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Einleitung

1. Einleitung

Zur Fortbestehung jeder Lebensart sind zunachst eleenentare Dinge notwendig: zum
einen die Herstellung und Aufrechterhaltung dempkdichen Integritat durch Aufnahme der
richtigen Menge und Zusammensetzung von Nahrungzumd anderen die Zeugung von
Nachkommen durch Fortpflanzung.

In unserer modernen westlichen Welt, in der die UBelmzahl immer weiter sinkt und die
Anzahl an Adipositas leidender Menschen kontiniglristeigt, scheinen diese Triebe aus
dem Gleichgewicht gebracht zu sein.

Vor allem eine sinnvolle Aufnahme von Nahrung, sbivawas die Menge, als auch die
Zusammensetzung betrifft, scheint heutzutage bler seelen Menschen gestort zu sein.
Durch das unendlich mannigfache Angebot in Supédedy Imbissen, Restaurants, aber
auch die immer weniger noétige korperliche Aktivit@m alltaglichen Leben, haben die
Nahrungsaufnahme von einem UberlebenswichtigenzGginer Art ,Zeitvertreib® werden
lassen. Wen wundert es also, dass Adipositas umendassoziierte Erkrankungen, wie
Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Hypercholestemigd zusammengefasst im
»,metabolischen Syndrom*, ein immer gréRer werdenBesblem in unserer Gesellschaft
darstellen. So waren laut der Mikrozensusumfragestigistischen Bundesamtes Deutschland
2009 mehr als die Halfte der Bevolkerung, namligtd%o tbergewichtig, d.h. ihr Body Mass
Index (BMI) lag bei > 25 kg/m2. Eine Adipositas @ra oder mehr, d.h. ein BMI >30 kg/m?
bestand bei 14.7% der Befragten. Im Vergleich daguder Anteil Ubergewichtiger 1999
noch bei 47.7 %, bzw. der mit Adipositas Grad 1 hkeb% [1]. Noch dramatischer ist die
Lage in den USA. Hier waren im Jahre 2008, 68.0%tber 20-jahrigen Gbergewichtig und
sogar ein Drittel der Bevdlkerung (33.8 %) hatteinee BMI >30kg/m2 [2].
Interessanterweise sind es in Deutschland mehr &tadie an Ubergewicht leiden, wahrend
in den USA mehr Frauen betroffen sind.

Erschreckend sind diese Zahlen vor allem auch, wean bedenkt, dass adipdse Patienten
eine deutlich eingeschrankte Lebenserwartung habear anderem bedingt durch ihr massiv
erhohtes Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse, bbias mellitus Typ 2 und
Tumorerkrankungen [3, 4]. Aufgrund der hohen Moitkij die mit dem Ubergewicht
einhergeht, ist auch der volkswirtschaftliche Sa@madsowohl durch direkte Kosten, z.B.
durch Krankenhausbehandlungen, als auch durchektdiKosten, z.B. durch langandauernde
Arbeitsausfalle, enorm und nicht zuletzt der Gruwdyum die Erforschung der Ursachen,

Einflisse und Behandlungen der Adipositas mittlédengrof3te Bedeutung gewonnen hat [5].
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Aber das Pendel schlagt auch massiv in die andRidgung aus: Erkrankungen, die mit
meist krankhaftem Untergewicht einhergehen, wie r@ria nervosa oder Bulemia, deren
erste Falle Ende des 19. Jahrhunderts beschriebetemw sind mittlerweile aber massiv auf
dem Vormarsch [6]. Auch bei diesen Essstorungereirs¢ natirliche Nahrungsaufnahme
gestort, es kommt zum mehr oder weniger bewussterzidht auf Nahrung, bis hin zu
lebensbedrohlichen Mangelzustanden.

Davon abzugrenzen ist der Zustand der Kachexie, delten durch bewusste
Nahrungsmittelrestriktion, sondern v.a. durch cigcme Erkrankungen wie COPD, Tumoren,
chronische Herzfehler, chronisches NierenversagéDS und viele mehr, hervorgerufen
wird [7]. Hier kommt es durch Aktivierung pro-inflanatorischer Zytokine und durch
UberméaRige Aktivierung des Sympathikus zu einemaba@en Stoffwechselzustand mit
vermehrter Proteolyse und Lipolyse, was zum Abban Muskelmasse und Fett fuhrt [8].
Dieser Mangelzustand ist schwer zu therapierenmiiciner niedrigen Lebensqualitat und
erhohter Mortalitat assoziiert. So geht man dawms) dass 20-40% der Krebstodesfélle direkt
durch die Kachexie bedingt sind [9].

Viele EinflussgroRen, die Hunger, Sattigung und Miagsaufnahme regulieren, sind bisher
bekannt. Die neuroendokrine Regulation der Nahrauigghme kann man hierbei grob in
eine langerfristige Kontrolle der Energiehomoostaseche sich v.a. in der Korperfettmasse
wiederspiegelt, und in eine kurzfristige Kontralles Hungers, der Initiation und Beendigung
der Nahrungsaufnahme unterscheiden [10].

Schon frih erkannte man, dass das Fettgewebe @ftegrEnergiespeicher des Korpers
Signale tber den aktuellen Sattigungszustand arzN&sendet [11]. Das Hormon Leptin,
das sich als ein solches Signal herausstellte, vord Fettgewebe gebildet und sendet ein
Sattigungssignal an das Gehirn. Leptin wird von delipozyten direkt proportional zum
darin gespeicherten Fett sezerniert [12, 13]. Eaiteves sog. Adipositassignal ist Insulin.
Durch Glukose aus dem Pankreas ausgeschuttet listinas im peripheren Gewebe anabole
Stoffwechselzustande und gibt dem ZNS Feedback ddreiErndhrungszustand des Kaorpers.
Beide Hormone, Leptin und Insulin, informieren dashirn also dosisabhangig tber den
Korperfettgehalt [14-17]. Dabei sind ihre Rezeptore.a. im Nucleus arcuatus des
Hypothalamus zu finden, einer Region, deren Eisfluauf die Hunger- und
Sattigungsregulation mehrfach beschrieben wurde(l8

Kurzfristige Sattigungssignale hingegen werden \@astrointestinaltrakt wahrend und nach
einer Mahlzeit ausgeschiittet. Uber vagale Afferarader tiber den Blutweg senden sie ihre

Signale an den Hirnnervenkern Nucleus tractusasoliNTS). lhre Ausschittung hangt von
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vielerlei Faktoren ab: der Anzahl der ingestiert€alorien, der Zusammensetzung der
Nahrung, der Menge, dem Geschmack, dem Geruch &mige dieser Faktoren senden
Sattigungssignale an das ZNS und losen ein Sagspeiuhl aus. Dazu gehdren z.B.

Cholezystokinin (CKK), Glucagon-like peptide 1&2 I(B-1&-2), Glucagon, Somatostatin,
Enterostatin und Peptide YY. [16]
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Abb. 1: Dieses Modell veranschaulicht die Signallie die Nahrungsaufnahme beeinflussen. Die
Adipositassignale Leptin und Insulin, die direktoportional zum Kérperfettanteil ausgeschiittet weyde
interagieren mit dem ZNS (ber den ARC und koniodin den langfristigen Stoffwechsel und den Fettyeh
des Kdrpers. Sattigungssignale aus dem GlI-Tra&tdolekt nach der Nahrungsaufnahme ausgeschiittdenje
senden dem ZNS Signale Uber die mechanischen werdisthen Eigenschaften der aufgenommenen Nahrung.
Diese werden uber sensorische Axone des N.vagusdeadSympathikus zum Nucleus tractus solitarii im
Hirnstamm geleitet. Dort werden diese Informationemyewandelt und induzieren Reaktionen in versamed

Regionen des Hypothalamus, der wiederum je nacheaoinmenem Essen eine weitere Nahrungsaufnahme
induziert oder reduziert [16, 21].

Das genaue Wechselspiel zwischen zentralen unghseen Parametern ist jedoch extrem
komplex und bisher auch nicht bis ins Detail verden, weshalb dieses weiterhin
Gegenstand vieler wissenschaftlicher Studien ist.
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Besonderes Aufsehen erregte hierbei 1999 die Bxiidgedes Hormons Ghrelin, welches im
Magen gebildet wird und das neben einem Wachstummshestimulierenden Effekt [22, 23]
unter anderem Auswirkungen auf die Kontrolle dehidagsaufnahme, den Energiehaushalt
und die Hunger- und Séattigungsregulation zu habbeist [24]. Herausragend ist, dass es das
erste gastrointestinale Peptidhormon ist, dem gesa Effekte nachgewiesen werden
konnten, was es zum potentiellen Kandidaten in Biehandlung u.a. von kachektischen
Patienten macht.

Die Einnahme einer kohlenhydratreichen Mahlzeitrffidkut zu einem Abfall der Plasma-
Ghrelinspiegel bis zu einem Nadir 60 — 90 min pasigial [24-28]. Daraufhin steigen die
Ghrelinwerte wieder auf das praprandiale Niveau sogass man vermutet, dass dieser
Wiederanstieg die Nahrungsaufnahme induziert [D@&se Erkenntnisse lassen sich sowohl
fur desacetyliertes, als auch fur acetyliertes (Bhre'on dem man ausgeht, dass es die

biologisch aktive Form ist, nachweisen [29-33].

Diverse Untersuchungen haben bisher gezeigt, dasgere Ghrelin-Applikation die
Nahrungsaufnahme und das Hungergefuhl anregt [R4kd Hiesen friheren Studien wurde
Ghrelin entweder als intravendser Bolus oder alstikaierliche Infusion injiziert. Jedoch
verwendeten alle diese Arbeiten so hohe Ghrelindoslss dies immer zu deutlich
Ubernatirlichen Plasmakonzentrationen flihrte.

Diverse Studien fuhrten eine intravendse Bolus-Aapion von Ghrelin durch [34-37, 42],
wobei verschiedene Dosen von 40 ug [42] bis 3 [K&kd34, 35, 37] verwendet wurden,
was zu Plasma-Ghrelinspiegel im Bereich von biSGQ0 pg/ml flhrte [43, 44].

In Arbeiten mit kontinuierlicher Ghrelin-Infusioraviierten die verwendeten Dosen zwischen
3.37 ng/kg/min und 50.7 ng/kg/min bei Infusionspddn von 75 bis 360 min [38-40, 45-47].
Bei der niedrigsten verwendeten Dosis befanden diefWerte fur totales Ghrelin zwischen
2500 und 5000 pg/ml, wobei die basalen Level vogiie der Infusion bei 700 bis 1500
pg/ml lagen[38, 40, 46, 48, 49].

Die Plasma Werte des acetylierten Ghrelins wurdeahrend Ghrelin-Infusion in
verschiedenen Studien gemessen [34, 43, 50-52kiB#kgen die basalen Werte von 37 bis
82 pg/ml bis zu maximalen 900 bis 2300 pg/ml an K& 50, 51]. Hier ist hervorzuheben,
dass es sich bei den basalen Werten bereits umhséler praprandiale Werte handelt, die
durch die i.v. Ghrelin-Gabe noch starker erhohtdeac
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Sowohl in Studien mit Bolusapplikation von Ghreljg4-37], als auch in einigen mit
kontinuierlicher i.v.-Gabe [38-40, 45, 47], konmi® Anstieg des Hungergefihls beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu zeigten andere Verdffeatigen jedoch, dass Ghrelin keinen
Effekt auf die Hungerentwicklung hat [46, 48, 53].

