatten weder
Vorerkrankungen, noch nahmen sie regelmallig Medikamente ein. Um
zyklusbedingte Schwankungen der olfaktorischen Leistung und der
Hormonspiegel im Blut auszuschliefen, waren Frauen von der
Versuchsteilnahme ausgeschlossen. Die Untersuchung wurde von der
Ethikkommission der Universitat Tudbingen genehmigt (Az 025/2013BOf1,
Bescheid vom 25.4.2013).

Die Versuchsteilnehmer wurden sowohl mundlich als auch schriftlich Uber
potenzielle Risiken und Folgen der Versuchsteilnahme aufgeklart und erteilten
ihr schriftliches Einverstandnis zur Durchfuhrung des Experiments. AnschlielRend
wurde eine zeitnah vor dem eigentlichen Experiment gelegene Voruntersuchung
durchgefuhrt. Mittels Anamneseerhebung, koérperlicher Untersuchung und
Abnahme von verschiedenen Blutparametern (Erythrozyten, Leukozyten,
Hamatokrit, Natrium, Kalium, GOT/GPT, Glucose, Laktat, TSH, HbA1c) wurden
die Teilnehmer ausfuhrlich auf ihre Eignung bezuglich des Experiments getestet.

Um eine Verzerrung der Ergebnisse zu vermeiden, wurden die Probanden
im Vorfeld nicht Gber die Messung des Essverhaltens informiert, sondern erst im
Anschluss Uber diesen Aspekt des Experiments aufgeklart. Die betreffenden
Tests wurden im Rahmen des jeweiligen Versuchstages in eine Reihe anderer
Erhebungen eingebettet. Die Teilnehmer erhielten nach Abschluss des

Experiments 100,- € als Aufwandsentschadigung.

2.2 Studiendesign
Es handelte sich um eine zwei Versuchstage umfassende randomisierte,
doppelblinde Studie, die im within-subject-Design durchgeflhrt wurde. Somit

stellte jeder Proband seine eigene Kontrolle dar. Nachdem die Teilnehmer in der
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Voruntersuchung als gesund eingestuft werden konnten, durchlief jeder von
ihnen 2 Versuchstage mit einem Zeitaufwand von je ca. 7 Stunden. Die beiden
Versuchstage lagen mindestens 2 Wochen auseinander.

In der Verum-Bedingung erhielten die Versuchsteilnehmer intranasal
appliziertes Orexin A (500 nmol, entspricht 1,78 mg geldst in 2,3 ml aqua ad
iniectabilia), in der Kontroll-Bedingung Placebo (aqua). Unter Berlcksichtigung
des aus technischen Griunden in Spruhaufsatz und Flasche verbleibenden
Restvolumens betrug die effektive intranasal aufgenommene Dosis etwa 430-
450 nmol.

2.3 Versuchsablauf
Den Probanden wurde aufgetragen, am Vortag des Versuchs ab 20:00 Uhr bis
auf die Zufuhr von Wasser nlichtern zu bleiben und bis spatestens 22:30 Uhr zu
Bett zu gehen. Am Versuchstag selbst trafen sie um 7:00 Uhr im Schlaflabor des
Instituts fur medizinische Psychologie und Verhaltensneurobiologie ein. Nach
erneuter Verifizierung der Einwilligung wurde eine Venenverweilkanule angelegt,
uber die im Laufe des Experiments Blutproben gewonnen werden konnten. Diese
dienten der spateren Bestimmung von Hormon- und Blutzuckerkonzentrationen.
In der Grundlinienphase konnten sich die Probanden in einem schallgedampften
Raum entspannen und es wurden die Ausgangskonzentrationen der endokrinen
Werte und Blutzuckerparameter bestimmt. Zudem erfolgte der erste Durchlauf
der Kalorimetrie, der kognitiven Tests und der olfaktorischen Tasks (Tabelle 1).
Im Anschluss erfolgte Uber einen Zeitraum von 10 min die intranasale Applikation
der Orexin A- bzw. Placebo-Lésung. Die Probanden erhielten um 9:15 Uhr
intranasal eine Losung verabreicht, die entweder Orexin A oder Placebo enthielt.
Anschlielend tranken die Teilnehmer um 10:00 Uhr eine mono- und
oligosaccharidhaltige Losung, um den oGTT zu beginnen. Alsdann wurde erneut
mittels indirekter Kalorimetrie der Energieverbrauch gemessen. Nach Beginn des
oGTT erfolgte die erste vendse Blutabnahme, anschlieRend wurden 10, 20, 30,
60, 90 und 120 min nach Start weitere Blutabnahmen durchgefiuhrt. Insgesamt
umfasste das entnommene Blutvolumen ca. 280 ml pro Versuchstag. Im

zeitlichen Zusammenhang mit den Blutabnahmen erfolgte die Messung von
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Blutdruck und Puls, um einen Uberblick der Kreislaufparameter der
Versuchsteilnehmer Uber den Versuchstag zu erhalten. Hierzu wurde ein
handelsubliches vollautomatisches oszillometrisches Blutdruck-Messsystem
verwendet.

Zusatzlich erfolgte in regelmalligen Abstanden die Durchfihrung der
kognitiven und olfaktorischen Tests. Um 13:05 Uhr erhielten die Probanden ein
kleines kohlenhydrathaltiges Mittagessen (handelsubliche Pizza Margherita, 217
kcal pro 100 g). AnschlieBend wurden sie bei euglykamen Werten und
subjektivem Wohlbefinden entlassen und zur erneuten Testung nach einem
mindestens 2 Wochen umfassenden Zeitraum wieder einbestellt. Wahrend der
Versuchsdurchfuhrung war weder korperliche Aktivitat, Rauchen noch

zusatzliche Nahrungsaufnahme gestattet.

Tabelle 1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Es wurden verschiedene Tests wahrend des
Versuchstages durchgefiihrt: BIA: Bioelektrische Impedanzanalyse, LFPQ: und Leeds Food Preference
Questionnaire, MDBF: Multidimensionaler Befindlichkeitsfragebogen, oGTT: oraler Glucosetoleranztest,

PFES: Power-of-Food-Scale- Fragebogen, VAS: Visuelle Analogskala

Uhrzeit Tests/Mallnahmen
7:30 Anamnese, BIA, Braunilenanlage
8:00 — Digit Span 1, Sniffin‘ Sticks 1, Vigilanztest 1, VAS 1, MDBF 1
9:15 Kalorimetrie 1

Blutentnahme 1, Blutdruck und Pulsmessung 1,

Blutentnahme 2, Blutdruck und Pulsmessung 2

9:15 Orexin/Placebo-Gabe
9:25 - Blutentnahme 3, Blutdruck und Pulsmessung 3
10:00 Sniffin® Sticks 2
Vigilanztest 2, VAS 2, MDBF 2

10:00 oGTT

Blutentnahme 4, Blutdruck und Pulsmessung 4
10:05 Kalorimetrie 2
10:10 Blutentnahme 5, Blutdruck und Pulsmessung 5
10:20 Blutentnahme 6, Blutdruck und Pulsmessung 6
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10:30 Blutentnahme 7, Blutdruck und Pulsmessung 7
10:50 Digit Span 2
11:00 Vigilanztest 3, Blutentnahme 8, Blutdruck und Pulsmessung 8
11:05 VAS 3, MDBF 3
11:30 Digit Span 3
Blutentnahme 9, Blutdruck und Pulsmessung 9

11:45 VAS 4, MDBF 4
12:00 Digit Span 4

Blutentnahme 10, Blutdruck und Pulsmessung 10
12:10 Vigilanztest 4
12:15 VAS 5, MDBF 5
12:20 Power of Food Scale
12:30 Digit Span 5

Blutentnahme 11, Blutdruck und Pulsmessung 11
12:40 Vigilanztest 5
12:45 VAS 6, MDBF 6
12:50 Sniffin® Sticks 3
13:00 Blutentnahme 12, Blutdruck und Pulsmessung 12
13:05 Kalorienreiches Mittagessen (Pizza)
13:20 LFPQ
13:30 VAS 7, MDBF 7
13:35 Snacktest
13:45 Vigilanztest 6

2.4 Messinstrumente

Im Rahmen des Versuchs wurden folgende Tests durchgefuhrt:
Bioimpedanzanalyse (BIA) zur Bestimmung des Ernahrungszustands, oGTT zur
Testung des Glucosestoffwechsels, indirekte Kalorimetrie zur Messung des
Energieumsatzes, Fragebogen bezlglich des subjektiven Verlangens nach
Nahrungsmitteln (Leeds-Food-Preference-Questionnaire) und Befinden (visuelle
Analogskalen (VAS), mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen).

Evaluation der olfaktorischen Leistung erfolgte ein Geruchstest (Sniffin‘ Sticks
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Test). Die Gedachtnisleistung wurde via Digit Span Test, die

Reaktionsbereitschaft mittels Vigilanztests getestet.

2.4.1 Glucosestoffwechsel

2.4.1.1 Blutentnahmen und Hormonbestimmung

Den Versuchsteilnehmern wurde zu Beginn eine Venenverweilkanule (B. Braun
Vasofix Safety 20G) gelegt. Durch diese Kanule wurde uber den Versuchstag
verteilt, Blutproben entnommen. Nach jeder Blutenthahme wurde die
Venenverweilkanule mit 0,9%iger NaCl Losung gespult, um einen Verschluss
des Lumens zu verhindern. Um Verfalschungen der Hormon- und
Blutzuckerkonzentrationen durch Verdunnung (aufgrund der in der
Venenverweilkanile verbleibenden Spulflissigkeit) zu vermeiden, wurden vor
jeder folgenden Blutentnahme 6 ml Schlauchvolumen mittels einer Spritze
entnommen und verworfen. Die Glucosekonzentration wurde direkt aus dem
venosen Blut durch einen Schnelltest bestimmt und zusatzlich im Labor aus den
beflllten Fluoridmonovetten (Sarstedt S-Monovette Glucose / Fluorid 2,7ml)
ausgewertet. Es wurden weiterhin Serummonovetten (Sarstedt S-Monovette 9 ml
Z-Gel), EDTA-Monovetten (Sarstedt S-Monovette 9 ml Z) und EDTA-Monovetten
(Sarstedt S-Monovette 2,7 ml Z) verwendet.

Nach Versuchsende wurden die Monovetten zentrifugiert und das Plasma
mittels Pipette auf Eppendorfmonovetten verteilt. Diese wurden bei -80°C
eingefroren, um spater im Labor die Hormonkonzentrationen bestimmen zu
konnen.

Zur Hormonbestimmung aus dem gefrorenen Plasma wurden folgende
Laborgerate der Firma Siemens Healthcare Diagnostics (Eschborn,
Deutschland) verwendet: Mittels ADVIA Chemistry XPT System wurden die
Konzentrationen von Glucose und Laktat aus dem Fluoridplasma bestimmt. Zur
Bestimmung von Insulin, C-Peptid und Cortisol Konzentrationen wurde das
ADVIA Centaur XPT Immunoassay-System verwendet. Die Messung von
Wachstumshormon und ACTH erfolgte Uber das Immulite 2000 XPi
Immunoassay-System. Des Weiteren wurde zur NEFA-Bestimmung im Plasma
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nach der ACS-ACOD Methode (NEFA-HR (2), Wako Chemicals GmbH, Neuss,
Deutschland) das ADVIA Chemistry XPT System verwendet.

2.4.1.2 Oraler Glucosetoleranztest (0oGTT)

Der oGTT dient der Messung der Glucosetoleranz und wurde in der vorliegenden
Arbeit angewendet, um die mdgliche Wirkung von Orexin A auf den
Glucosestoffwechsel zu untersuchen. Die Probanden unterzogen sich morgens
nichtern einer basalen Blutentnahme Uber die Venenverweilkanlile zur
Feststellung des Blutzuckerwertes. Danach wurde ihnen im nlchternen Zustand
300ml Saft (Accu-Chek Dextrose O.G-T) peroral verabreicht. Darin enthalten
waren 75 g eines Mono- und Oligosaccharid-Gemischs. Die Probanden lagen
wahrend des Versuchs in halbaufrechter Haltung auf einer Liege. In
regelmafdigen Abstanden (0 min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 90 min und 120
min nach Start des OGTT) wurde den Versuchsteilnehmern vendses Blut zur
Bestimmung des Blutzuckerspiegels und endokriner Parameter abgenommen
(s.0. Versuchsablauf). Nach Ende des Tests erhielten die Probanden eine
kohlenhydratreiche Mahlzeit (Pizza Margherita), um Unterzuckererscheinungen
vorzubeugen.

Parallel zu den vendsen Blutabnahmen wurde der Blutzuckerspiegel der
Probanden durch ein handelsubliches Gerat mit Blutzucker-Teststreifen (ACCU-
Chek Aviva) Uberwacht. Aus den im oGTT ermittelten Werten wurde der
Insulinsensitivitdtsindex nach Cederholm ermittelt. Dieser reprasentiert sowohl
die periphere Insulinsensitivitdt als auch die muskular aufgenommene

Glucosekonzentrationen (Cederholm et al. 1990).

