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1 Einleitung

1. Diabetes Mellitus Typ 2

Diabetes Mellitus Typ 2 ist eine Stoffwechselerkrankung, die immer mehr
Menschen betrifft. Friher auch als Alterszucker bezeichnet, erkranken
heutzutage zum Teil schon Jugendliche an Diabetes Typ 2. Als Risikofaktoren
gelten vor allem Ubergewicht und Bewegungsmangel (1). Dabei kommt es zu
sehr unterschiedlichen Auspragungen des Krankheitsbildes, wobei besonders
die mikro- und makroangiopatischen Folgeerkrankungen schwerwiegende
Komplikationen darstellen. Die Heterogenitat lasst sich durch Umweltfaktoren
und genetische Pradisposition erklaren (2)(3) . Der meist schleichende Beginn
ist oft vergesellschaftet mit den als Metabolisches Syndrom
zusammengefassten Anderungen der Stoffwechsellage. Dazu gehéren eine
stammbetonte Adipositas, Insulinresistenz, erhdhter Blutdruck sowie eine
Stoérung im Lipidstoffwechsel (4)

Zwei Faktoren spielen bei der Pathogenese primar eine Rolle. Der erste
Faktor ist eine Insulinresistenz der Korperzellen, das heildt die Zellen sprechen
schlechter auf Insulin an und bendtigen immer grofRere Mengen flr dieselbe
Funktion. Dazu kommt eine gestorte Insulinsekretion in den Betazellen des
Pankreas. Die Kombination dieser beiden Faktoren fuhrt zu einem Defekt in der
Glukose-Homoostase (3). Die eigentlich insulinsensitiven Zielgewebe
Fettgewebe, Skelettmuskulatur und Leber reagieren immer schlechter auf die
Insulinwirkung, was zu einem Storung der Glukoseaufnahme in die Zellen fuhrt
(5)(6). Gleichzeitig wird die hepatische Glukoneogenese unzureichend
supprimiert, so dass trotz hohem Blutglukosespiegel weitere Glukose gebildet
wird (7).

Goldstandard zur Beurteilung der individuellen Insulinsensitivitat bzw.
Insulinresistenz ist der hyperinsulinamische euglykamische Glukose Clamp. Bei
diesem Test wird die Insulinwirkung auf die Glukoseaufnahme bestimmt. Die
Insulindosis bleibt konstant, wahrend die Glukoselaufrate so angepasst wird,
dass der Blutglukosespiegel konstant im euglykamischen Bereich bleibt. Das



Verhaltnis von erforderlicher Glukose zur konstanten Insulindosis kann zur

Bestimmung der individuellen Insulinsensitivitat verwendet werden.

2. Insulinwirkung im Gehirn

Wahrend die Peripherie auf das Vorhandensein von Insulin zur
Glukoseaufnahme in die Zellen angewiesen ist, verfigt das Gehirn daflr Uber
insulinunabhangige Rezeptoren. Deshalb spielte das Gehirn lange Zeit in der
Insulinforschung eine untergeordnete Rolle. Aullerdem ging man davon aus,
dass Insulin aufgrund seiner GroRe die Blut-Hirn-Schranke nicht Uberwinden
kénne (8). Trotzdem reagiert das Gehirn, wie immer mehr Studien zeigen, auf

eine Anderung im Insulinspiegel (9).

2.1.  Wirkung im Mausmodell

In Tierstudien zeigte sich ein Einfluss des Insulinliquorspiegels sowohl
auf den Katecholaminstoffwechsel, die hepatische Glukoneogenese,
Glykogenbildung im Muskel als auch insgesamt auf die periphere
Insulinsensitivitat (10)(11)(12)(13). Somit hat ein erhohter Liquorinsulinspiegel
ahnliche Effekte wie eine Insulinerhdhung im Plasma. Der Korper reagiert auf
diesen mit einem ausreichenden Energieangebot korrelierenden Insulinanstieg
mit einem negativen Feedback auf die Nahrungsaufnahme, sowie die
hepatische Gluconeogenese. Diese Anpassung der Homoostase geschieht vor
allem Uber eine erhdhte hepatische Insulinsensitivitat (8). Dies ist eine
Schlusselstelle um unter physiologischen Bedingungen einer weiteren
Glukosebereitstellung und damit einer Hyperglykamie entgegen zu wirken. Wird
dieser zentrale Insulinrezeptor gezielt ausgeschaltet, fihrte das im knock-out
Mausmodell zum einen zu Infertilitat und Uber eine gesteigerte
Nahrungsaufnahme zu einer verminderten peripheren Insulinsensitivitat
(14).Die zentral gesteuerte Anpassungsreaktion auf die Glukosehomoostase

und die Ganzkorper Insulinsensitivitat fehlt somit.



1.2.2 Wirkung beim Menschen

Uber die Lokalisation und Wirkung von Insulinrezeptoren im Gehirn beim
Menschen ist noch wenig bekannt. Bei Gesunden zeigen sich in
Magnetenzephalographieaufnahmen des Gehirns Aktivitatsunterschiede, die
abhangig vom zentralen Insulinspiegel sind. Diese insulinabhanigen
Unterschiede treten insbesondere im zerebralen Kortex und Hypothalamus auf,
also Regionen, die unter Anderem fur die Energiehomdostase wichtig sind (15).
Diese Reaktion korreliert negativ mit Alter, Gewicht und dem Plasmaspiegel an
geséttigten freien Fettsduren (15)(16)(17). Eine Méglichkeit zur Anderung des
zentralen Insulinspiegels stellt die Applikation von intranasalem Insulin dar.
Uber einen extrazellularen Transport entlang der Hirnnervenfasern des Nervus
Trigeminus und Olfaktorius gelangt das Insulin so in den Liquor ohne grofiere
Einflusse auf den Plasmainsulinspiegel (6). So kdnnen zentrale Insulinspiegel
erreicht werden, die uber vendse Applikation starke systemische
Nebenwirkungen hervorrufen wurden. Ein weiterer Vorteil der intranasalen
Applikation ist das Umgehen der Blut-Hirn-Schranke, da auch auf dieser Ebene
Pathologien vorliegen kdnnen. Das Ausmal} des Insulintransports Uber die Blut-
Hirn-Schranke korreliert mit der Insulinsensitivitat, sodass es bei
Insulinresistenz zu einem verminderten Transport und somit zu einem
reduzierten Liquorkonzentration von Insulin kommt (18).

Zusatzlich zur Regulation des peripheren Metabolismus haben
Insulinrezeptoren und deren Aktivierung auch Auswirkung auf kognitive und
verhaltensrelevante Funktionen (19).

Fir Gedachtnis und Erinnerung wichtige Hirnareale wie Kortex und
Hippocampus zeigen insulinassoziierte Veranderungen im Hinblick auf die
neuronale Plastizitadt und bei Diabetes Mellitus sogar auf die messbare GroRe
dieser Hirnareale (20)(21). Ahnliche Verdnderungen finden sich auch bei
Morbus Alzheimer. Beide Erkrankungen gehen mit einer zentralen
Insulinresistenz einher und Diabetes Mellitus ist mit einer erhohten Inzidenz von

dementiellen Erkrankungen vergesellschaftet (19). Intranasale Insulingabe
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konnte bei Gesunden die Gedachtnisleistung verbessern und konnte auch bei
diabetesassoziierten Demenzen eine Behandlungsmadglichkeit bieten (22).

Besteht eine zentrale Insulinresistenz, hat dies Auswirkungen auf das
Essverhalten und die Reaktion auf Essensreize. Die Reaktion auf Essensbilder
korreliert negativ mit dem Insulinliquorspiegel (23), wahrend bei einer zentralen
Insulinresistenz im prafrontalen Kortex die Kontrolle Uber eine Ubermafige
Nahrungszufuhr reduziert ist (24). Aullerdem fehlt eine an die aktuelle Energie-
Homdostase angepasste unterschiedliche Reaktion auf hoch- versus
niedrigkalorische Essensbilder. Somit kann ein Teufelskreis aus zentraler
Insulinresistenz, einen Fehlen der Hemmung Ubermaliger hochkalorischer
Nahrungsaufnahme und damit eine weitere Verstarkung dieser Insulinresistenz
bestehen.

Eine haufige Komorbiditat bei Diabetes mellitus stellen Depressionen
dar. Das gemeinsame Auftreten lasst sich nicht nur durch die Effekte eine
chronischen Krankheit erklaren, sondern auch auf die Effekte einer
Insulinresistenz und Inflammationsprozessen zuruckfuhren (25). Insulin
moduliert im Gehirn das serotonerge System und hat somit einen Einfluss auf
einen wichtigen Neurotransmitter der Stimmungsregulation (26). Somit konnte
sich eine Normalisierung des zentralen Insulinreaktion auch beim Menschen

positiv auf die psychische Gesundheit auswirken (27).

3. Insulinsensitivitat des Korpers

3.1. Regulation der Insulinsensitivitat
Physiologisch ist eine Anpassung der Insulinsensitivitat flr einen
madglichst stabilen Plasmaglukosespiegel von Vorteil, da besonders das Gehirn
auf ausreichend Glukose fir den Energiestoffwechsel angewiesen ist.
Regelmallige sportliche Aktivitat fuhrt zu einer Verbesserung
Insulinsensitivitat. Durch eine erhohte Muskelmasse und erhdhte
Glukoseaufnahme und Metabolisierung in den Muskelzellen, wird einer

Insulinresistenz entgegengewirkt (28). Zusatzlich kann korperliche Aktivitat die
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Korperfettmasse und damit den lipotoxischen Effekt minimieren. Freie
Fettsauren und von Fettzellen produzierte Adipocytokine wirken negativ auf die
Insulinsensitivitat (29). Im Gegensatz zu viszeralem Fettgewebe, erhoht die
Aktivierung von braunem Fettgewebe die Insulinsensitivitat und hat somit einen
antidiabetischen Effekt (30).

3.2. Einfluss des Gehirns auf die Insulinsensitivitat

Durch intranasale Insulingabe Ilasst sich bei Insulinsensitiven die
periphere Insulinsensitivitat verbessern (31). Besonders im Gebiet des
Hypothalamus zeigen sich in fMRT Aufnahmen insulinabhangige Effekte. Dieser
Bereich ist eine Hauptregulationsstelle fir den Metabolismus des gesamten
Korpers (5)(32). Allerdings ist diese Reaktion sehr heterogen und unterliegt
auch einem Geschlechterunterschied (33). Zusatzlich zu diesem Unterschied
im Ansprechen der Rezeptoren im Gehirn, ist auch der Insulintransport Uber die
Blut-Hirn-Schranke individuell unterschiedlich (18). So kann es zu einem
volligen Fehlen einer zentralen Insulinreaktion kommen und damit zu einer
zentralen Insulinresistenz. Diese zentrale Insulinresistenz ist assoziiert mit
Adipositas (15).