Zudem konnte eine alleinige Steigerung der Nahruimgdome durch Ghrelinapplikation,
ohne Einfluss Hunger und Sattigung, in einigen Btuchachgewiesen werden [37, 40, 41,
45].

Was die endogenen Ghrelinspiegel betrifft, konntehrfach eine positive Korrelation
zwischen ansteigendem Plasmaghrelin und Initiaden Nahrungsaufnahme demonstriert
werden [26, 54, 55]. Der postprandiale Abfall ddsré€lins zeigt sich jedoch nicht fur alle
Nahrungsmittel, die verwendet wurden. So konnte magh Einnahme kohlenhydratreicher
Mahlzeiten, insbesondere durch Pasta und Reis, @&nppression der endogenen

Ghrelinausschittung verzeichnet werden [55, 56].

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dakerige Studien, egal, ob sie sich mit
exogenem oder korpereigenem Ghrelin befassen, nickindeutigen Ergebnissen kommen,

welche Rolle Ghrelin in der Regulation und Initbetider Nahrungsaufnahme besitzt.

Die Madglichkeit, die physiologische Rolle der Meéith gastrointestinaler Hormone
untersuchen zu kénnen, wurde verbessert, seit ma#nadéquaten Infusionsraten den
postprandialen Anstieg dieser korpereigenen Hormpaehahmen kann. Dies ist eine
Grundvoraussetzung, um deren physiologischen Fumdti genauer einschatzen zu kénnen
[57]. Im Falle von Ghrelin muss man diese experit@ds Herangehensweise an die Tatsache
angleichen, dass das Peptidhormon postprandialchahaabféallt. Aul3erdem zeigte die
Erfahrung mit Visuellen Analogskalen (VAS), dassollanden nach einer nachtlichen
Fastenperiode am Morgen sehr hungrig sind, sodasgrdHunger schwer noch gesteigert
werden kann. Deswegen beschlossen wir, die Ghirdlision postprandial am Nadir der
Plasmaghrelinwerte, wenn die Hungergeflhle minisiatl, zu starten. Wir imitieren auf
diese Art und Weise den postprandialen, physiotbgis Ghrelinanstieg und wollen somit die
spezielle Rolle dieses Wiederanstieges bei der etemgwicklung und Nahrungsaufnahme
untersuchen. Damit unterscheiden wir uns von aleferen bisherigen Studien, die mit ihren
Ghrelininfusionen durchwegs im Fastenzustand bemarj@8-40, 45-48, 53]. Die einzige
bekannte Studie mit einer ahnlichen Vorgehensweisedie von Neary et al. [41], die

Krebspatienten sehr hohe Ghrelindosen applizieAech sie begannen die i.v. Ghrelingabe

10
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am Nadir der Plasmaghrelinwerte, jedoch reichteresie zweite festgelegte Mahlzeit 90 min
nach Beginn der Infusion und nicht dann, wenn da&nden dies verlangten, wie in unserer
Arbeit.

Ziel der mdglichst genauen Erforschung des Horn@mslin ist natirlich schlussendlich die
Hoffnung auf therapeutische Konsequenzen. Es hedieussicht auf eine Beeinflussung
der Nahrungsaufnahme sowohl bei adip6sen Patierdés, auch bei Patienten, die
physiologisch oder auch im Laufe von Erkrankungém, Sinne von Essstérungen,
konsumierenden Erkrankungen, wie Tumoren, oder randeKachexie induzierenden

Zustanden, einen erhdhten Energiebedarf haben.

11
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2. Material und Methoden

In unserer Arbeit fihrten wir verschiedene Vorvefrsudurch, um

1) in Versuchsserie 1: die physiologischen Plasmegsp der endogenen postprandialen
Ghrelinausschittung und die Entwicklung der Hungetevzu untersuchen,

2) in Versuchsserie 2: die passende Infusionsdogisimitation der physiologischen
Ghrelinspiegel zu finden, indem wir ansteigende egbhdosen infundierten und die
zugehorige Plasmakonzentration mal3en und

3) in Versuchsserie 3: die gefundene Infusionsdosiverifizieren.

Im Hauptversuch, Versuchsserie 4, untersuchteniwirPlacebovergleich, ob durch eine

kontinuierliche, niedrig dosierte Ghrelininfusiomlie zum Nadir der physiologischen

Ghrelinwerte startet

1) die Hunger-bzw. Sattigungsentwicklung veranderd,

2) der Zeitpunkt und die Menge der selbst gewahitehrungsaufnahme veréndert wird
und

3) ob sich eine Veranderung in den postprandialelkdse- bzw. Insulinwerten und den

Wachstumshormon- und Cortisolwerten ergibt.

2.1 Das Probandenkollektiv

Die Untersuchung fand an insgesamt 23 verschiedgesuimden mannlichen Probanden statt.
Diese waren durchschnittlich 27 + 0.3 Jahre alsugd, normalgewichtig (BMI 24 + 0.4
kg/m2) und hatten eine negative Suchtanamnese.Pxtdbanden nahmen freiwillig teil und
gaben vor Beginn der Studie schriftlich ihre Eirsté@ndniserklarung.

Bei keinem der Probanden war eine akute oder céebai Erkrankung anamnestizierbar, bei
der Kkorperlichen Untersuchung konnte dies weitersgaschlossen werden. Die
Vitalparameter, die vor jeder Untersuchung erholarden, waren jederzeit normwertig (RR
126/77 £ 1,5/1,0 mmHg, Puls 71 £ 1,0 Schlage/min).

12
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Probandenkollektiv
Alter (Jahre) 27+0.3
BMI (kg/m2) 24+0.4
RR systolisch (mmHg) 126 £ 1.5
RR diastolisch (mmHg) 77+1.0
Puls (Schlage/min) 71+1.0

Tabellel: Probandenkollektiv der gesamten Studi@3n mit durchschnittlichem Alter, BMI, RR und Puls

Je nach Versuchsreihe wurden die Probanden an dimenzwei Tagen in VS 4, jeweils mit
mindestens 7 Tagen Abstand, untersucht. In dies#rnwirden sie gebeten, auf Alkohol zu
verzichten und sich ausgewogen zu erndhren.

Die Studie wurde von den lokalen Ethikkomitees deidwig Maximilian Universitat
Munchen und der Technischen Universitat Mincherelgengt. Ihre Durchfiihrung entspricht
den Grundsatzen der Deklaration von Helsinki.

2.2 Die Versuchsserien

2.2.1 Versuchsvorbereitungen

Die Versuche fanden in einem ruhigen, temperaturaiemn Raum der Medizinischen Klinik
und Poliklinik 1V der Universitat Minchen, Campuménstadt statt. Dieser war getrennt von
Labor und Kiche, wo die Essenszubereitung stattfamad etwaige Beeinflussungen zu
vermeiden.

Die Probanden fanden sich jeweils um 8:00 Uhr musgaichtern, nach einer 12-stiindigen
Fastenperiode, in der Klinik ein. Nach einer 10-itigen Ruhepause wurden das aktuelle
Gewicht, die GroR3e, Blutdruck und Puls dokumentierd eine Venenverweilkanule bei den
Vorversuchen bzw. zwei beim Hauptversuch, zur iiefu®zw. zur regelméiigen Enthahme
von Blutproben, am Unterarm installiert. Die Kaniélg Blutentnahme wurde kontinuierlich
mit geringen Mengen an 0,9%NaCl-Lésung gespilt,aimGerinnen des Blutes darin zu
vermeiden. Bei den Blutentnahmen wurden die ers2em jeweils verworfen. Nach

Beendigung des jeweiligen Versuchstages wurdeiKalmilen wieder entfernt.

2.2.2 Dokumentation von Hunger und Sattigung

Zur Erfassung des subjektiven Hunger-bzw. Sattiggafithls der Probanden wurde eine

13
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visuelle Analogskala (VAS) benutzt - eine Methode valide und etabliert ist [58]. Hier
sollten die Teilnehmer zu jedem Testzeitpunkt iktualles Empfinden auf einer nicht
unterteilten Skala von 100 mm Lange zwischen keireaw. maximalem Hunger (bzw.
Sattigung) mit einem vertikalen Strich einzeichnearaufhin gaben die Probanden das Blatt
wieder ab, sodass keine Beeinflussung durch vajewerte stattfinden konnte. Spater

wurde von uns die Strecke nachgemessen und ausgejesi.

Proband: Versuchsreine:
Datum:

Zeitpunkt;

Uhrzeit:

kein | | maximaler
Hunger | | Hunger

Proband: Versuchsreihe:
Datum:

Zeitpunkt;

Uhrzeit:

kein | | maximales
Sattigungs- | | Sattigungs-
gefuhl gefihl

Abb. 2: Visuelle Analogskalen zur Beurteilung desniger- bzw. Sattigungsgefiihl. Die Probanden waren

angehalten, durch einen vertikalen Strich ihr alégeBefinden anzugeben.

2.2.3 Die standardisierten Mahlzeiten

Das Frihstuck, das die Probanden erhielten, wurdealle Mahlzeiten in einer separaten
Kiche vorbereitet und bestand aus 132g Sternserausehellem Weizenmehl, 50g Butter
und 125g Marmelade (verschiedene Sorten). Insgesayab dies 1050.8 kcal, bestehend aus
55.5% Kohlenhydrate, 41.1% Fett und 6.3% Eiweil® Deilnehmer wurden gebeten, die
Mabhlzeit innerhalb von 15 Minuten einzunehmen.

Vor Beginn der Studie wurde sichergestellt, dass Miahlzeiten dem Geschmack aller

14
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Probanden entsprechen.

Zudem stand ihnen jederzeit unbegrenzt stilles Waas Verfligung.

Das Mittagessen bestand aus geviertelten Toasksrhddelegt mit Butter und Schinken bzw.
Kase. Hiervon sollten die Probanden zu einem sgksthlten Zeitpunkt, an dem ihr Hunger
wieder so stark war, dass sie gerne Mittagesseltenpboviele essen, bis sie satt waren. Das
Essen wurde auf einer Kuhlplatte serviert, um ejl@chmafige Qualitat zu garantieren.
Damit immer eine genugend grof3e Menge an Sandwilregerfiigung stand, wurden diese
regelmafig nachgefullt. Hierdurch sollte eine B#egsung der Versuchspersonen durch das
Wissen um ihre bereits verzehrte Nahrungsmengeigden werden. Ein Schinkensandwich
hatte jeweils 30.1 kcal, bestehend aus 39.1% Kblytinaten, 40.0% Fett, 19.9% Eiweil3, ein
Kasesandwich 42.4 kcal, bestehend aus 27.3% Koydeaten, 56.3% Fett und 15.4%

Eiweil3. Die verzehrte Menge, sowie der Zeitpunktdem von uns registriert.

2.2.4 Herstellung der Infusionslésungen

Es wurde Ghrelin (Clinalfa, Laufelfingen, Schweiiz)Zubereitungen & 88 g verwendet. Zur
Herstellung der Infusionslosung fir den Verum-Verswurde dies in 1 ml Aqua destillata
der Fa. Braun aufgeltst, in 4 Portionen a 0.25 eteiy und tiefgefroren. An jedem
Versuchstag wurde eine Portion aufgetaut und 0.2lambn in 100 ml NaCl verteilt, sodass
eine Ghrelin-Konzentration von 176 ng/ml entstabdr Rest wurde verworfen. Die Verum-
bzw. Placebo-Infusion wurde kontinuierlich, tbers d@erfusor-System Becton-Dickinson
Pilot C, in der jeweils aus Kdrpergewicht und Infussmenge berechneten Geschwindigkeit

verabreicht.

