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1 Einleitung

,Der Schlaf ist doch die kdstlichste Erfindung” sagt ein Gauner in Heinrich Heines
Drama ,William Ratcliff (1822) nach einer erholsamen Nacht. In der Tat ist fur
uns Menschen nach dem Schlafen haufig eine physische und psychische
Erholung spurbar. Neben dieser regenerativen Funktion optimiert Schlaf auch die
Konsolidierung von neu erworbenem Wissen im Gedachtnis. Diese
Konsolidierung bewirkt das aktive Wiederaufbereiten von neuen Erinnerungen in
einem neuronalen Netzwerk und fordert quantitative und qualitative
Verdanderungen der Gedachtnisspuren. Diese Regulation von Lernen und
Gedachtnis greift auf verschiedene Gehirnstrukturen zurtick, unter denen der
Hippokampus besonders relevant ist. Hippokampale Neurone weisen bestimmte
Rezeptoren auf, Growth-Hormone-Secretagogue-Rezeptoren 1a (GHSR 1a), an
die das Hormon Ghrelin und seine Analoga binden kénnen. Zahlreiche Studien
belegen bereits die Bedeutung dieses Hormons fir die Steuerung der
Nahrungsaufnahme, der Gewichtsregulation und der Glucose-Homoéostase. Das
gastrische Peptidhormon Ghrelin wirkt also auch als Neurotransmitter. Obwaohl
die Existenz von ghrelinergen Neuronen auf3erhalb des Hypothalamus noch nicht
eindeutig belegt ist, zeigt die Verteilung der GHS 1a-Rezeptoren im
Zentralnervensystem (ZNS), dass Ghrelin noch viele weitere Effekte haben
konnte, so etwa auch auf den Schlaf sowie vom Schlaf abhangige oder mit ihm
verknupfte Ablaufe. Somit kann man annehmen, dass ein Zusammenhang
zwischen Schlaf, Gedachtnis und dem Hormon Ghrelin besteht. Die vorliegende
Arbeit soll einen Beitrag zur Aufklarung dieser Zusammenhange leisten und
darlegen, ob wund wie Ghrelin den Schlaf und die schlafassoziierte

Gedachtniskonsolidierung bei gesunden Menschen beeinflusst.

1.1 Das Hormon Ghrelin

1.1.1 Metabolische Rolle des Ghrelins

Ghrelin ist ein aus 28 Aminoséauren bestehendes Peptid und wurde erstmals 1999

von Kojima et al. aus der Mukosa eines Rattenmagens gewonnen. Es ist



assoziiert mit der Ausschittung von Somatropin (Growth Hormone, GH) und
reguliert den Appetit (Kojima et al., 1999). Der Ursprung des Namens Ghrelin
basiert auf dem Wort ,ghre®, welches aus der Proto-indo-europaischen Sprache
stammt und ,wachsen“ bedeutet. Die Endung ,relin® zeigt seine Fahigkeit, die
GH-Freisetzung zu stimulieren. Diese Stimulation erfolgt Gber den Growth-
Hormone-Secretagogue-Rezeptor la, kurz GHSR 1a, an den das Hormon
bindet. Ghrelin ist nicht nur ein gastrisches Peptidhormon, sondern auch ein
Neurotransmitter im Hypothalamus. Dort beeinflusst es die Nahrungsaufnahme,
reguliert das Koérpergewicht sowie die Glucose-Homdostase. Des Weiteren
erhoht das Hormon die Magenmotilitat (Masuda et al., 2000; Drazen et al., 2006;
Cummings et al., 2001).

1.1.2 Ausschittung und Funktion

Ghrelin wird hauptsachlich im Magen von verschiedenen endokrinen Zellen der
Mukosa produziert, im Fundus des Magens quantitativ mehr als im Pylorus (Date
et al., 2000; Yabuki et al., 2004). Diese Zellen stehen nicht in Kontakt mit dem
Lumen des Magens, vielmehr befinden sie sich nahe den Kapillaren (Korbonits
et al., 2004). Aus diesem Grund fallt die Plasmakonzentration des Ghrelins um
80 %, wenn der saureproduzierende Teil des Magens operativ entfernt wird.
Dieser Effekt konnte sowohl bei Ratten (Dornonville et al., 2001) als auch bei
Menschen (Leonetti et al.,, 2003) beobachtet werden. Praprandial, also bei
Erwartung einer Mahlzeit, steigt die Ghrelinkonzentration an, erreicht im Plasma
ihren hochsten Peak und féllt postprandial wieder ab (Nakazato et al., 2001; Tolle
et al.,, 2002). Auf diese Weise steuert das Hormon auf zentraler Ebene die
Energiebilanz, indem Ghrelin bei ernahrungsbedingtem Energiedefizit ein
Hungergefuhl hervorruft und damit die Gewichtszunahme férdert, wenn mehr
Nahrung als erforderlich aufgenommen wird (Druce et al., 2006). Ghrelin findet
man auf3erdem in anderen Teilen des digestiven Systems (Kojima und Kangava,
2005). Auch lie3en sich in Organen auferhalb des Gastrointestinal-Trakts
niedrige Konzentrationen von Ghrelin nachweisen, wie in der Niere (Mori et al.,

2000), der Plazenta (Gualillo et al., 2001), sowie in den Leydig- und Sertoli-Zellen



des Hodens (Barreiro et al.,, 2002). Hohe Konzentrationen konnten im
Hypothalamus, Hirnstamm, Hippocampus, Dinndarm, in der Lunge oder den

Nieren nachgewiesen werden (Kojima et al., 1999; Gnanapavan et al., 2002).