4. Einfluss des Gehirns auf die Lipolyse

Durch unterschiedliche Faktoren kann die Lipolyse beeinflusst werden. In
der Peripherie spielen dabei vor allem der Plasmainsulinspiegel und die
Konzentration an Stress- und Schildrisenhormonen eine Rolle (34). Einen
weiteren Regulationsmechanismus stellt der Leptinspiegel dar. Das Gehirn
besitzt Rezeptoren flir dieses in den Adipozyten gebildete Hormon. Steigt durch
eine Zunahme des Korperfettgewebes der Leptinspiegel, kann so Uber das
Gehirn ein negatives Feedback auf die Lipogenese im Fettgewebe gegeben
werden(35). Fehlt dieses Feedback durch eine Leptinresistenz im Gehirn, kann

dies zu Adipositas flhren.
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Zusatzlich zur Insulinkonzentration im Plasma spielt auch die
Liquorinsulinkonzentration eine eigenstandige Rolle bei der Regulierung der
Lipid-Homoostase. Nach intranasaler Insulingabe und erhohter Aktivitat der
Insulinrezeptoren im Gehirn wurde ein Abfall der freien Fettsauren im Plasma
beobachtet (36). Dies kann auf eine Suppression der Lipolyse bei gleichzeitig
erhohter Lipogenese zurtuckgefuhrt werden. Im Mausmodell wurde nach
direkter Insulinapplikation in den Hypothalamus eine erhdhte sympatische
Aktivierung des viszeralen Fettgewebes, nicht jedoch des subkutanen
Fettgewebes gefunden (37). Bei einem Funktionsverlust der zentralen
Insulinrezeptoren konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden.

Auch die Wirkung von Life-Style-Interventionen beim Menschen wird
durch zentrale Insulinsensitivitat besonders im Hinblick auf Gewichtsverlust und

Korperfettmasse beeinflusst (38).

5. Moglichen Einfluss des Gehirns auf das Cholesterin

Cholesterin stellt eine wichtige Komponente der Zellmembran dar. Es
sorgt fur die Membranstabilitdt und den extra- und intrazellularen Transport.
Korperzellen werden durch Lipoproteine Uber das Blut mit Cholesterin versorgt.
Dieser Transport funktioniert allerdings nicht Gber die Blut-Hirn-Schranke, so
dass das Gehirn auf eine eigenstandige Cholesterinsynthese angewiesen ist
(39). Reguliert wird die Synthese insbesondere Uber das Sterol regulatory
element-binding protein-2 (SREBP-2).

Im diabetischen Mausmodell zeigte sich niedrigere SREBP-2
Mengeneine und eine daraus resultierende reduzierte Cholesterinbiosynthese,

die sich durch Insulininjektion in das Gehirn normalisieren lies (40)(41).

12



1.6 Fragestellung

Da ein Knock out des Insulinrezeptors im Tiermodell eine periphere
Insulinresistenz bewirkt (14), stellen wir nun die Hypothese auf, dass durch die
Erhohung der intrazerebralen Insulinspiegel durch intranasale Insulingabe mit
verstarktem Insulinsignalling im Gehirn bewirkt wird, dass es zu einer
Verbesserung der Insulinsensitivitat in den peripheren Geweben kommt.

Goldstandard zur Bestimmung der Insulinsensitivitat ist der
hyperinsulinamische euglykdmische Glukose Clamp. Inwieweit sich die
periphere Insulinsensitivitat bei jungen und gesunden Mannern nach Erhohung
der zerebralen Insulinspiegel durch intranasaler Insulingabe andert, soll in
dieser Arbeit mit einem solchen Clamp Experiment untersucht werden. Bei
dieser Methode wird exogenes Insulin und Glukose zugeflhrt. Da Insulin im
Plasma bei Gesunden die Lipolyse hemmt und dies auch flr die zentrales
Insulin bekannt ist , stellt sich auRerdem die Frage, ob und in welchem Ausmalf}
eine gehemmte Lipolyse durch intranasale Insulingabe weiter supprimiert
werden kann.

Viele insulinabhangige Reaktionen im Gehirn sind bei erhéhtem
Korpergewicht weniger stark ausgepragt, das heil’t je hdher das Korpergewicht
ist, desto weniger reagiert das Gehirn auf eine Anderung des Insulinspiegels
(15). Wie stark diese Faktoren auf die mégliche Anderung der Insulinsensitivitat
Einfluss nehmen, lasst sich durch das Untersuchen von sowohl
normalgewichtigen, als auch von adipdsen Probanden darstellen.

Da eine gestorte Insulinsensitivitat in der Pathogenese des Typ 2
Diabetes mellitus eine Hauptrolle spielt und schon vor Manifestation beobachtet
werden kann (3), ist die Erforschung der zentralen Steuerungsmechanismen
von groRer Bedeutung um die multifaktoriellen Genese dieses immer mehr

Menschen betreffenden Krankheitsbildes zu verstehen (1).
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2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der medizinischen
Fakultat der Eberhart Karls Universitat Tubingen begutachtet und zugelassen.
Alle Probanden wurden vor Versuchsdurchfuhrung schriftlich und mundlich Gber
mdgliche Risiken, Art der Untersuchungen und Ziele aufgeklart und haben
schriftlich der Teilnahme an der Studie zugestimmt. Diese Zustimmung konnten
die Probanden jederzeit zurtickziehen.

Die Studie wurde randomisiert, einfach verblindet und placebokontrolliert

in der Medizinischen Klinik IV in Tubingen durchgeflhrt.

2.2 Probanden

2.2.1 Einschlusskriterien und Teilnahmevorraussetzungen

Fur die Studie wurden stoffwechselgesunde Manner zwischen 18 und 40
Jahren gesucht. Es wurden zwei Personengruppen gesucht, zum einen
normalgewichtige (BMI bis 25), zum anderen Ubergewichtige/adipdse
Probanden (BMI tber 30).

Aulerdem waren ein normwertiges Routinelabor und ein HbA1c <6,0%

Voraussetzung.

Ausschlusskriterien:
- Grunderkrankungen oder Medikamenteneinnahme
- Probanden, bei denen eine Operation in den letzten 3 Monaten stattfand
- Gleichzeitige Teilnahme an anderen Studien
- Hb < 13g/dl
- Minderjahrige oder nicht einwilligungsfahige Personen wurden ebenfalls

ausgeschlossen
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2.2.1 Teilnehmer

Die erste Kohorte bestand aus zehn normalgewichtigen Mannern
(Durchschnittsalter 26+1 Jahre, Durchschnittsgewicht 77+6 kg, BMI 21,9+1,6
kg/m?2). Diese wurde mit der zweiten Kohorte aus flinf ibergewichtigen Mannern
verglichen (Durchschnittsalter 28+2 Jahre, Durchschnittsgewicht 11610 kg,
BMI 33,242,2 kg/m?).

Um Grunderkrankungen auszuschliel3en wurden alle Teilnehmer vor der
Studie von dem Priufarzt untersucht. Auflerdem wurde ein Routinelabor
angefertigt. Dieses beinhaltete:

- Differentialblutbild

- Entzindungsmarker

- Elektrolyte

- Nierenfunktionsparameter

- Cholesterin und Trigylceride
- Transaminasen

- Insulin und C-Peptid

- TSH

- Nuchternglucose und HbA1c

2.3 Versuchsprotokoll

Jeder Proband nahm an zwei unterschiedlichen Versuchstagen teil. Die
Reihenfolge war randomisiert. Zwischen beiden Versuchstagen lag mindestens
ein freier Tag. An beiden Tagen unterzogen sich die Probanden einem
euglykamischen hyperinsulinamischen Glukose Clamp Uber 210 Minuten.
Einmal wurde zur Minute 90 nasales Insulin appliziert, am jeweils andern Tag

erfolgte eine nasale Placebogabe.
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2.3.1 Euglykdamischer hyperinsulinamischer Glukose Clamp

Der Euglykdamische hyperinsulinamische Glukose Clamp bietet die
Moglichkeit die Insulinsensitiviat und den Insulinsensitivitatsindex
(Glukoseinfusionsrate geteilt durch Plasmainsulinspiegel) zu bestimmen. Ziel
des euglykamischen Clamp (gr.: eu = normal, gut) ist den Blutglukosespiegel
bei einem Wert von 90mg/dl zu halten (engl.: to clamp = einspannen). Dabei
wird kontinuierlich Insulin mit einer Laufrate von 0,25mU/min/kg Kérpergewicht
infundiert und so eine hyperinsulinamische Stoffwechsellage hergestellt.

Die Untersuchungen begannen nach einer nachtlichen Fastenperiode
(ab 20Uhr des Vorabends) morgens um 7:15Uhr beim nidchternen Probanden
und wurden uber den gesamten Verlauf im Liegen durchgefuhrt. Wahrend
dieser Zeit blieben die Probanden nuchtern und es wurde darauf geachtet, dass
sie keinen visuellen oder olfaktorischen Essensreizen ausgesetzt waren.
Aulerdem durften die Probanden wahrend der Versuchszeit nicht schlafen.

Nach der BegrifRung und erneuten Klarung von Fragen und
Ausschlusskriterien erhielt jeder Proband zwei venose Zugange. Davon dient
einer der Infundierung von Glukose (20%) und Insulin (0,25mU/min/kg
Korpergewicht) und lag nach Mdoglichkeit in der Armbeuge. Der andere wurde
am kontralateralen Arm zur regelmafigen Blutentnahme gelegt um Glukose,
Insulin, C-Peptid und weitere Laborparameter zu bestimmen. Dieser zweite
Zugang wurde in eine Handrickenvene gelegt und die Hand mit einem
Heizkissen bis maximal 40°C gewarmt um jederzeit die Abnahme von
arterialisierten Venenblut zu ermdglichen.

Nach zwei Basalblutabnahmen (Minute -30 und Minute 0), wurde die
Insulininfusion gestartet. In den ersten 7 Minuten wurde die Laufrate der
Insulininfusion erhéht um maoglichst schnell einen stabilen Plasmaspiegel zu
erreichen. Danach blieb die Laufrate wahrend des gesamten Clamps konstant
bei 0,25mU/kgKG/min. Um eine Hypoglykdmie zu vermeiden und den
Blutglukosespiegel im Zielbereich zu halten wurde die Laufrate der 20%igen
Glukoseldsung variabel angepasst. Dafur wurde wahrend des gesamten
Clamps alle funf Minuten der Blutzucker bestimmt und die Glukoseinfusionsrate

manuell an den gemessenen Blutzucker adaptiert .
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Bei Minute 90 wurde nasal Insulin oder Placebo verabreicht und davor
und danach jeweils die Insulinsensitivitat Uber einen Zeitraum von 30 bzw. 60
Minuten gemittelt.

Weitere Blutentnahmen und Laborwertbestimmungen fanden zu den
Minuten 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 180, 195 und 210 aus dem
arterialisierten Zugang der gewarmten Hand statt. Der Clamp wurde nach einer
Gesamtzeit von 210 Minuten beendet. Die Probanden wurden weitere 30
Minuten Uberwacht und erhielten ein Frihstick, sowie ein Mittagessen um eine
Hypoglykamie auszuschliel3en.

Hierbei kam es zu keinerlei Komplikationen bei den Probanden. Auf
einen ausreichend hohen Blutzuckerspiegel nach Ende des Clamps wurde
geachtet und einer maoglichen Hypoglykamie durch eine kohlenhydratreiche

Mahlzeit vor Verlassen der Studienraume entgegengewirkt.