2.2.5 Vorversuche

2.2.5.1 Versuchsserie 1:

Hier wurde die physiologische Entwicklung der Ghrgpiegel, sowie der Hunger-und
Sattigungsratings ohne Infusion von Ghrelin an eéssgnt 8 verschiedenen Probanden
untersucht.

Zuerst fand die oben beschriebene Vorbereitund diémehmer statt. Der Versuch begann bei

-20 min mit der ersten Blutentnahme und dem Ausfiililer VAS. Nach dieser Ruhephase
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wurde das standardisierte Frihstliick zum Zeitpunkti® gereicht. In den darauffolgenden
120 min wurde viertelstiindlich Blut entnommen, &0 nin bis 300 min halbsttindlich. Die
Probanden waren jeweils angehalten, ihr aktuellesgdr-bzw. Sattigungsgefihl auf einer
VAS festzuhalten.

Ruhe- 15- mindtig .
30- min(tig Blutentnahme und VAS
phase Blutentnahme und VAS
1 | =t
-20 0 120 300 min
Frithstiick Ende

Abb 3: Versuchsaufbau der VS 1: nach einer 20-ngeiit Ruhephase wurde das Frihstiick bei 0 min dgreic
Die nachsten 120 min wird viertelstindlich Blutmminmen und die VAS von den Probanden ausgefillh Vo
120 bis 300 min erfolgt dies 30-minitig.

2.2.5.2 Versuchsserie 2:

Diese Versuchsserie galt der Findung derjenigerelaiosis, die in der Hauptuntersuchung
eingesetzt werden sollte. Unser Ziel war die Dasidinden, die den nattrlichen Anstieg der
Ghrelinspiegel bestmdglich imitiert. Wir infundiert dazu verschiedene Mengen an Ghrelin,
um die zugehdorigen Plasmaspiegel zu untersuchen.

Hierzu wurde nach der iblichen Vorbereitung 4 Pnolea in einer Ruhephase von -40 min
bis 0 min zunachst 0.9% NaCl-Lésung infundiert, vmtpunkt O min an wurde jeweils flr
eine halbe Stunde Ghrelin - Konzentrationen vonn@/g KG/min, dann 1.0 ng/kg KG/min
und zuletzt 2.0 ng/kg KG/min in aufsteigender Refbiye kontinuierlich infundiert.
Wahrend der gesamten Zeit wurde 10-minutlich Bhthemmen und Hunger bzw. Sattigung
auf den VAS dokumentiert.
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Blutentnahmen und VAS-Evaluation 10-mintitlich

A

Ruhephase 0.5 ng/kg/min 1 ng/kg/min 2 ng/kg/min

Ghrelin i.v. Ghrelin i.v. Ghrelin i.v.

-40 0 30 60 90 min

Ende

Abb. 4: Versuchsaufbau der VS 2: nach einer 40-tigeii Ruhephase wurde bei Omin mit der Ghreliniiofius
begonnen. In den folgenden 30 min wurde Ghreliaiirer Konzentration von 0.5 ng/kgKG/min infundierbn
30 bis 60 min mit 1 ng/kgkG/min und schlieBlich vé@ bis 90 min mit 2 ng/kgkG/min. Wahrend dieseit Ze
erfolgten die Blutentnahmen und das Ausfillen daB\.0-min(tig.

2.2.5.3 Versuchsserie 3:

In Versuchsserie 2 zeigte sich, dass die kontihcier Infusion von 1.0 ng/kg KG/min
Ghrelin dem physiologischen postprandialen Anstgy besten entspricht. Um dies zu
verifizieren und um weitere Informationen bezigl@kschwindigkeit und maximaler Hohe
des Anstiegs des Plasma-Ghrelinspiegel bei diesgizé&ntration zu erhalten, wurde eine
weitere Versuchsserie mit 4 Probanden durchgefilethach 40-minitiger Ruhepause fir 90
Minuten kontinuierlich Ghrelin in einer Dosierungrv1.0 ng/kgKG/min erhielten. Auch hier

wurden 10-minutlich Blutproben gewonnen und dasdéur und Sattigungsgefuhl evaluiert.

2.2.6 Hauptversuch: Versuchsserie 4

Nach der Bestimmung der physiologischen Ghrelirggdiend der Dosisfindung schloss sich
nun der eigentliche Hauptversuch an.

Hierbei war nun unser Ziel, in einer randomisiertdoppel-blinden, cross-over Studie zu
untersuchen, ob niedrig dosierte Ghrelin-InfusionRlacebovergleich Zeitpunkt und Menge
der Nahrungsaufnahme und das Hunger-bzw. Sattigefigfld beeinflusst. AuRerdem

beobachteten wir die Auswirkungen auf Glukose- nsailinspiegel, bzw. auf Cortisol- und

Wachstumshormonwerte.

An dieser Versuchsreihe nahmen 20 verschiedeneaRdel teil, die an jeweils zwei
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verschiedenen Tagen entweder eine kontinuierlictiesion von 1 ng/kgKG/min Ghrelin
(0.9%

Doppelblindstudie war an beiden Tagen vollstandantisch, sodass sowohl fur Teilnehmer

oder das Placebo NaCl-Losung) erhielten. D¥ersuchsablauf dieser
als auch fur die durchfuhrenden Personen VerumRlackebo nicht zu unterscheiden war.
Nach der tblichen Vorbereitung wurde in der Ruhephan -40 min bis 0 min jeweils 10-
minttlich Blut entnommen und die VAS ausgefullt. ZZeitpunkt O min wurde wiederum
das standardisierte Frihstuck gereicht. In denefalgn 60 min fanden Blutentnahmen und
Ratings 15-mindtlich statt.

Da sich in den vorangehenden Versuchen zeigte,ac@a$® min nach Nahrungsaufnahme der
Nadir der Plasma-Ghrelinspiegel erreicht wird, veundit der Ghrelin- bzw. Placeboinfusion
zu diesem Zeitpunkt (60 min) begonnen und kontiiale bis zum Ende fortgefuihrt. Bis zur
180. Minute wurde 10-minttlich, spater alle 15 Me&m die Blutabnahme getatigt und die
Hunger- und Sattigungsratings erhoben.

Eine zweite Mahlzeit, wie oben beschrieben, konmde den Probanden zu demjenigen
Zeitpunkt verlangt werden, zu dem ihr Hunger esavgyte. Hiervon konnten sie essen so viel
sie wollten, bis sie ein angenehmes Sattigungsgeknspurten. Die Sandwiches sollten in
der Dauer einer normalen Mahlzeit zu sich genomnverden. AnschlielBend wurde die

Infusion flr eine weitere Stunde postprandial dgeftihrt.

BE und VAS BE und VAS BE und VAS 10-minutlich,
10-min(tlich 15-min(tlich ab 180 min 15-minatlich
AL A A
4 Y4 AYd Y
Ruhe- 1 ng/kg/min Ghrelin i.v.
phase oder Placebo NaCl
> t
Zweite Mahlzeit, Zeitpunkt .
-40 0 60 300min
frei gewahlt
Frihstick

Abb. 5: Versuchsaufbau der VS 4: nach einer 40-tigaii Ruhephase wurde das Frihstiick bei 0 min gjgrei

In den folgenden 60 min fanden die Blutentnahmem. BZAS-Evaluationen 10-minutlich statt. Von 60 1380

min wurde 1 ng/kgKG/min Ghrelin bzw. NaCl infundiein diesem Zeitraum konnten die Probanden, wéan s

wieder Hunger verspurten, eine zweite Mahlzeitizh sehmen, dessen Menge und Zeitpunkt selbstrivexti

wurde.
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2.3 Laboranalysen

Blut zur Bestimmung der Peptidhormone (Acyl-Ghrelinnsulin, Cortisol und
Wachstumshormon) wurde in Rohrchen mit EDTA-Puffgesammelt, das zur
Glukosebestimmung in Réhrchen mit NaF-Puffer. Al@ben wurden mit demselben Assay

doppelt bestimmt.

2.3.1 Bestimmung von Acyl-Ghrelin

Da biologisch aktives Ghrelin extrakorporal rasbigebaut wird, wurden die Proben nach der
Entnahme sofort auf Eis gelagert und so schnellméglich, spatestens innerhalb von 20min,
weiterverarbeitet. Nach Zentrifugation fur 10 Mieatbei 4°C und 2000 rpm wurde das
Plasma zusammen mit 50 pl 1IN HCI und 10 pl Phenyiysulfonylfluorid (PMSF,
Deutschland) pro ml Plasma angesauert, um Protgiadation zu vermeiden. Anschliel3end
wurden die Aliquote bei -20°C tiefgefroren. Die PF&0sung wurde jeden Tag in einer
Konzentration von 10 mg/ml in 100 %igem Alkohokfrh zubereitet.

Zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen von akti@hrelin wurde ein handelsiblicher
Radioimmunoassay (LINCO Reserch, St. Charles, MissOSA) verwendet [59].

Das Prinzip des Radioimmunoassays, erstmalig 1@960¥Yalow und Berson veroffentlicht
[60], besteht darin, dass eine bekannte Mengedioalgiv markiertem Antigen, dem Tracer,
mit einer ebenfalls bekannten, geringeren MengékArger so in Lésung gebracht wird, dass
nur ein gewisser Anteil des Tracers, z.B. 50 % Aatikorper binden kann. Fligt man nun
unmarkiertes Antigen unbekannter Menge zu, kon&drres mit dem Tracer um die
begrenzten Antikdrperbindungen, wobei sich hierlbgich einer Inkubationszeit ein
Gleichgewicht einstellt. Mit steigendem Anteil amnoarkiertem Antigen sinkt also die
Menge an Antikdrper-gebundenem Tracer. Nun wirdfidee Tracer vom gebundenen mittels
Immunpréazipitation und anschlieRender Zentrifugatgetrennt und die Radioaktivitat der
Probe mit einer Gamma-Kamera gemessen. Anhand Siteerdardkurve wird daraus die
Konzentration des unbekannten Antigens bestimmtFaih des RIA Kits fur Acyl-Ghrelin
richtet sich der Antikérper gegen die Oktanoyl-Grepan Serin (3.Position), die die
biologisch aktive Form von Ghrelin von der desaleetien Form unterscheidet.
Entsprechend den Angaben des Herstellers wurdeRrdigen mit Ghrelin-Antikorper vom
Meerschweinchen Uber Nacht fiir 24h inkubiert, um ain nachsten Tag mit deff-

Ghrelin-Tracer zu mischen. Nach einer weiteren MNaelurde dem Gemisch anti-
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Meerschweinchen-lgG-Serum von der Ziege zugegealreneine Ausféallung der Antikorper
zu erreichen und es 20 min bei 4°C zentrifugiegciNAbsaugen des Uberstandes erfolgte die
automatisierte Messung des verbliebenen TracerdenlcGamma-Kamera.

Die Sensitivitat des Kits lag bei 7.8 pg/ml (pg/@a®70 = pmol/l), der Variationskoeffizient
zwischen den Assays lag bei 9.6 %, innerhalb deaysbei 6.7%.

2.3.2 Insulinbestimmung

Zur Bestimmung der Insulinkonzentration wurde ddA Kit Coat-A-Count Insulin Kit
(SIEMENS Medical Solutions Diagnostics, Los AngelgSA) verwendet. Das Testprinzip
besteht darin, dass eine bestimmte Meffged-markiertes Insulin mit dem Patienteninsulin
um dieselbe Antikorperbindungsstelle konkurrieracN einer festgesetzten Inkubationszeit
(Uber Nacht 18-24 h) wird der Uberstand abgesaugtl die Antigen-Antikorper-
Verbindungen werden mit einer Gamma-Kamera geme&ienCounts sind folglich zu der
Konzentration umgekehrt proportional. Wir fuhrtemes Doppelbestimmung aller Proben
durch. (uU/ml x 7.5 = pmol/l)

2.3.3 Glukosebestimmung

Die Glukosekonzentrationen wurden mittels enzymbésn UV-Test mit Hexokinase

(Greiner Diagnostic GmbH, Bahlingen, Deutschlandgardgitativ photometrisch bestimmt.