1.1.3 Struktur des Ghrelins

Ghrelin tritt in zwei Formen auf: als nicht acyliertes (desacyliertes) Ghrelin,
welches den weitaus groRten Teil des im Plasma zirkulierenden Ghrelins
ausmacht, und als acyliertes Ghrelin (Kojima und Kangawa, 2005; Mdller et al.,
2015). Die N-octanoyl-Gruppe des acylierten Ghrelins soll fur einige der zuvor
genannten biologischen Effekte des Ghrelins verantwortlich sein (Bednarek et
al., 2000). Allerdings zeigen andere Studien, dass auch desacyliertes Ghrelin
diese biologischen Effekte ausldst (Bedendi et al., 2003; Thompson et al., 2004).
Beim Menschen geben die D1-Zellen der Magenschleimhaut Ghrelin in den
Blutstrom ab. Aus Pro-Ghrelin, welches aus 117 Aminosauren besteht, entstehen
Ghrelin und Obestatin. Die Acylierung wird Uber die Ghrelin-O-Acyl-Transferase
(GOAT) katalysiert. Danach wird eine Octanoyl-Einheit hinzugefligt, bevor im
Golgi-Apparat die Translokation des Ghrelins stattfindet. Aufgrund der
verschiedenen modifizierten Ghrelin-Peptide kdnnen die Molekiile, basierend auf
ihrer Lange (28 oder 27 Aminosauren), in zwei Gruppen klassifiziert werden. Eine
andere Maoglichkeit der Einteilung besteht darin, die Ghrelin-Peptide in vier
Gruppen zu untergliedern, basierend auf der Anwesenheit der Acyl-Gruppe am
Serin in Position drei: non-acyliert, octano-acyliert, decano-acyliert und deceno-

acyliert.

Obestatin ist ein Peptidhormon, das aus 23 Aminosauren besteht und als
Gegenspieler zum Ghrelin fungiert. Deutlich wird dies in der Kinetik des Iris-
Sphinkter-Muskels: Ghrelin verringert die Muskelspannung, wahrend Obestatin
die cholinerge Iris-Sphinkter-Muskelkontraktion erhéht. Der Effekt des Ghrelins
ist dabei unabhdngig vom GHS 1la-Rezeptor, wohl aber abhangig von der
Prostaglandinproduktion. Im menschlichen Plasma liegt desacyliertes Ghrelin im
Blutkreislauf als freies Peptid vor, wahrend dagegen der Grolteil des acylierten

Ghrelins an grof3e Molekule, wie Lipoproteine, gebunden ist. Eine 24-Stunden-



Messung ergab eine akkumulative Blutkonzentration von 1027-+108 pg/ml

(Spiegel et al., 2010).
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Abbildung 1: Die Entstehung von Acyl-Ghrelin aus Desacyl-Ghrelin (Sato et al., 2012).

1.1.4 Growth-Hormone-Secretagogue-Rezeptor la

Das endogene Ghrelin stammt aus zwei Ghrelin-Reservoirs, also dem
Gastrointestinaltrakt und dem Zentralnervensystem (Kojima et al., 1999; Lu et al.,
2002; Mondal et al., 2005). Uber das ZNS wirkt Ghrelin auf den
Energiemetabolismus ein. Das Hormon stimuliert somit die Nahrungsaufnahme
und sorgt infolgedessen fur eine Gewichtszunahme (Nakazato et al., 2001).
Dieser Effekt wird der Inhibition der Proopiomelancortin-Neuronen
zugeschrieben (Cowley et al., 2003; Chen et al., 2017 ), wahrend die Regulierung
der gastrointestinalen Funktionen durch den Vagus-Nerv geschieht (Date et al.,
2001; Masuda et al., 2000). AulRerdem stimuliert Ghrelin die Sekretion von GH



aus der Hypophyse. Des Weiteren hat das Hormon auch Auswirkungen auf
verschiedene Organsysteme, wie etwa auf endokrine, kardiovaskulare und
muskuloskelettale Systeme, um nur wenige Beispiele zu nennen.
Seine biologische Aktivitat erfolgt Gber den Growth-Hormone-Secretagogue-
Rezeptor 1la (GHSR 1a). Die Bindung erfolgt an acyliertes Ghrelin, welches eine
gro3e hydrophobe Serin-3 Gruppe darstellt. Desacyliertes Ghrelin wirkt Uber

einen bisher unbekannten Rezeptor.

Der GHS l1a-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der bereits in 19
Tage alten Rattenembryonen in der Hypophyse nachgewiesen werden kann
(Kamegai et al., 1999; Katayama et al., 2000). Diesen Rezeptor findet man in
allen untersuchten Wirbeltieren, wie Saugetieren, Végeln, Amphibien, Reptilien
und Fischen (Palyha et al., 2000). Zudem ist dieser Rezeptor in vielen peripheren
Organen zu finden, einschlie3lich dem Herzen, der Lunge, der Leber, der Niere,
dem Magen, dem Darm, aber auch an anderen Orten, wie dem Fettgewebe und
den Immunzellen. Dies belegt, dass Ghrelin mannigfaltige Funktionen im Koérper
tbernimmt (Broglio et al., 2003). Im Gegensatz dazu ist die Stimulation der
Nahrungsaufnahme durch desacyliertes Ghrelin nicht GSHR 1a vermittelt
(Toshinai et al., 2006). Daten Uber die Existenz von aul3erhypothalamischen
ghrelinergen Neuronen sind bisher noch uneindeutig, jedoch zeigt die Verteilung
des GHS-Rezeptors la auflerhalb des Hypothalamus, dass Ghrelin einen

wichtigen regulatorischen Einfluss in vielen anderen Prozessen haben muss.