2.3.2 Intranasale Insulingabe

Durch die intranasale Insulingabe soll die Insulinkonzentration im
Zentralnervensystem erhoht werden. Den Probanden wurde zur Minute 90 eine
Insulindosis von 160 IU (2 Hube a 10 IU in jedes Nasenloch, viermalige
Wiederholung mit je 1min Abstand) verabreicht. Der Insulinspiegel im Liquor
steigt dabei nach 10min an, erreicht seinen Héhepunkt nach 30min und ist nach
80min wieder normwertig. Dabei andert sich weder der Plasmainsulinspiegel,
noch der Blutglukosewert statistisch signifikant (6). Somit lassen sich
Liquorkonzentrationen erreichen, die Uber eine subkutane oder vendse Gabe
starke systemische Nebenwirkungen zur Folge hatten.

Am Placebotag fand derselbe Ablauf mit dem einzigen Unterschied des
Placebosprays statt Insulinspray statt. Aufgrund des gleichen Losungsmittels
war ein olfaktorischer Riickschluss auf Art des Sprays weder den Probanden

noch der Versuchsleitung maoglich.
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2.4 Materialien

Insulin Name: Insuman Rapid

Hersteller: Sanofi Pharma Deutschland GmbH,
Frankfurt am Main, Deutschland

Glukoseldésung Name : Glucosteril 20%

Hersteller: Fresenius Kabi GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

NaCl-Lésung (zum Spulen) Name: NaCl-Lésung 0,9%

Hersteller: Fresenius Kabi GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Insulin Nasenspray Name: Insulin Actrapid
Hersteller: Novo Nordisk, Copenhagen,
Denmark
Placebo Nasenspray Name: Tragerlosung ohne Insulin

2.5 Blutentnahmen

Das Blut fur die Laborbestimmungen und die Bestimmung der
Blutglukose wurde weit distal aus dem gewarmten Arm entnommen und somit
eine Arterialisation sichergestellt. Um den Zugang offen zu halten wurde Uber
diesen mit niedriger Laufrate eine NaCl-Losung infundiert. Vor jeder
Blutentnahme wurden deshalb 2ml Blut-Infusions-Gemisch gesondert
entnommen und verworfen um eine Verfalschung der Proben zu vermeiden.

Die Blutproben fur die Laborbestimmungen wurden sofort auf Eis

gelagert und an das Zentrallabor geschickt.
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2.6 Messungen

2.6.1 Blutglukosespiegel und HbA1lc

Alle finf Minuten wurde jeweils direkt nach der Entnahme die
Plasmaglukosekonzentration bestimmt. Daflir wurde das Gerat YSI 2300 STAT
plus (Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, USA) mit der Glukose-
Oxidase-Methode verwendet.

Der Gehalt an HbA1c wurde aus EDTA-Blut mithilfe einer

Hochleistungsflissigkeitschomatographie bestimmit.

2.6.2 Laborparameter

Aus dem Plasma wurden die Insulin- und C-Peptidspiegel mittels
Chemilumineszenz Assays bestimmt (ADVIA-Centaur; Siemens, Germany). Die
Messung der freien Fettsauren, HDL und LDL erfolgte enzymatisch aus dem
Plasma. Die Messung des CRP erfolgte mittels Immunturbidimetrie. Das TSH
wurde mit der Methode CLIA (Centaur) bestimmt.

2.7 Berechnungen

Body-Mass-Index (BMI):

BMI = Kérpergewicht (in kg)/ (Kérpergrofie (in cm))?

Insulinsensitivitatsindex:

Fur die Berechnung des Insulinsensitivitatsindex im Steady State wurde

die mittlere Glukoseinfusionsrate Uber 30min bzw. 60min bestimmt, die
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notwendig war um die Probanden in einer euglykamischen Stoffwechsellage zu
halten. Dieses wurde jeweils fur die Minuten 60-90, sowie 150-210
durchgefihrt. Anschlielfend wurde der Wert durch die mittlere

Plasmainsulinkonzentration in diesen Zeitraumen geteilt.

2.8 Statistische Auswertung

Fir alle Berechnungen wurde ein Signifikanzniveau von alpha=0,05
festgelegt. Die Ergebnisse sind, soweit nicht anders angegeben, als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts dargestellt. Nicht-normalverteilte Parameter
wurden logarithmiert. Fir die Auswertung der Daten wurde das Softwarepaket
JMP10 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA) verwendet. Die statistischen
Vergleiche zwischen den Gruppen beruhen auf einer Varianzanalyse flr
Messwiederholungen (MANOVA) mit der unabhangigen Variable Spray-
Applikation (Insulin vs. Placebo) und dem within-subject-Faktor Zeitpunkt der

Messung.
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3 Ergebnisse

3.1 Probandencharakteristika

Vor dem Beginn des hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose
Clamps wurden Probandencharakteristika bestimmt, dargestellt in Tabelle 1.
Fur den Unterschied zwischen Gruppe ,Normalgewichtige“ und
,Ubergewichtige“ wurde der p-Wert anhand eines t-Tests ermittelt.

Zwei Probanden wurden schon vor Beginn des Clamps von der Studie
ausgeschlossen, da bei einem ein Pradiabetes diagnostiziert wurde und der

andere am Versuchstag nicht nuchtern erschien.

Tabelle 1: Probandencharakterisika, im Vergleich Normalgewichtige und

Ubergewichtige
Normalgewichtig Ubergewichtige p-Wert
e
Anzahl 10 5
Alter (Jahre) 26 + 1 28 £ 2 0,4
Gewicht (kg) 77 £ 6 116 = 10 0,0059
GroRe (cm) 187 + 2 185+ 3 0,6
BMI (kg/m?) 21,9+1,6 33,2+2.2 0,0011
Nichternblutzucker 94 +2 99 x4 0,2
(mg/dl)
HbA1c (%) 51+0,1 52+0,2 0,6
Nuchterninsulin (pmol/ 41,7 + 10,1 81,0 £ 16,1 0,06
1)
TSH (mU/l) 25+0,3 22+0,6 0,6
CRP (mg/dl) 0,1+0,1 0,8+0,2 0,0034
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Die 10 schlanken und 5 Ubergewichtigen Probanden unterschieden sich
nicht signifikant in Alter (p=0,4) und GroRRe (p=0,6). Ein signifikanter Unterschied
zeigte sich in Gewicht (p=0,0059) und BMI (p=0,0011). Das mittlere Gewicht
betrug bei den Normalgewichtigen 77kg, bei den Ubergewichtigen 116kg. Die
Normalgewichtigen lagen mit einem durchschnittichen BMI von 21,9 im
normalen Gewichtsbereich, die Ubergewichtigen mit 33,2 im Mittel im Bereich
der Adipositas Grad 1.

Die Nuchternblutzuckerwerte (p=0,2), HbA1c (p=0,6) und TSH (p=0,6)
zeigten keinen signifikanten Unterschied und lagen bei beiden Gruppen im
Normbereich. Keiner der Probanden zeigte hier Werte die auf eine
Stoffwechselstorung oder einen manifestierten Diabetes mellitus hinweisen
wirden. Deskriptiv zeigten die Ubergewichtigen sowohl bei der
Nuchternglukose als auch beim HbA1c hohere Werte als die
Normalgewichtigen.

Im Nuchterninsulin lies sich mit einem p=0,06 ein marginal signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen feststellen. Hier lagen die Ubergewichtigen
mit einem Mittelwert von 81pmol/l Gber den Normalgewichten. Diese lagen im
Mittel bei 41,7pmol/l.

Ein signifikanten Unterschied ergab sich bei dem Entzindungsmarker
hoch-sensitives CRP (p=0,0034). Die Normalgewichtigen wiesen ein mittleres
CRP von 0,1mg/dl auf, wahrend die Ubergewichtigen im Mittel bei 0,8mg/dI

lagen.

3.2 Insulinsensitivitat im hyperinsulinamen euglykamischen Clamp
Sowohl die Normalgewichtigen als auch die Ubergewichtigen wurden
dem hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamp, jeweils mit

Insulinspray und Placebo, unterzogen.
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3.2.1 Normalgewichtige

Zuerst wurde die Gruppe der normalgewichtigen, stoffwechselgesunden
Probanden mithilfe eines hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose
Clamp uber 210min untersucht. 30 Minuten vor Beginn des Clamps fand eine
erste Blutenthahme statt. Geclampt wurde mit einer Insulinlaufrate von 0,25mU/
kg KG/min. Zur Minute 90 wurden 160U Insulin bzw. Placebo als intranasales
Spray verabreicht. Eine konstante Glukoseinfusionsrate (GIR) bezogen auf das

Korpergewicht (mg/kg KG/min) lies sich nach 45 Minuten erreichen (siehe Abb.
1).
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Abb.1: Glukoseinfusionsrate (mg/kg KG/min) im hyperinsulinamischen euglykdmischen
Glukose Clamp uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der
Gabe von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weille Kreise) bei
10 normalgewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert =
Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen
berechnet (MANOVA). Abbildung modifiziert aus (44)

Die Glukoseinfusionsrate der Normalgewichtigen im hyperinsuliamischen

euglykamischen Glukose Clamp, dargestellt in Abbildung 1, stieg nach Start der
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Insulininfusion in den ersten Minuten kontinuierlich an. Im ersten Steady State
(Minute 60-90) vor Sprayapplikation lag die Glukoseinfusionsrate an beiden
Tagen konstant um durchschnittlich 2,75+0,36 mg/kg/min. Nach Anpassung der
GIR nach Sprayapplikation lies sich ein zweiter Steady State (Minute 150-210)
einstellen. Hier lagen die Mittelwerte nach Insulinsprayapplikation bei 4,22+0,56
mg/kg/min, nach Placebo bei 3,20+0,35 mg/kg/min. Somit war nach der Gabe
des Insulinsprays eine signifikant hohere GIR verglichen mit Placebospray
notwendig um im euglykdmischen Bereich zu bleiben (pmanova=0,0015). Da sich
die Probanden leicht in Alter und BMI unterschieden, wurde in einer weiteren
Varianzanalyse der Unterschied fur diese beiden Variablen kontrolliert. Dabei
bleib der Unterschied der GIR zwischen Insulinspray und Placebo statistisch
signifikant (pmanova=0,0045).

Dieselben statistischen Berechnungen erfolgten flr den aus dem Clamp
durch Teilung der GIR im Steady State durch das mittlere Plasmainsulin in
diesem Zeitraum abgeleiteten Insulinsensitivitatsindex. Die Werte im Steady
State nach Sprayapplikation lagen bei Insulingabe bei 151+9% bei Placebo bei
111+£10% verglichen mit den Ausgangswerten im ersten Steady State vor
Spraygabe und unterschieden sich damit signifikant (p=0,0077). Aufgrund der
leichten Unterschiede von Alter und BMI innerhalb der Kohorte wurde auch der
Insulinsensitivitatsindex darauf kontrolliert. Die Signifikanz der Unterschiede des
Insulinsensitivitatsindex zwischen Insulinspay und Placebo blieb auch nach
Kontrolle fur Alter und BMI bestehen (p=0,0038).