(75000 + (Glucose niichtern — Glucose 120) x 1,15 x 180 x 0,19 x KG)
120 x log(MW Insulin) x MW Glucose

ISI Cederholm =

Index nach Cederholm: Glucose niichtern:  Niichternlucosekonzentration, Glucose 120:
Glucosekonzentration zum Zeitpunkt der Blutentnahme nach 120 min, Glucosekonzentrationen jeweils in
mmol/l, KG=Kérpergewicht in kg, MW Insulin= Mittelwert der Insulinkonzentrationen zur jeweiligen Zeit des
oGTT, in mlU/I,, MW Glucose= Mittelwert der Glucosekonzentrationen zur jeweiligen Zeit des oGTT (nach
Cederholm et al. 1990)
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2.4.2 Energiehaushalt

2.4.2.1 Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA)

Die Dbioelektrische Impedanzanalyse analysiert uber einen schwachen
Wechselstrom die Kérperzusammensetzung. Dies geschah durch die Messung
von Widerstanden an Hand und Fuld der dominanten Seite (Pirlich et al. 2010)
uber ein BIA Gerat (Nutriguard-M, Data Input).

Vor Versuchsbeginn wurden die Probanden gebeten, sich ruhig und
bequem auf den Ricken zu legen. Die Arme und Beine wurden in einem Winkel
von ca. 30° abgespreizt gelagert, ohne dass sie Kontakt zum restlichen Koérper
aufwiesen. In einer 10 min dauernden Ruhephase wurde erfragt, zu welcher
Uhrzeit die letzte Nahrungsaufnahme stattfand und wann sie sich die vorherige
Nacht schlafen gelegt hatten. Diese Zeit wurde bendtigt, um eine gleichmallige
Verteilung des Blutvolumens zu gewahrleisten und optimale Messbedingungen
zu schaffen. Vor Anbringen der Elektroden wurde die Haut mit einem
alkoholhaltigen Desinfektionsspray entfettet.

Mittels BIA wurden nicht-invasiv die fettfreie Kdrpermasse und die
Gesamtmenge des Korperwassers bestimmt (Data Input, Gebrauchsanleitung
Nutriguard-M). Messungen erfolgten bei niedriger, mittlerer und hoher Frequenz:
Bei 5 kHz wurden Resistance und Phasenwinkel gemessen und es wurde das
extrazellulare Wasser bestimmt. Bei 50 kHz und 100 kHz wurde zusatzlich die
Reaktanz bestimmt. Bei 50 kHz wurden das Korperwasser und die
Korperzellmasse (BCM) bestimmt (Data Input, Gebrauchsanleitung Nutriguard-
M). Die Auswertung erfolgte durch die zugehdrige Software NutriPlus. Es wurden
Werte fur Korperwasser, fettfreie Masse, Magermasse, Fettmasse,
Korperzellmasse und extrazellulare Masse erhoben. Zusatzlich wurde der
Zellanteil in Prozent errechnet. Fur den Zellanteil gilt ein Normalbereich flr
Manner: 53% - 59% (Data Input GmbH, 2009, S. 15). Durch die Messungen
konnen Masseverschiebungen hinsichtlich anaboler/kataboler Vorgange beurteilt
werden (Data Input GmbH, 2009, S. 4).
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2.4.2.2 Nahrungsaufnahme

Die Probanden wurden uber verschiedene Zeitpunkte des Versuchstags hinweg
insgesamt siebenmal gebeten auf einer VAS Skala ihr Hungergefuhl
einzuschatzen. Gegen Versuchsende (13:05 Uhr) wurde ihnen eine neutrale
Pizza (Margherita 3er-Packung) serviert. Hiervon gesattigt, wurde den
Probanden ein vorher abgewogenes Buffet aus 3 Snacksorten mit
unterschiedlichen Geschmacksqualitaten (schokoladig-suB, salzig, neutral), aber
ahnlicher Kalorienzahl in Form von Schokoladencookies, TUC Keksen und
Reiswaffeln angeboten. Die Kekse waren in bissgrof3e Stiicke gebrochen, von
denen sich die Versuchsteilnehmer ad libitum bedienen konnten. Ihnen wurde
aufgetragen, die verschiedenen Keksarten Uber einen Zeitraum von 10 min. zu
kosten und moglichst genau auf einer VAS Skala (0-100 mm) zu bewerten. Im
Anschluss wurde, ohne dass die Probanden es bemerkten, die verbliebene
Menge gewogen und von dem Ausgangswert abgezogen, um den tatsachlichen
Verzehr ermitteln zu konnen. Aus den ermittelten Werten konnte der
Gesamtkaloriengehalt errechnet werden, den die Versuchsteilnehmer, in
Abwesenheit eines Hungergefihls, zu sich genommen hatten (Hallschmid et al.
2012, Higgs et al. 2008).

2.4.2.3 Hedonische Nahrungsbewertung
Das Verlangen der Probanden nach Nahrung wurde mittels Power-of-Food-Scale
(PFS) Fragebogen ermittelt. Die PFS erlaubt Uber die Beantwortung
verschiedener Aussagen die Messung des Appetits und Drang nach
schmackhaften Speisen in Hinblick auf deren Anwesenheit, Verfugbarkeit sowie
bereits gekosteten Speisen. Die Summierung der Antwortwerte ermoglicht eine
Aussage hinsichtlich der Anfalligkeit des Befragten gegenlber Essensreizen zu
treffen. Hohe Werte sprechen fir eine hohe Anfalligkeit gegenlber
dargebotenem Essen und dessen erhdhtem Konsum, niedrige Werte sprechen
fur das Vorhandensein von Resistenz- und Kontrollstrategien beim Umgang mit
HeilRhunger und Nahrungstimuli (Lowe et al. 2009; Forman et al. 2007).

Die Fragebdgen wurden den Versuchsteilnehmer im nichternen Zustand

und nach Beginn des oGTT vorgelegt. Die Probanden sollten bezuglich 21
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Aussagen jeweils auf einer Likert-Skala von 1 bis 5 angeben, wie sehr die
jeweilige Aussage auf sie zutraf. Hierbei war ein Wert von 1 mit ,stimme
tberhaupt nicht zu“ und ein Wert von 5 mit ,stimme voll und ganz zu* beziffert
(Lowe et al. 2009).

2.4.2.4 Visuelle Analogskala (VAS)

Um subjektive Parameter zu messen, wurde eine VAS Skala benutzt, in diesem
Fall wurde sie zur Bestimmung des aktuellen subjektiven Befindens sowie
Hunger-, Durst- und Sattigungsgefuhls eingesetzt. Den Probanden wurde
aufgetragen auf einer 0-100 mm-Linie, deren Endpunkte mit gegensatzlichen
Extremen (,Uberhaupt nicht“ und ,Extrem®) bezeichnet waren, ihr subjektives
Befinden mittels vertikalen Striches oder Kreuz deutlich zu vermerken. Nach
Ende des Versuchs wurde dieser Wert auf einer definierten Skala von 0 bis 10

quantifiziert.

2.4.2.5 Indirekte Kalorimetrie

Die indirekte Kalorimetrie bezeichnet eine nicht-invasive Messmethode zur
Bestimmung des Energieverbrauchs in einem Ruhe-Nuchtern- oder
postprandialen  Zustand. Sie  ermoglicht  die Bestimmung  des
Ruheenergieumsatzes Uber die Messung der CO2-Produktion und des Oq-
Verbrauchs in der Atemluft im Vergleich zur Raumluft wahrend des
Messzeitraums und wird anschlieRend auf 24 Stunden hochgerechnet.

Die Gaskonzentrationen in der Atemluft konnten Uber eine durchsichtige
Haube gemessen werden. Diese war Uber dem Kopf der Probanden positioniert
und wurde Uber einen Schlauch mit dem Messgerat (Deltatrac Il, SensorMedics
Vmax 29n; VIASYS® Healthcare, Yorba Linda, Kalifornien, USA) verbunden.

Aus dem Verhaltnis von abgegebenem CO2 zu aufgenommenem Oz kann
der respiratorische Quotient bestimmt werden. Dieser wird durch die Art von
zugeflhrten  Nahrungsmitteln oder Belastungsgrad beeinflusst, flr
Kohlenhydrate gilt RQ: 1,0; fur Fette: 0,7; fur Protein: 0,8; bei Lipogenese oder
Hyperventilation: >1,0; bei Ketogenese: <0,7 (Kunz 1999).

Vor Versuchsbeginn wurde das Gerat mit einem Gasgemisch bestehend
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aus 5 % CO2 und 95 % O:2 kalibriert (Thienel et al. 2017). Es fanden insgesamt
zwei Messungen (jeweils Uber einen Zeitraum von 30 min.) pro Versuchstag statt.
Die erste Messung erfolgte vor Applikation des Nasensprays, die Zweite
unmittelbar nach Start des oGTT. Die erste Messung diente der Bestimmung der
basalen Werte flr den jeweiligen Versuchstag. In der zweiten Messung wurde
der Energieumsatz unter den Bedingungen des oGTT gemessen. Den
Versuchsteilnehmern wurde die Anweisung gegeben, sich wahrend der Messung
ruhig zu verhalten und sich wenig bis gar nicht zu bewegen, um eine maoglichst

genaue Bestimmung des Ruheenergieumsatzes zu ermoglichen.

2.4.3 Olfaktorische Wahrnehmung (Sniffin‘ Sticks)
Das Geruchsvermogen und dessen Veranderung wurden im Laufe des Versuchs
mittels dreier Tests Uberprift. Zuerst wurde die Schwellenwahrnehmung
getestet. Hierzu wurden den Versuchsteilnehmern 16 Tripletts der Sniffin* Stick
als Filzstifte dargeboten (benutzt wurden Stifte der Burghart Messtechnik GmbH).
Zwei der Filzstifte enthielten ein geruchloses Losungsmittel, der Dritte beinhaltete
eine definierte Konzentration an N-Butanol-Lésung. Die Geruchsschwelle wurde
in Verdinnungsschritten getestet (Schritt 1 beinhaltete eine 4%ige N-Butanol-
Lésung bis hin zu Schritt 16 mit einer 1:2'® verdiinnten Konzentration von N-
Butanol). Mittels ,Drei Alternativen Entscheidungsparadigma® wurde die
Geruchsschwelle getestet. In 20-30 s Intervallen wurden die Tripletts dargeboten
und die Probanden gebeten, den Stift mit Geruch zu identifizieren. Es wurde mit
der hoéchsten Verdlinnung begonnen und fortgefahren bis zweimal aufeinander,
in der gleichen Verdunnungsstufe, der N-Butanol Stift korrekt erkannt werden
konnte (Stoll 2008; Burghart Medizintechnik, Gebrauchsanleitung Sniffin‘ Sticks).
Der durchschnittliche Wert betragt fur Manner 6 (Hummel et al. 2007).

In der nachsten Aufgabe wurde die olfaktorische Diskrimination getestet.
Aus 16 Tripletts mit je zwei identischen und einem andersartigen Geruch sollten
die Probanden jeweils den einzelnen Duft identifizieren (Stoll 2008). Die Norm
liegt bei mehr als 11 korrekt identifizierten Sticks (Hummel et al. 2007).

Schlielich wurde noch ein Test zur olfaktorischen Identifikation

durchgefuhrt. Hierzu wurden 16 Stifte in randomisierter Reihenfolge dargeboten.
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Jeder Stift enthielt einen bekannten Geruch, den die Probanden einer aus vier
gegebenen Geruchsbeschreibungen im Multiple-Choice-Verfahren zuordnen
sollten (Stoll 2008; Burghart Medizintechnik, Gebrauchsanleitung Sniffin‘ Sticks).
Die Ergebnisse rangieren zwischen 0 und 16, Normwerte liegen bei mehr als 12
korrekten ldentifikationen (Hummel et al. 2007).

Aus der Summe aller 3 Sub-Scores wurde am Ende ein kumulativer Score
(SDI Score) ermittelt. Dieser Score erlaubt es, Aussagen Uber die olfaktorische
Funktion der Versuchsteilnehmer zu treffen und Normosmie von Hyposmie und
funktioneller Anosmie zu unterscheiden (Stoll 2008). Die altersabhangigen
Normwerte sind in Tabelle 2 dargestellt, eine funktionelle Anosmie liegt bei einem
SDI-Score von <15 vor (Kobal et al. 2000, Hummel et al. 2007).