1.1.5 Die Auswirkungen von Ghrelin wéhrend der Entwicklung

Studien an sich entwickelnden Organen und Geweben zeigen bereits im friihen
Stadium eine Ghrelin-Expression, was bedeutet, dass Ghrelin eine wichtige Rolle
in der fetalen und neonatalen Entwicklung spielen muss. Das wird daran deutlich,
dass Ghrelin schon in der 8.-10. Schwangerschaftswoche im Thyroid, in der
Lunge, im Gastrointestinaltrakt und im Pankreas nachgewiesen wurde (Rindi et
al., 2002, Volante et al., 2002; Wierup et al., 2002). Studien an Horicarcinoma-
Zellen, die in vitro als Placenta-Modell dienen, fiihrten zu einem besseren

Verstandnis des stimulierenden Effekts von Ghrelin auf die Zellproliferation



neben den inhibitorischen Effekten an der Zellapoptose (Rak-Mardyla et al.,
2010). Hayashida et al. (2002) wiesen nach, dass bis zum 19. Tag der
embryonalen Entwicklung keine Ghrelinproduktion im Magen stattfindet.
Allerdings ist die embryonale Plasmakonzentration des desacylierten Ghrelins
5-10-fach hoher als bei der Mutter. Das maternale Ghrelin wird in den
embryonalen bzw. fetalen Blutkreislauf Ubertragen und veranlasst das fetale
Wachstum Uber die Stimulation der Zellproliferation wahrend der zweiten
Schwangerschaftshalfte (Nakahara et al., 2006). Diese maternale-fetale-
Kommunikation Uber Ghrelin scheint einen neuroprotektiven Effekt zu haben und
bedeutend fiir die Neurogenese zu sein, da der teratogene Effekt im Fetus von
Vitamin A oder dem Peptid YY von der mutterlichen Ghrelinzufuhr blockiert wird
(Yuzuriha et al., 2007). Zahlreiche Studien zeigten, dass Ghrelin nicht nur die
Neurogenese in sich entwickelnden Gehirnen fordert, sondern auch in adulten.
Zunéchst wurden in zwei Regionen des erwachsenen Saugetier-Gehirns eine
ghrelinabhangige Neurogenese detektiert: in der subventricularen (Alvarez-
Buylla und Garcia-Verdugo, 2002) und in der subgranuldren Zone (SGZ) des
Gyrus dentatus des Hippokampus (Seri et al., 2001). In diesem Areal wurden
auch neuronale Vorlauferzellen gefunden (Roy et al., 2000). Diese unreifen
Neuronen sind wichtig fur den Erwerb von neuen, vom Hippokampus abhangigen
Erinnerungen Uber zeitlich-raumliche Beziehungen, wie zum Beispiel die
Erinnerung an zuruckgelegte Wege (Shors et al., 2001). Ghrelin hat auch einen
Langzeit-Effekt an den Neuronen des NTS (Nucleus of the Solitary Tract),
namlich bei der Regulierung ihrer Plastizitat Uber die L-Typ-Kalzium-Kanale
(Zhang et al., 2005). Diese Aktivitat der Kandle ist relevant fur das Auslésen des
Ras/mitogen-aktiviertes-Protein-Kinase-Wegs, welches das Signal zum Nukleus
vermittelt und die Expression jener Gene stimuliert, die essenziell fur das

neuronale Uberleben und die neuronale Plastizitat sind (Dolmetsch et al., 2001).



1.2 Gedéachtnis

1.2.1 Deklaratives und prozedurales Gedachtnis

Das Gedachtnis greift auf mehrere Gehirnsysteme zuriick. Diese Systeme
unterscheiden sich hauptsachlich darin, ob es um die Speicherung und den Abruf
von Fakten und Ereignissen (deklaratives Gedachtnis) oder von unbewussten
Gedéachtnisinhalten (prozedurales Gedachtnis) geht. Man unterscheidet dartber
hinaus in der Neuropsychologie das deklarative vom prozeduralen Gedachtnis in
Abhangigkeit vom entscheidenden Einfluss der medialen Temporallappenregion,
insbesondere des Hippokampus, dessen Beteiligung fir das deklarative
Gedéachtnis essenziell ist. Das deklarative Gedéachtnis — auch Wissensgedachtnis
genannt — umfasst episodische Erinnerungen, deren Inhalte in einen
raumzeitlichen Kontext eingebettet sind, also Fakten und semantische
Erinnerungen, sowie Ereignisse. Deklarative Erinnerungen sind typischerweise
durch aktives Wiederholen abrufbar (Tulving, 1983; Squire, 1992). Im Gegensatz
dazu koénnen prozedurale Erinnerungen (auch Verhaltensgedachtnis oder
implizites Gedéachtnis genannt) ohne die Beteiligung der medialen
Temporallappenregion erworben werden. Das prozedurale Ged&chtnis umfasst
ein Erinnerungssystem, welches auf verschiedenen Arealen des Gehirns beruht.
Es schliel3t prozedurale Erinnerungen fir motorische Fahigkeiten (motorische
Bereiche, Striatum, Cerebellum), aber auch Wahrnehmungsfahigkeiten
(sensorischer Kortex) und bestimmte Formen der Konsolidierung sowie implizites
Lernen mit ein. Sie kdnnen unbewusst erworben und abgerufen werden. Das

Erlernen erfolgt langsamer und bendtigt in der Regel mehrere Trainingseinheiten.

Studien an unter Amnesie leidenden Patienten, die einen bilateralen Schaden am
medialen Temporallappen oder an der Mittelline der dienzephalischen
Hirnstrukturen erlitten haben, zeigen deutlich den Unterschied dieser
Gedéchtnisarten: Amnestische Patienten sind stark bei den ublichen
Gedéachtnistests beeintrachtigt, zum Beispiel beim Abruftest von Orten, Listen,
Gesichtern, Melodien, etc., also Tests, die das deklarative Gedachtnis
Uberprufen. Allerdings fihren diese Patienten genau so erfolgreich wie die

gesunden Patienten Tests durch, die das Erlernen von Fahigkeiten und



Gewohnheiten sowie das Phanomen des Primings betreffen (Bahnung, also die
Verarbeitung eines Reizes, welches implizite Ged&chtnisinhalte aktiviert). Das
bedeutet also, dass die Art des Lernens und des Gedachtnisses, welche bei
amnestischen Patienten noch zielfuhrend ist, abhangig davon ist, welches
Gehirnareal geschéadigt bzw. nicht geschadigt wurde und somit, welches
Gedachtnis beeinflusst wird. In Abbildung 2 werden die Gedachtnissysteme mit

ihrer Einteilung zur Ubersicht dargestellt.