Um einen moglichen Einfluss von Plasmaglukosespiegel, sowie Insulin-
und C-Peptid-Spiegel auf die GIR und auch Anderungen dieser Werte selbst zu
bemerken, wurden diese Laborparameter an beiden Tagen zu mehreren
Zeitpunkten bestimmt (siehe Abb.2-4). AulRerdem lie3 sich Uber den
Plasmaglukosespiegel die Euglykamie, uber die Plasmainsulinkonzentration die
Hyperinsulimame des hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamps

kontrollieren.
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Abb.2: Plasmaglukose (mmol/l) im hyperinsulindmischen euglykdmischen Glukose
Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weilte Kreise) bei 10
normalgewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert £ Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fiir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
Abbildung modifiziert aus (44)

Wie in Abbildung 2 dargestellt, bewegte sich der Plasmaglukosespiegel der
Normalgewichtigen wahrend des hyperinsulinamischen euglykamischen
Glukose Clamps in einem Bereich zwischen 4,5mmol/l und 5,5mmol/l. Die
Probanden befanden sich wahrend der gesamten Versuchsdauer in der
Euglykédmie. Diese anderte sich nach Start des Clamps nicht signifikant. Der
Spiegel der Plasmaglukose zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
Insulinspray und Placebo (pmanova=0,6) und es zeigte sich auch kein Effekt auf
die Sprayapplikation als solche. Der Blutglukosespiegel lag an beiden Tagen im
euglykdmischen Zielbereich und entspricht damit einem eugykamischen

Glukose Clamp.
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Abb.3: Plasmainsulin (pmol/l) im hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamp
Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe von
intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weille Kreise) bei 10
normalgewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fiir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
Abbildung modifiziert aus (44)

Im Verlauf des Clamps wurde, wie in Abbildung 3 zu sehen, bei den
Normalgewichtigen eine konstante Hyperinsulinamie erreicht. So stiegen die
Mittelwerte des Plasmainsulins von 45,6+3,6 pmol/l in der Minute 0 auf 156,
816,0 pmol/l in der Minute 75 und blieben in diesem Bereich fiir die Dauer des
restlichen Clamps. In den ersten 15min nach intranasaler
Insulinsprayapplikation zeigte sich eine leichte Erhohung des Plasmainsulins
auf 212,1£18,9 pmol/l (versus am Placebotag 168,9+10,2), die jedoch nicht
statistisch signifikant wurde (pttest=0,07). Bereits nach weiteren 15min konnte
kein Unterschied mehr beobachtet werden (pttst=0,3). Dieser Effekt trat nach
Placebospray nicht auf.

Insgesamt unterschieden sich die Plasmainsulinwerte der
Normalgewichtigen im hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamp

jedoch nicht signifikant zwischen Insulinspray und Placebo (pmanova=0,3).
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Abb.4: Plasma C-Peptid (pmol/l) im hyperinsulinamischen euglykédmischen Glukose
Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weilte Kreise) bei 10
normalgewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert £ Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
Abbildung modifiziert aus (44)

Der Plasmaspiegel an C-Peptid der Normalgewichtigen sank, wie in Abbildung
4 zusehen, im Verlauf des Clamps von 399+24 pmol/l zu Beginn auf 260+21
pmol/l in der Minute 210. Dieser kontinuierliche Abfall andert sich weder durch
die Applikation von Insulinspray noch durch Placebospray.
Die kurzfristige Erhéhung des Plasmainsulinspiegels nach Insulinspray
Gabe (Minute 105), ging nicht mit einer weiteren Suppression des C-Peptid
Spiegels oder einer Anderung der Plasmaglukose einher.
Ein signifikanter Unterschied der C-Peptitkonzentration bei
Normalgewichtigen im hyperinsulinamischen euglykdamischen Glukose Clamps
zwischen Insulinspray und Placebo konnte nicht beobachtet werden

(pmanova=0,4).
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3.2.2 Ubergewichtige

Um den Einfluss von Korpergewicht und BMI auf die Reaktionen auf
intranasales Insulinspray zu untersuchen, wurden eine zweite Kohorte einem
hyperinsulinamischen euglykdamischen Glukose Clamp unterzogen. Es wurden
wieder die Glukoseinfusionsrate, Plasmaglukose, Plasmainsulin und C-Peptid
zu mehreren Zeitpunkten bestimmt (Abb. 5-8) um einen Méglichen Einfluss auf
dieser Werte auf die Insulinsensitivitat zu detektieren und die Werte der beiden
Kohorten vergleichen zu kdnnen. Wie in der Kohorte der Normalgewichtigen
wurde nach 90 Minuten 160U Insulin als Nasenspray oder zur Kontrolle
Placebospray appliziert. In dieser Gruppe lag der mittlere BMI bei 33, die
Probanden waren ansonsten stoffwechselgesund und unterschieden sich in

Grolde (p=0,6) und Alter (p=0,4) nicht signifikant von den Normalgewichtigen.
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Abb.5: Glukoseinfusionsrate (mg/kg/min) im hyperinsulindmischen euglykédmischen
Glukose Clamp tUber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der
Gabe von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weil’e Kreise) bei 5
Ubergewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
Abbildung modifiziert aus (44)
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Die Glukoseinfusionsrate der Ubergewichtigen im Rahmen des
hyperinsulinamischen euglykdamischen Glukose Clamps, dargestellt in
Abbildung 5, lag im ersten Steady State (Minute 60-90) im Mittel bei 2,42+0,42
mg/kg/min. Diese Laufrate lag deutlich unter der der Normalgewichtigen. Im
zweiten Steady State (Minute 150-210) lag der Mittelwert bei 2,16£0,41 mg/kg/
min. Dabei zeigte sich bei der Glukoseinfusionsrate bei den Ubergewichtigen
kein signifikanter Unterschied zwischen Insulinspray und Placebo (pmanova=0,6)
und es zeigte sich keine Reaktion auf die Sprayapplikation selbst. Deskriptiv
lie® sich ein leichter Anstieg der GIR im Verlauf des Clamps detektieren.
Insgesamt war eine niedrige GIR als bei den Normalgewichtigen notwendig um
im euglykamischen Zielbereich zu bleiben.

Im Gegensatz zu den Normalgewichtigen zeigte sich bei den
Ubergewichtigen im hyperinsulindmischen euglykdmischen Glukose Clamp kein

messbarer Effekt von intranasalem Insulin auf die Glukoseinfusionsrate.
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Abb.6: Plasmaglukose (mmol/l) im hyperinsulindmischen euglykdmischen Glukose
Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weille Kreise) bei 5
Ubergewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.
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Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fiir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
Abbildung modifiziert aus (44)

Der Plasmaglukosespiegel der Ubergewichtigen, zu sehen in Abbildung
6, lag mit Mittelwerten um 5,0mmol/l im Zielbereich des hyperinsulinamischen
euglykamischen Glukose Clamps und blieb wahrend des Clamps stabil.

Es zeigte sich in der Kohorte der Ubergewichtigen kein Unterschied
zwischen der Plasmaglukosekonzentration nach Insulinspray oder Placebo
(pmanova=0,4).
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Abb.7: Plasmainsulin (pmol/l) im hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamp
Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe von
intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weille Kreise) bei 5
Ubergewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.

Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fiir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
Abbildung modifiziert aus (44)

Auch bei den Ubergwichtigen wurde im Verlauf des Clamps die
Hyperinsulinamie, zu sehen in Abbildung 7, erreicht. Dabei lagen die
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Ausgangswerte des Plasmainsulins mit im Mittel 78,4+19,5pmol/l deutlich Uber
denen der Normalgewichtigen (45,6+£3,6 pmol/l) und stiegen bis zum Ende des
Clamps auf 226,4+29,5 pmol/l nach Insulinspray und 232,3+45,1 pmol/l nach
Placebo.

Wie bei den Normalgewichtigen zeigte sich ein kurzer Anstieg des
Plasmainsulinspiegels 15min nach Insulinsprayapplikation, der jedoch keinen
Einfluss auf die Plasmaglukose hatte. In der nachsten Messung nach weiteren
15min zeigte sich kein Unterschied mehr. Das Placebospray hatte keinen
Einfluss auf den Plasmainsulinspiegel.

Insgesamt wurde bei den Ubergewichtigen der Unterschied in der

Insulinkonzentration zwischen den beiden Tagen nicht signifikant (pmanova=0,4).
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Abb.8: Plasma C-Peptid (pmol/l) im hyperinsulindmischen euglykdmischen Glukose
Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weile Kreise) bei 5
Ubergewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
Abbildung modifiziert aus (44)
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Der C-Peptid Spiegel im Plasma, dargestellt in Abbildung 8, sank im
Verlauf des hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamps bei den
Ubergewichtigen von anfangs im Mittel 564+94 pmol/l auf 363+37 pmol/l in der
letzten Messung in Minute 210. Sowohl Anfangs- als auch Endwert lagen
deutlich Gber den C-Peptidwerten der normalgewichtigen Kohorte.

Es zeigte sich keine Anderung wahrend des kurzen Anstiegs des
Plasmainsulins nach Insulinsprayapplikation, die auf eine weitere Suppression
des C-Peptids hindeuten konnte. Ein signifikanter Unterschied der C-Peptid
Werte zwischen Insulinsprayapplikation und Placebo bestand in der Kohorte der

Ubergewichtigen nicht (pmanova=0,1).

3.2.3 Vergleich Normalgewichtige versus Ubergewichtige

Um den Effekt des intranasalen Insulinsprays auf die Anderung des
Insulinsensitivitatsindex von anderen moglichen Faktoren abzugrenzen, wurde
jeweils der Unterschied des Insulinsensitivitdtsindex vor und nach
Sprayapplikation berechnet. Dann wurde der Wert des Placebosprays von dem
des Insulinsprays subtrahiert und die Anderung in Prozent berechnet. Dabei
zeigten sich deutliche Unterschiede des Insulinsensitivitatsindex zwischen den
beiden Kohorten (p=0,0094), dargestellt in Abbildung 9, der auch nach Kontrolle
fur Alter (p=0,0068) bestehen blieb. AulRerdem lies sich ein marginal

signifikanter Unterschied in der Glukoseinfusionsrate feststellen (p=0,07).
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Abb.9: Anderung des Insulinsensitivitatsindex im hyperinsulindmischen euglykdmischen
Glukose Clamp (ber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min nach
Insulinsprayapplikation im Vergleich zum Ausgangswert in Prozent. Verglichen werden
auRerdem Normalgewichtige versus Ubergewichtige. Angegeben ist der Mittelwert *
Standardabweichung. Unterschiede wurden mittels ungepaartem t-Test auf statistische
Signifikanz getestet. Abbildung modifiziert aus (44)

Wahrend es bei den Normalgewichtigen zu einem signifikanten Anstieg
des Insulinsensitivitatsindex nach Insulinsprayapplikation verglichen mit
Placebospray kam (p=0,0077), ergab sich keine solche Anderung bei den
Ubergewichtigen (p=0,9). Allerdings zeigte sich in beiden Kohorten auch nach
Placebosprayapplikation im Verlauf des Clamps eine leichte Verbesserung des
Insulinsensitivitatsindex im zweiten Steady State verglichen mit den Werten des

ersten Steady States.
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Es zeigte sich ein Trend fur eine negative Korrelation zwischen
Insulinsensitivitatsindex und BMI (p=0,1) und eine signifikante negative
Korrelation fur das Alter (p=0,0080). Somit zeigten besonders die jungen und
schlanken Probanden eine messbare Reaktion auf die intranasale
Sprayapplikation. Dieser Effekt wurde durch Alter und hdéherem BMI
abgeschwacht und in der Kohorte der Ubergewichtigen zeigte sich keine
Reaktion des Insulinsensitivitatsindex auf intranasales Insulin.

Die Glukoseinfusionsrate korrelierte ebenfalls negativ mit dem BMI
(p=0,0348), allerdings zeigte sich hier keine signifikante Korrelation zum Alter
(p=0,2).