Tabelle 2: Normwerte des SDI-Scores im Sniffin® Sticks Test (nach Kobal et al. 2000 und Hummel et al.
2007)

Alter in Jahren <15 16-35 36-55
Normosmie >24.9 >30,3 >27.3
Hyposmie 16-24,9 16-30,3 16-27,3
Anosmie <15 <15 <15

2.4.4 Kognitive Leistung

2.4.4.1 Digit Span-Test

Sowohl in der Grundlinienphase als auch nach Substanzgabe wurden Aufgaben
zur Testung des Kurzzeitgedachtnisses und der Aufmerksamkeit durchgefuhrt.
Den Testpersonen wurden in einer Geschwindigkeit von einer Zahl pro Sekunde
bis zu neun Zahlen vorgelesen. Die Zahlenreihenfolge sollten sie im ersten Teil
des Tests chronologisch (Vorwarts-Test), im zweiten Teil in umgekehrter
Reihenfolge (Ruckwarts-Test) wiedergegeben. Mit drei Zahlen wurde begonnen,
bei korrekter Wiedergabe wurde die Zahlenreihe eine Zahl langer. Maximal
konnte in der Vorwartsreihe eine neunstellige Zahlenfolge und in der
Ruckwartsreihe eine achtstellige Zahlenfolge erreicht werden. Nach zweimalig
falscher Wiedergabe wurde mit der Ruckwartsreihe in gleicher Weise begonnen.
Konnte die Zahlenreihe der Ruckwartsreihe zweimal nicht korrekt wiedergegeben
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werden, war der Test vorbei (Bowden et al. 2013).

In der Auswertung zahlten korrekte Antworten nach einer Darbietung zwei
Punkte, nach zwei Darbietungen einen Punkt. Das Gesamtergebnis aus der
Summe der Vorwarts- und Ruckwartstestung ergab als maximal erreichbare
Punktzahl 28.

2.4.4.2 Psychomotorischer Vigilanztest

Uber den jeweiligen Versuchstag hinweg wurden insgesamt 6 computerbasierte
Vigilanzaufgaben durchgefihrt, beginnend um 8:30 Uhr (Diekelmann et al. 2011).
Diese Messung von Orexin A bzw. Placebo-Gabe diente dem Ausschluss von
Aufmerksamkeitsdefiziten, welche Veranderungen des Essverhaltens und der
Geruchswahrnehmung zugrunde liegen konnen (Nettersheim et al. 2015).

Die darauffolgenden Messungen erfolgten um 9:50, 11:00, 12:10, 12:40
und 13:45 Uhr und erlaubten Aussagen uber die Aufmerksamkeit im Rahmen von
Orexin A bzw. Placebo-Gabe.

In einem 5 min. dauernden TAP Test (Test of Attentional Performance 2.1,
Herzogenrath, Deutschland) wurde den Probanden eine visuelle Aufgabe zur
Bearbeitung gegeben.

Im Rahmen des Tests erschienen randomisiert rote Kreise rechts oder links auf
einem Bildschirm. Die Probanden waren angewiesen worden, schnellstmoglich
nach Erscheinen des Kreises auf einer Bildschirmseite, die entsprechende Taste
zu dricken. Unmittelbar nach einer Entscheidung erhielten die
Versuchsteilnehmer Feedback in Form von einer Fehlermeldung bei inkorrekter
Antwort bzw. Angabe der Reaktionszeit im Falle einer korrekten Antwort. Aus den
Angaben der Probanden konnte die mittlere Reaktionszeit gemessen und die

Anzahl korrekter Antworten pro Teilnehmer berechnet werden.
2.4.5 KontrollmaRe
2.4.5.1 Mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen (MDBF)

Auf einer funfstelligen Likertskala mit den Endpunkten 1 (Uberhaupt nicht) und 5

(sehr) wurden drei bipolare Dimensionen der aktuellen psychischen
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Befindlichkeit der Teilnehmer getestet. Gute-Schlechte Stimmung (GS),
Wachheit-Mudigkeit (WM) und Ruhe-Unruhe (RU) wurden durch 24 Items erfragt
und die Probanden sollten auf der Funf-Punkte-Skala das zutreffendste mit
einem Kreuz kennzeichnen. Hohe Werte weisen auf einen aktiven, positiven
Zustand hin: Die Probanden fuhlen sich hier bei guter Stimmung, sind wach sowie
ruhig und gelassen, niedrige Werte deuten dementsprechend auf das andere
Spektrum der Skala hin, die Probanden fuhlen sich unwohl, sind erschopft und
nervos (Steyer et al., 1997).

2.4.5.2 Blutdruck und Herzfrequenz

Gemaly dem Versuchsablaufsprotokoll wurden in regelmalligen Abstanden die
Werte fur Blutdruck und Puls der Probanden bestimmt. Hierzu wurde ein
vollautomatisches Gerat verwendet. Zu den Messzeitpunkten wurde die
Manschette am Oberarm auf Herzhdhe platziert und die Messung mit einem
Knopfdruck gestartet. Hierdurch wird die Manschette am Oberarm aufgeblasen
und mechanisch die Arteria brachialis komprimiert (Erlanger 1916). Uber die

hierbei gemessenen Oszillationen werden Blutdruck und Puls errechnet.

-29 -



2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe des Programms IBM
SPSS Statistics 24 fur das Windows-Betriebssystem. Fur die Auswertung von
Laborparametern und Vigilanz muss angemerkt werden, dass ein Proband
aufgrund von Datenverlust ausgeschlossen werden musste. Um Veranderungen
uber die verschiedenen Messzeitpunkte erfassen zu koénnen, wurde eine
mehrfaktorielle Varianzanalyse fur Messwiederholungen (ANOVA) mit den
Faktoren Bedingung (Orexin A und Placebo) und Messzeitpunkt bzw. im Kekstest
Makronéhrstoffe und Kekssorte und im Fall des PFS (gefragter) Aspekt
verwendet. Der Faktor Messzeitpunkt bezieht sich auf den gesamten
Versuchszeitraum, erganzend wurde der Zeitraum des oGTT separat getestet.
Die Freiheitsgrade wurden nach dem Greenhouse-Geisser-Verfahren korrigiert.
Im Falle eines signifikanten Ergebnisses der ANOVA sowie ggf. zu explorativen
Zwecken kamen t-Tests flr abhangige Stichproben zum Einsatz.

Bei der Analyse der Blutparameter wurden die Grundlinienwerte vor der
Intervention (Orexin oder Placebo) per ANOVA miteinander verglichen. Im Fall
der  Vergleichbarkeit der Grundlinien der beiden Bedingungen
(Nichtvorhandensein statistisch  signifikanter Unterschiede) wurde eine
Grundlinienkorrektur der weiteren Parameterverlaufe vorgenommen, d.h. die am
jeweiligen Versuchstag des Probanden gemessenen Grundlinienwerte wurden
gemittelt und von den jeweiligen Einzelwerten nach der Intervention abgezogen,
so dass Differenzwerte resultierten, die ANOVA und ggf. t-Tests wie oben
beschrieben unterzogen wurden. Fur die graphische Darstellung der Verlaufe
beider Bedingungen in einer Abbildung wurden die jeweiligen Grundlinienwerte
auf eine durch Mittelung errechnete gemeinsame Grundlinie gebracht und die
postinterventionellen Differenzwerte jeweils addiert.

Durch numerische Integration (Trapezregel) wurde Uber die relevanten
Zeitraume gerechnet die Flache unter der Kurve (AUC) bestimmt. Die Ergebnisse
werden im Folgenden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts angegeben
(MW £ SEM). Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Blutwerte

3.1.1 Glucose

Wahrend der Grundlinienphase unterschieden sich die Glucosekonzentrationen
nicht zwischen den Bedingungen (p > 0,2 flr die Faktoren Bedingung,
Messzeitpunkt und ihre Interaktion; im Folgenden entsprechend berichtet), die
Ausgangskonzentrationen waren also vergleichbar. Es wurden die
Glucosekonzentrationen der Probanden pro Messzeitpunkt untersucht. Im
Rahmen des oGTTs bildete der Blutzuckerspiegel nach 30 min. einen
ausgepragten Glucose-Gipfel aus; dies zeigte sich sowohl in der Placebo- als
auch in der Orexin A-Bedingung. Jeweils ausgehend von der
Ausgangskonzentration kam es zu einer sprunghaften Erhdhung der
Glucosekonzentration zu einem Gipfel (F(1,16) = 48,71, p < 0,001 fur den Faktor
Messzeitpunkt wahrend des gesamten Versuchstags und F(1,16) = 44,9, p < 0,001
fur den Faktor Messzeitpunkt wahrend des oGTT). Dieser betrug 3,71 £ 0,28
mmol/l unter Placebo, wohingegen unter Orexin A ein Anstieg des Glucoselevel
von 3,41 £ 0,39 mmol/l zu verzeichnen war. Unter Orexin A-Gabe lie3 sich ein
verminderter Spitzenwert messen. Bezogen auf den gesamten Versuchstag war
das Ergebnis nicht signifikant. Hinsichtlich des zweistindigen Zeitraums des
oGTT erwies sich die Senkung des Glucoseniveaus als signifikant (F1,16) = 6,22,
p = 0,02 flr den Faktor Bedingung). Besonders deutlich liel3 sich dies in den
ersten 60 min. des oGTT darstellen (fur AUC10-11unr war p < 0,05). Die Interaktion
Messzeitpunkt x Bedingung war nicht signifikant, p > 0,2. In Abbildung 1 ist der
komplette Verlauf der Glucosekonzentrationen grafisch dargestellt.
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Abbildung 1: Glucosekonzentration (MW+ SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18). Die
Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); * p<0,05; | = Orexin-Gabe;
Markierung: Zeitraum des oGTT.

3.1.2 Insulin

Wahrend der Grundlinienphase unterschieden sich die Insulinkonzentrationen
nicht zwischen den Bedingungen (p > 0,2). Bei Betrachten der
Insulinkonzentration bildete sich sowohl unter Orexin A als auch Placebo
Bedingungen ein Insulingipfel in Reaktion auf die oral zugeflhrte Zuckerldsung
aus. Das Ergebnis zeigte einen Zeiteffekt (F(1,16) = 38,33, p < 0,001 fur den Faktor
Messzeitpunkt wahrend des gesamten Versuchstags und F,16) = 32,37, p <
0,001 fur den Zeitraum des oGTT). Die Analysen ergaben hinsichtlich des
Faktors Bedingung und der Interaktion Messzeitpunkt x Bedingung keine
signifikanten Effekte der Orexin A-Gabe auf die Insulinkonzentrationen (F1,16) =
0,57, p > 0,05 fur den Faktor Bedingung; p > 0,8 fiir Messzeitpunkt x Bedingung).
In der Auswertung fiel 5 min. nach Beginn des oGTT eine moderate Erhohung
der Insulinkonzentration nach Gabe von Orexin A auf (p=0,063). Anschlie3end
lagen die Insulinkonzentrationen nach Gabe von Orexin A unterhalb des Niveaus
der Placebo-Bedingung (10 min. nach Beginn des oGTT p=0,073 und nach 30
min. p=0,049).

Die Insulinsensitivitatswerte nach Cederholm zeigten eine signifikante
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Erhéhung durch Orexin-Verabreichung: [Slcederhoim (Placebo) = 65,43+3,95 und
ISlcederhom (Orexin A)= 71,16+3,98; p = 0,03). Die innerhalb der ersten Stunde
des oGTT erfassten Veranderungen des Insulinspiegels wiesen keine
statistische Beziehung zu der in dieser Zeit gemessenen Senkung des
Glucosespiegels (AUCsomin) auf (Korrelationskoeffizient r nach Pearson: r = 0,35,
p = 0,16). Der Kurvenverlauf der Insulinkonzentrationen ist in Abbildung 2
dargestellt.
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Abbildung 2: Insulinkonzentration (MW+ SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18). Um
10:00 wurde der oGTT gestartet. Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl.
Methoden). * p<0,05; | = Orexin-Gabe; Markierung: Zeitraum des oGTT.

3.1.3 C-Peptid

Wahrend der Grundlinienphase unterschieden sich die C-Peptidkonzentrationen
zwischen den Bedingungen (p > 0,2) nicht. Die Messung der C-
Peptidkonzentrationen erlaubte es, Ruckschlisse auf die Insulinsekretion zu
ziehen. Die im Laufe der jeweiligen Versuchstage bestimmten Werte zeigten
einen entsprechenden Verlauf wie die gemessenen Insulinspiegel (s. Kapitel
4.4.1.2). So bildete sich auch bei den C-Peptidwerten nach Start des oGTT,

ahnlich zu den Insulinspiegeln, ein deutlicher Gipfel der C-Peptidkonzentration
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aus, gefolgt von einer anschlieienden Dampfung. Fur den Faktor Messzeitpunkt
war p < 0,001 (F¢1,16) = 46,61, p < 0,001 fUr den Faktor Messzeitpunkt wahrend
des gesamten Versuchstags und F(,16) = 45,17, p < 0,001 fur den Faktor
Messzeitpunkt wahrend des oGTT). Allerdings erwiesen sich hinsichtlich des
Faktors Bedingung und der Interaktion Messzeitpunkt x Bedingung die Effekte
auf die gemessenen C-Peptid-Konzentrationen als nicht signifikant (F(1,16) = 0,65,
p= 0,59 fur den Faktor Bedingung, p > 0,6 fur Messzeitpunkt x Bedingung). Eine
Analyse der einzelnen Zeitpunkte nach Beginn des oGTT zeigte erniedrigte C-
Peptidkonzentrationen in der Orexin- im Vergleich zur Placebo-Bedingung (um
10:10 Uhr p= 0,04 und 10:20 Uhr p=0,048). Die C-Peptid-Konzentrationen sind
in Abbildung 3 dargestelit.
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Abbildung 3: C-Peptid im Serum (MW+ SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18). Die
Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); * p<0,05; | = Orexin-Gabe;

Markierung: Zeitraum des oGTT.