Jede Probe wurde doppelt gemessen und entspredeenédngaben des Herstellers 10 pl
Probe mit 1000 pul Reagenz gemischt, 5 min bei 3rikGbiert und daraufhin die Extinktion

gemessen. Die untere Nachweisgrenze dieses Tegtdbi 2 mg/dl (0.1 mmol/l), die obere
Nachweisgrenze bei 900 mg/dl bei 365nm Wellenlamgediesem Bereich misst der Test
linear, der Umrechnungsfaktor betragt Glukose [hg/@.055 = Glukose [mmol/1].

2.3.4 Cortisol und GH-Bestimmung

Wir benutzten einen automatisierten Chemilumineseeimmunoassay (Liaison, Diasorin,
Sallugia, Italien) zur Bestimmung der Cortisol- uwthchstumshormonkonzentrationen im
Serum.

Der Nachweis von GH erfolgte mit einem Sandwichgsdar zwei monoklonale Antikdrper

benutzt. Die untere Nachweisgrenze betragt hietb&i ng/ml, sodass bei Ergebnissen
hierunter willkarlich der Wert 0.1 ng/ml fir weiterBerechnungen gewahlt wurde. Die
Variabilitdt zwischen den Assays betrug 4.4 % benkentrationen von 0.4 ng/ml bzw. 2.4 %
bei 1.2 ng/ml. Innerhalb der Assays betrug die adiiat 6.0 % bzw. 7.2 % bei denselben
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Konzentrationen.

Die Cortisolkonzentrationen wurden mithilfe einesmpetitiven Assays, der nur einen
spezifischen Antikdrper benutzt, bestimmt. Die Kmeaktivitat mit strukturell &hnlichen
Steroidhormonen war hierbei vernachlassigbar kiBie. untere Nachweisgrenze betrug 0.5
po/dl. Bei 2 pg/dl ergibt sich eine Variabilitaherhalb der Assays von 9.2 %, zwischen den

Assays von 4.0 %.

2.4 Statistische Auswertung

Alle gewonnenen Daten wurden im Programm MicroBodtel 2000 (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA) gespeichert und als Mittelwerkesfminus der Standardabweichung
vom Mittelwert (standard error of the mean, + SEviegeben.

Die Steigung des 60-mindtigen Intervalls nach deeiten Mahlzeit (240 - 300 min) wurde
als area under the curve (AUC) gemal} der TrapeelRegechnet. Hierbei wird das Integral
einer Funktion in einem begrenzten Bereich numieresnittelt, indem die AUC durch ein
Trapez bzw. viele kleine ersetzt wird und man sioimit der wirklichen Flache annahert.

Um Verum und Placebo zu vergleichen, wurden diecBEmngsse mittels t-Test fur gepaarte
Werte, unter Berucksichtigung des multiplen Testgasal3 der Bonferroni-Regel, gepruft.
Alle ermittelten p-Werte sind zweiseitig und uniegken einem Signifikanzniveau von 0.05.
Die statistischen Berechnungen wurden alle mittelsn Programm SPSS (Version 17.5)

durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 VS 1: Physiologische Ghrelinwerte, Hunger- Géttigungswerte

Die Untersuchung der physiologischen Entwicklung dktiven Ghrelins an 8 Probanden in
Versuchsserie 1 ergab einen préaprandialen, bas8lgegel von 86 *= 13.8 pg/ml.
Postprandial, nach dem Frihstick, zeigte sich éfalAdes Ghrelinspiegels auf einen Nadir
von 58 + 8.4 pg/ml nach 60 min. Erst zum Zeitpudl80 min wurden die basalen
Ghrelinspiegel wieder erreicht, um danach weiter zh dem von uns gemessenen maximalen

Wert bei 300 min von 120 + 19.3 pg/ml, anzusteigen.

200 -
Frihstiick .
Nadir
= 150 1
£
(@)
=
c 100 -+
[
S 50 - —— Acyl-Ghrelin
I
<
-30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Zeit (Minuten)

Abb. 6: Verlauf der physiologischen Acyl-Ghrelinwein VS 1 (n=8).

Die Hunger- und Sattigungswerte verliefen gro3ienemtgegengesetzt.

Praprandial gaben die Probanden ihren Hunger bet 2.5 mm auf der VAS an, ihr

Sattigungsgefuhl lag bei durchschnittlich 22 + 1ié. Unmittelbar nach Einnahme des
Frihsticks sank das Hungergefiihl sehr schnell aninral 9 £ 4.5 mm zum Zeitpunkt

30min, wohingegen die Sattigung bis zum maximaleartWon 89 + 4.4 mm anstieg. Im

Verlauf stiegen die Hungerratings kontinuierlick maximal 75 £ 8.0 mm bei 300min an, die

Sattigungskurve sank bis zu einem Minimum von BGtmm.
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Friihstiick
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Abb. 7: Verlauf der physiologischen Hunger- undtigahgswerte in VS 1 (n=8).

3.2 VS 2 & 3: Die unterschiedlichen Ghrelininfussomengen und die gemessenen

Plasmaghrelinspiegel

In Versuchsserie 2, in der verschiedene Konzeotrati der Ghrelininfusion jeweils fir
30min getestet wurden, malRen wir bei 4 Probandsnebasalen Ghrelinspiegel von 123 +
34.2 pg/ml. Durch die Infusion von 0.5 ng/kg KG/mi@hrelin stieg dieser auf
durchschnittlich 147 + 50.8 pg/ml an. Steigerte rdaninfusionskonzentration auf 1.0 ng/kg
KG/min zeigten sich Werte von 170 % 49.7 pg/ml, B€ing/kg KG/min lagen sie bei 248 +

54.6 pg/ml.
Es zeigt sich also, dass durch eine Infusion mitklzentration von 1 ng/kg KG/min der

Anstieg der Plasma-Ghrelinwerte am ehesten demglbgschen Anstieg, wie wir ihn in VS

1 zwischen 60 und 180 min gesehen haben, entspricht
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300 - Ghrelin-Infusion 1 ng/kgKG/min 2ng/kgKG/min
0.5 ng/kgKG/min
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Abb. 8: Verlauf der Acyl-Ghrelinwerte in VS 2 wahik Infusion ansteigender Ghrelindosen (n=4). Bei 1

ng/kgKG/min zeigt sich ein Verlauf, der dem physgibchen postprandialen Anstieg am Nachsten kommt.

In Versuchsserie 3 wurde dann die ermittelte Kotragion von 1 ng/kg KG/min 4 Probanden
tber 90 min infundiert, um ihre Auswirkung auf llasma-Ghrelinspiegel zu verifizieren.
Die basalen Ghrelinwerte vor Ghrelinapplikationdaggemittelt in den ersten 40 min bei 104
+ 31,6 pg/ml. Sie stiegen durch die kontinuierlidhtusion auf durchschnittlich 156 + 23,9
pag/ml an. Es bestatigt sich also der in VS 2 bergezeigte Effekt, sodass diese
Konzentration fur die weiteren Versuche beibehalterde.

300 =
1 ng/kgKG/min Ghrelin i.v.

l

250 +

200 +

150 +

100 1

—@— Acyl-Ghrelin

50 A

Acyl-Ghrelin (pg/ml)

O T T T T T T T T L] L] L] L] 1

-40  -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zeit (Minuten)

Abb. 9: Verlauf der Acyl-Ghrelinwerte in VS 3 wahikInfusion von 1 ng/kgKG/min (n=4).
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3.3 VS 4: Vergleich Placebo vs. Ghrelininfusion

3.3.1 Basale Plasmalevel

Die basalen Plasmaspiegel der gemessenen Paraaktiers Ghrelin, Glucose, Insulin,
Cortisol und Wachstumshormon waren innerhalb ddreRbase von 40 min bei Placebo- und
Verumgruppe bei den 20 Probanden nicht signifikeetschieden. Die entsprechenden
Durschnittswerte sind in Tabelle 2 angegeben.

NaCl-Infusion Ghrelin-Infusion p-Wert
Basalwert Glucose (mg/dl) 98 +1.8 101+1.8 n.s.
Basalwert Insulin (fU/ml) 2+0.5 2+0.7 n.s.
Basalwert Acyl-Ghrelin (pg/ml) 83+7.7 7875 n.s.
Basalwert Cortisol (ug/dl) 1511 14+£1.2 n.s.
Basalwert Wachstumshormon (ng/ml) 0.7+0.3 0.8+£0.3 n.s.

Tabelle 2: Basalwerte von Glucose, Insulin, Acylr&im, Cortisol und Wachstumshormon der VS 4 im

Placebo- und Verumvergleich (n=20). Die Daten silsdDurchschnittswerte + SEM angegeben.

3.3.2 Acyl-Ghrelin

Wahrend der Infusion von physiologischer Kochsalatig sanken die basalen Werte des
aktiven Ghrelin von 83 = 7.7 pg/ml auf minimal 5232 pg/ml 60 min postprandial (p <
0.001). Im Verlauf stiegen die Hormonwerte konterlich an, blieben aber bis zum
Zeitpunkt 210 min signifikant unter praprandialereifén (p < 0.05).

Im Verum-Versuch zeigte sich ein &hnlicher Abfadsdoraprandialen Ghrelins von 78 + 7.5
pag/ml auf 49 £ 3.6 pg/ml 60 min nach Verzehr de&hBtiicks (p < 0.001). Zu diesem
Zeitpunkt startete die Ghrelininfusion (1 ng/kg Ké), was zu einem sofortigen Anstieg der
Plasma-Spiegel fuhrte. So wurden die basalen Weeteits innerhalb von 10 Minuten
erreicht. Ab 100 min waren sie signifikant erhdhtVergleich zu praprandialen Werten (p <
0.05). Die maximalen Ghrelinwerte unter Ghrelingiin betrugen 191 + 11.7 pg/ml bei 300

min und waren somit 2.4 mal hoher als basale Level.
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Abb. 10: Verlauf der Acyl-Ghrelinwerte in VS 4 imdeebo- und Verumvergleich (n=20). Zudem ist der
jeweilige Zeitpunkt der zweiten Mahlzeit gekennheiet.

3.3.3 Hunger und Séttigung, Kalorienaufnahme

Vergleicht man die basalen Hunger- und Sattigungewezeigt sich kein signifikanter
Unterschied. Das préaprandiale Hungergefiihl lagruNeCl-Infusion bei maximal 79 = 2.5
mm, unter Ghrelininfusion bei maximal 76 = 3.7 nuas praprandiale Sattigungsgefuhl bei
17 + 2.5 mm bzw. 19 + 3.9 mm.

Auch postprandial unterscheidet sich der Verlauftd#den Graphen nicht signifikant.

Nach dem Fruhstick konnte unter Placebo-Infusian A&bfall des Hungergefuhls auf
minimal 8 + 1.6 mm nach 30 min beobachtet werdenVerlauf stieg das Hungergefuhl der
Probanden wieder bis zu einem maximalen Level Vot 8.4 mm nach 180 min an. Danach
zeigte sich eine Plateauphase ohne signifikant@ngarungen bis zur Aufnahme der zweiten
Mabhlzeit.