3.3 Freie Fettsauren im Plasma
Um den Einfluss von intranasalem Insulin auf die Lipolyse zu
untersuchen, wurden sowohl bei den Normalgewichtigen (Abb.10), als auch bei
den Ubergewichtigen (Abb.11) die freien Fettsduren im Plasma als Marker flr
die Lipolyse zu mehreren Zeitpunkten im Verlauf des hyperinsulinamischen
euglykdmischen Glukose Clamps gemessen. Je starker die Lipolyse
supprimiert ist, desto groRer ist der erwartete Abfall der freien Fettsduren im

Plasma.

3.3.1 Normalgewichtige
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Abb.10: Freie Fettsauren im Plasma (umol/l) im hyperinsulinamischen euglykamischen
Glukose Clamp uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der
Gabe von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weile Kreise) bei
10 normalgewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert *
Standardabweichung. Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen
berechnet (MANOVA).

Da im hyperinsulinamischen Glukose Clamp exogenes Insulin zugefuhrt
wurde und somit der Insulinplasmaspiegel anstieg (vgl. Abb.3), sank der
Spiegel an freien Fettsauren schon in der ersten Phase des Clamps vor
Sprayapplikation, dargestellt in Abbildung 10. Vor Beginn des Clamps lag der
Plasmaspiegel an freien Fettsduren im Mittel bei 452,5+58,8 ymol/l und sank
bis zum ersten Steady State vor Sprayapplikation auf 70,1+9,0 umol/l ab. Nach
Insulinspray anderten sich diese Werte kaum, es kam zu keinem weiteren Abfall
der freien Fettsduren im Plasma. Dasselbe liel3 sich fur den Verlauf nach
Placebospray beobachten. Auch hier anderten sich die Werte im weiteren
Verlauf des Clamps nicht. In der letzten Messung lag der Mittelwert nach
Insulinspray bei 29,5+2,8 ymol/l, nach Placebospray bei 45,0+6,8 umol/l. Dieser

Unterschied wurde nicht signifikant.
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Der Gehalt an freien Fettsauren und damit die Lipolyse lieRen sich somit
durch Insulinsprayapplikation, verglichen mit Placebo, im Rahmen eines
hyperinsulindmischen Glukose Clamps bei normalgewichtigen, gesunden

Probanden nicht weiter supprimieren (pmanova=0,7).

3.3.2 Ubergewichtige
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Abb.11: Freie Fettsduren im Plasma (umol/l) im hyperinsulindmischen euglykdmischen
Glukose Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der
Gabe von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weilte Kreise) bei 5
Ubergewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).

Im hyperinsulinamischen Glukose Clamp wurde auch bei den
Ubergewichtigen exogenes Insulin zugefiihrt und somit der
Insulinplasmaspiegel angehoben (Abb.7). Daher sank der Spiegel an freien
Fettsauren schon vor Sprayapplikation im ersten Teil des Clamps. Vor Beginn

lag der Mittelwert bei 464,6+53,1 pmol/l und sank bis zum ersten Steady State
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auf 194,8+44,8 ymol/l. Dieser Wert lag hoher als der Vergleichswert in der
normalgewichtigen Kohorte. Nach Insulinsprayapplikation kam es zu keiner
signifikanten Anderung der freien Fettsduren. Auch nach Placebogabe blieben
die freien Fettsauren auf niedrigem Niveau ohne weiter signifikant abzufallen. In
der letzten Messung ergab sich ein Spiegel von 10130 umol/l am Insulin-Tag
und ein Spiegel von 13677 pmol/l am Placebotag.

Der Gehalt an freien Fettsauren und damit die Lipolyse lieRen sich durch
Insulinsprayapplikation, verglichen mit Placebo, im Rahmen eines
hyperinsulindmischen Glukose Clamps bei Ubergewichtigen nicht weiter

supprimieren (pmanova=0,9).

3.4 HDL- und LDL-Cholesterin im Plasma
Um eine mogliche Regulierung des peripheren Cholesterinstoffwechsels
durch die Insulinkonzentration im Liquor zu untersuchen, wurde in beiden
Kohorten der Gehalt an HDL- und LDL-Cholesterin im Plasma zu mehreren

Zeitpunkten bestimmt und jeweils die Werte nach Insulinspray mit denen nach
Placebo verglichen (Abb.12-15).
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3.4.1 Normalgewichtige
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Abb.12: HDL im Plasma (mg/dl) im hyperinsulinamischen euglykédmischen Glukose
Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weilte Kreise) bei 10
normalgewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert £ Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fiir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).

Wie in Abbildung 12 zu sehen, zeigt der Spiegel des HDL im Verlauf des
hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamps bei den
Normalgewichtigen keinen signifikanten Unterschied zwischen Insulinspray und
Placebo (HDL pmanova=0,4). Vor Beginn des Clamps lag der mittlere
Plasmaspiegel bei 49,5+1,6 mg/dl. Deskriptiv ist ein leichter Abfall im Verlauf
des 210-minutigen Clamps an nuchterenen Probanden zu erkennen. So lag der
letzte Messwert am Tag des Insulinsprays im Mittel bei 47,4+2,1 mg/dl, am Tag
des Placebosprays bei 47,3+2,4 mg/dI.

Es zeigte sich an beiden Tagen keine Reaktion der HDL Konzentrationen

auf die Sprayapplikation und damit einen erhohten Insulinliquorspiegel im
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Rahmen eines hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamps bei

Normalgewichtigen.
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Abb.13: LDL im Plasma (mg/dl) im hyperinsulindmischen euglykdmischen Glukose
Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weilte Kreise) bei 10
normalgewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fur Messwiederholungen berechnet (MANOVA).

Die gleichen Messungen wurden fur das LDL durchgefuhrt, siehe
Abbildung 13. Uber einen Zeitraum von 210 Minuten wurde ein
hyperinsulinamischer euglykamischer Glukose Clamp bei Normalgewichtigen
durchgefuhrt und die LDL Konzentrationen nach Insulinspray oder Placebo
verglichen. Der Ausgangswert lag im Mittel bei 72,4+2,8 mg/dl. Es zeigte sich
keine messbare Reaktion auf die Sprayapplikation. Der Wert der letzten
Messung lag nach Insulinspray bei 71,4+4,2 mg/dl, nach Placebo bei 69,7+4,1
mg/dl.
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Deskriptiv zeigt sich ein leichter Abfall des LDL im Verlauf des Clamps
bei den nlchternen Probanden. Ein signifikanter Unterschied der LDL
Konzentrationen zwischen Insulinsprayapplikation und Placebo konnte im
Rahmen eines hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamps bei

Normalgewichtigen nicht festgestellt werden (LDL pmanova=0,2).

3.4.2 Ubergewichtige
Um ein mdglichen Unterschied zwischen Normalgewichtigen und

Ubergewichtigen auf die Insulinsprayapplikation zu detektieren, wurden
dieselben Konzentrationsbestimmungen fur HDL und LDL in der Kohorte der

Ubergewichtigen durchgefiihrt.
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Abb.14: HDL im Plasma (mg/dl) im hyperinsulindmischen euglykédmischen Glukose
Clamp uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weille Kreise) bei 5
Ubergewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.

Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).



Im Verlauf de hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamps
Uber 210 Minuten wurden die HDL Konzentrationen bestimmt, siehe Abbildung
14. Der mittlere Ausgangswert lag bei 36,3+1,6 mg/dl und damit deutliche unter
dem Wert der Normalgewichtigen (49,5+1,6 mg/dl). Im Verlauf des Clamps
zeigte sich keine signifikante Anderung, weder auf die Sprayapplikation, noch
auf den Verlauf nach Insulinspray oder Placebo. In der letzten Messung lag der
mittlere Wert nach Insulinspray bei 35,4+1,8 mg/dl, nach Placebo bei 36,5%+1,6
mg/dl. Auch diese Werte lagen deutlich unter denen der normalgewichtigen
Kohorte.

Damit hat die intranasale Insulinsprayapplikation im Vergleich zu Placebo
im Rahmen eines hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamps
keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentration an HDL bei Ubergewichtigen
(HDL pmanova=0,3).
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Abb.15: LDL im Plasma (mg/dl) im hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose
Clamp Uber 210 Minuten bei einer Insulininfusionsrate von 0,25mU/kg KG/min und der Gabe
von intranasalem Insulinspray (schwarze Kreise) oder Placebospray (weifle Kreise) bei 5
Ubergewichtigen, gesunden Probanden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung.
Der p-Wert wurde mithilfe einer Varianzanalyse fiir Messwiederholungen berechnet (MANOVA).
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Parallel zum HDL wurde in der Kohorte der Ubergewichtigen auch der
Gehalt an LDL im Plasma im Verlauf des hyperinsulinamischen euglykamischen
Glukose Clamps bestimmt, siehe Abbildung 15. Die mittleren Konzentrationen
vor Beginn des Clamps lagen bei 91,2+3,7 mg/dl und damit deutlich Uber den
Ausgangswerten der Normalgewichtigen, die hier nur eine Konzentration von
73mg/dl erreichten. Es zeigte sich keine signifikante Anderung des LDL Spiegel
im Verlauf des Clamps bei den Ubergewichtigen. In der letzten Messung lag der
Mittelwert nach Insulinspray bei 88,6+8,7 mg/dl, nach Placebo bei 90,0+5,5 mg/
dl.

Wie bei den Normalgewichtigen zeigte sich auch bei den
Ubergewichtigen im Rahmen eines hyperinsulindmischen euglykéamischen
Glukose Clamps kein Einfluss von intranasalem Insulin auf den Plasmagehalt

an LDL verglichen mit Placebo (pmanova=0,5).
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4 Diskussion

Das zentrale Ergebnis der vorgelegten Studie ist, dass durch intranasale
Insulingabe und damit verbundener Erhéhung des zerebralen Insulinsignallings
sich eine Verbesserung der peripheren Insulinsensitivitat zeigt, gemessen mit
der Goldstandardmethode des hyperinsulinamisch euglykamischen Clamps.
Diese Verbesserung der peripheren Insulinsensitivitat ist nur bei schlanken
Probanden beobachtbar, nicht bei Ubergewichtigen. Somit ist bei
Ubergewichtigen eine Insulinresistenz des Gehirns zu vermuten. Im Folgenden
werden die Ergebnisse und Methoden der Studie vor dem Hintergrund der

bestehenden Literatur diskutiert.

4.1 Probandencharakteristika

Ein Ziel der Studie bestand darin, die physiologischen Reaktionen auf
intranasales Insulin zu untersuchen. Um mdgliche Einflussfaktoren durch
probandenspezifische Pathologien zu minimieren, wurden sowohl in der
Kohorte der Normalgewichtigen als auch der Ubergewichtigen Probanden mit
chronischen Erkrankungen oder Medikamenteneinnahme ausgeschlossen. Da
die Insulinsensitivitat auch bei Gesunden im Alter abnimmt (17), wurden
moglichst junge Probanden gesucht (Alter < 40 Jahre). Mit einem mittleren Alter
von 26 Jahren bei den Normalgewichtigen und 28 Jahren bei den
Ubergewichtigen, lag unser Probandenkollektiv in diesem Bereich, sodass der
Einfluss des Alters mdglichst niedrig gehalten werden konnte. Mit einer
Spannbreite von 19 — 35 Jahren zeigte sich dennoch ein Alterseinfluss.