3.1.4 Laktat
Wahrend der Grundlinienphase waren die Ausgangskonzentrationen unter den
jeweiligen Bedingungen vergleichbar (p > 0,4). Der Verlauf der

Laktatkonzentrationen zeigte einen ahnlichen Verlauf wie der der
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Glucosekonzentration, mit Konzentrationsanstieg nach Beginn des oGTT und
anschlieBendem Abfall. Das Ergebnis zeigte einen Zeiteffekt (F(1,17) = 37,94, p <
0,001 fur den Faktor Messzeitpunkt wahrend des gesamten Versuchstags und
Fa17y = 80,01, p < 0,001 fur den Zeitraum des oGTT). Entsprechend den
vorhergegangenen Ergebnissen der Glucosekonzentrationen und Insulinspiegel
(s. Kap. 4.1.1 und 4.2.2) kam es zu einer Senkung des Lactatspiegel-
Spitzenwerts unter Orexin A. Im Vergleich zur Placebo-Bedingung liel3 sich eine
signifikante Senkung um 12,42% (p = 0,038) vermerken. Zusatzlich zeigten sich
Uber den Zeitraum des oGTT hinaus erniedrigte Laktatkonzentrationen im
Plasma. Der Faktor Bedingung erreichte bezogen auf den oGTT das
Signifikanzniveau (F1,17) = 4,57, p = 0,047; AUC1000-1300h, p = 0,3, t(17) = -2,38,
p = 0,03). Die Interaktion Messzeitpunkt x Bedingung verblieb ohne Signifikanz,
p > 0,2. Der Verlauf der Laktatspiegel ist in Abbildung 4 dargestellit.
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Abbildung 4: Laktatspiegel (MW+ SEM), in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18). Die Werte
wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); * p<0,05; | = Orexin-Gabe; Markierung:
Zeitraum des oGTT.

3.1.5 NEFA

Wahrend der Grundlinienphase waren die Ausgangskonzentrationen unter den
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jeweiligen Bedingungen vergleichbar (p > 0,4). Die gemessene NEFA-
Konzentration begann nach Beginn des oGTT mit einem Spitzenwert. Im
weiteren Versuchsablauf fielen die Werte zunachst, nur um am letzten
gemessenen Zeitpunkt erneut anzusteigen. Der zuletzt gemessene NEFA-
Konzentration lag unterhalb des Ausgangsniveaus, dieses wurde nicht mehr
erreicht. Das Ergebnis wies einen Zeiteffekt auf (F(1,17) = 38,74, p < 0,001 fir den
Faktor Messzeitpunkt). Beim Vergleich der NEFA-Spiegel lielen sich keine
signifikanten Effekte von Orexin A im Vergleich zu Placebo feststellen (F1,17)
=0,47, p = 0,572 fur den Faktor Bedingung). Die Interaktion Messzeitpunkt x
Bedingung verblieb ohne signifikante Effekte, p >0,5. Die Peptidgabe fuhrte
weder zu einer gesteigerten noch verminderten NEFA-Konzentration. Der Verlauf
der NEFA Konzentrationen ist in Abbildung 5 aufgetragen.
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Abbildung 5: NEFA Konzentrationen (MW+ SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung nach
Orexin-Gabe (n=18). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden);

Markierung: Zeitraum des oGTT. Die Ergebnisse waren nicht signifikant.

3.1.6 ACTH

Wahrend der Grundlinienphase unterschieden sich die ACTH-Konzentrationen
nicht zwischen den Bedingungen (p > 0,4). Nach Beginn der Messung kam es
initial zu einem leichten Abfall mit anschlielendem Anstieg der Werte zum
Messungsende. Bezogen auf den Zeitraum des oGTT war der Faktor
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Messzeitpunkt signifikant (Fg1,17y = 3,37, p = 0,03, auf den gesamten
Versuchszeitraum bezogen p > 0,3). Hinsichtlich des gesamten Versuchs ergab
sich kein signifikanter Einfluss von Orexin A auf die ACTH-Konzentrationen
(Fa1ny = 1,17, p > 0,05 fur den Faktor Bedingung), auch wahrend des oGTT
erreichte der Faktor Bedingung nicht das Signifikanzniveau. Die Interaktion
Messzeitpunkt x Bedingung war ohne signifikanten Effekt, p >0,3. Es zeigte sich
unmittelbar nach Orexin A-Gabe um 9:25 Uhr eine einmalige Erhdohung der
ACTH-Konzentration (p=0,009). Eine nahere Analyse dieser Veranderung ergab
allerdings keinen Zusammenhang zu der unter Orexin A gemessenen
Abstumpfung des Glucosegipfels (AUC1o-11unr; Korrelationskoeffizient nach
Pearson r=0,21, p=0,41). Die ACTH-Konzentrationen sind in Abbildung 6
dargestellt.
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Abbildung 6: ACTH Spiegel im Plasma (MW+ SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18).
Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); * p<0,05; | = Orexin-Gabe;

Markierung: Zeitraum des oGTT.

3.1.7 Cortisol
Erganzend zu den ACTH-Konzentrationen wurde der Cortisolspiegel im Plasma
bestimmt. Wahrend der Grundlinienphase unterschieden sich die
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Cortisolkonzentrationen nicht zwischen den Bedingungen (p > 0,4).
Entsprechend der physiologischen Cortisolausschittung zeigte sich eine
circadiane Rhythmik mit Hochstwert zu Messungsbeginn und einem Abfall im
weiteren Laufe des Versuchstags. Es zeigte sich ein Zeiteffekt (F1,17= 17,6, p <
0,001 fur den Faktor Messzeitpunkt wahrend des gesamten Versuchstags und
Fa,17)= 12,51, p < 0,001 fur den Zeitraum des oGTT). Die Cortisolausschuttung
war unter Peptidgabe leicht erhoht, statistisch relevant waren jedoch nur die
Messzeitpunkte um 10:00 Uhr (p=0,009) und 11:30 Uhr (p = 0,088). Hinsichtlich
des gesamten Versuchsablaufes war der Effekt der Hormongabe nicht signifikant
(Fa1,17y= 0,78, p > 0,05 fUr den Faktor Bedingung). Die Interaktion Messzeitpunkt
x Bedingung war ohne signifikanten Effekt, p > 0,5. Analog zu den ACTH-
Konzentrationen erfolgte eine Korrelationsprifung der Cortisolspiegel bezuglich
des unter Orexin A abgestumpften Glucosegipfels; hier konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (AUC10-11unr;
Korrelationskoeffizient nach Pearson r=0,4, p=0,12). Der entsprechende
Kurvenverlauf ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Cortisolspiegel (MW+ SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18). Die Werte
wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); * p<0,05; | = Orexin-Gabe, Markierung:
Zeitraum des oGTT.
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3.1.8 Somatotropin

Wahrend der Grundlinienphase waren die Somatotropin-
Ausgangskonzentrationen zwischen den Bedingungen vergleichbar (p > 0,4).
Nach Verabreichung der Zuckerldsung kam es zu einer leichten Hyperglykamie-
bedingten Reduktion des Somatotropinausschuttung, mit anschlieRendem
Anstieg nach dem Ende des oGTT. Der Faktor Messzeitpunkt war signifikant
(F17y = 8,09, p = 0,003). Die Konzentrationen verliefen gemessen uber den
gesamten Versuchstag relativ schwankungsarm und blieben ohne signifikante
Unterschiede zwischen den Bedingungen (F1,17) = 0,65, p=0,49 fur den Faktor
Bedingung).Die Interaktion Messzeitpunkt x Bedingung war ohne signifikanten

Effekt, p > 0,3. Die Konzentrationen sind in Abbildung 8 aufgetragen.
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Abbildung 8: Somatotropin-Spiegel (MW+ SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18). Die
Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden),; | = Orexin-Gabe; Markierung:

Zeitraum des oGTT. Die Werte waren nicht signifikant.

3.2 Energiehaushalt

3.2.1 Bioelektrische Impedanzanalyse (BIA)

Die BlA ist eine einfache, nicht invasive Moglichkeit uber Widerstandsmessungen
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die Korperzusammensetzung zu errechnen. Der ECM/BCM-Index sollte bei
Gesunden <1 betragen, ein steigender ECM/BGM-Index hatte auf eine
Malnutrition hindeuten konnen (s. Methodenteil Kapitel 3.4.2.1). Die ermittelten
Werte blieben allerdings unter beiden Bedingungen konstant (ECM/BCM= 0,75
+ 0,02 fur beide Bedingungen). Uber die Messung des Zellanteils konnte der
individuelle Ernahrungszustand bestimmt werden. Mit 57,24 + 0,72 % liegen
Normwerte vor (s. 3.4.2.1. Methodenteil), die Probanden wiesen keine Hinweise
auf Malnutrition auf. Weder Anhalte fur katabole noch anabole Veranderungen
konnten festgestellt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 nachzulesen. Es
ergab sich keine signifikante Beeinflussung durch die Hormonapplikation (p
>0,05).

Tabelle 3: BIA-Ergebnisse (MW+SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=18). Die Werte
wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden). Es ergaben sich keine signifikanten
Ergebnisse. BCM: Kbérperzellmasse;, BMI: Body Mass Index; ECM: extrazelluldre Masse; Reaktanz
(Zellwiderstand in Ohm); Resistance (Wasserwiderstand in Ohm); Zellanteil: prozentualer Anteil von Zellen

der BCM innerhalb der Magermasse
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Placebo Orexin A

Resistance R (Q)

- 5Hz 571,63 £ 13,21 562,47 + 13,80

- 50Hz 485,47 + 11,47 476,74 £ 12,70

- 100Hz 455,16 + 10,72 447,37 £ 12,28
Reaktanz Xc (Q)

- 5Hz 28,05 + 1,37 30,53 £ 2,05

- 50Hz 61,68 + 1,66 60,16 + 1,58

- 100Hz 54,00 + 1,40 52,42 + 1,39
ECM (kg) 26,02 + 0,66 26,25 + 0,61
BCM (kg) 35,01 +£0,82 35,34 £ 0,95
ECM/BCM 0,75+ 0,02 0,75+ 0,02
Zellanteil (%) 57,36 + 0,62 57,24 + 0,72




Phasenwinkel (°) 7,26 £ 0,15 7,23 +£0,17
BMI (kg/m2) 22,51 +0,33 22,46 £ 0,35

3.2.2 Nahrungsaufnahme

Unter Orexin A zeigte sich weder ein insgesamt erhdhter Konsum noch eine
Praferenz fur eine bestimmte Kekssorte. Allerdings kam es unter Orexin A zu
einer veranderten Bewertung der verschiedenen Kekssorten: In der Bewertung
des Geschmacks empfanden die Probanden die salzigen Kekse unter
Hormongabe als salziger (Orexin A, 8,17+0,21; Placebo, 7,5810,18; p= 0,049).
Die aufgenommene Gesamtkalorienmenge und die Menge der jeweiligen
Makronahrstoffe in kcal zeigten sich geringfugig erhoht, ohne das
Signifikanzniveau zu erreichen. Es ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse
im Vergleich der beiden Bedingungen hinsichtlich des Faktors Bedingung (F1,1s)
= 0,7 p > 0,4). Fur den Faktor Makron&hrstoffe ergab sich F,18 = 52,04, p <
0,001, die Interaktion Makronéhrstoffe x Bedingung war ohne signifikante Effekte,
p > 0,4. Dies ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Kalorienverzehrim Rahmen des Snacktests in kcal (MW+SEM) in der Placebo- und der Orexin
A-Bedingung (n=19). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); Die
Werte fiir die Aufnahme von KH (=Kohlenhydraten), Fett und Protein wiesen sowohl einzeln, als auch in

Summe keine signifikanten Ergebnisse zwischen den Bedingungen auf.
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Betrachtet man den Verzehr pro Kekssorte in kcal, zeigte sich keine Orexin-
induzierte Praferenz fir eine Snack-Art (neutral, salzig, sul3; F¢1,18y=0,12,p > 0,7
fur Bedingung). Fur den Faktor Kekssorte war F1,18 = 36,61, p < 0,001. Die
Interaktion Kekssorte x Bedingung war ohne signifikante Effekte, p > 0,7. Der
Gesamtkalorienverzehr sowie der Verzehr der jeweiligen Kekssorten wahrend

des Snacktests sind in Abbildung 10 grafisch aufgetragen.
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Abbildung 10: Verzehr der verschiedenen Kekssorten im Rahmen des Snacktests (MW+SEM) in der
Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=19). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht

(vgl. Methoden); Die aufgetragenen Werte je Sorte wiesen keinen signifikanten Unterschied auf.