Wahrend der Ghrelin-Infusion kam es ebenfalls 30 nach dem Frihstiick zum maximalen
Abfall des Hungergefuhls auf 6 £ 1.5 mm. Hier eshée der postprandiale Anstieg des
Hungers Maximalwerte von 51 £ 5.5 mm zum Zeitpuh® min und blieb ebenfalls auf

diesem Niveau bis zur Einnahme der zweiten Mahiabil.
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Abb. 11: Verlauf der Hungerratings in VS 4 im Plageund Verumvergleich (n=20). Zudem ist der jeigeil
Zeitpunkt der zweiten Mahlzeit gekennzeichnet.

Auch das Sattigungsgefuhl zeigte unter Verum bzlacébobedingungen einen annahernd
identischen Verlauf. Das Sattigungsgefihl der Pndba stieg wahrend NacCl-Infusion auf
maximal 90 £ 3.9 mm 30 min nach dem Frihstiick, nrdear postprandialen Periode wieder
auf minimal 52 + 54 mm bei 180 min zu fallen. Imerdm-Versuch erreichte das
Sattigungsgefihl ebenfalls nach 30 min ihr Maximuom 90 + 3.1mm, um dann ebenfalls
kontinuierlich abzufallen. Bei beiden Versuchergieisich in der Zeit vor der Einnahme der
zweiten Mahlzeit eine Plateauphase ohne weiterdallAtes Sattigungsgefihls.

Nach Nahrungsaufnahme zeigten sich im Ghrelin-Mdrsusignifikant erhohte
Sattigungswerte zum Zeitpunkt 270 und 285 von B5tmm vs. 59 £ 7.4 mm und 83 = 4.0

mm vs. 70 £ 6.1 mm. Bei den Hungerratings zeigth dieser Effekt jedoch nicht.
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Abb. 12: Verlauf Sattigungsratings in VS 4 im Plageund Verumvergleich (n=20). Zudem ist der jeigeil
Zeitpunkt der zweiten Mahlzeit gekennzeichnet. Mbeachte den signifikant starkeren Anstieg des
Sattigungsgefihls in der Ghrelingruppe nach Einreber zweiten Mahlzeit. Die mit * gekennzeichnetféerte

zeigen Signifikanz von p < 0.05 zwischen WertereuRiacebo- bzw. Ghrelininfusion.

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen @euppe mit NaCl- und der mit
Ghrelininfusion was die Menge und den Zeitpunkt derfnahme der zweiten Mabhlzeit
betrifft. Im Placeboversuch wurden die Sandwicha® Zeitpunkt 244 + 10.4 min gegessen,
wéhrend sie im Verumversuch bei 247 + 8.3 min Verzeurden.

Die Menge der aufgenommenen Nahrung betrug 10293tktal bei NaCl-Infusion, bzw.
1094 + 90 kcal bei Ghrelin-Infusion (n.s.). Auchr #éasserkonsum unterschied sich mit 915

+ 60 ml, bzw. 961 + 73 ml nicht signifikant.

NaCl-Infusion Ghrelin-Infusion p-Wert
Zeitpunkt d
erpunit cer . 244 +10.4 247 +8.3 n.s.
Nahrungsaufnahme (min)
Menge der 1029 + 113 1094 + 90 n.s.
Nahrungsaufnahme (kcal)
Wassermenge (ml) 915 + 60 961 £ 73 n.s.

Tabelle 3: Zeitpunkt und Menge der aufgenommenerhriNay sowie des verzehrten Wassers im
Verum/Placebovergleich der VS 4 (n=20). Die Dated als Durchschnittswerte + SEM angegeben.
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3.3.4 Glukose- und Insulin

Am Versuchstag der Kochsalzinfusion stiegen diekGdewerte von basalen 98 = 1.8 mg/di
zu maximal 126 = 3.9 mg/dl 30 min nach dem FruHstéic. Sie unterschieden sich damit
nicht signifikant von den Werten wahrend Ghrelifubion, von 101 + 1.8 mg/dl basal und
124 = 3.3 mg/dl maximal. 120-140 min nach dem Riitls waren in beiden
Versuchsgruppen die Glukosewerte nicht mehr sigmfi erhdht.

Die Glukoselevel unterschieden sich bis 240 mirhinggnifikant zwischen Kochsalz- und
Ghrelininfusion. Jedoch kam es nach Einnahme deitew Mahlzeit zum Zeitpunkt 255, 270
und 300 min zu einer signifikanten Erhéhung derk@sewerte wahrend der Ghrelininfusion.
Die Area under the curve von Glukose zwischen &&: 2nd 300. Minute war unter NaCl-
Infusion 5630 £ 136.3 mg/dl x 60 min im Vergleian @317 + 206.5 mg/dl x 60 min wéhrend

Ghrelininfusion, was einem p - Wert < 0.007 entspra

140 - Frihstick  1-V- 1 ng/kgKG/min Ghrelin oder NaCl
l Zweite Mahlzeit 4

~ 120 *
=4 *
S *
o 100
2}
Q
o
=) =O==NaCl
O 8014 —e—Ghrelin

60

-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Zeit (Minuten)

Abb. 13: Der Verlauf der Blutzuckerwerte in VS 4 acebo- und Verumvergleich (n=20). Zudem ist der
jeweilige Zeitpunkt der zweiten Mahlzeit gekennheiet. Man beachte, dass es aber nach Einnahmevditerz
Mabhlzeit bei der Ghrelininfusion zu signifikant éfiien Glukosewerten von 255 — 300 min im Placelglemh
kam. Die mit * gekennzeichneten Werte zeigen Sikaifz von p < 0.05 zwischen Werten unter Placelzo+. b

Ghrelininfusion.

Die Insulinwerte stiegen wahrend NaCl-Infusion \o@salen 2 £ 0.5 pU/ml auf maximal 36 +
4.6 pU/ml 45 min nach dem Frihstick an, um nachrggOwieder auf ein Minimum von 12
+ 3.2 pU/ml zu fallen. Damit unterschieden sich ldigulinlevels nicht signifikant von denen

wahrend der Ghrelininfusion, wo sich basale Weae 2 + 0.7 pU/ml auf maximal 36 + 5.5
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pU/ml steigerten, welche nach 240 min auf dieselb®arte wie im Placeboversuch
zurtckkehrten.

Nach Einnahme der Sandwichmahlzeit zeigte sichTeamd zu héheren Insulinwerten unter
Ghrelininfusion, jedoch konnte keine statistiscignikanz erreicht werden. Die Area under
the Curve im Zeitraum 240 — 300 min war wahrend Nafision 787 £ 145.7 pU/ml x
60min, wahrend sie unter Ghrelin-Infusion 934 + LUI¥ml x 60 min ergab (n.s.).

50 - i.v. 1ng/kgKG/min Ghrelin oder NaCl
l Zweite Mahlzeit
40 Frihstick “|
I
5 30 -
=
S 20 .
2 —o—NaCl
£ —@— Ghrelin
10 A
0

T ™ T T T T T T T T T T T T T T T ]
60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Zeit (Minuten)

Abb. 14: Der Verlauf der Insulinwerte in VS 4 imaBébo- und Verumvergleich (n=20). Zudem ist deejége

Zeitpunkt der zweiten Mahlzeit gekennzeichnet.

3.3.5 Cortisol- und Wachstumshormon

Die wahrend der Kochsalzinfusion gemessenen Cosigste unterschieden sich nicht
signifikant von denen wahrend Ghrelininfusion — laugcht nach Einnahme der zweiten
Mabhlzeit. Die morgendlichen préaprandialen Werteaemain beiden Gruppen mit 14.6 + 1.07
po/dl (NaCl) bzw. 13.2 1.19 pg/dl (Ghrelin) physiologisch erhéht undédie postprandial
auf minimal 5.61 £ 0.43 pg/dl unter NaCl-Infusioemb 5.60 + 0.49 pg/dl. Die Area under
the curve zwischen 240-270 min betrug fur Corté&2b + 31.1 pg/dl x 60 min in der NaCl-
Gruppe, wéahrend sie in der Ghrelin-Gruppe 426 3 3@/dl x 60min ergab (n.s.).
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Cortisol (pg/dl)
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Abb. 15: Der Verlauf der Cortisolwerte in VS 4 ifaéebo- und Verumvergleich (n=20).

Die basalen Spiegel von GH waren in beiden Grugetich, bei 0.7 £ 0.27 ng/ml bei NaCl-

Infusion, bzw. 0.8 = 0.33 ng/ml im Ghrelinversuch.

Die Werte fir das Wachstumshormon fielen dann withaer NaCl-Infusion auf 0.1 + 0.01

ng/ml zum Zeitpunkt 60 min. Auf diesem Niveau bbeb sie fur den restlichen
Versuchsablauf stabil und anderten sich nicht &lgmit.

Wahrend Ghrelin-Infusion stiegen die GH-Spiegebmdsignifikant von 0.1 + 0.01 ng/ml bei
60 min auf ein Maximum von 0.9 + 0.43 ng/ml bei 2680 an (p = 0.039 im NacCl-
Vergleich). Dies ergab eine AUC im Zeitraum 240-300 13 + 5.2 ng/ml x 60 min wahrend
Kochsalzinfusion, bzw. von 42 + 18.1 ng/ml x 60 rpn= 0.034) wahrend Ghrelininfusion.

ng/ml)

N—r

I

G

0,9 1

0,8
0,7

0,6 1
0,5 1
0,4 1
0,3 1
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0,1 1

*
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—.—Ghrelj/e/e\e
60 180 225 240 255 270 285 300
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Abb. 16: Der Verlauf der GH-Spiegel in VS 4 im Rdbo- und Verumvergleich (n=20). Wéhrend

Ghrelininfusion zeigen sich signifikant erhthte Wsttimshormonwerte. Die mit * gekennzeichneten Werte

zeigen Signifikanz von p < 0.05 zwischen WertereuRiacebo- bzw. Ghrelininfusion.
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4. Diskussion
4.1 Allgemeine Diskussion

4.1.1 Ghrelin — Synthese, Struktur, Rezeptor

Zentrales Thema der vorliegenden Arbeit ist dasgrgasestinale Hormon Ghrelin, welches

1999 von der japanischen Forschungsgruppe um Kagm@deckt wurde [22].

Es handelt sich um ein Peptidhormon aus 28 Aminesduwessen humane Form sich vom
Rattenghrelin nur durch zwei Aminosauren untersidgtei Es entsteht aus einem 117
Aminosauren langen Préa-Prohormon [61].