Den wichtigsten Unterschied der beiden Kohorten stellte der BMI dar.
Hier konnte durch eine Bandbreite des BMI und einen deutlichen Unterschied
der beiden Kohorten im Kdérpergewicht eine Trennscharfe erreicht werden, die
Aussagen Uber den Einfluss des BMI auf die Reaktion auf intranasales Insulin
zulasst.

Die beiden Kohorten unterschieden sich, wenn auch nicht statistisch
signifikant, auch in ihren Nuchternblutzuckerwerten. Dabei kdnnte der leicht
héhere Wert der Ubergewichtigen fiir eine niedrigere Glukosetoleranz und eine

verminderte Insulinsensitivitét sprechen, die bei Ubergewichtigen schon seit
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langem bekannt ist und die Entstehung von weiterem Ubergewicht durch
insgesamt hohere Insulinspiegel und eine damit verbundene Hemmung der
Lipolyse negativ beeinflussen (4). Zu dieser Erklarung passen die ebenfalls
leicht héheren Nichterninsulinwerte der Ubergewichtigen verglichen mit den
Normalgewichtigen. Beide Laborwerte lagen allerdings im Normbereich, sodass
keine diagnostizierbare Stoffwechselerkrankung vorlag.

Interessanterweise zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Hohe
des Entzindungsmarker CRP. Fur Diabetes Typ 2 ist die Entwicklung
generalisierter inflammatorischer Prozesse bekannt (Mikroinflammation). Diese
Prozesse konnen auflerdem durch Lipotoxizitdt und Adipositas hervorgerufen
werden. Hierbei wird angenommen, dass Makrophagen in weiles Fettgewebe
einwandern und dort eine Mikroinflammation hervorrufen. Aulerdem wird die
Zytokinproduktion und die Produktion akuter Phase Proteine hochreguliert und
die Signalwege der Komplementaktivierung und inflammatorischer Prozesse
verandert (29)(45). Mdglicherweise zeigen sich in dem erhdhten CRP bei den
ansonsten gesunden, adipdsen Probanden erste Anzeichen fiur diesen Prozess.

Ubergewicht kann auch durch eine Hypothyreose hervorgerufen werden.
Eine Storung im hormonellen Regelkreis der Schilddruse hat Auswirkungen auf
den gesamten Metabolismus bis hin zur Entwicklung eines metabolischen
Syndroms (46). Aus diesem Grund wurden alle Probanden im Vorfeld auf ein
erhohtes oder erniedrigtes TSH Uberprift. Hier zeigten sich keine
Auffalligkeiten.

In den weiteren Parametern zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede oder Auffalligkeiten, so dass von zwei Kohorten gesprochen
werden kann, die sich deutlich in ihrem BMI unterscheiden, ansonsten aber
Vergleiche zueinander zulassen. Da jeder Proband mit seinem eigenen
Placebowert verglichen wurde und die Reigenfolge der beiden Messungen
randomisiert wurde, ist der Unterschied der Insulin- versus Placebogruppe so

gering wie moglich gehalten.
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4.2 Verbesserung der Insulinsensitivitat durch intranasales Insulinspray

In vorherigen Studien zeigte sich bei Gesunden eine Reaktion der
peripheren Insulinsensitivitdt auf intranasales Insulin (42). Nach intranasalem
Insulinspray fanden sich niedrigere postprandiale Insulinspiegel als nach
Placebo Applikation. Da sich die Plasmaglukose nicht unterschied, kann damit
auf eine verbesserte Insulinsensitivitat geschlossen werden (42). Eine der
verwendeten Methoden ist die Berechnung des HOMA-IR. In die Berechnung
gehen die gleichzeitig gemessenen Plasmaglukose- und Plasmainsulinspiegel
ein. Der Kehrwert dieses Wertes stellt eine Naherung der Insulinsensitvitat dar.
Hierbei zeigte sich eine kurzfristige Verschlechterung der peripheren
Insulinsensitivitat nach intranasalem Insulin gefolgt von einer deutlich langer
andauernden Periode einer verbesserten Insulinsensitivitat (31). Allerdings
wurde in dieser Studie (wie auch in der aktuell vorgelegten Arbeit) eine geringe
Absorption des Insulinnasensprays mit einem kurzfristigen Anstieg des
Plasmainsulins beobachtet. Da dies mdglicherweise einen Einfluss auf die
Berechnung des HOMA-IR hat, wahlten wir in unsere Studie den
hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamp als genauere Methode

zur Bestimmung der peripheren Insulinsensitivitat.

4.2.1 Messung der Insulinsensitivitat beim Menschen

Fir die Messung der Insulinsensitivitat beim Menschen gibt es
unterschiedliche Methoden. Goldstandard stellt der hyperinsulindmische
euglykamische Glukose Clamp dar. Allerdings ist flr dieses Experiment die
exogene Zufuhr von Insulin notwendig. Meistens wird hierfur eine Dosis von
1mU/kgKG/min verwendet um mit dieser Methode auch insulinresistente
Patienten untersuchen zu konnen. In dieser Dosierung zeigten sich allerdings
im MEG messbare Effekte auf der Hirnaktivitat, wahrend es bei niedrigeren
Dosierungen zu keiner signifikanten Beinflussung kam (15). Daher wahlten wir
in unsere Studie einen Clamp mit einer niedrigeren Insulindosis von 0,25mU/kg/
min um eine zentralnervose Insulinwirkung durch das systemisch applizierte

Insulin des Clamp-Versuchs zu minimieren und somit die Moglichkeit der
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Modulation durch Insulin Nasenspray zu erhalten. Da unsere
Probandenkollektiv stoffwechselgesund war, lie3 sich damit bei allen
Probanden die erforderliche Hyperinsulinamie erreichen.

Systemisch verabreichtes Insulin kann Uber die Blut-Hirn-Schranke ins
Gehirn gelangen und dort die Insulinliquorkonzentration erhéhen (47)(18). Die
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke weist starke individuelle Unterschiede
auf und erste Studien haben Hinweise darauf geliefert, dass dieser Transport
aullerdem sattigbar ist (48)(49). Auch dieser Effekt und seine mdglichen
Konsequenzen lassen sich mit einer niedrigen Insulindosis im Clamp
minimieren, wenn auch nicht vollstandig ausschliel3en.

Aus diesen Grinden wurden die Anderungen der Insulinsensitivitat
placebokontrolliert untersucht. Ein moglicher Effekt des hyperinsulinamischen
euglykamischen Glukose Clamps selber, lie} sich somit herausfiltern.

Beobachten lie® sich auch in den Placebo Messungen ein Anstieg der
Glukoseinfusionsrate und damit der Insulinsensitivitat im Verlauf des Clamps.
Dabei stellt sich die Frage, ob der Glukose Clamp selbst diese Anderung
bewirkt oder zirkadiane Rhythmen diesem Effekt zugrunde liegen. Diese
zirkadiane Rhythmen beruhen unter anderem auf Licht und die davon
abhangige Melatonin Ausschittung, die wiederum die Sekretion des
Wachstumsfaktors Insulin-like growth faktor 2 (IGF-2) beinflusst (50)(51).

Einen weiteren Einfluss auf die Insulinsensitivitat stellt die
Cortisolkonzentration dar. Hohe Cortisolspiegel kdénnen sogar zu einem
steroidinduzierten Diabetes fuhren (52). Die Cortisolspiegel andern sich
allerdings nicht unter dem Einfluss von intranasalem Insulin (31) und Cortisol
bietet somit keine Erklarung fur die unterschiedliche Insulinsensitivitat zwischen
Placebo- und Insulinapplikation und die daraus resultierende Anderung in der
peripheren Insulinsensitivtiat in unserer Studie.

Die Insulinsensitivitat andert sich auRerdem durch Nahrungsaufnahme,
Sport und innerhalb des Tagesverlaufs (29)(28)(50). Da sich die Probanden in
unserem Studiendesign weder korperlich betatigen, noch eine korperlich
anstrengende Anreise zu den Studienraumen (z.B. Fahrradfahren) hinter sich

gehabt haben durften, wurde der mdgliche Effekt von Sport auf die gemessene
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Insulinsinsitivitat so gering wie moglich gehalten. Auch eine Nahrungsaufnahme
blieb bis Ende des hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamps
untersagt. Der Anstieg im Tagesverlauf am Placebotag, zeigte sich sowohl in
der Kohorte der Normalgewichtigen, als auch der Ubergewichtigen. Dieser
Effekt trat auf, obwohl sich bei den Ubergewichtigen kein signifikanter
Unterschied im prozentualen Anstieg des Insulinsenstitivitatsindex nach
intranasalem Insulin verglichen mit Placebo ergab. Somit liegt die Vermutung

nahe, dass zirkadiane Rhythmen die Ursache flr diese Anderungen sind.

4.2.2 Anderung der Insulinsensitivitit in der Kohorte der Normalgewichtigen

Sowohl nach Insulinspray als auch nach Placebo zeigte sich im zweiten
Steady State ein hoherer Insulinsensitivitdtsindex als im ersten Steady State.
Allerdings stieg die Glukoseinfusionsrate und damit der Insulinsensitivitatsindex
nach Insulinspray signifikant héher an als nach Placebo (siehe Abb.1). Ahnliche
Ergebnisse lieferte eine Studie, die die postprandialen Insulinspiegel nach
intranasalem Insulin oder Placebo verglich. Dabei zeigte sich trotz
vergleichbarer Plasmaglukosewerten ein niedriger Insulinspiegel nach
Insulinspray verglichen mit Placebo. Somit war weniger Insulin fur die selbe
Nahrungsmenge notwendig, die Insulinsensitivitat also héher (42).

Eine weitere Studie, die mit intranasalem Insulin arbeitete, lieferte,
zumindest fur die Insulinsensitivitat direkt nach Sprayapplikation gegenteilige
Ergebnisse (31). Im Gegensatz zu dieser Studie, die die Insulinsensitivitat Uber
den HOMA-IR berechnete, zeigten sich in unserer Studie keine Anzeichen einer
initialen Insulinresistenz. Die GIR stieg kontinuierlich an und verdoppelte sich
bei einigen Probanden sogar nach Insulinsprayapplikation im Verlauf des
restlichen Clamps. Damit zeigte sich hinsichtlich der langerfristigen Anderung in
beiden Studien eine Verbesserung der Insulinsensitivitat. In den zwei Stunden,
die unser Clamp nach Sprayapplikation noch andauerte, kam es weder zu
einem Abfall des Insulinsensitivitatsidex noch liel3 sich ein Ruckgang der GIR
gegen Ende des Clamps beobachten. Somit kann man die Vermutung

anstellen, dass die Insulinsenitivitat auch uUber die zwei gemessenen Stunden
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hinaus nach Insulinspray hoher bleibt als nach Placebo. Um dies eindeutig zu
verifizieren und auch Aussagen Uber die Dynamik treffen zu kdnnen, ware eine
FortfGhrung des Clamps notwendig. Dies ware allerdings fur die Probanden
aufgrund der erforderlichen Nuchternheit wahrend des gesamten Experiments
unangenehm und aufwandig.

4.2.2 Einflussfaktor Ubergewicht

Im Gegensatz zu den Normalgewichtigen zeigte sich bei den
Ubergewichtigen kein signifikanter Unterschied im Anstieg der
Glukoseinfusionsrate zwischen Insulinspray und Placebo. Der
Insulinsensitivitatsindex anderte sich zwar auch im Verlauf des Clamps, jedoch
unabhangig von der Art des Spray. Deskriptiv waren die Werte im zweiten
Steady State sogar schlechter nach Insulinspray als nach Placebo.