3.2.3 Hedonische Nahrungsbewertung

In den Ergebnissen des PFS-Fragebogens zum subjektiven Verlangen nach
Nahrung zeigte sich, dass Orexin A nicht zu einer Zunahme des hedonischen
Hungergefuhls fuhrte (F(1,18) = 0,06, p =0,9 fur den Faktor Bedingung). Der Faktor
Aspekt ergab F@1,18) = 46,09, p < 0,001, die Interaktion Aspekt x Bedingung
verblieb ohne Effekte, p > 0,9. Fur jede Frage des Fragebogens galt p >0,05,
allein die Aussage ,Bevor ich eine meiner Lieblingsspeisen esse, lauft mir vorher
das Wasser im Mund zusammen“fuhrte zu einer (nicht signifikanten) vermehrten

Zustimmung vonseiten der Versuchsteilnehmer (p= 0,09).
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3.2.4 Visuelle Analogskala (VAS)

Die Ergebnisse der VAS waren uber den Versuch hinweg vergleichbar zwischen
den Bedingungen. Die Auspragung der verschiedenen Merkmale ,hungrig®
Lsatt’, ,durstig”, ,angstlich® ,frohlich®, ,gestresst®, ,schléafrig”, ,konzentriert” blieb
unverandert und wies keine signifikanten Effekte von Orexin A im Vergleich zu
Placebo auf (Messzeitpunkt x Bedingung jeweils p > 0,05). Allerdings wurde das
,verlangen nach Essen generell” unter Orexin-Einfluss als starker empfunden
(F¢1,18) = 7,28, p=0,015 fur den Faktor Bedingung). Es zeigte sich ein Zeiteffekt
(far den Faktor Messzeitpunkt wahrend des gesamten Versuchstags war F(1,18) =
10,52, p < 0,001). Fir die Messzeitpunkte 11:05 Uhr, 11:45 Uhr und 12:15 Uhr
waren die Unterschiede zur Placebo-Bedingung signifikant (p < 0,05). Nach der
kleinen Mahlzeit um 13:30 Uhr war diese subjektive Angabe wieder erniedrigt

und vergleichbar zur Placebo Bedingung. Dies ist in Abbildung 11 aufgetragen.

Verlangen nach Essen generell

» 10 -
g g *
c 8
o 7 -
W 6
£ 5
g 4 -<0-=Placebo
£ 3 - }
g) 2 —— Orexin A
=] |
g1
> 0 -

%@ “53 c§> @ & f§> & @w@%@%“\‘@

Uhrzeit

Abbildung 11: VAS-Werte bezliglich der Frage ,,Verlangen nach Essen generell (MW+ SEM) in der Placebo-
und der Orexin A-Bedingung (n=19). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl.
Methoden); * p<0,05; | = Orexin-Gabe; Markierung: Zeitraum des oGTT.

3.2.5 Indirekte Kalorimetrie
Far den Energieverbrauch in Ruhe wurde jeweils zuerst der Grundlinien-Wert vor

Gabe des Nasensprays bestimmt (8:40-9:10 Uhr). Dieser gibt den basalen
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Ruheumsatz im nichternen Zustand wieder und war unter beiden Bedingungen
vergleichbar. Fur Orexin A ergaben sich Werte von 1667,04 + 39,62 kcal/d, fur
Placebo 1708,98 £ 50,77 kcal/d (p>0,45). Nach Verabreichung des Nasensprays
wurden die Probanden gebeten, die Zuckerlosung des oGTT zu trinken (10:05-
10:35 Uhr). Im Anschluss wurde die zweite Messrunde begonnen.

Verglichen mit den Ausgangswerten war ein Anstieg des Ruheumsatzes sichtbar.
Der Unterschied der Werte, welche in der zweiten Messung erhoben wurden,
wies zwischen Orexin A (1800,32 + 50,04 kcal/d) bzw. Placebo (1772,64 + 48,04
kcal/d) jedoch keine Signifikanz auf (p>0,05). In Abbildung 12 ist die verbrannte
Energiemenge zu den beiden Messzeitpunkten am jeweiligen Versuchstag

dargestellt.
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Ausgangswert nach Nasenspray-Gabe
Zeitpunkt

Abbildung 12: Ruheumsatz (MW+SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=19). Die Werte
wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Baseline=Grundlinie.

Zwischen Orexin A- und Placebo-Gabe gab es weiterhin weder bezlglich der
aufgenommenen Sauerstoffmenge, noch bezogen auf die abgegebene
Kohlendioxidmenge signifikante Unterschiede.

Im Hinblick auf den respiratorischen Quotienten, als Verhaltnis des
ausgeatmeten Kohlendioxids zu gleichzeitig aufgenommener Menge an
Sauerstoff, ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Bedingungen.
Die jeweiligen Werte sind in Abbildung 13 grafisch dargestellt.
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Abbildung 13: Differenz der respiratorischen Quotienten (RQ) (MW+SEM) in der Placebo- und der Orexin
A-Bedingung (n=19). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden). Der

Unterschied zwischen Placebo bzw. Orexin A war nicht signifikant.

3.3 Olfaktorische Wahrnehmung (Sniffin* Sticks)

Im Sniffin® Sticks-Test erreichten die Teilnehmer einen SDI-Score von 34,61+
0,99 nach Hormongabe, demgegeniber betrug der SDI-Score in der
Placebobedingung 34,08+ 1,33, es ergaben sich keine signifikanten Effekte.
Auch die Geruchsleistungen aus den Untertests (Schwellenwert, Diskrimination,
Identifikation) waren nicht signifikant verandert. Allerdings besallen nur 12
Teilnehmer des Probandenkollektivs ein normales Riechvermdgen entsprechend
einer Normosmie. Die olfaktorische Leistung von 7 Probanden war deutlich
eingeschrankt, ihrer Leistung entsprechend wurde eine Hyposmie diagnostiziert.
Indessen gaben in der orientierenden Selbsteinschatzung vor Einschluss in das
Probandenkollektiv alle Teilnehmer ein (subjektiv) normales Riechvermégen und
eine freie Nasenatmung an. Es lieen sich keine signifikanten Effekte von Orexin
A im Vergleich zu Placebo erheben (Bedingung, Messzeitpunkt, Messzeitpunkt
x Bedingung jeweils p > 0,2). Die Ergebnisse der Untertests und der SDI-Score
sind in Abbildung 14 aufgetragen.
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Abbildung 14: Snffin‘ Sticks Ergebnisse (MW+SEM) fiir Geruchsschwelle, Diskriminationsaufgabe und
Identifikation in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=19). Die Werte wurden auf eine gemeinsame
Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); | = Orexin-Gabe. Hormongabe erfolgte um 9:15 Uhr. Die Werte sind
Jjeweils fiir den Zeitraum vor, kurz im Anschluss und deutlich nach Hormongabe aufgetragen. Die Ergebnisse

wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsbedingungen auf.

Eine Subgruppierung der Probanden in Normosmie und Hyposmie zeigte in der
Normosmie-Gruppe keine Verbesserung der olfaktorischen Sinnesleistung: Nach
Hormongabe betrug der SDI-Score 35,58+ 1,40. Auch die Ergebnisse bezuglich
ihrer Geruchsschwelle, ihrer Fahigkeit der Diskrimination und ldentifikation von
Geruchen waren jeweils nicht signifikant unterschiedlich zwischen den
Bedingungen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Sniffin‘ Sticks Ergebnisse (MW+SEM), fiir die Untergruppe Normosmie in der Placebo- und
der Orexin A-Bedingung (n=12). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl.
Methoden); | = Orexin-Gabe; Hormongabe erfolgte um 9:15 Uhr. Die Werte sind jeweils fiir den Zeitraum
vor, kurz im Anschluss und deutlich nach Hormongabe aufgetragen. Die Ergebnisse wiesen keine

signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsbedingungen auf.

Filterte man aus der Gesamtanzahl jene Probanden heraus mit besonders
niedrigen Testergebnissen, erhielt man die Untergruppe ,Hyposmie®. Diese
Gruppe erzielte unter Orexin im Vergleich zu Placebo einen erhohten SDI-Score
von 32,93+ 1,05 (p= 0,076). In den Subtests fiel eine Verbesserung der
Geruchsleistung im Schwellenwert auf, diese lag gerade noch aul3erhalb des
Signifikanzniveaus. Es galt 10,36% 1,11 (p= 0,052). In der Diskriminations- und
Identifikationsaufgabe konnte hingegen keinerlei signifikante Verbesserung unter
Hormoneinfluss nachgewiesen werden (p>0,05). In Abbildung 16 sind die

Resultate fir besagte Probandenauswahl dargestellt.
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Abbildung 1116: Sniffin' Sticks Ergebnisse (MW+SEM), fiir die Untergruppe Hyposmie in der Placebo- und
der Orexin A-Bedingung (n=7). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl.
Methoden); | = Orexin-Gabe;, Hormongabe erfolgte um 9:15 Uhr. Die Werte sind jeweils fiir den Zeitraum
vor, kurz im Anschluss und deutlich nach Hormongabe aufgetragen. Die Ergebnisse wiesen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsbedingungen auf. Der Wert fiir die
Schwellenidentifikation war direkt nach Orexin A-Gabe (9:30 Uhr) gerade nicht mehr signifikant verbessert

(p=0,052).

3.4 Kognitive Leistung

3.4.1 Digit Span-Test

Im Vergleich der beiden Versuchsbedingungen ergab sich keine signifikante
Beeinflussung der Gedachtnisleistung. Getestet wurde einmal vor Hormongabe
und viermal im Anschluss, die jeweiligen Ergebnisse waren nicht signifikant
verandert. Lediglich in der Ruckwartsaufgabe um 11:30 Uhr war ein Ergebnis

kurzfristig am Rand des Signifikanzniveaus (p = 0,09).
Durch Orexin liel3 sich weder eine kurzfristige noch langerfristige Wirkung auf die

Merkfahigkeitsaufgabe nachweisen, die Wiedergabe der Zahlenfolge erfuhr

weder in der Vorwarts- noch in der Rickwartswiedergabe Verbesserungen. Es
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lieRen sich keine signifikanten Effekte von Orexin A im Vergleich zu Placebo
erheben (Bedingung, Messzeitpunkt, Messzeitpunkt x Bedingung jeweils p >

0,08). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 wiedergegeben.

Tabelle 4: Digit Span Ergebnisse (MW + SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=19). Die
Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden). Es ergaben sich keine

signifikanten Ergebnisse. Eine Beeinflussung der Merkféhigkeit liel3 sich nicht nachweisen.

Orexin Placebo
8:00 Uhr Vorwarts 9,47+0,55 9,58+0,36
Riickwarts 9,79+0,71 8,79+0,77
10:50 Uhr Vorwarts 10,16+0,50 9,37+0,71
Riickwarts 9,32+0,73 9,58+0,58
11:30 Uhr Vorwarts 9,63+0,60 10,00+0,67
Riickwarts 10,32+0,64 9,68+0,64
12:00 Uhr Vorwarts 10,21+0,66 9,84+0,62
Riickwarts 9,53+0,79 9,89+0,70
12:30 Uhr Vorwarts 9,63+0,52 9,16+0,61
Riickwarts 9,32+0,76 9,37+0,51

3.4.2 Psychomotorischer Vigilanztest

Uber den Versuch hinweg waren die Ergebnisse aus der Vigilanzaufgabe
zwischen den beiden Versuchsbedingungen vergleichbar. In der ANOVA
ergaben sich keine signifikanten Effekte bezlglich Reaktionszeit (p > 0,05). Der
Faktor Bedingung ergab einen Einfluss auf Prazision (F (1,18) = 5,61, p = 0,03) und
Summe der korrekten Antworten (F (1,18) = 6,32, p = 0,02) mit jeweils schlechterer
Leistung unter Hormoneinfluss. Der Faktor Messzeitpunkt und die Interaktion
Messzeitpunkt x Bedingung blieben ohne signifikante Effekte (p >0,2). Um 12:10
Uhr war unter Placebo die Genauigkeit relevant verbessert (p=0,028). Dies ist
grafisch in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Ergebnisse aus der Vigilanzaufgabe Genauigkeit (MW + SEM) in der Placebo- und der
Orexin A-Bedingung (n=18). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden);
* p<0,05; | = Orexin-Gabe.

Zum selben Messzeitpunkt war die Summe der korrekten Antworten unter Orexin
A einmalig niedriger als unter Placebo (p=0,027). Im weiteren Versuchsablauf
waren die Ergebnisse erneut vergleichbar. Weitere Veranderungen ergaben sich

nicht. Grafisch ist dies in Abbildung 18 aufgetragen.
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Abbildung 18: Vigilanzaufgabe Summe der korrekten Antworten (MW + SEM) in der Placebo- und der
Orexin A-Bedingung (n=18). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden);

*p<0,05; | = Orexin-Gabe. Um 12:10 war das Ergebnis unter Orexin A einmalig signifikant verdndert.