Die hochste Ghrelinproduktion konnte im saureprieeshenden Bereich des Magenfundus
nachgewiesen werden, wobei es im gesamten Gasbirdltrakt sezerniert wird. Dies zeigt

sich auch in der Tatsache, dass die Plasmaghrelgedmach Gastrektomie sofort um bis zu
70 % absinken [62]. Bei den ghrelinausschittendele@ handelt es sich um sog. X/A-

Zellen, die einen Anteil von 20% der endokrinenleteldes Magen-Darmtraktes ausmachen
[23]. AuRBerdem konnten wenige ghrelinproduziereAdien auch im Nucleus Arcuatus des
Hypothalamus nachgewiesen werden, sodass man @asgeht, dass das Hormon sowohl
durch den grof3en Kreislauf als auch tGber das Hyysspipfortadersystem an den Ort seiner

Wirkung gelangt [63]

Human Ghrelin-28

1 3
NH:-@ Ser Ser Phe' '} Ser@"él;.@mn (Rat)
2o O -
Hén val (@)

HCH

HCH : Gin
HCH Lys Ser Glu Lys Gin

HCH [Lys
HCH
HCH (L)

H 28

Pro
N-Octanoyl group JLys( " Gin w-(‘()oﬂ

Abb. 17: Das Peptidhormon Ghrelin. Man beachte\di@ectanoyl-Gruppe an Serin 3 [64]
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Um Ghrelin in seine biologisch aktive Form zu vendaln, wird das Serin an Stelle 3 mit
Oktansaure, mittels des erst kurzlich entdeckteembranstandigen Enzyms Ghrelin O-acyl-
transverase (GOAT) verestert [65]. Man geht davas, a@ass im Blutplasma ca. 3-4% des
gesamten Ghrelins in der acetylierten aktiven Feonliegen [66]. Im Magen hingegen ist der
Anteil des aktiven Ghrelins mit einem Verhaltniswacetyliertem zu unacetyliertem Ghrelin
von 1:3 sehr viel hoher [61]. Diese Modifizierungeht das Ghrelinmolekdl lipophiler und
tragt dazu bei, dass es die Bluthirnschranke Ulngleni kann [67] und eine G-Protein-
gekoppelte Aktivierung am GH secretagogue recg@étS-R), einem Rezeptor, Uber den die
Ausschittung von Wachstumshormon (GH) aus der Hyysp gesteuert wird, bewirken
kann [31]. Bereits 1996 wurde dieser Rezeptor GHB-Riypophyse, Hypothalamus und
Hippocampus nachgewiesen, in geringerer Menge aaochderz, Pankreas, Milz und
Schilddriise [68, 69]. Ghrelin bindet hierbei v.a.die Isoform la dieses Rezeptors (GHS-
Rla). Schon Jahre vorher wurden kinstliche Pepsdg, Growth Hormone Releasing
Secretagogues (GHSs) bekannt, die an diesen ReZgptten und die GH-Ausschiittung
stimulieren [70]. Ghrelin konnte schlie3lich als degener Ligand dieses Rezeptors
identifiziert werden [71]. Aufgrund dieser Eigenaftlen konnte somit gezeigt werden, dass
Ghrelin, neben dem GH-Releasing Hormone (GH-RH) 8odhatostatin, in die Regulation
der Ausschittung von Wachstumshormon einwirkt [Bapdet Acyl-Ghrelin an den GHS-R,
kommt es zu einer Phospholipase C-vermittelten’-Egisetzung aus intrazellularen
Speichern, auRerdem werden Kaliumkanale gehemnsteimen zusatzlichen Cainstrom
aus spannungsabhangigen L-Kandlen bedingt und sswhiie3lich die GH-Ausschittung
auslost [73]. Man kann hierbei von einer ahnlicarlsgtn GH-ausschittenden Potenz von
Ghrelin und GHRH ausgehen. Aufgrund dieser Eigesf$chwurde es nach der
indogermanischen Silbe ,ghre” fur ,to grow* und hadem Englischen ,Growth Hormone

Release Inducing® in Ghrelin benannt [22].

4.1.2 Ghrelin — Auswirkungen auf die zentrale Steng der Nahrungsaufnahme

Hunger und Sattigung wird durch komplexe zentralechManismen, v.a. im Hypothalamus,
aber auch im Hirnstamm reguliert. Dabei spielen zimen zentrale Signale durch lokal
produzierte Mediatoren, wie z.B. Neuropeptid Y, dwcortin, Agouti-related protein,
Dopamin, Endocannabinoide uvm. eine grol3e Roller aloch zentral wirksame, peripher
ausgeschuttete Hormone, wie z.B. Leptin, InsulihyeBn, Peptid YY u.a. wirken in die

Nahrungsaufnahme ein [74].
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Leptin z.B. wird im Fettgewebe gebildet und seratdtangig von der Flllung der Adipozyten
ein hungerdampfendes Signal an den Hypothalamiushdhe Leptinspiegel sind ein Zeichen
der Uberernahrung [75]. Somit gilt es als ,Gegeeigpt von Ghrelin.

Bis zur Entdeckung von Ghrelin kannte man kein lenagsldsendes Signal, das von
peripheren Geweben stammit.

Man geht davon aus, dass Ghrelin v.a. im BereichNigcleus arcuatus des Hypothalamus
seine Wirkung entfaltet. Es gibt hier zwei versdeige Arten von Neuronen, die eine
wesentliche Rolle bei der Regulation der Nahrunfygdume spielen. Zum einen die Hunger
auslosendes Neuropeptid Y (NPY) und agouti-relaretdein (AGRP) produzierenden Zellen
und zum anderen Neurone, die pro-opiomelano-cotOMC) und cocaine-and
amphetamine-related transcript (CART) ausschuttenden Hunger eher unterdricken [76].
Cowley et al. zeigten, dass Ghrelin-exprimierendifdne v.a. im Nucleus arcuatus und in
einer Zellgruppe nahe dem dritten Ventrikel zu éndsind. Von hier ziehen Efferenzen zu
den NPY, AGPR, POMC und Corticotropin-releasingnhone (CRH) ausschittenden Zellen
des Hypothalamus. Hier scheint Ghrelin in die Hunged Sattigungsregulation einzugreifen,
da es Uber diese Verbindung die Ausschittung volY NRd AGPR via GHS-Rezeptor
stimuliert und hiertiber die Nahrungsaufnahme zgtéeken scheint [77]. Au3erdem scheint
Ghrelin die POMC-haltigen Neurone zu inhibieren usdmit die Freisetzung des
anorektischen Peptidsmelanocyte-stimulating hormone-MSH) herabzusetzen [78].

Im Tierversuch fand man heraus, dass eine intrateelshrelininjektion nicht nur den
Nucleus arcuatus, sondern auch den Nucleus pareedatis und den lateralen
Hypothalamus aktiviert. Hier befinden sich Neurone, denen das orexigen, also
hungerstimulierend wirkende Orexin A und B produzieird [79, 80]. In-vitro konnte
gezeigt werden, dass Ghrelin direkt diese Neurdineubert und im Tiermodell konnte der
hungerauslosende Effekt von Ghrelin durch Anti-QrefAntikdrper antagonisiert werden
[81]. So geht man davon aus, dass Ghrelin aucreain die Nahrungsaufnahme stimuliert.
Zudem wirkt Ghrelin moglicherweise tUber den Nerwagus appetitsteigernd, da man im
Ganglion Nodosum von Ratten und Menschen den Ginezkeptor nachgewiesen hat, was
eine Signallbertragung vom Magen zum ZNS uber exfterNeurone wahrscheinlich macht

[82]. Jedoch lie3 sich dies nicht in allen Studserdeutig beweisen.
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4.1.3 Ghrelin — Auswirkungen auf die Energiebilanz

Neben einer kurzfristigen Beeinflussung des Hunged Sattigungsgefuhl scheint Ghrelin
auch eine Rolle in der Regulation der langerfrestigEnergiechomodostase zu spielen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Plasma-Ghreteweegativ mit dem BMI der
zugehorigen Person korrelieren. Denn verschiedengie® zeigten, dass adipdse Personen
erniedrigte  bzw. schlanke Personen erhohte Ghpadigel im Vergleich zu
normalgewichtigen Probanden aufweisen [27, 83-87].

Es wurde auch deutlich, dass eine Gewichtszunahore Ezniedrigung der basalen
Ghrelinwerte fuhrt. Diesen Effekt sieht man auch Patienten mit Anorexia nervosa, die
wieder an Gewicht zugenommen hatten [88, 89]. Ebéinsrt eine Gewichtsabnahme, sei es
durch Nahrungsrestriktion oder durch andauerndgsekiiches Training, aber auch durch das
Erreichen kachektischer Zustande im Laufe von Magsdrt, Herzerkrankungen, Lungen-,
Brust- und Darmkrebs, zum Anstieg des basalen RPfahralins [90-94]. Es scheint also, als
wirden die jeweiligen Ghrelinspiegel dem Hypothalameine Auskunft Gber den
Ernahrungszustand des Korpers geben.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass Ghrelin in digiation der Energiebilanz einwirkt, ist die
Tatsache, dass bei Patienten mit Prader-Willi-Symdreiner genetische Erkrankung, die u.a.
mit geistiger Retardierung, pathologisch gesteggeMahrungsaufnahme und verminderter
GH-Ausschittung einhergeht, stark erhdhte basalel@werte gefunden werden [85, 95,
96]. Bei diesen Patienten fehlt jedoch der postiede Ghrelinabfall. Wie sich diese beiden
Faktoren gegenseitig bedingen, d.h. ob die Adipegiurch die hohen Ghrelinspiegel bedingt
ist, oder ob die hohen Grehlinspiegel durch diepaditas ausgeldst werden, ist jedoch noch
nicht hinreichend geklart und bedarf weiterer Ustiehungen [95, 97].

Im Tierversuch an Ratten konnte durch langfristBjeelinadministration tber zwei Wochen
hinweg eine Gewichtszunahme durch verminderte tHettiion erreicht werden. AulRerdem
zeigte sich eine Erhdhung des respiratorischeniénten [24, 98]. Dies scheint ein weiterer
Hinweis darauf zu sein, dass Ghrelin orexigen wirkdl in die Engergiehomdostase eingreift.
Um die physiologische Rolle Ghrelins in der Nahmgaugfnahme klarer werden zu lassen, hat
man diverse Studien mit Ghrelin knock-out Mauserckigefiihrt. Jedoch zeigten diese nicht
eindeutig, inwieweit Ghrelin auf die Regulation ddahrungsaufnahme einwirkt [99-102]. So
konnten Sun et al. bei Mausen ohne eigene Ghreliytion keine Unterschiede
insbesondere bezlglich Fettablagerungen, Korpeegré#®rpergewicht und Menge der
Nahrungsaufnahme im Vergleich zu Wildtyp-Mausensteien. Mause, denen Ghrelin fehlt,

reagieren auflerdem, genauso wie normale Mausegesieigertem Appetit auf exogene
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Ghrelingabe und mit Ubergewicht auf fettreiche [)#]. Diese Ergebnisse stellen die Rolle
Ghrelins als zentralen Regulator der Nahrungsaufiealstark in Frage. Andere Studien
stimmten hiermit tberein, fanden jedoch zusatztieraus, dass in Ghrelin knock-out Mausen
eine vermehrte Fettutilisation zur Energiegewinnwstgttfindet [101]. Dem wiederspricht
eine Untersuchung von Zigman et al., die feststetlass Mause mit fehlendem GHSR durch
fettreiche Diat weniger Gewicht zunehmen als deftdWfp, was wiederum fir die Rolle

Ghrelins in der Regulation der Energiehomdostasehg102].

4.2. Spezielle Diskussion

Unsere Untersuchungen zeigten zum ersten Mal, élassniedrig-dosierte Ghrelin-Infusion

weder Einfluss auf den Zeitpunkt, noch auf die Kialemenge der aufgenommenen Mahlzeit
hat. Wir kdnnen also bisherigen Publikationen, ddéegebnisse postulierten, dass Ghrelin
Hunger und Nahrungsaufnahme positiv beeinflusseht austimmen. Was uns grundsatzlich
von vorherigen Arbeiten unterscheidet, ist, dass @men sehr physiologischen Ansatz
verfolgten, indem wir die Ghrelininfusion zum Nadler endogenen Ghrelinausschuittung
starteten und dabei zudem die niedrigste Dosis emaeten, die bisher in der Literatur
angegeben wurde [38-41, 47, 49].