Ein negativer Einfluss des Kdrpergewichts auf die Insulinsensitivitat, ist
aus zahlreichen Studien bekannt (15)(48)(53)(54)(55)(56). Zu
pathophysiolgischen Veranderungen kann es auf unterschiedlichen Ebenen
kommen. Der natlrliche Weg des Insulins in den Liquor verlauft Gber die Blut-
Hirn-Schranke. Hier kann es, insbesondere bei Ubergewichtigen, zu einem
reduzierten Transport und somit niedrigeren Insulinliquorspiegel kommen (48).
In unserem Clamp-Experiment wurde intranasales Insulin zu Erhoéhung des
Liquorspiegels verabreicht. Dieses gelangt Uber extrazellularen Transport
entlang der Hirnnervenfasern des Nervus Trigeminus und Olfaktorius ins Gehirn
(6). Somit kann der Unterschied in der Reaktion auf intranasales Insulin in
unserem Experiment nicht auf eine Veranderung im Transport Uber die Blut-
Hirn-Schranke beruhen.

Hat das Insulin das Gehirn erreicht, bewirkt es eine Anderung der
Aktivitat bestimmter Hirnareale, die mit der Regulation des Metabolismus
verknlpft sind. Insbesondere der Hypothalamus nimmt hierbei eine
entscheidende Rolle ein und es zeigte sich eine Korrelation zwischen dem
Ansprechen auf intranasales Insulin und der Expression von Insulinrezeptoren

in eben diesem Areal (53)(44). Funktionieren diese zentralen insulinabhangigen
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Funktionsmechanismen allerdings nicht mehr, resultiert daraus eine zentralen
Insulinresistenz (53)(57). Dies koénnte eine Erklarung flr das fehlende
Ansprechen unserer ubergewichtigen Kohorte auf die intranasale Insulingabe
sein.

Zusatzlich zu diesen zentralen Faktoren, kdonnen auch periphere
Faktoren die Insulinsensitivitat bei Ubergewicht nachteilig beeinflussen. Unsere
Probanden in der Ubergewichtigen Kohorte zeigten schon vor Beginn des
hyperinsulindmischen euglykdmischen Glukose Clamp, verglichen mit den
Normalgewichtigen, héhere Spiegel an freien Fettsauren. Durch hohe Spiegel
an freien Fettsauren und von Adipozyten gebildeten Adipozytokinen, kann eine
periphere Insulinresistenz verstarkt werden (29). Zusatzlich zu dieser
peripheren Insulinresistenz, kann es auch, durch die als Lipotoxizitat
zusammengefassten Mechanismen, zu einer zentralen Insulinresistenz
kommen (38)(16)(56). Somit konnte bei den ubergewichtigen Probanden durch
den hohen Korperfettanteil schon in jungen Jahren eine Insulinresistenz des
Gehirns entstehen und dies eine weiter Erklarung fur das fehlende Ansprechen
auf intranasales Insulin darstellen.

Zusammengefasst Iasst sich in unserer Studie eine negative Korrelation
von BMI und Reaktion auf intranasales Insulin und damit die zentrale
Insulinsensitivitdt bestatigen. AuRerdem korreliert Ubergewicht mit einer
peripheren Insulinresistenz. Somit besteht die Mdglichkeit, dass bei diesem
Effekt auch das Hirn als Regulationsstelle eine Rolle spielt und sich eine
zentrale Insulinresistenz auf die Stoffwechselprozesse in der Peripherie
auswirkt. Diese Anderung in der Regulation der Glukosehomdostase tritt
demnach schon zu einem Zeitpunkt auf, an dem die Probanden als
stoffwechselgesund gelten und keine diagnostizierbaren Erkrankungen
aufweisen. Trotzdem kann eine Insulinresistenz ein erster pathogenetischer
Faktor bei der Entstehung eines Diabestes Typ 2 sein und somit eine
verminderte zentrale Insulinresistenz maoglicherweise ein sehr fruher

diagnostischer Marker.

49



4.2.3 Einflussfaktor Alter

Zusatzlich zum BMI hat auch das Alter einen Einfluss auf den
Insulintransport Uber die Blut-Hirn-Schranke. Der Quotient aus Liquor- und
Plasmainsulinspiegel sinkt mit zunehmendem Alter, was fur einen verminderten
Transport spricht (58). Dies kann allerding keine Erklarung fur die negative
Korrelation zwischen Alter und Auswirkungen eines erhohten
Insulinliquorspiegels in unserer Studie sein, da wir durch die intranasale Gabe
die Blut-Hirn-Schranke umgangen haben.

Einen mdglichen Faktor im Gehirn selbst, kann die verminderte
Insulinrezeptordichte im Hirn bei zunehmendem Alter darstellen (59). Hier zeigt
sich aullerdem eine Assoziation mit der neurodegenerativen Veranderung bei
Morbus Alzheimer und der Gedachtnisleistung an sich.

Zusatzlich zu diesen zentralnervosen Faktoren, korreliert auch die im
HOMA-IR gemessene periphere Insulinresistenz (60) und das Risiko ein
metabolisches Syndrom zu entwickeln mit dem Alter (61). So kann von einer
altersabhangigen herabgesetzten peripheren Insulinsensitivitat ausgegangen
werden.

Moglicherweise potenzieren sich auch mehrere altersabhangige
Faktoren, die gemeinsam zu einem reduzierten Einfluss von intranasalem
Insulin auf die Glukoseinfusionsrate im hyperinsulinamischen euglykamischen
Glukose Clamp flhren. Interessant ist hierbei, dass in unserer Studie ein
Alterseffekt schon bei einem mittleren Probandenalter von 27 Jahren zu
beobachten war. Diese Alterserscheinung im Hinblick auf die zentral gesteuerte
periphere Insulinsensitivitat beginnt also deutlich vor dem vierzigsten

Lebensjahr.

4.2.4 kurzzeitiger Plasmainsulinanstieg nach Sprayapplikation

In der ersten Plasmainsulinbestimmung nach Insulinsprayapplikation
zeigte sich kurzfristig ein erhohter Insulinspiegel. Insulin hat im Plasma eine
sehr kurze Halbwertszeit (6), sodass diese messbare Erhéhung in der nachsten

Plasmainsulinbestimmung nach weiteren 15 Minuten nicht mehr signifikant war.
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Fur eine nur geringfugige Absorption des intranasalen Insulins in die Blutbahn
spricht, dass es wahrend dieses Zeitraums es zu keiner Anderung der
Plasmaglukose kam. AulRerdem zeigte sich keine weitere Suppression des C-
Peptids. Die C-Peptid Konzentration korreliert mit dem endogen gebildeten
Insulin. Wurde das exogene Insulin des Nasensprays die endogene
Insulinproduktion supprimieren, ware gleichzeitig ein Abfall des C-Peptid
Spiegel messbar. Dies war nicht der Fall. Somit ist es unwahrscheinlich, aber
nicht vollkommen auszuschlieRen (62), dass die spater gemessene Anderung
der Insulinsensitivitat auf diese kurzfristige und ausschlielliche Erhéhung des
Plasmainsulin beruht.

Ein kurzzeitiger Anstieg des Plasmainsulins, wie wir ihn festgestellt
haben, ist als ,Spillover” aus anderen Studien bekannt (31)(63)(64)(65). Dieser
stellt ein Schwierigkeit fir die Messung der Insulinsensitivitat direkt nach
Sprayapplikation dar. In einer Studie, die die Insulinsensitivitat vor und nach
intranasalem Insulinspray Uber den HOMA-IR berechnete, zeigte sich eine
reduzierte Insulinsensitivitat in den ersten Minuten nach Sprayapplikation, die
sich im weiteren zeitlichen Verlauf Gber die Ausgangswerte hinaus verbesserte.
Im Gegensatz dazu zeigte sich in unserer Studie kein kurzfristiger Abfall der
Glukoseinfusionsrate, der flr eine reduzierte Insulinsensitivitat in den ersten
Minuten sprechen kénnte. Eine mogliche Erklarung flr diese unterschiedlichen
Ergebnisse koénnte eine Absorption des intranasalen Insulins in den
Blutkreislauf sein. Wahrend das Plasmainsulin einen grof3en Storeffekt auf den
berechneten HOMA-IR hat (63), wurde in unserer Studie die Insulinsensitivitat
mit einem hyperinsulinamischen euglykdamischen Glukose Clamp direkt
gemessen. Durch eine Berechnung des Insulinsensitivitatsindex wurde
aullerdem der Plasmainsulinspiegel mit berlcksichtigt.

Eine Madglichkeit fur eine intranasale Insulinabsorption zu kontrollieren,
stellte die Gabe eines intravendsen Insulinbolus in Hohe des ,Spillover® bei
Placebospraygabe dar, der auch nach Placebo zu einem kurzfristig erhdhten
Plasmainsulinspiegel fuhrt. Diese Methode wurde bis jetzt nur in Studien
angewandt, die, im Gegensatz zur erforderlichen Hyperinsulindmie in unserem

hyperinsulinamischen euglykdmischen Glukose Clamp, ohne Kkontinuierliche
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intravendse Insulingabe arbeiteten (64)(65). Hier ergaben sich gegensatzliche
Ergebnisse. In der ersten Studie zeigte sich bei nichternen Probanden keine
blutzuckersenkende Wirkung durch die intranasale Gabe von Insulin Aspart, die
Uber eine intravendse Applikation hinausgeht (64). Die zweite Studie allerdings
lieferte Ergebnisse, die auf eine Suppression der endogenen Insulinproduktion
hindeuten, die nach intranasaler Applikation starker ausgepragt ist als nach der
intravendser Insulinapplikation, die zu gleichen Insulinplasmaspiegeln flhrt
(65). Verwendet wurde daflr das Insulinanalogon Lispro im Rahmen eines
pancreatischen Clamps.

Fraglich ist, inwieweit sich die Ergebnisse dieser beiden Studien auf
unsere Studie Ubertragen lassen. In unserem Studiendesign befinden sich die
Probanden zum Zeitpunkt der intranasalen Insulinapplikation in einer
konstanten leichten Hyperinsulinamie. Somit ahneln die Plasmainsulinwerte
einem physiologischen postprandialen Zustand und damit dem Zeitpunkt zu
dem ein Einfluss von Insulinwirkung im Gehirn auf den Metabolismus denkbar
ware. Fur den hyperinsulinamischen euglykédmischen Glukose Clamp wurde
Humaninsulin verwendet, was einen weiteren Unterschied zu den
beschriebenen Studien darstellt. Trotzdem ware es interessant in einer weiteren
Studie unser Studienprotokoll durch eine ,Spillover Kontrolle zu erganzen.

Die wichtigsten Argumente, welche gegen einen Einfluss des ,Spillover*
Insulins auf unsere Ergebnisse sprechen, bleiben die fehlende Anderung der C-
Peptid und der zeitliche Abstand der kurzfristigen Plasmainsulinerh6hung zum
gemessen Insulinsensitivitatsindex. Bei einer relevanten Menge an
zusatzlichem Insulin wurde die endogene Produktion vollstandig gehemmt
werden und somit das C-Peptid als Marker fur die Produktion abfallen.
Aulerdem ist die Insulinerhdhung im Plasma ein nur kurzfristiger messbarer
Effekt, der auftritt lange bevor es zu einer Uber Stunden messbaren

Verbesserung der Insulinsensitivitat kommt.
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4.3 Wirkung von intranasalem Insulinspray auf die Lipolyse

Unter physiologischen Bedingungen wird die systemische Lipolyse durch
Insulin supprimiert. So kdnnen bei ausreichender Energiebereitstellung durch
Glukose die korpereigenen Fettreserven geschutzt werden.