3.5 KontrollmaRe

3.5.1 Mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen (MDBF)

Uber Befindlichkeitsfragebdgen wurden Stimmung, Wachheit bzw. Mudigkeit,
und gefuhlte Ruhe bzw. Unruhe erfasst: Die Angaben zu Stimmung und Ruhe
bzw. Unruhe zu den jeweiligen Versuchsbedingungen lieferte keine signifikanten
Effekte. Der Vergleich der Kategorie Wachheit bzw. Mudigkeit (WM) zeigte unter
Orexin A-Gabe ein erhohtes Mudigkeitsempfinden im Laufe des Versuchstages
(F3.60) = 3,92; p = 0,01 fur die Interaktion Messzeitpunkt x Bedingung).

Es zeigte sich bezlglich des MDBF ein Zeiteffekt (F3.60) = 3,92; p = 0,003 fur
Messzeitpunkt). Der Faktor Bedingung und die Interaktion Messzeitpunkt x
Bedingung ergaben fur die weiteren Kategorien keine signifikanten Effekte (p >
0,1). Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: MDBF Werte zu den Qualitdten Wachheit und Mudigkeit (WM) zu den verschiedenen
Abfragezeitpunkten (MW + SEM) in der Placebo- und der Orexin A-Bedingung (n=19). Die Werte wurden
auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); * p<0,05; | = Orexin-Gabe; Markierung: Zeitraum
des oGTT.

3.5.2 Blutdruck und Herzfrequenz

Der Blutdruck der Probanden wurde zusammen mit den Blutabnahmen an 12
Zeitpunkten bestimmt. Es kam zu keinen relevanten Blutdruckschwankungen.
Sowohl der systolische als auch der diastolische Wert blieben wahrend des
Versuchs weitestgehend konstant, beide Messwerte wiesen einen Zeiteffekt auf
(far den Faktor Messzeitpunkt war p<0,001). Der Faktor Bedingung und die
Interaktion der beiden Faktoren wiesen keine Effekte auf. Es lasst sich
hervorheben, dass der systolische Wert um 9:25 Uhr, direkt nach Applikation des
Nasensprays, unter Orexin A mit 127,05+1,86 mmHg um 4,35% hoher war, als
der entsprechende Placebo-Wert (122,21+2,43 mmHg). Dieser Unterschied war
gerade nicht mehr signifikant (p=0,062).

Der diastolische Wert unter Orexin A zum Zeitpunkt des Glucosegipfel
(10:30 Uhr) mit 69,21£1,55 mmHg war im Vergleich zur Placebo-Bedingung
(73,29+1,29 mmHg) signifikant erniedrigt (p=0,022). Ein weiterer Unterschied des
diastolischen Blutdrucks fand sich an der vorletzten Blutabnahme um 12:30 Uhr,

hier war der Wert unter Orexin A erneut niedriger als der entsprechende
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Placebowert. Es wurden 71,63+1,2 mmHg im Vergleich zu 75,53+1,51 mmHg
gemessen (p=0,058). Der Verlauf der Blutdruckwerte im Tagesverlauf ist in

Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Blutdruck systolisch und diastolisch (MW * SEM) in der Placebo- und der Orexin A-
Bedingung (n=19). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); * p<0,05;
| = Orexin-Gabe; Markierung: Zeitraum des oGTT. Die oberen Kurven stellen den systolischen, die unteren
Kurven den diastolischen Blutdruck dar. Der systolische Blutdruck zeigte keine signifikanten
Verdnderungen. Die diastolischen Werte zeigten hingegen unter Hormoneinfluss um 10:30 einen einmalig

signifikant niedrigeren Wert.

Hinsichtlich der Herzfrequenz gab es keine signifikanten Effekte. Es kam weder
zu Tachykardien noch zu Bradykardien. Uber den Versuchstag hinweg wurde in
beiden Bedingungen am Morgen zur Zeit der Verabreichung des Nasensprays
eine leichte Erhohung der Schlage/min. gemessen sowie ein leichter Anstieg der
Herzfrequenz gegen Versuchsende festgehalten. Grafisch ist dies in Abbildung

21 aufgetragen.
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Abbildung 21: Herzfrequenz wéhrend des Versuchsablaufs (MW + SEM) in der Placebo- und der Orexin
A-Bedingung (n=19). Die Werte wurden auf eine gemeinsame Grundlinie gebracht (vgl. Methoden); | =

Orexin-Gabe; Markierung: Zeitraum des oGTT.

Wahrend des Versuchs traten keine Nebenwirkungen nach der Applikation von

Orexin A auf.
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4 Diskussion

In dieser Studie wurden die Auswirkungen von morgendlich intranasal
verabreichtem Orexin A auf den Glucosestoffwechsel, die Energiehomdostase
und das Geruchsvermdgen bei gesunden mannlichen Probanden untersucht.
Wahrend im Tiermodell bereits eine Vielzahl von Erkenntnissen gewonnen
werden konnte, wurden in dieser Arbeit die Wirkung dieses Hormons auf den
menschlichen Organismus naher beleuchtet.

4.1 Glucosestoffwechsel

Bezlglich des Glucosestoffwechsel konnte in den Ergebnissen, unter
Berucksichtigung der Variationsbreite des Maximalwerts des OGTT, ein
Zusammenhang zwischen Orexin A und peripherer Insulinwirkung nachgewiesen
werden. Auf die Zufuhr der Glucoseldsung folgte unter beiden Bedingungen eine
physiologische Erhohung der gemessenen Konzentration von Glucose und
Insulin. Nach der Gabe von Orexin A war allerdings der Anstieg der
Glucosekonzentration signifikant geringer als unter den Vergleichsbedingungen.
Die intestinale Aufnahme von Glucose verlauft physiologisch Uber SGLT-1 an
den Enterozyten. Orexin A hemmt den SGLT-1 vermittelten Glucosetransports
und verringert somit die Glucosekonzentration (Ducroc et al. 2007).

Unter Hormoneinfluss zeigten sich die neben dem Glucosegipfel auch die
ermittelten Laktatspiegel vermindert. Dies lasst sich als Effekt einer verbesserten
Insulinwirkung unter Orexin A festhalten. Orexin A verbessert folglich sowohl die
Glucoseaufnahme als auch die Insulinsensitivitat, dies wurde bereits in
vergangenen Studien gezeigt (Shiuchi et al. 2009).
Des Weiteren wies Orexin A in frGheren Studien eine regulierende Wirkung auf
die Produktion und Verwertung von Glucose in den peripheren Geweben uUber
die Beeinflussung des autonomen Nervensystems auf. Zusatzlich scheint es ein
protektiver Faktor gegen alters- und ernahrungsinduzierte peripherer
Insulinresistenz zu sein (Tsuneki et al. 2010).

Ein Einfluss von Orexin A auf die Sekretion von Insulin konnte bezuglich

des Glucosegipfels dargestellt werden. Die Insulinkonzentrationen wiesen nach
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Erhalt des Hormons einen ziugigeren Anstieg auf, gefolgt von einer Dampfung.
Ferner liel3 sich nach Gabe von Orexin ein erhdhter Insulinsensitivitatsindex nach
Cederholm feststellen, dieser spricht fur eine einen positiven Einfluss von Orexin
A auf die periphere Insulinsensitivitat (Cederholm et al. 1990).

Dies passt zu den Ergebnissen aus vergangenen Studien, welche bereits
eine Orexin A vermittelte Steigerung der Insulinsekretion nachweisen konnten
(Nowak et al. 1999, Nowak et al. 2000). Aullerdem wird unter Orexin A eine
Glucose-vermittelte Potenzierung der Insulinsekretion vermutet (Park et al.
2015). Der gezeigte antidiabetogene Effekt von Orexin A lasst vermuten, dass
Orexin A ein grolles Potenzial bezuglich der Therapie und Pravention des
Diabetes Typ Il aufweist. In der Diabetes-Forschung gelang bereits in vitro der
Nachweis eines protektiven Effekts einer Orexin A Behandlung:
Proinflammatorische Zytokine waren vermindert, die TNF-a vermittelte Apoptose
pankreatischer Inselzellen war verringert und es zeigte sich insgesamt eine
verbesserten Glucosetoleranz bei Tieren mit Typ |l Diabetes (Kaczmarek et al.
2017). Dies erklart sich dadurch, dass Orexin Neuronen sich nicht nur im
lateralen Hypothalamus befinden, sondern vermutlich auch Zellpopulationen im
Plexus myentericus und submucosus, sowie in den pankreatischen Langerhans-
Inseln existieren (Kirchgessner et al. 1999).

Orexin-Neuronen im Hypothalamus wird eine Glucose wahrnehmende
Eigenschaft zugeschrieben, dies trifft auch auf die enterisch gelegenen Orexin
Neuronen zu. Diese Neuronen sorgen dafiir, dass Orexin A, abhangig vom
Glucosespiegel im Blut, aus den pankreatischen Inselzellen freigesetzt wird.
Somit besitzt Orexin A eine modulierende Eigenschaft bezuglich
Pankreashormonsekretion und Glucosekonzentration im Blut (Ouedrago et al.
2003).

Ahnlich zu der unter Orexin A reduzierten Glucosekonzentration zeigten
sich auch die Laktatspiegel nach Gabe von Orexin vermindert. Es konnte gezeigt
werden, dass Laktat, welches im Gehirn-Parenchym entsteht, zumindest
teilweise fur die Energieversorgung der Neuronen sorgen kann (Pellerin et al.
1994). Orexin Neurone im Speziellen beziehen den Groliteil ihrer Energie Uber

Laktat von Astrozyten. Orexin Neurone unterliegen folglich nicht nur dem Einfluss
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der Glucosekonzentration, sondern auch die Effizienz der Konversion von
Glucose zu Laktat spielt eine wichtige Rolle (Parsons et al. 2010).

Unter Orexin A Einfluss kam es zu einem akuten Anstieg der ACTH
Konzentrationen, gefolgt von einer Erhohung des Cortisolspiegels. Eine
Auswirkung auf die gemessenen Konzentrationen von Wachstumshormon und
NEFA blieb hingegen aus. In der Literatur finden sich Hinweise auf eine
Beeinflussung der Nebennnierenrindenfunktion und der Glucokortikoid- und
Cortisol-Sekretion durch Orexin A (Malendowicz 1999, Mazzocchi 2001). Orexin
A erhoht den ACTH Spiegel (Kuru et al. 2000) und stimuliert die CRH Expression
(Al-Barazanji et al. 2001). Zusatzlich kommt es unter Orexin A zur
stressinduzierten Aktivierung zentraler CRH-positiver Neuronen (Sakamoto et al.
2004).

In dieser Arbeit wurden die Cortisolwerte im Zusammenhang zum
Glucosestoffwechsel im Rahmen des oGTT untersucht. Um noch genauere
Aussagen bezuglich des Einflusses von Orexin auf den Cortisolspiegel treffen zu
konnen, sind eventuell ein langerer Untersuchungszeitraum und ein Cortisol-

Tagesprofil erforderlich.

4.2 Nahrungsaufnahme und Energiehaushalt
Anfangs wurde vermutet, dass Orexin A hauptsachlich zu einer vermehrten
Nahrungsaufnahme fuhre (Sakurai et al. 1998). So wiesen Mause mit selektiv
degenerierten Orexin Neuronen eine Hypophagie kombiniert mit Ubergewicht auf
(Hara et al. 2001): Diese transgenen Mause besallen zusatzlich einen
niedrigeren Energieumsatz mit deutlich reduziertem Aktivitatsniveau im Vergleich
zu Wild-Typ Mausen. Neuere Studien belegten, dass der Effekt von Orexin auf
die Ernahrung kurzfristiger angesiedelt ist. So zeigt sich, dass im Tiermodell die
Applikation von Orexin A zwar eine vortubergehend schnellere Nahrungszufuhr
zur Folge hatte, aber auf 24 Stunden gerechnet ein signifikanter Einfluss auf die
Menge an zugefuhrter Nahrung ausblieb (Dhuria et al. 2016, Blais et al. 2017).
Tatsachlich ist die Funktion von Orexin A hinsichtlich Nahrungszufuhr und
diesbezuglichem Antrieb weitaus komplexer. Orexin A enthaltende Neuronen

finden sich hauptsachlich im lateralen Hypothalamus, ein Ort der besonders die
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Nahrungsaufnahme reguliert und beeinflusst. Konsequenterweise erklarte man
sich, dass die Zerstérung dieses Areals und der dort liegenden Orexin Neuronen
zu Unterernahrung fuhrt (Preti 2002). Vorherige Studien belegen die kurzzeitig
gesteigerte Nahrungszufuhr unter chronischen intrazerebralen Orexin A
Injektionen, ohne jedoch Ubergewicht zu verursachen (Novak et al. 2009). Somit
kann selbst die kontinuierliche externe Zufuhr von Orexin A nicht das
Gleichgewicht zwischen Energiehaushalt und Stoffwechsel Uberwinden
(Yamanaka et al. 1999). Der Effekt der gesteigerten Nahrungszufuhr wird als
kurzfristig angesehen (Sakurai et al. 1998). Ein akuter appetitanregender Effekt
konnte auch in unseren Ergebnissen gezeigt werden, wonach die Probanden
unter Orexin A ein signifikant erhohtes Verlangen nach Nahrung aufwiesen. Es
wird in diesem Zusammenhang eine Orexin bedingte Stimulation des
Belohnungseffektes vermutet (Harris et al. 2005).