Langzeitgedachtnis
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Abbildung 2: Einteilung der Gedéachtnissysteme nach Squire, 1992

1.2.2 Gedéachtniskonsolidierung

Erinnerungen zu bilden und abrufen zu kénnen ist eine fundamentale Fahigkeit
des Menschen. Das versetzt ihn in die Lage, sein Verhalten an das sich stetig
verandernde Umfeld anzupassen und die Erinnerungen angemessen zu
selektieren. Erinnerungsfunktionen umfassen drei grol3e Prozesse: die
Enkodierung, die Konsolidierung und das Abrufen von Erinnerungen. Wahrend
der Enkodierung resultiert die Wahrnehmung eines Stimulus in der Entstehung
einer neuen Erinnerungsspur, die zu Beginn der Enkodierung stark dazu neigt,
durch stérende Einfllisse Uberlagert zu werden. Wahrend der Konsolidierung wird
die Gedachtnisspur durch viele kurze und langzeitige Konsolidierungsprozesse

stabilisiert, was die Integration der Erinnerung in bereits bestehende Netzwerke



verstarkt (McGaugh, 2000). Beim Abrufen kann auf gespeicherte Erinnerungen
zugegriffen werden. In einer Studie von Born und Kollegen 2013 wird dargelegt,
dass ein schlafendes Hirn optimale Konditionen fur die Konsolidierungsprozesse
bietet, um neu enkodierte Erinnerungen in Langzeiterinnerungen zu integrieren.
Neuere Erkenntnisse zeigen, dass die Erinnerungsspuren nicht nur einmal
konsolidiert werden, sondern einer Abfolge von Rekonsolidierungen unterliegen,
sodass die Erinnerungen durch Reaktivieren und wiederholtes Abrufen eine
lange Zeit bestehen koénnen. (Nader, 2009). Die Gedachtniskonsolidierung
beschreibt also den Prozess, Erinnerungen vom Kurzzeitgedéchtnis in das
Langzeitgedachtnis zu Ubertragen. Aus dem Langzeitgedachtnis kdnnen dann
die gespeicherten Informationen assoziativ oder strategisch abgerufen werden.
Am assoziativen Abrufen sind hauptséchlich der Hippokampus und andere
Strukturen des medialen Temporallappens beteiligt. Die Erinnerung erfolgt
automatisch, beispielsweise nach einem Hinweisreiz. Strategisches Abrufen
erfordert dagegen das aktive Suchen nach der Erinnerung. Daran ist der

prafrontale Kortex entscheidend beteiligt.

Der Vorgang der Konsolidierung wird vor allem dem Hippokampus und dem
Neokortex zugeordnet. Beide Strukturen sind Uber den entorhinalen Kortex
miteinander verbunden und Uber diesen in der Lage, verarbeitete Informationen
hin und her zu leiten: Zunachst werden erste neue Informationen im
Hippokampus reorganisiert und zwischengespeichert. Im Schlaf werden dann
diese neu enkodierten Erinnerungen allméhlich in den Neokortex transferiert, der
als Langzeitspeicher dient. Wahrend des Lernens werden Informationen sowohl
im Hippokampus als auch im Neokortex verschlisselt und verarbeitet. Aus
biochemischer Sicht werden aufgenommene Informationen in den Neuronen in
Aktionspotentiale umgewandelt. Chemische Signale, die Transmitter, leiten diese
an den Synapsen weiter. Der wichtigste Transmitter im zentralen Nervensystem
ist hierflr das Glutamat. Glutamat kann sich an zwei Rezeptoren binden: an den
AMPA- (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionic Acid) und an den
NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-Aspartat). Zundchst bindet der Transmitter an
AMPA, da NMDA durch Magnesium blockiert ist. Somit entsteht vorerst ein

geringes  postsynaptisches Potential. Wird aber als Folge Vvieler



Aktionspotentialserien vermehrt Glutamat ausgeschittet, wird das Magnesium
von dem NMDA-Rezeptor verdrangt und kann sich nun auch an diesen binden,
sodass Calcium-lonen in das Zellinnere einflieBen kénnen. Durch diesen
Calciumeinstrom werden vermehrt AMPA-Rezeptoren in die Membran
eingebaut. Dieser Vorgang erhoht die Leitfahigkeit und es entsteht ein hdheres
postsynaptisches Potential. Die Nervenzellen kbnnen leichter erregt werden, was
als posttetanische Potenzierung bezeichnet wird. Dies wiederum steigert die
Proteinbiosynthese der Zelle, Botenstoffe werden in den synaptischen Spalt
freigesetzt und die Glutamatfreisetzung wird gesteigert (Huppelsberg & Walter,
2013). Dieser Mechanismus der Langzeitpotenzierung ist also ein Mittel der
schlafabhéangigen synaptischen Gedachtniskonsolidierung (Collingridge, 2010;
Tsanov, 2008; Kandel, 2001).

1.2.3 Wirkung von Ghrelin auf das Gedachtnis

Im Hypothalamus befinden sich zahlreiche Ghrelin-bindende Rezeptoren (GHSR
la). Dies legt nahe, dass Ghrelin und seine Analoga die Gehirnfunktionen auch
abgesehen von den endokrinen und metabolischen Regulationen beeinflussen
(Mitchell et al., 2001). Diese Rezeptoren findet man auch im Hippokampus.
Studien an Mausen und Ratten zeigen, dass nach intracerebroventrikularer Gabe
von Ghrelin sich die Gedachtnisfestigung in Vermeidungsaufgaben verbesserte
(Carlini et al., 2002, 2004, 2008; Diano et al., 2006). Die Injektionen fanden vor
dem Training der Nagetiere statt und die Festigung des Langzeitgedachtnisses
hielt fir mehr als drei Stunden an (Carlini et al., 2010). Auch verbesserte sich die
Objekterkennung der Nagetiere (Carlini et al., 2004) und wirkte der
Verschlechterung der Objekterkennung, die durch Hunger entsteht, entgegen
(Carlini et al.,, 2008). Das Hormon Ghrelin bindet im Hippokampus Uber die
Rezeptoren an die Neuronen, verandert die neuronale Morphologie und
rearrangiert ihre synaptische Organisation (Pinto, 2004). Experimente an
gewohnlichen Versuchsmausen und sogenannten ,Ghrelin-knockout-Mice*
zeigten, dass die systemische Gabe von Ghrelin oder seinen Analoga zu einem