4.2.1 Endogenes Ghrelin — Auswirkungen auf Hunger Nahrungsaufnahme

In vielen Studien, wie auch in unserer, konnte walthogen werden, dass endogene
Plasmaghrelinwerte postprandial absinken und nawr &alsohle wieder ansteigen, um vor
einer weiteren Mahlzeit wieder ihr Maximum zu echain. Hieraus folgerten Cummings et al.
2004, dass dieser praprandiale Anstieg eine groB#e Rm Ansto3 zur néchsten
Nahrungsaufnahme spielt. Sie zeigten, dass der madei Anstieg des Ghrelins dem
maximalen Hunger um ein kurzes Intervall voraus@@e#t.

Die Literatur ist diesbeziglich aber nicht eindgys5, 56, 103]. So konnten Erdmann et al.
nachweisen, dass zwar eine signifikante Korrelatianschen Hunger und Ghrelinwerten
besteht, aber auch, dass die absolute Héhe delapdiplen Ghrelinlevel keinen Einfluss auf
die spater aufgenommene Nahrungs- und Kalorienmenge [56]. Darlber hinaus
unterscheidet sich der Verlauf der Ghrelinwerte Merhéltnis zur entsprechenden
Hungerentwicklung in Abhangigkeit von den aufgenagnen Makronahrstoffen. So war ein

ahnlicher Hungeranstieg sowohl nach einem kohlergtgglchen Essen, welches zu einem
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postprandialen Ghrelinabfall fihrte, als auch neicler fett- bzw. proteinreichen Mahlzeit zu
beobachten, die hingegen zu ansteigenden Ghretewghrte. [55]. Diese Erkenntnisse
stellen natirlich Ghrelins Rolle in der Initiatider Nahrungsaufnahme in Frage.
Interessanterweise fehlte bei adipdsen Patienten basal erniedrigten Ghrelinwerten
ebenfalls das postprandiale Absinken der Ghreliteyauch nach einem kohlenhydratreichen
Essen [104].

Unsere aktuelle Studie demonstriert unter anderedass das Verlangen zur
Nahrungsaufnahme ca. 30 min nach Erreichen derldmgahrelinwerte, ohne exogene
Ghrelininfusion, wiederkehrt, was eher mit dem Kepiziibereinstimmen wirde, das davon

ausgeht, dass Ghrelin an der Initiation der Nahsanfpahme mitwirkt.

4.2.2. Exogene Ghrelinapplikation

4.2.2.1. Zeitpunkt des Infusionsbeginns

Im Gegensatz zu den meisten anderen gastrointiestiflormonen steigt Ghrelin nach einer
kohlenhydratreichen Mabhlzeit nicht an, sondernt fali. Deshalb bedarf es einer speziellen
Herangehensweise, um diese physiologischen Verssdtmachzuahmen. Dementsprechend
wurde in dieser Studie die niedrig dosierte Ghrétilmsion am Nadir der physiologischen
Ghrelinspiegel, 60 min postprandial, gestartet, geanau herauszufinden, ob hierdurch
Hunger und der Wunsch zur Nahrungsaufnahme friilesdeskehren oder verstarkt werden.
Die meisten anderen Studien, die mit Ghrelininfosio arbeiteten, starteten diese vor oder
zum Zeitpunkt der Einnahme der Mahlzeit [38, 39,48 47, 48] bzw. liel3en die Probanden
nuchtern [36, 40, 44, 46, 50, 53]. Hierbei ist zeathten, dass bei Betrachtung der
Hungerwerte auf den VAS nach nachtlichem Fastemichternen Zustand durchwegs sehr
hohe Werte erhoben werden. Dass diese durch eiiteravé-astenperiode — mit und ohne
Ghrelininfusion — schwer zu steigern sind, leucleiet Es ist also fraglich, ob Studien, bei
denen Probanden durchwegs nuchtern bleiben, wirklden durch Ghrelininfusion

induzierten Hunger von dem physiologischen untexisiegn kénnen.

4.2.2.2. Zeitpunkt und Menge der zweiten Mahlzeit
Neary und Mitarbeiter verfolgten einen uns &hnlichAnsatz, indem sie die i.v.
Ghrelinadministration 90 min nach einem standaedish Frihstick begannen und den

Probanden eine unbegrenzte Menge einer zweitenzialzur Verfigung stellen.
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Allerdings wurde dieses Mittagessen — im Gegermatznserem Versuchsaufbau — zu einem
fixen Zeitpunkt 90 min nach Infusionsbeginn gergiclvas den freien Willen zur
Nahrungsaufnahme der Probanden natirlich nichtcksightigte. Zudem war die infundierte
Ghrelinmenge 17fach hoéher als unsere [41]. Im Gesgjenzu den meisten anderen Studien,
die die Hungerentwicklung bzw. NahrungsaufnahmechlluGhrelininfusion untersuchten,
lieRen wir die Probanden sowohl Zeitpunkt als aMemge der zweiten Mahlzeit frei wahlen,
um jegliche Beeinflussung durch aufRere Einflisseveumeiden. Andere Studien setzten
meist den Zeitpunkt [40, 41, 45, 47, 50] bzw. Zeitkt und Menge [39, 48] fest, oder
dokumentierten lediglich das veranderte Hungerddf® 38, 46, 53], ohne dies mit einer
Testmahlzeit zu bestéatigen. Wir denken, dass ddiehMethode, die wir verwendeten,
welche den Probanden die Nahrungsaufnahme, sowashtliie Menge als auch den Zeitpunkt
betrifft, frei von jeglichen &uf3eren Einflissen fésst, der Ghrelin-induzierte Effekt

bestmoglich untersucht werden kann.

4.2.2.3. Kontinuierliche vs. Bolus-Applikation

Was uns ebenfalls von vielen anderen Studien witeidet, ist die Tatsache, dass wir eine
kontinuierliche Ghrelininfusion und keine Bolusagption verwendeten, da diese eher dem
physiologischen Anstieg der Ghrelinkonzentratiomeéih Unsere und diverse bisherige
Studien zeigten, dass endogenes Plasmaghrelinseasdm Nadir postprandial kontinuierlich

ansteigt, sodass eine kontinuierliche Gabe ehaneiphysiologischen Anstieg entspricht.

AulRerdem betragt die Halbwertszeit von acetylier@hmelin im menschlichen Organismus

nach i.v. Gabe ca. 9-21 min, sodass durch Bolusgabeein sehr kurzer Konzentrationspeak

erreicht werden kann und keine andauernde Erhédenglasmaghrelinspiegel [51, 105].

4.2.2.4. Applizierte Ghrelindosis, erreichte Plaspiegel

Wir verwendeten in unserer Untersuchung eine Kamagon von 1ng/kgKG/min, die

niedrigste bisher bekannte Dosis kontinuierlichdrrgBninfusion. In den Vorversuchen
testeten wir auch niedrigere und hohere Dosen,cfed@am die verwendete Dosis dem
physiologischen postprandialen Ghrelinanstieg achst&n.

Die meisten bisherigen Studien, die Verdnderungem Munger und Nahrungsaufnahme
durch kontinuierliche Infusion von Ghrelin untergten, applizierten 17ng/kgkG/min
(&£5pmol/kgKG/min) [41, 45-47, 53] bis maximal 50.7kgKG/min (&15pmol/kgKG/min)
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[39]. Die niedrigste bisher verwendete Dosis beBWRyng/kgkG/min £1pmol/kgkG/min),
welche interessanterweise bei normalgewichtigensdh@n ebenfalls keinen Effekt auf
Hunger und Nahrungsaufnahme zeigte [40].

Diese Infusionen fuhrten zu deutlich supraphysisicigen Konzentrationen von totalem
Ghrelin mit Werten von maximal 2500 pg/ml bei deiednigsten Dosis von 3.37
ng/kgKG/min [40] bis hin zu 5000 pg/ml . Die basaleotal-Ghrelinwerte waren meist relativ
hoch im Bereich von 700-1500 pg/ml, was wohl dwteh praprandialen niichternen Zustand
bedingt war [38, 46, 48, 49].

Einige Studien bestimmten wie wir die Plasmaspieggtylierten Ghrelins wahrend der
Ghrelininfusion. Hier zeigte sich ein Anstieg voashlen Werten zwischen 37 und 82 pg/ml
auf ein Maximum von 900-2300 pg/ml [34, 43, 50,,54¢pbei die basalen Werte mit den von
uns gemessenen (83 pg/ml) Ubereinstimmen. In umsdrgersuchungen kam es jedoch
maximal zu Werten von 191 pg/ml wahrend Ghrelinadstiation. Obwohl unsere
Maximalwerte deutlich niedriger als in anderen Wsiiehungen waren, konnten auch wir nur
eine kurze Zeit physiologische Ghrelinwerte wahreled Infusion erreichen, bevor es zu
deutlich supraphysiologischen Konzentrationen kam.

Die praprandialen Ghrelinkonzentrationen nach eit2sstiindigen Fastenperiode spiegeln
bereits die maximale endogene Ghrelinproduktiordesiesodass durch die Ghrelininfusionen

sehr deutlich supraphysiologische Konzentratiorestlyaffen wurden.

4.2.2.5. Einfluss auf Hunger und Nahrungsaufnahme

In verschiedensten Studien am Menschen zeigte dizés durch die Verabreichung von
Ghrelin Hungergefuhl und Nahrungsaufnahme verstéektlen [34-41, 43, 47]. Einige davon
zeigten aber auch, dass Ghrelininfusion nur diertdagsaufnahme verstarkt, jedoch keinen
Einfluss auf das subjektive Hungergefiuhle hat [87, 41, 45]. Andere Arbeiten hingegen
konnten, obwohl sie &hnliche Ghrelindosen verwesdetdiese Ergebnisse nicht
reproduzieren [46, 48, 53, 106].

Unsere Studie, die gezielt den Effekt von niedogidrtem Ghrelin sichtbar machen wollte,
zeigte, dass sich im Placebovergleich kein Unteéeschbezlglich Hunger — und
Sattigungsentwicklung, sowie Zeitpunkt und MengeN@hrungsaufnahme ergeben hat. Dies
stellt einen physiologischen Einfluss von peripher&hrelin auf die Regulation der
Nahrungsaufnahme in Frage. Unsere Ergebnisse widdematen der bereits erwahnten
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Studien mit Ghrelin knock-out Mausen unterstitzgie, ebenfalls zeigten, dass ein Fehlen
von Ghrelin keinen Einfluss auf die Nahrungsaufnalat [99, 101, 102].

Interessanterweise zeigte die Gruppe um Druce, @lassziemlich niedrige Ghrelindosis von
3.37ng/lkg KG/min — also nur ca. 3 mal so hoch wiseane — die Nahrungsaufnahme von
adipdsen Probanden stimulieren konnte, wahrend ldigeen Effekt auf Normalgewichtige
hatte [40]. Wie schon erwédhnt, sind basale Ghrelagel bei Adipdsen niedriger als bei
schlanken Personen [27, 28, 45, 83-87], sodass speakulieren kann, ob das injizierte
Ghrelin bei ihnen grol3eren Effekt hat, weil ihre r@imrezeptoren durch die niedrigen
basalen Spiegel vielleicht eine hohere Sensitiittésitzen. Demnach ware es durchaus
denkbar, dass die niedrige Ghrelindosis, die widén aktuellen Studie verwendeten, auch
einen hungerstimulierenden Effekt auf adipbése Rrdea gehabt haben konnte. Dies muss

jedoch weiter untersucht werden.