Dies alles qilt v.a. hinsichtlich der homdostatischen Bedurfnisse des
Korpers. Nahrungsmittelkonsum jenseits dieser Bedurfnisse bezeichnet man als
belohnungsbasiertes  Verhalten und wird hauptsachlich von der
Schmackhaftigkeit und Attraktivitdt des entsprechenden Nahrungsmittels bzw.
Nahrstoffes bedingt (Choi et al. 2010). Die Zufuhr von schmackhaftem Essen
zeigt sich im Tiermodell unter Orexin A erhdht (Kay et al.2014, Terrill et al. 2016).
Zudem  beeinflusst Orexin den Belohnungseffekt hinsichtlich  der
Nahrungsaufnahme (Muschamp et al. 2014). Im Gegensatz hierzu liel3en die
Kaloriendaten im Snacktest unter Orexin A keinerlei Ruckschlisse auf eine
Beeinflussung der Nahrungsaufnahme zu. Vielmehr zeigten die
Versuchsteilnehmer subjektiv ein insgesamt erhdhtes Verlangen nach Nahrung,
ohne eine Praferenz fur eine bestimmte Nahrungsgruppe aufzuweisen. Die
unveranderte Makronahrstoffzufuhr unter beiden Versuchsbedingungen lasst
darauf schlieRen, dass die Nahrungsmittelzufuhr zentralen Mechanismen
unterliegt, welche unabhangig von einer intranasalen Orexin-Gabe sind. Eine
durch Belohnung gesteuerte und hierdurch vermehrte Nahrungszufuhr konnte in
den Ergebnissen nicht festgestellt werden. Die standardisierte Mahlzeit vor dem
Snacktest kdnnte den erwarteten Effekt auf die hedonistische Nahrungszufuhr

allerdings maskiert haben.
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In dieser Arbeit blieben die Effekte von Orexin A auf den Energieverbrauch
bei gesunden Probanden aus. Im Tiermodell fuhrten Injektionen von Orexin A im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen zu einem erhdhten Energieumsatz (Lubkin et
al. 1998) wund gingen mit einer gesteigerten Thermogenese und
Sympathikusaktivitat einher (Monda et al. 2004). Im Kontext der Nahrungszufuhr
lie® sich postprandial unter Orexin A ein Anstieg der Korpertemperatur
feststellen. Hierbei konnen Veranderungen der postprandialen Thermogenese im
Zusammenhang mit der Sympathikusaktivitat den Energiehaushalt beeinflussen
(Messina et al. 2014). Indem der Energieumsatz postprandial anstieg, kdnnte es
bei unseren Ergebnissen zu Verschleierungen des Einflusses von Orexin A im
Sinne eines Ceiling Effekts gekommen sein.

Das endogene Energieniveau hat Auswirkungen auf sowohl Metabolismus
als auch Verhalten. Dem zugrunde liegen durch Glucose inhibierte Neuronen: Es
konnte belegt werden, dass Orexin Neuronen auf den Glucosespiegel im Blut
reagieren. Dementsprechend konnte unter Glucose Einfluss eine Inhibition von
hypothalamischen Orexin Neuronen nachgewiesen werden (Burdakov et al.
2006). Unter Fastenbedingungen konnte im Tiermodell eine erhohte
Reaktionsbereitschaft beobachtet werden (Dewasmes et al. 1991). Die niedrigen
Glucosespiegel fuhren zu einer Aktivierung der Orexin Neuronen, welche
wiederum zu einem erhohten Wachsamkeitszustand beitrugen. Dieser wird fur
primitive Bedurfnisse wie die Nahrungssuche bendtigt. Orexin Neuronen sorgen
somit flr eine Anpassung des Aktivitatsniveaus an Fastenbedingungen. Sie
tragen essenziell dazu bei, dass Schlaf und Wachsamkeit reguliert werden und
an metabolische Bedurfnisse angepasst werden (Yamanaka et al. 2003).

Zudem unterliegt der Orexinspiegel einer circadianen Dynamik. Es liegt
nahe, dass der Zeitpunkt der Applikation den Effekt auf das Aktivitatsniveau
beeinflusst (Desarnaud et al. 2004). Die morgendliche Applikation wie in unserem
Experiment hatte eventuell Uber mehrere Tage erfolgen mussen, um eine
messbare Veranderung zu erzielen. Moglicherweise war eine einmalige Gabe

nicht ausschlaggebend.
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Der menschliche Energiehaushalt steht auf zwei zentralen Saulen, welche
konstanter Regulation unterliegen: Nahrungszufuhr und Energieverbrauch.
Innerhalb des Hypothalamus konnten zwei Regionen in Verbindung mit
Nahrungszufuhr und Regulation des Energiehaushalts gebracht werden;
ventromedialer und lateraler Hypothalamus. Im Tiermodell konnte in
Lasionsversuchen die vereinfachte Hypothese gestellt werden, dass der
ventromedialer Hypothalamus eine wichtige Schaltstelle zustandig fur Sattheit
darstelle. Lasionen des lateralen Hypothalamus hatten eine verminderte
Nahrungszufuhr und Gewichtsverlust zur Folge, der Schwerpunkt des lateralen
Hypothalamus entsprache dann der Regulation der Nahrungsaufnahme (Oomura
1980; Sakurai et al. 1998). Die dort gelegenen Neuronen mussen somit in der
Lage sein, Schwankungen im Blutglucosespiegel wahrzunehmen und darauf zu
reagieren. Dementsprechend hatte eine durch Fasten induzierte Hypoglykamie
eine Hochregulation der Prapro-Orexin mRNA und zeitweise eine gesteigerte
Zufuhr an Nahrung zur Folge (Sakurai et al. 1998). Auch Insulin beeinflusst die
Funktion der Neuronen im Hypothalamus. Eine durch Insulin induzierte
Hypoglykamie flhrt gleichermallen wie die durch Fasten induzierte
Hypoglykamie zu einer Stimulation der Orexin Neuronen (Griffond et al. 1999).

Neuere Studienergebnisse zeigen, dass fur die Aktivierung der Orexin
Neurone nicht nur ein Zustand von Hypoglykamie vorliegen muss, sondern
zusatzlich Katecholamine benotigt werden, um die Neurone zu aktivieren. Nur
durch dieses Zusammenspiel, so die Hypothese, erfolge die Stimulation der
Nahrungszufuhr in Reaktion auf Hypoglykamie (Li et al. 2015). Insgesamt spricht
dies fur langerfristige Regulationen des Korpers. Kurzfristige Veranderungen, wie
in unserem Fall im Rahmen eines einmaligen oGTT haben vermutlich nur
schlecht messbare Auswirkungen auf das Energieniveau.

Bezogen auf die Bioimpedanz Messung konnten keine signifikanten
Effekte nachgewiesen werden. Die Probanden waren alle normal ernahrt und
hatten als Einschlusskriterium einen BMI von 20-25 kg/m?. Effekte von Orexin A
auf Unter- oder Mangelernahrung wurden in der vorliegenden Arbeit nicht naher

untersucht.

-60 -



4.3 Olfaktion

Nicht nur der Nahrstoffgehalt eines Nahrungsmittels, auch der olfaktorische Reiz
beeinflusst die Entscheidung uber den Konsum desselben. Das Gehirn verfugt
uber die Fahigkeit, die Wahrnehmung des sensorischen Reizes ,Geruch®
entsprechend seiner Energiebedurfnisse zu regulieren und zu verandern
(Duclaux et al. 1973, Gascuel et al. 2012).

Die Hypothese, dass Orexin Neuronen eine Rolle bei der Verarbeitung
olfaktorischer Reize spielen, wurde bereits getestet und im Tiermodell bewiesen.
Orexin A enthaltende Neuronen erhalten Signale aus dem olfaktorischen Kortex
(Sakurai et al. 2005). Gleichzeitig senden sie Projektionen in den olfaktorischen
Kortex und den Bulbus olfactorius aus (Peyron et al. 1998; Gascuel et al. 2012).
Hinsichtlich der Orexin A Neuronen Faserdichte zeigte sich der Bulbus olfactorius
zwar sparlich besiedelt, Orexin A lief3 sich jedoch immunhistochemisch in jeder
Ebene des Bulbus olfactorius nachweisen (Gascuel et al. 2012).

Ferner ist der Ernahrungszustand in der Lage die Geruchswahrnehmung
zu beeinflussen. Fasten fuhrt zu einer erhohten Aktionspotentialfrequenz von
Neuronen im lateralen Hypothalamus und zu einer verbesserten Wahrnehmung
von Gerluchen. Sattigkeitsgefuhl nach isoliertem Konsum einer bestimmten
Nahrstoffklasse verringerte das Vermdgen diesen speziellen Duft wahrnehmen
zu koénnen (Shiraishi 1988, O'Doherty et al. 2000, Palouzier-Paulignan et al.
2012). Im Rahmen des durchgefuhrten Geruchstests konnte in dieser Arbeit, im
Gegensatz zu den Ergebnissen aus dem Tiermodell, keine deutliche
Verbesserung des Geruchsvermdgens der Probanden belegt werden. Hierbei
zeigten sich unter Peptideinfluss keine signifikanten Veranderungen, und zwar
weder bei der Schwellenwahrnehmung oder dem Diskriminationsvermogen
verschiedener Gerlche noch bei der Fahigkeit, Gerlche zu identifizieren.
Betrachtet man die erzielten Ergebnisse aus den Geruchstests, so lie® sich bei
einem Teil der Versuchsteiinehmer ein langst eingeschranktes
Geruchsvermogen feststellen, welches definitionsgemald bereits einer Hyposmie
entspricht (s. Einleitung).

Der besagte Probandenanteil zeigte eine leichte Verbesserung unter

Peptideinfluss  hinsichtlich  der  erzielten Leistung im Test der
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Schwellendiskrimination. Auf welcher Ebene des olfaktorischen Systems hier die
Orexin A Wirkung ausblieb konnte nicht weiter geklart werden. Letztlich trat der
Endeffekt des verbesserten Geruchsvermogens nicht auf. Ob die erwartete
Verbesserung der Geruchsleistung unter Peptid Wirkung aufgrund des bereits
eingeschrankten Geruchsvermdgens eines Probandenanteils ausblieb oder ob
die Wirkung im Bereich des bereits als Hyposmie bezeichneten
Geruchsvermogen liegt, konnte hier nicht geklart werden. Fest steht, dass
Orexine und Nahrungsaufnahme in einem komplexen Zusammenspiel stehen, in
welchem die Rolle der olfaktorischen Funktion nicht ausgeschlossen werden
kann. Weitere Erforschung der Wirkung von Orexin A auf das Geruchsvermogen

und die olfaktorische Bewertung von Nahrung sind angebracht.
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4.4 Kognition und Vigilanz

Ein weiterer Aspekt im Zusammenhang mit dem Blutzuckerspiegel ist der
Erregungs- bzw. Aufmerksamkeitszustand. Demgemal fuhren verschiedene
Glucosekonzentrationen im Blut zu variierenden Vigilanz-Graden und somit zur
Erkenntnis, dass Orexine eine wichtige Stellschraube in der Regulation von
Wachsamkeitszustanden spielen (Inutsuka et al. 2013). So zeigt sich, dass der
Locus coeruleus eine Schlusselrolle bezuglich der Modulation von
Aufmerksamkeit einnimmt. Er weist eine aulRerst dichte Innervation durch Orexin
Neuronen auf. Dadurch kann durch die Gabe von Orexin A eine Steigerung des
Wachsamkeitsniveaus erreicht werden. Dies bedeutet bezogen auf den
Nahrungskreis ein hoheres Aktivitatsniveau auch eine gesteigerte Bereitschaft
zur Nahrungssuche (Hagan et al. 1999). Im Gegensatz dazu kam es in den
erhobenen Angaben gegen Ende des Versuchstages zu einer zunehmenden
Mudigkeit und Abgeschlagenheit. Es ist anzunehmen, dass hier die kdrpereigene
Orexin-Produktion, welche zirkadianen Faktoren zu unterliegen scheint, eine
Rolle spielt. Auch der Zeitpunkt der Orexin-Gabe scheint sich hierauf
auszuwirken. Gegenteilig zu den tierexperimentellen Studien erfolgte die
Applikation am Morgen und nicht zu Beginn der Ruhe- bzw. Schlafphase. Eine
aktivitatssteigernde Wirkung bei ausgeruhten, wachen Probanden liel3 sich zwar
nicht nachweisen, allerdings konnte der Effekt eine Verschleierung durch das
Ausgangsniveau erfahren haben. Die Ermudung Uber den mehrstindigen
Versuchsablauf mit repetitiven Tests kann auch teils in einem Mangel an neuen
Stimuli begrindet sein, welche auf neuronaler Ebene den Orexinstoffwechsel
beeinflussen. Dementsprechend hat Orexin in diesem Experiment
paradoxerweise zu erhohter Mudigkeit gefuhrt.