Anstieg der Spine-Dichte im Cornu ammonisarea (CA1l-Feld) des Hippokampus
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fuhrt. Diese VergrofRerung der dendritischen Synapsendichte verbessert die
Performance in Gedéachtnistests (Diano et al., 2006). An Ratten zeigte sich ein
weiterer neuronaler Effekt von Ghrelin: Das Hormon setzt den Schwellenwert fur
die Generation eines Langzeitpotentials im Gyrus dentatus herab und erhoht die
Nitrit-Oxid-Synthese (NO) im Hippokampus. Die NO-Synthase-Aktivitat
unterscheidet sich bei trainierten und nicht trainierten Ratten und gilt als einer der
endogenen Faktoren im Hippokampus, die den Effekt von Ghrelin auf das
Gedachtnis  vermitteln. Ghrelin  fordert somit die Verdichtung der
Neuronenformation sowie das Generieren von Langzeitpotentialen im
Hippokampus und verbessert die Gedachtnisfestigung bei Nagetieren. Auch in
vitro wurden die Auswirkungen von Ghrelin auf verschiedene Hirnareale
beschreiben. Im Grol3teil der in vitro kultivierten Neuronen ist das Hormon schon
in den ersten Wochen der Embryonalentwicklung nachweisbar. In diesem
Zeitraum finden die neuronale Differenzierung und Netzwerkbildung statt. Es ist
also maoglich, dass Ghrelin schon friih die Zell-zu-Zell- Interaktionen beeinflussen
kann. Diese sind fur die Lern- und Ged&achtnisfunktionen von zentraler

Bedeutung.

1.3 Schlaf
1.3.1 Definition von Schlaf

Schilaf ist ein lebensnotwendiges Ph&nomen. Der mit ihm einhergehende
Bewusstseinsverlust ist aus evolutionarer Sicht eine potenzielle Gefahr fur das
Uberleben. Dennoch schlafen fast alle Tiere, was von einer adaptiven Rolle des
Schlafes zeugt, bei der der gesamte Organismus sich regeneriert (Webb, 1988).
Verschiedene Forscher gingen davon aus, dass Schlaf zum Erhalt und
Wiederherstellen der korperlichen Energie, zur thermo- und metabolischen
Regulation sowie zur Adaptation von Immunologischen Funktionen diene, aber
auch um zerstortes Zellgewebe zu reparieren (Berger, Phillips, 1995; Oswald
1,1980; Poldrack et al., 2001; Knutson et al., 2007). Alle diese Funktionen kdnnten
jedoch auch in einem entspannten, aber wachen Zustand gewéhrleistet werden

und erklaren somit nicht die Funktion des Bewusstseinsverlustes wahrend des
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Schlafens. Daher liegt nahe, dass Schlaf der Funktion des Gehirns dient
(Hobson, 2005; Frankland, 2005). In den 1950er und 1960er Jahren wurden die
Schlafstadien einschlie3lich der REM-Phase (rapid eye movement Phase) und
non-REM-Phase (auch NREM) entdeckt (Aserinsky et al., 1953). Die
Beobachtung der Korrelation zwischen raschen Augenbewegungen und
lebhaften Traumen ist ein Beweis dafir, dass das Gehirn wéhrend des Schlafes
sehr aktiv ist (Dement et al., 1957).

Schon bald nach dieser Entdeckung fanden die Forscher heraus, dass die
sensorischen Inputs und motorischen Outputs simultan zum Aktivieren des
Gehirns wahrend der REM- Schlafphase geblockt werden. Es wurde klar, dass
die regen Hirnaktivitaten wahrend des REM-Schlafs in regelmafligen 90-Minuten-
Intervallen auftreten und 1/5 des Schlafs ausmachen. Aufgrund dieser Tatsache
wurde die Vermutung widerlegt, dass schlafen mit dem Deaktivieren des Gehirns
einhergeht. Eine frihere Untersuchung zur Gehirndurchblutung von Kety zeigte
1955, dass wahrend des Schlafs die Gehirndurchblutung lediglich um 20%
reduziert wird. Da die Durchblutung stark mit der neuronalen Aktivitat
zusammenhangt, steigt die Feuerrate der Neuronen (die Frequenz, mit der
Aktionspotentiale erzeugt werden) zu Schlafbeginn an (Hobson, J., 2002). Selbst
in Non-REM-Schlafphasen, die mit einem besonders ausgepragten Verlust des
Bewusstseins einhergehen, sind signifikante Aktivitaiten des Gehirns

nachzuweisen.

Man kann also Schlaf als einen naturlichen und reversiblen Status definieren, bei
dem Lebewesen auf externe Stimuli gedampft reagieren und relativ inaktiv sind,
verbunden mit dem Verlust des Bewusstseins. Schlaf findet in regelmafigen
Intervallen statt und wird homoostatisch reguliert, beispielsweise resultiert aus
Schlafverlust ein langer andauernder Schlaf (Borbély et al., 1999). Schlafentzug
und Schlafunterbrechungen fihren daher zu schweren kognitiven und

emotionalen Problemen (Brown, 2012; Killgore, 2010; Vandekerckhove, 2010).
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1.3.2 Schlafarchitektur