4.2.2.6 Auswirkungen auf Glukose und Insulin, Gattund Wachstumshormon

In unserer Untersuchung kam es unter Ghrelininfusiach der zweiten Mahlzeit zu
signifikant erhéhten Glukosewerten im Placebo-MVEdl. Dieser Effekt lasst sich jedoch
bisher schwer erklaren. In friheren Studien sowomMensch als auch am Tier, hat sich, wie
bereits erwahnt, gezeigt, dass Ghrelin einen starariden Effekt auf die Magenmotilitat hat
[107] und sowohl die Magenentleerung [38, 39, 1@8{,auch die Darmpassage beschleunigt
[109-111]. Aufgrund dieser Effekte konnte es seaillass die ingestierten Kohlehydrate
schneller im Dinndarm absorbiert werden kénnen, wiaderum in héheren postprandialen
Glukosewerten mundet [112, 113].

Diverse Studien belegen, dass Ghrelin in hohereseDdie GH - und Cortisolausschuttung
stimuliert [46, 114-116]. Selbst durch unsere riggdiosierte Infusion von 1 ng/kg KG/min
wurden die GH-Sekretion gesteigert, wohingegerCaigisolspiegel gleich blieben.

Diese Effekte konnten ebenfalls ein Grund fur diectd Ghrelin ver&dnderten Glukosewerte
nach der zweiten Mahlzeit sein, da bekannt ists @ss Wachstumshormon eine Erhdhung
der Plasmaglucosespiegel induziert [117]. Jedoatabees hier detaillierterer Studien mit
verschiedenen Dosen, um wirklich einen physioldmscEffekt abgrenzen zu kénnen.
Bezuglich der Insulinausschittung ist die Literatigtersprichlich [118], ob es durch Ghrelin
zu einer Erhdhung [119-121] oder Erniedrigung [11Z?] oder auch gar keinem Effekt [123]
kommt. Broglio et al. zeigten, dass durch eine BolBabe von 1 ug/kg Ghrelin die
Plasmaglucose erhoht und gleichzeitig die Insukret@n vermindert werden konnte. Auch

korrelieren basale Ghrelinlevel invers mit den bErsansulinspiegeln [87]. In anderen Tier-
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und Humanstudien konnte jedoch ein signifikantersthayg der Plasmainsulinwerte nach
exogener Ghrelinzufuhr gemessen werden. Dies kéurtendest zum Teil erklaren, warum
in unserer Studie die postprandialen Insulinwenteler Ghrelingruppe keinen signifikanten
Unterschied zur Placebogruppe erreichen konntersiohdediglich eine Tendenz zu héheren

Werten zeigte. Dies misste man aber mit geringéterelindosen noch vertieft untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Ghrelin ist bisher das einzige periphere Peptidlmorrgastralen Ursprungs von dem man
ausgeht, dass es orexigene Effekte erzeugt. Seiprgmdialer Anstieg soll u.a. die
Nahrungsaufnahme initileren und Hunger auslosees®Vermutungen wurden bisher durch
Untersuchungen gestttzt, die Ghrelin in hohen Daskmdierten und den Zusammenhang
zwischen den resultierenden Plasmaghrelinwerterdendauftretenden Hunger malf3en.

Ein Ziel unserer Studie war es, eine Ghrelindosidizden, deren kontinuierliche Infusion
dem physiologischen praprandialen Ghrelinanstiegpeicht. Diese lag bei 1 ng/kgKG/min
und ist die niedrigste bisher in der Literatur esbene Dosierung.

Den Effekt dieser Ghrelininfusion auf die Menge weh Zeitpunkt der aufgenommenen
Nahrung zu untersuchen, war ein weiteres Ziel. Audentersuchten wir die daraus
resultierenden Insulin-, Glukose-, Wachstumshormuat Cortisolwerte.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen zuene¥4al, dass die Infusion einer nahezu
physiologischen Ghrelinmenge in der Periode zwiscdwei Mahlzeiten, keinen Einfluss auf
Hungerentwicklung, Zeitpunkt der NahrungsaufnahnieroKalorienmenge der zweiten
Mabhlzeit hat. Es ist anzumerken, dass den Probandeim einem standardisierten Fruhsttick
sowohl Zeitpunkt, als auch Menge des Mittagesserigdstellt wurde, und dass die Studie
doppeltblind und randomisiert durchgefihrt wurdes turden ausschlief3lich gesunde
mannliche Probanden untersucht.

Unsere Ergebnisse legen die Erkenntnis nahe, dassAwistieg der Plasmaghrelinwerte
wahrend der spaten postprandialen Phase somit drgsen Umstdnden wohl eher keine
physiologische Rolle in der Initiation der NahruagBahme spielt.

AulBerdem machen unsere Daten, die zeigen, das$ diiec Ghrelininfusion signifikant
hohere Glukosewerte erreicht werden, einen Effakt die Magenentleerung und den
Kohlenhydratstoffwechsel wahrscheinlich, der mdghiaveise durch das Wachstumshormon
hervorgerufen wird, denn auch die Plasma-GH-Spiegfedgen unter Ghrelininfusion
signifikant an.

Zusammenfassend kénnen wir also feststellen, dasgonhergehende Studien, die zeigten,
dass es durch hochdosierte Ghrelininfusion zu eWerstarkung des Hungers und der
Nahrungsaufnahme kommt, durch die Ergebnisse und&esuche mit niedrig dosierter
Ghrelininfusion, so nicht bestatigen konnen.
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Abbildungsverzeichnis

6. Abbildungsverzeichnis:

Abb. 1: Dieses Modell veranschaulicht die Signdie,die Nahrungsaufnahme beeinflussen.
Die Adipositassignale Leptin und Insulin, die dirgroportional zum Korperfettanteil
ausgeschuttet werden, interagieren mit dem ZNS dleer ARC und kontrollieren den
langfristigen Stoffwechsel und den Fettgehalt déspkrs. Sattigungssignale aus dem Gl-
Trakt, die direkt nach Nahrungsaufnahme ausgesthiitrden, senden dem ZNS Signale
Uber die mechanischen und chemischen Eigenschadéteaufgenommenen Nahrung. Diese
werden Uber sensorische Axone des N.vagus und gepathikus zum Nucleus tractus
solitarii im Hirnstamm geleitet. Dort werden diedeformationen umgewandelt und
induzieren Reaktionen in verschiedenen RegionerHypsthalamus, der wiederum je nach

aufgenommenem Essen eine weitere Nahrungsaufnaitimeert oder reduziert [16, 21].

Tabelle 1: Probandenkollektiv der gesamten Studre23) mit durchschnittichem Alter,
BMI, RR und Puls. Di®aten sind als Durchschnittswerte + SEM angegeben.

Abb. 2: Visuelle Analogskalen zur Beurteilung desnier- bzw. Sattigungsgefihl. Die
Probanden waren angehalten, durch einen vertil&tiéch ihr aktuelles Befinden anzugeben.

Abb. 3: Versuchsaufbau der VS 1: nach einer 20-tigaii Ruhephase wurde das Frihstick
bei 0 min gereicht. Die nachsten 120 min wird @kstiindlich Blut enthommen und die VAS
von den Probanden ausgefullt. Von 120 bis 300 miolgt dies 30-minutig.

Abb. 4: Versuchsaufbau der VS 2: nach einer 40-tigedi Ruhephase wurde bei Omin die
Ghrelininfusion begonnen. In den folgenden 30 murde Ghrelin in einer Konzentration

von 0.5 ng/kgkG/min infundiert, von 30 bis 60 mintrh ng/kgkG/min und schlie3lich von

60 bis 90 min mit 2 ng/kgkG/min. Wéahrend diesert£efolgten die Blutentnahmen und das
Ausfullen der VAS 10-minditig.

Abb. 5: Versuchsaufbau der VS 4: nach einer 40-tigaii Ruhephase wurde das Frihstlick
bei 0 min gereicht. In den folgenden 60 min fand#ia Blutentnahmen bzw. VAS-
Evaluationen 10-mindtlich statt. Von 60 bis 300 mvarde 1 ng/kgKG/min Ghrelin bzw.

NaCl infundiert. In diesem Zeitraum konnten die Boden, wenn sie wieder Hunger

43



Abbildungsverzeichnis

versplrten, eine zweite Mahlzeit zu sich nehmerssele Menge und Zeitpunkt selbst

bestimmt wurde.

Abb. 6: Verlauf der physiologischen Acyl-Ghrelinueem VS 1 (n=8).

Abb. 7: Verlauf der physiologischen Hunger- undtiéahgswerte in VS 1 (n=8).

Abb. 8: Verlauf der Acyl-Ghrelinwerte in VS 2 wahckInfusion ansteigender Ghrelindosen
(n=4). Bei 1 ng/kgKG/min zeigt sich ein Verlauf,rddem physiologischen postprandialen
Anstieg am Nachsten kommt.

Abb. 9: Verlauf der Acyl-Ghrelinwerte in VS 3 waheeInfusion von 1 ng/kgkG/min (n=4).

Tabelle 2: Basalwerte von Glucose, Insulin, Acylr€im, Cortisol und Wachstumshormon
der VS 4 im Placebo- und Verumvergleich (n=20). Degen sind als Durchschnittswerte +

SEM angegeben.

Abb. 10: Verlauf der Acyl-Ghrelinwerte in VS 4 ima@ebo- und Verumvergleich (n=20).
Zudem ist der jeweilige Zeitpunkt der zweiten Maiiggekennzeichnet.

Abb. 11: Verlauf der Hungerratings in VS 4 im Plaaeund Verumvergleich (n=20). Zudem
ist der jeweilige Zeitpunkt der zweiten Mahlzeikganzeichnet.

Abb. 12: Verlauf Sattigungsratings in VS 4 im Plaaeund Verumvergleich (n=20). Zudem
ist der jeweilige Zeitpunkt der zweiten Mahlzeikganzeichnet. Man beachte den signifikant
starkeren Anstieg des Sattigungsgeflihls in der IBigreppe nach Einnahme der zweiten
Mabhlzeit. Die mit * gekennzeichneten Werte zeigare&signifikanz von p < 0.05 zwischen

Werten unter Placebo- bzw. Ghrelininfusion.
Tabelle 3: Zeitpunkt und Menge der aufgenommenemriNey sowie des verzehrten Wassers

im Verum/Placebovergleich der VS 4 (n=20). Die Dasend als Durchschnittswerte + SEM

angegeben.
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Abb. 13: Der Verlauf der Blutzuckerwerte in VS 4 FPtacebo- und Verumvergleich (n=20).
Zudem ist der jeweilige Zeitpunkt der zweiten Maitiggekennzeichnet. Man beachte, dass es
aber nach Einnahme der zweiten Mahlzeit bei derel@tinfusion zu signifikant erhéhten
Glukosewerten von 255 — 300 min im Placebovergléiam. Die mit * gekennzeichneten
Werte zeigen eine Signifikanz von p < 0.05 zwischéterten unter Placebo- bzw.

Ghrelininfusion.

Abb. 14: Der Verlauf der Insulinwerte in VS 4 imaBébo- und Verumvergleich (n=20).

Zudem ist der jeweilige Zeitpunkt der zweiten Mailzyekennzeichnet.

Abb. 15: Der Verlauf der Cortisolwerte in VS 4 ira&ebo- und Verumvergleich (n=20).
Abb. 16: Der Verlauf der GH-Spiegel in VS 4 im Rdbo- und Verumvergleich (n=20).
Wahrend Ghrelininfusion zeigen sich signifikant@rte Wachstumshormonwerte. Die mit *
gekennzeichneten Werte zeigen eine Signifikanz por 0.05 zwischen Werten unter

Placebo- bzw. Ghrelininfusion.

Abb. 17: Das Peptidhormon Ghrelin. Man beachteNd{@ctanoyl-Gruppe an Serin 3 [64]
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7. Abkilrzungsverzeichnis
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