Betrachtet man die Ergebnisse, so fand sich in der Merkfahigkeit kein
Hinweis auf eine Veranderung oder Verbesserung der Gedachtnisleistung durch
Orexin A. Weder in der vorwarts noch in der rickwarts abgefragten Zahlenfolge
konnten Unterschiede vermerkt werden. Auch die Vigilanzdaten sprechen
kurzzeitig fur eine erhohte Mudigkeit. In der vorliegenden Arbeit waren sowohl
die Genauigkeit als auch die Summe der korrekten Antworten unter Placebo

einmalig  signifikant verbessert. Hinsichtlich Reaktionsbereitschaft, -
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geschwindigkeit und Prazision waren keine weiteren Effekte zu verzeichnen.
Begriunden lasst sich dies am ehesten durch eine kurzfristige Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Achse zu Versuchsbeginn mit anschliefend
zunehmender Mudigkeit. Moglicherweise spielt auch mentale Erschopfung bei
diesen Aspekten eine Rolle.

Vergleichsweise wiesen Narkoleptiker in Vigilanztestungen eine
verringerte Reaktionsbereitschaft und schlechtere Testleistung auf (Van Schie et
al. 2016). Die Rolle von Orexin A bezuglich Wachsamkeit Iasst sich mit den

Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit nochmals unterstreichen.

4.5 KontrollmaRBe

Die gemessenen Kontrollparameter bezuglich des subjektiven Empfindens
wahrend der dynamisch veranderten Glucosekonzentrationen ergaben keine
signifikanten Effekte. Die Probanden zeigten in ihren selbstreflektiven Angaben
keine Hinweise auf depressives Verhalten oder anderweitige Beeinflussungen
ihres Stimmungsbilds. Eine Aktivierung der HPA Achse und der Effekt
,depressionsahnliches Verhalten® lieRen sich hier nicht darstellen.

Auch die Sympathikusaktivitat steht im Zusammenhang zu Orexin A. In
unseren Ergebnissen zeigte sich der systolische Blutdruck unmittelbar nach
Verabreichung des Hormons leicht erhoht. Ein modulierender Effekt von Orexin
A auf das kardiovaskulare System und die Sympathikusaktivitat wurde bereits in
vergangenen Studien belegt (Nakabayashi et al. 2003, Shirasaka et al. 1999).

Orexin beeinflusst die Sympathikusaktivitat, infolgedessen lie} sich im
Tiermodell jeweils eine Hypertonie und Tachykardie feststellen (Shazid et al.
2011). Shirasaka et al. Beschrieben ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
Orexin A und B und der Sympathikusaktivitat auf das kardiovaskulare System.
Sie wiesen nach der intraventrikularen Applikation von Orexin A und B sowohl
einen Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks als auch der Herzfrequenz und
der Katecholamine im Plasma nach (Shirasaka et al. 1999). In den erhobenen
Daten liel® sich lediglich ein moderater Anstieg des systolischen Blutdrucks
feststellen, wohingegen der diastolische Wert wahrend des OGTT leicht gesenkt

war. Nicht nur in der Regulation des kardiovaskularen Systems konnte ein
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Zusammenhang zwischen Orexin A und Sympathikus nachgewiesen werden,
auch in der Regulation des Glucosemetabolismus im Skelettmuskel zeigten sich
Einflisse von Orexin A. Uber eine Aktivierung von B2-Adrenozeptoren, wurde
eine Stimulierung des muskularen Glucosemetabolismus vermittelt (Shiuchi et al.
2009).

Alle Ergebnisse sprechen insgesamt fur eine gesteigerte Wachsamkeit
und Aktionsbereitschaft. Im Gegensatz hierzu kam es bei den
Versuchsteilnehmern zu subjektiv erhohten Mudigkeitserscheinungen. Studien
zeigten, dass Orexin A Injektionen in den Nucleus ambiguus zur Aktivierung
vagaler kardioinhibitorischer Neuronen fuhrte und eine Bradykardie hervorriefen
(Ciriello et al. 2003). Injektionen in den Nucleus tractus solitarii hatten einen
gesteigerten Barorezeptor-Reflex zur Folge, mit deutlicher Bradykardie (de
Oliveira et al. 2003). Hinsichtlich dieses Hintergrundes lassen sich die
vorliegenden Ergebnisse als Hinweis auf eine Zeitkomponente in dem
Zusammenspiel zwischen Orexin A und Sympathikusaktivitat interpretieren.
Demnach wurde die Orexin A Wirkung mit einem initialen Anstieg der Aktivitat
der HPA Achse und des Blutdrucks beginnen, gefolgt von einem zeitlich

versetzen Abfall von Wachsamkeit und Aktionsbereitschaft.

4.6 Limitationen

Um weitere Ergebnisse zu erzielen, ist eine hohere oder langere Hormongabe zu
diskutieren. Nach einmaliger Applikation des Hormons und zunehmendem
zeitlichen Abstand zu den verschiedenen Tests ist mdglicherweise die Orexin A
Wirkung zu kurz, um aussagekraftige Ergebnisse zu erlangen. So hatte z.B. ein
fruheres Keksbuffet, bzw. ein spaterer olfaktorischer Test andere Resultate
erzielt. Weitere Grinde waren eine hohere Dosierung oder eine
Mehrfachapplikation. Intranasal appliziertes Orexin A ermdglicht eine Umgehung
der Blut-Hirn-Schranke und eine rasche Anflutung im ZNS unter Umgehung des
systemischen Kreislaufs (Dhuria et al. 2009). Die gemessene
Orexinkonzentration im Blut lasst allerdings keine Ruckschlisse auf die
Orexinkonzentration im Liquor zu (Kastin et al. 1999). Wenn auch schwer zu

handhaben, waren Uber eine Liquorpunktion genauere Bestimmungen des
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Orexinspiegels moglich gewesen.

Gleichermal’en konnte in vorherigen Studien ein Zusammenhang
zwischen Orexin und Leptin nachgewiesen werden (Funato et al. 2009),
allerdings wurden Leptinkonzentrationen in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht. Es bleibt abzuwarten, ob die Stimulation des Orexin/Leptin-
Signalwegs zu einer Revolutionierung der Diabetestherapie beizutragen vermag.
Eine intranasasale Applikation war bei Probanden erfolgt, die anamnestisch das
Vorliegen intranasaler Pathologien verneint hatten. Eine genauere rhinologische
Abklarung hatte unter Umstanden mucosale Veranderungen aufzeigen kdnnen,
die die Aufnahme von Orexin behinderten. Es bleibt offen, inwiefern die Auswahl
des Probandenkollektivs moglicherweise die olfaktorischen Ergebnisse
beeinflusste.

Gegenwartig liegen nur sehr wenige Studien vor, die sich mit der Wirkung
von Orexin A auf den menschlichen Organismus beschaftigen. Die in dieser
Arbeit erbrachten Daten liefern einen ersten wichtigen Beleg dafur, dass dieses
Neuropeptid eine forderliche Rolle in der Regulation des menschlichen
Glucosestoffwechsels spielt, auch wenn die zugrunde liegenden Mechanismen
aus diesen Befunden nicht abgeleitet werden kdnnen. Vor dem Hintergrund der
gestiegenen Inzidenz von Insulinresistenz und Diabetes Typ 2 und der in
bisherigen Studien festgestellten Nebenwirkungsfreiheit der intranasalen Gabe
von Orexin A konnte diese Methode auch neue Moglichkeiten fur zuklnftige
Interventionen zur Verbesserung des Glucosestoffwechsels eréffnen. Da die
vorliegenden Experimente jedoch nur akute Wirkungen an gesunden Probanden

erhoben, sind umfassende weitere Untersuchungen notig.
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5 Zusammenfassung

Die Orexine sind vor 20 Jahren erstmals beschriebene Neuropeptide, deren
Einfluss auf den menschlichen Korper und seine Funktionen Gegenstand
aktueller Forschungen ist. In der vorliegenden Studie wurde an 19 gesunden
mannlichen Probanden die Wirkung von Orexin A auf den Glucosestoffwechsel,
Malde des Energieumsatzes sowie auf die olfaktorische Funktion untersucht. Im
Tiermodell wurden den Orexinen glucoseregulierende Eigenschaften sowie
aktivierende Effekte zugeschrieben, in dieser Arbeit wurde deshalb Uberprift,
inwiefern die vorbeschriebenen Ergebnisse sich auf den Menschen ubertragen
lassen.

Die Probanden wurden zu zwei Versuchstagen einbestellt, die im Abstand
von mindestens 14 Tagen stattfanden. Nach ihrer Ankunft in nichternem Zustand
wurde mithilfe der bioelektrischen Impedanzanalyse ihre
Korperzusammensetzung bestimmt, eine vendse Verweilkanule gelegt und die
Grundlinienwerte der Blutparameter und des Energieumsatzes gemessen. Im
Anschluss wurde den Versuchsteilnehmern randomisiert und doppel-blind
entweder Placebo oder Orexin A (500 nmol) intranasal verabreicht. Auf die Gabe
des Nasensprays folgte nach 45 min. ein oraler Glucosetoleranztest (0GTT). Im
Anschluss wurde der Energieumsatz erneut bestimmt. 60 min. nach dem Ende
des oGTT erhielten die Probanden eine kleine herzhafte Zwischenmahlzeit,
bevor die Aufnahme von Snacks gemessen wurde. In regelmafigen Abstanden
wurde Blut abgenommen und der Blutdruck tGberprift. Als Kontrollmalie dienten
selbst eingeschatzte Stimmungsmalle sowie die psychometrisch erhobene
Vigilanz.

Nach Gabe von Orexin A war der Glucosegipfel wahrend des oGTT
gedampft, ebenfalls fielen erniedrigte Insulinkonzentrationen auf; entsprechend
ergab sich nach Gabe von Orexin A im Vergleich zu Placebo eine Erhdhung der
nach Cederholm berechneten Insulinsensitivitdt. Auch die Laktatkonzentration
erwies sich nach Orexin-Gabe als verringert. In der Orexin-Bedingung kam es zu
einem erhohten Verlangen nach Nahrung bis zur Einnahme der Kontrollmahlzeit.

Postprandial im Snacktest ergaben sich weder eine Praferenz noch eine
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insgesamt gesteigerte Nahrungszufuhr. Auch der Energieumsatz unter
Hormoneinfluss war nicht signifikant verandert. Olfaktorisch zeigte sich unter
Orexin A keine signifikante Verbesserung. Dies war eventuell in der Auswahl des
Probandenkollektivs mitbegrundet, eine genauere Auswertung ergab eine
uberdurchschnittliche Hyposmie der Versuchsteilnehmer. Die Wachheit der
Probanden erwies sich in der Orexin A-Bedingung Uberraschenderweise als
abgesenkt, allerdings ohne zu einer nachweisbaren Vigilanzanderung in den
Testergebnissen zu fuhren. Der systolische Blutdruckwert war initial leicht erhoht,
wahrend der diastolische Wert eine relative Dampfung erfuhr. Die Herzfrequenz
blieb unbeeinflusst.

Die erzielten Ergebnisse sprechen fur eine verbesserte Glucosetoleranz und
Insulinwirkung nach Gabe von Orexin A. Ein Einfluss auf die
Geruchswahrnehmung konnte nicht belegt werden, kann jedoch auch nicht
ausgeschlossen werden. Die Befunde weisen auf eine relevante Rolle von Orexin
A in der Regulation von Stoffwechsel und Glucosehomoostase des Menschen
hin. Gegenwartig liegen nur sehr wenige interventionell-experimentelle Studien
vor, die sich mit der Wirkung von Orexin A auf den menschlichen Organismus
beschaftigen. Die in dieser Arbeit erbrachten Daten liefern einen ersten wichtigen
Beleg daflir, dass dieses Neuropeptid eine forderliche Rolle in der Regulation des
menschlichen Blutzuckerstoffwechsels spielt, auch wenn die zugrunde liegenden
Mechanismen aus diesen Befunden nicht abgeleitet werden kdnnen. Vor dem
Hintergrund der gestiegenen Inzidenz von Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes
und der in bisherigen Studien festgestellten Nebenwirkungsfreiheit der
intranasalen Gabe von Orexin A konnte diese Methode auch neue Mdoglichkeiten
fur zukunftige Interventionen zur Verbesserung des Glucosestoffwechsels
eroffnen. Da die vorliegenden Experimente jedoch nur akute Wirkungen an

gesunden Probanden erhoben, sind umfassende weitere Untersuchungen nétig.
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