Gehirnscans und EEG (Elektroenzephalographie) ermdglichten eine prazisere
Beschreibung des Schlafs. Mit Hilfe dieser Bildgebungstechniken konnte belegt
werden, dass sich die regionale Aktivitat des Gehirns zwischen Wachheit und
REM-Schlaf stark unterscheidet. Diese unterscheiden sich wiederum signifikant
vom Non-REM Schlaf, Stadium 1-4 (Huber et al., 2004). Kales und Rechtschaffen
(1986) teilten die Schlafstadien nach ihren polysomnographischen Kriterien ein.
Dies war mdoglich, weil durch die Gehirnaktivitdt der Nervenzellen elektrische
Potentiale entstehen, die das EEG an der Kopfoberflache ableitet. Die
Grollenordnung der registrierten Strome wird in gV angegeben. In Bezug auf
Amplitude und Frequenz konnen die einzelnen Stadien zugewiesen und
ausgewertet werden. Wahrend die Stadien 1 und 2 dem leichten Schlaf (Non-
REM-Schlaf) zugeordnet werden, gehdren die Stadien 3 und 4 zum tiefen Schlaf
mit langsamen Wellen (SWS- Slow Wave Stadium). ,W“ beschreibt den
Wachzustand. REM-Schlaf und Wachzustand werden daher
nebeneinandergestellt, da sie sich im EEG kaum unterscheiden: Dabei treten
sekundenlange Anh&ufungen von 1-4 Hz schnellen Augenbewegungen auf.
Auch sind B-Wellen (13-30 Hz), y-Wellen (> 30 Hz) und eingestreute,
kleinamplitudige ©-Wellen (4-7 Hz) vorherrschend. Bei den Ableitungen
entstehen auch typische Muster, wie etwa K-Komplexe. Diese sind
kennzeichnend fur Stadium 2 und treten dann auf, wenn dem Schlafenden ein
Reiz prasentiert wird. Diese K-Komplexe sind im EEG als negative, mit einer
darauffolgenden positiven Auslenkung zu erkennen, die zusammen langer als
0,5 Sekunden andauern. Ebenfalls findet man im selben Stadium Schlafspindeln,
welche von hemmenden Interneuronen im somatomotorischen Thalamus
erzeugt werden. Sie schirmen somit das Gehirn von Aul3enreizen ab und
ermdoglichen dadurch die Ruhestellung der zentralen Motorik. Stadium 1 ist ein
sehr instabiler Zustand im Verlauf des Schlafes und kann durch kurze
Wachepisoden unterbrochen werden. Verminderte a-Wellen-Aktivitdt sowie
rollende Augenbewegungen treten in diesem Stadium auf. Die Dauer betragt 1-
7 Minuten. Stadium 2 ist der eigentliche Zeitpunkt des Schlafbeginns mit den

oben genannten typischen K- Komplexen und Schlafspindeln. Es sind weniger
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als 20 % &-Wellen zu verzeichnen. Im Stadium 3 betragt der Wert der d-Wellen
zwischen 20 % und 50 %. Sie haben mit einer Amplitude von mindestens 75 pV
eine Dauer von zwei Sekunden oder weniger. Dieses Stadium gehort, wie
Stadium 4, bereits zum Tiefschlaf. Im Stadium 4 betragen die 5-Wellen in einer

Epoche mindestens 50 %.

AnschlielBend geht der Delta-Schlaf in den REM-Schlaf tber, welcher durch
schnelle Augenbewegungen im EOG (Elektrookulographie) gekennzeichnet ist.
Daher wird dieser Schlaf auch paradoxer Schlaf genannt. Die Dauer der REM-
Schlaf-Intervalle nimmt im Laufe der Nacht von 5-10 Minuten auf 20-30 Minuten
zu. Somit ist der erste Schlafzyklus abgeschlossen und wiederholt sich
mehrmals, ca. 4- bis 5-mal mit einer jeweiligen Dauer von etwa 1,5 Stunden
(Huppelsberg und Walter 2013). Mit Hilfe eines Hypnogrammes kénnen diese

Verlaufe der Stadien dargestellt werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Idealisiertes Hypnogramm eines gesunden Erwachsenen. Schlafstadien im Verlauf
einer Nacht (Born et al., 1995)

1.3.3 Schlafabhéngige Gedéachtniskonsolidierung

Nach der Synaptische-Homoostase-Theorie von Tononi und Cirelli (2014) fordert
Schlaf die Gedachtniskonsolidierung, indem im Schlaf unnétige Synapsen
abgebaut werden und somit weniger Stdrsignale auftreten. Laut Rasch und Born
(2007) wirden im Schlaf neue Gedachtnisinhalte, nachdem sie einer
Reaktivierung und Reorganisierung unterliegen, in bestehende neuronale
Netzwerke des Langzeitgedachtnisses integriert werden, was als Aktive-System-
Konsolidierungs-Hypothese bekannt ist. Dabei spielen die verschiedenen

Schlafstadien eine essenzielle Rolle. Die ,Dual Process Hypothesis“ nimmt an,
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dass verschiedene Schlafstadien die Konsolidierung von verschiedenen Arten
von Erinnerungen fordert (Gais & Born 2004). Insbesondere vermutete man,
dass das deklarative Gedéachtnis von langsamen Oszillationen (slow waves)
profitiere, das prozedurale Gedachtnis dagegen von REM-Schlaf. Yarush et al.
(1971) belegten erstmals den positiven Effekt von frihem Slow-Wave-Schlaf auf
das deklarative Gedachtnis mit neutralen Wortpaaren. Im Gegensatz dazu legten
andere Studien dar, dass emotionale deklarative Erinnerungen vom spéaten REM-
Schlaf profitierten (Wagner et al., 2002). Basierend auf diesen frihen Studien
bewiesen Plihal und Born (1997), dass mit SW-reichem Schlaf nicht nur der
Lernerfolg mit Wortpaaren und raumlichen Informationen und somit das
deklarative Gedéachtnis verbessert wird, sondern auch, dass Schlaf, reich an

REM-Phasen, das prozedurale Gedachtnis und implizite Erinnerungen optimiert.