Primar ist hierfir die Insulinkonzentration im Plasma verantwortlich.
Allerdings kann auch die Liquorinsulinkonzentration die Regulierung der Lipid-
Homoostase beeinflussen. Bei nuchternen Probanden und damit niedrigen
systemischen Insulinspiegeln, liel® sich durch intranasaler Insulingabe und einer
daraus resultierenden erhohter Aktivitat der Insulinrezeptoren im Gehirn ein
Abfall der freien Fettsauren im Plasma beobachtet (36). Ob diese Suppression
der Lipolyse bei gleichzeitig erhdohter Lipogenese auch unter
hyperinsulinamischen Clamp-Bedingungen stattfindet, haben wir in dieser
Studie untersucht.

Trotz der niedrig gewahlten Insulininfusionsrate, konnten wir keinen
Abfall der freien Fettsauren nach intranasaler Insulingabe verglichen mit
Placebo finden. Es kam zu keiner weiteren Suppression der Lipolyse durch die
Kombination aus systemisch- und intranasalapplizierten Insulin. Hierbei
unterschieden sich Normalgewichtige und Ubergewichtige nicht. Allerdings war
der Abfall der freien Fettsauren bei den Normalgewichtigen deutlicher
ausgepragt als bei den Ubergewichtigen. Somit kénnte bei einem Clamp mit
einer Insulinlaufrate von 0,25mU/kgKG/min die Lipolyse bei Normalgewichtigen
starker als bei Ubergewichten supprimiert werden und damit BMI-abhangig sein
ohne dass eine weiter Suppression durch 160IU intranasales Insulin mdglich
ist.

Dies spricht fur eine Insulinwirkung direkt an den Adipozyten, die bei den
Normalgewichtigen ausgepragter ist, da die Adipozyten insulinsensitiver sind
und somit auf Insulin starker mit einer Supprimierung der Lipolyse reagieren.
Dies ist ein Prozess, der in der Peripherie unabhangig vom Gehirn ablauft und
auf diesem Weg die Lipolyse soweit hemmt, dass eine zentraler Effekt durch

intranasales Insulin nicht mehr signifikant wird.
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4.4 Wirkung von intranasalem Insulinspray auf HDL-und LDL-Cholesterin

Ubergewicht und Insulinresistenz haben einen Einfluss auf den
Plasmagehalt an Triglyceriden , HDL und LDL und ihr Verhaltnis zueinander
(66)(67). AuRerdem kann ein verminderter HDL Plasmaspiegel eine
Insulinresistenz begunstigen und so eine Rolle in der Pathogenese des
Diabetes Mellitus Typ 2 spielen (68). Ist dieser manifestiert, zeigen sich typische
Muster einer Dyslipidamie mit erhdhten Triglygeriden, erniedrigtem HDL und
einem geringeren Umsatz des LDL (69). Bei jungen gesunden Mannern zeigte
sich aullerdem ein Einfluss der Insulinsensitivitat auf wichtige Enzyme der
Lipoproteinbiosynthese (70).

Aus diesem Grund haben wir in unserer Studie im Verlauf des
hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamp die Plasmaspiegel an
HDL und LDL zu mehreren Zeitpunkten bestimmt. Obwohl sich die
Insulinsensitivitat der beiden Kohorten deutlich unterschied und die
Ubergewichtigen keine messbare Reaktion auf intranasales Insulin zeigten,
ergab sich in Hinblick auf HDL und LDL Konzentration kein Unterschied
zwischen diesen Gruppen. In beiden Kohorten anderte sich der Gehalt der
Lipoproteine HDL und LDL im Verlauf des Clamps nicht signifikant, obwohl die
Insulinsensitivitaten einen Unterschied zwischen den Kohorten zeigte. Da sich
auch keine Anderung durch den Start der Insulininfusion zu Beginn ergab, kann
der Clamp an sich und die damit verbundene Hyperinsulinamie nicht ursachlich
sein. Allerdings besteht die Modglichkeit, dass die Wirkung des intranasalen
Insulins einen Langzeiteffekt auf HDL und LDL hat, auch wenn sich in unserer
Studie keine direkte Auswirkung beobachten lie3. Anzunehmen ist hier, dass
eine Anderung der hepatischen Enzymmenge und Aktivitat einige Zeit dauert
und auch die hepatische Insulinsensitivitat und Gluconeogenese auf langere
Sicht beeinflusst ist (40). Daflrr spricht, dass sich in langer angelegten Studien
unter der Wirkung von intranasalem Insulin langerfristige Ergebnisse in Bezug
auf unterschiedliche gemessene Parameter zeigen und dies moglicherweise
auch fur HDL und LDL zutrifft (71) .

Die Auswirkung von Ubergewicht auf den Gehalt an HDL und LDL lieR

sich an unseren Probanden bestatigen. So zeigten sie, im Vergleich zu den
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Normalgewichtigen, niedrigere HDL- und hohere LDL-Konzentrationen und
damit eine kardiovaskular ungunstigere Konstellation, die auch bei einer
Dyslipidamie im Rahmen eines Metabolischen Syndroms oder Diabetes Mellitus
Typ 2 zu finden ist (72)(73). Allerdings lagen auch bei den Ubergewichtigen die
Laborwerte im Referenzbereich und der Unterschied zeigte sich nur im

Vergleich zu den Normalgewichtigen.

4.5 Limitationen

Da in unsere Studie ausschlieRlich Manner untersucht wurden, ware es
notwendig in einer weiteren Studie auch die Wirkung von intranasalem Insulin
bei Frauen mithilfe eines hyperinsulinamischen euglykamischen Glukose Clamp
zu untersuchen; insbesondere, da sich bei der Gabe von intranasalem Insulin
uber mehrere Wochen deutliche Unterschiede zwischen Mannern und Frauen
gezeigt haben (71). Ob diese geschlechtsspezifische Reaktion auch bei
einmaliger intranasaler Insulingabe messbar ist und worauf sie beruht, ist bisher
ungeklart.

Aulerdem ware es interessant Probanden im Alter von uber 40 Jahren
zu untersuchen um einen genaueren Einblick in die Entwicklung der zentralen
Insulinsensitivitat im Alterungsprozess zu erlangen.

Um madgliche Therapieoptionen bei Diabetes mellitus Typ 2 zu
untersuchen und zu entwickeln, kdnnte man in die Studie Patienten mit einem

manifestierten Diabetes oder anderen Stoffwechselerkrankungen einschlief3en.

4.6 Ausblick
Unsere Studie lieferte Evidenz daflr, dass bei schlanken Menschen die
periphere Insulinsensitivitat durch Insulinwirkung im Gehirn reguliert wird. Ob
diese Anderung auf eine schnellere Aufnahme der Glukose in Fett- und
Muskelgewebe oder auf eine reduzierte Glukosebereitstellung der Leber beruht,

stellt eine noch nicht vollstandig erforschte Frage dar. Auch im Hinblick auf die
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Signalvermittlung zwischen Hirn und den peripheren metabolischen
Auswirkungen bestehen offene Forschungsfragen.

Die Relevanz der Erforschung der zentralen Insulinwirkung ergibt sich
aus der steigenden Inzidenz der Stdérungen in der Glukose- und
Insulinhomoostase. In unserer Ubergewichtigen Kohorte zeigten sich, trotz
klinischer Gesundheit, Anzeichen einer zentralen Insulinresistenz und ein
fehlendes Ansprechen auf intranasales Insulin. Finden sich allerdings in Zukunft
Moglichkeiten diese zentrale Insulinresistenz zu umgehen, konnte durch
intranasale Insulinapplikation die Insulinsensitivitat in der Peripherie erhoht
werden und damit einer pathologischen Insulinresistenz und erhohten
Plasmainsulinwerten entgegengewirkt werden. Dies wurde eine bedeutende
Entwicklung in der Behandlung von Typ 2 Diabetes mellitus und den damit

verbundenen Folgeerkrankungen darstellen.

4.7 Zusammenfassung

Aus Tierexperimenten ist ein Einfluss des von zentralnervésem Insulin
und der Insulin-Rezeptorendichte auf den peripheren Metabolismus bekannt.
Die Insulinwirkung im Gehirn fuhrt im Tiermodell zu einer Verbesserung der
Insulinsensitivitat, insbesondere in den metabolisch wichtigen Geweben wie
Skelettmuskulatur, Fettgewebe und der Leber. In neueren Studien zeigte sich,
dass auch beim Menschen diese zentralnervose Insulinwirkung den peripheren
Metabolismus reguliert kann. Welchen Einfluss die Insulinwirkung im
menschlichen Gehirn sowohl auf den Glukosemetabolismus als auch auf die
freien Fettsauren und den Cholesterinmetabolismus darstellt, wurde in dieser
Arbeit untersucht. AulRerdem wurde nach Faktoren gesucht, die diese
zentralnervose Reaktion auf Insulin beinflussen.

Die peripheren Insulinsensitivitat wurde mit der Goldstandard-Methode
bestimmt. Dafur wurden bei zwei Kohorten, bestehend aus normalgewichtigen
bzw. Ubergewichtigen gesunden Mannern an zwei Tagen ein
hyperinsulinamischer euglykamischer Glukose Clamp uber 210 Minuten

durchgefuhrt. Die Insulininfusions-Rate betrug 0,25mU/kgKG/min. Die
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Probanden erhielten in randomisierter Reihenfolge an einem Tag intranasales
Insulinspray, am anderen Tag ein Placebospray mit denselben olfaktorischen
Eigenschaften.

Die Normalgewichtigen bendtigten nach Insulinspray eine hohere
Glukoseinfusionsrate als nach Placebo um den Blutzucker stabil zu halten
(p=0,0015). Im Gegensatz dazu war bei Ubergewichtigen kein solcher Effekt
von Insulinspray auf die Glukoseinfusionsrate messbar (p=0,6). Wahrend des
hyperinsulindmischen euglykédmischen Glukose Clamps wurde durch das
systemisch infundierte exogene Insulin die systemische Lipolyse gehemmt. Die
freien Fettsauren fielen daher ab. Weder bei den Normalgewichtigen noch bei
den Ubergewichtigen konnten die freien Fettsduren durch die intranasale
Insulinapplikation noch weiter supprimiert werden (Normalgewichtige: p=0,7;
Ubergewichtige p=0,9). Auch auf die Plasmaspiegel an HDL und LDL zeigte
sich in beiden Kohorten kein Einfluss des intranasalen Insulins verglichen mit
Placebo (p>0,2).

Zusammenfassend lasst sich eine Verbesserung der peripheren
Insulinsensitivitat durch intranasale Insulinapplikation beobachten. Diese
korreliert negativ mit Alter und Body-Mass-Index und konnte ausschlief3lich bei
normalgewichtigen, nicht jedoch bei Ubergewichtigen Mannern festgestellt
werden.

Ubergewicht kénnte also ein Faktor sein, der mit zerebraler

Insulinresistenz assoziiert ist.
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