Mit Hilfe des Two-Stage-Memory Systems, erstmals erwahnt von Marr (Luo et
al., 2010), lasst sich erklaren, warum die Gedachtniskonsolidierung im Schlaf
stattfindet. Dieses  ,Zwei-Phasen-Erinnerungssystem® besagt, dass
Erinnerungen zuerst in einen Schnell-Lern-Speicher enkodiert (zum Bespiel im
Hippokampus des deklarativen Gedachtnisses) und dann allmahlich in einen
Langzeit-Speicher transferiert werden (zum Beispiel in den Neokortex). Der
Schnell-Lern-Speicher sorgt flr ein schnelles und effizientes Enkodieren der
Erinnerungen. Zunachst sind diese Darstellungen der Erinnerungen instabil und
anfallig fur Interferenzen durch neu kodierte Informationen. Im Laufe der Zeit
werden diese dann in den Langzeitspeicher tbertragen, ohne alte Informationen
zu Uberschreiben oder zu entfernen. Man nimmt an, dass durch wiederholte
Reaktivierung der neuen Erinnerungen wéhrend sogenannter off-line-Perioden
wie Schlaf, der langsam lernende Langzeitspeicher trainiert wird und dass neue
Erinnerungen nach und nach gestarkt und in die bereits existierenden
Langzeiterinnerungen aufgenommen werden (Lewis, 2011; McClelland et al.,
1995; Tse et al., 2007). Die Zeit, die eine Erinnerung fur diesen Vorgang braucht,
hangt von der erworbenen Information ab, sowie von den bereits
vorherrschenden Schemen im Langzeitgedachtnis. Die Dauer hierfir kann von
einem Tag Uber mehrere Monate bis zu einem Jahr betragen (Wang & Morris,
2010).
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Die positive Auswirkung des Schlafs bewies auch eine Studie von Gais et al.
(2006). Ihre Probanden mit Schlafentzug erzielten beim Abfragen zuvor gelernter
Vokabeln schlechtere Ergebnisse als die Probanden, die nach der Lernphase
und vor dem Test ausreichend Schlaf erhielten. Dies bestétigt den positiven
Einfluss des Schlafes auf das deklarative Gedachtnis. Dass auch das
prozedurale Gedachtnis vom Schlaf profitiert, zeigten Studien von Fischer et al.
und Walker et al. (2002). Hierbei erlernten Probanden eine Zahlenfolge, die sie
auf der Computertastatur wiederholt in genau dieser Reihenfolge eintippen
sollten. Nach dem Schlaf schlossen sie die Aufgabe deutlich erfolgreicher ab als
vor dem Schlaf. Folglich kann man daraus schlieBen, dass Schlaf den

Stabilisierungsprozess des Erlernten verbessert (Born et al., 2006).

1.3.4 Wirkung von Ghrelin auf Schlaf

Hormone kdnnen Schwankungen unterworfen sein, so beispielsweise Kortisol
und Somatropin (GH). Kortisol wird in erster Linie zirkadian, aber auch
schlafabhangig reguliert, GH dagegen primér schlafabhangig. Die Konzentration
von Kortisol ist in der ersten Nachthélfte, welche reich an Tiefschlafphasen ist,
am niedrigsten und steigt gegen Morgen wieder an. Somatropin wird dagegen
nur in der ersten Nachthalfte sezerniert. Die Konzentration dieser Hormone
reagiert stark auf Stérungen und Stress (Born & Fehm, 1998). Bei chronischem
oder akutem Stress wird Kortisol vermehrt, GH dagegen in geringerem Umfang
ausgeschuttet. Da in der ersten Nachthalfte, von der die deklarative
Gedéchtnisbildung besonders stark profitiert, die Werte fur Kortisol minimal und
fur GH maximal sind, hoben 1999 Plihal und Born experimentell die
Kortisolkonzentration ihrer Probanden in der ersten Nachthélfte an. Das Resultat
war eine Storung der Gedachtniskonsolidierung. Daraus zogen Plihal und Born
den Schluss, dass die Vermittlung Uber Glukokortikoidrezeptoren direkt im
Hippokampus stattfindet.

Auch Ghrelin beeinflusst den Schlaf und die Schlafarchitektur und sorgt fur
weitere endokrine Veradnderungen. In einer Studie von Frieboes et al. (1995)

wurde méannlichen jungen gesunden Probanden das GH-Releasing Peptide -6
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(GHRP-6) wahrend des Schlafs intravenés in pulsatiler Art verabreicht (4-mal
zwischen 22 Uhr und 01 Uhr). GHRP-6 wirkt wie Ghrelin und fordert ebenso die
Ausschittung von GH aus der Hypophyse. Bei diesen Probanden wurde
vermehrt das Non-REM-Schlafstadium 2 im EEG verzeichnet. Ebenso waren die
nachtlichen Konzentrationen der Hormone GH, Kortisol und ACTH erhdht. Auch
Weikel et al. (2003) zeigten mit ihrer Studie die Wirkung von Ghrelin auf Schlaf
auf: Jungen, gesunden Probanden wurden zwischen 22:00 Uhr und 01:00 Uhr
nachts viermal 50 pg Ghrelin intravends injiziert. Diese Art und Weise des
Verabreichens scheint ausschlaggebend zu sein, um die Effekte des
Neuropeptids auf dem EEG erkennen zu kénnen. Demgemal} wird die
physiologische Ausschittung des Hormons nachgeahmt (Steiger 2007). Nach
der Verabreichung des Hormons erhohte sich der Slow-Wave-Schlaf der
Probanden deutlich, wahrend der REM-Schlaf in der zweiten Nachthalfte
reduziert wurde. GH und Prolaktin wurden in der gesamten Nacht stimuliert,
Kortisol sank dabei in der ersten Nachthalfte im Vergleich zur Placebo-Gruppe.
Folglich lasst sich sagen, dass Ghrelin und GHRP-6 ahnliche Effekte auf das
Schlaf-EEG und die GH-Sekretion austben. In einer weiteren Studie fand man
heraus, dass nach Schlafentzug eine deutlich héhere Ghrelinkonzentration in der
Erholungsnacht nachgewiesen werden konnte. Folglich ist es moéglich, dass
Ghrelin, dessen Konzentration bei Schlafentzug ansteigt, eine schlafférdernde
endogene Substanz ist (Schussler et al. 2005). Laut Steiger (2007) ist dieser
Effekt beim Menschen von Zeitpunkt der Ghrelin-Gabe, Geschlecht und Dosis
abhangig. Somit blieb nach pulsatiler Gabe von Ghrelin zwischen 04:00 Uhr und
07:00 Uhr das Schlaf-EEG unverandert (Kluge et al., 2007). Kluge et al. (2010)
verglichen den Effekt von Ghrelin auf den Schlaf zwischen gesunden Mé&nnern
und Frauen. Wahrend bei den Mannern SWS, Non-REM-Schlaf, GH und Kortisol
erhoht waren, zeigten sich bei Frauen keine Veranderungen des Schlaf-EEGs,
ebenso keine endokrinen Verédnderungen. Da diese Ergebnisse sowohl bei
pramenopausalen als auch bei postmenopausalen Frauen beobachtet wurden,
kann man einen Einfluss von Ostrogen ausschlieRen (Kluge et al., 2007; Kluge
et al., 2010). Einen von der Dosis abhé&ngenden Effekt beschrieben Weikel et al.

(2005). Demnach entwickelte ein Proband nach einer Injektion von 100 ug
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Ghrelin um 22 Uhr deutlichen Hunger und forderte einen zusatzlichen Imbiss.
Nach weiteren 3 Injektionen von 100 pg Ghrelin war der Schlaf des Probanden
beeintrachtigt. Auch bei den sogenannten Night-Eating-Syndromen wachen
Patienten regelmafRig hungrig auf und essen zudem exzessiv. Bei diesen
normalgewichtigen Patienten konnte eine hdhere nachtliche
Ghrelinkonzentration im Gegensatz zu gesunden Probanden verzeichnet werden
(Rosenhagen et al., 2005). Somit lasst sich sagen, dass Ghrelin bei jungen
gesunden Mannern hochdosiert den Schlaf stért und wegen Hunger unterbricht,
niedriger dosiert in pulsatiler Gabe dagegen den Schlaf férdert. Bei Frauen

konnten keine Effekte von Ghrelin auf den Schlaf beschrieben werden.
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2 Fragestellung

Die Gedéachtniskonsolidierung ist ein komplexer Prozess, bei dem Erinnerungen
im Gehirn so verarbeitet werden, dass sie im Langzeitgedachtnis gefestigt
werden. Das wohl wichtigste Hirnareal fir diesen Vorgang bildet der
Hippokampus, der sich im Temporallappen befindet. Ist dieser Bereich
geschadigt, kdnnen keine neu erworbenen Informationen und Erinnerungen vom
Kurzzeit- ins Langzeitgedachtnis Ubertragen werden. Wie genau dieser Vorgang
ablauft, ist noch nicht vollstandig geklart. Allerdings zeigen zahlreiche Studien,
dass die Gedéachtnisfestigung von Schlaf positiv beeinflusst werden kann.
Hormone konnen den Schlaf fordern oder beeintrachtigen. Das Hungerhormon
Ghrelin zeigte in vorangegangenen Studien bei jungen mannlichen Probanden
einen schlafférdernden Effekt. Die Rezeptoren fur dieses Hormon findet man
unter anderem im Hippokampus, einem Hirnareal, in dem sich die GHS 1la-
Rezeptoren nachweisen lassen. In Anbetracht dieser Erkenntnisse wurden in der
vorliegenden Studie mittels intravendser Injektion von Ghrelin zu Beginn der
Tiefschlafphase an jungen gesunden mannlichen Probanden folgende Fragen

untersucht:

e Verbessert die intraventse Gabe von Ghrelin wahrend des Tiefschlafs die
Leistung der Probanden bei Gedachtnistests? Am Computer werden die
deklarative Leistung mit einem raumlichen Gedachtnis-Test (,Memory*)
und die prozedurale Leistung mit einem Fingertapping-Test gemessen.
Die Lernphase beider Tests erfolgt vor dem Schlaf der Probanden, das
Abrufen am Morgen danach.

e Hat die Injektion von Ghrelin Einfluss auf die Schlafarchitektur der
Probanden? Durch die polysomnographische Aufzeichnung des Schlafes
werden die verschiedenen Schlafstadien in ihrer Dauer und Haufigkeit

unter Einfluss des Hormons untersucht.
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Beeinflusst das applizierte Ghrelin die Sezernierung weiterer Hormone,
die physiologischerweise wahrend des Schlafs Schwankungen
unterworfen sind? Mit regelmafRigen Blutentnahmen konnen weitere
Hormonkonzentrationen von Kortisol und Somatropin und ihre
Konzentrationsverlaufe wahrend der Schlafphase gemessen und

analysiert werden.

20



3 Material und Methoden

3.1 Probanden

Die Studie wurde an 16 Ma&nnern im Alter von 18 bis 31 Jahren durchgefihrt.
Diese wurden Uber eine Rundmail des Zentrums fir Datenverarbeitung der
Universitat Tdbingen angeworben. Es wurden ausschlieBlich mannliche
Probanden ausgewdahlt, um hormonelle Zykluseinflisse auszuschliel3en.
Voraussetzung fur die Teilnahme an dieser Studie war, dass die Probanden
einen regelméaRigen Schlaf-Wach-Rhythmus hatten, zudem Nichtraucher waren
und keine Medikamente einnahmen. Daneben mussten die Probanden
normalgewichtig sein, was bei der Voruntersuchung, welche im nichternen
Zustand erfolgte, mit Hilfe des BMI (Body-Mass-Index) ermittelt wurde. Dieser
Wert lag bei 20 bis 25. Auch wurde in Voruntersuchungen ausgeschlossen, dass
chronische oder akute Erkrankungen, Alkohol- und/oder Tabakabusus sowie
besondere Belastungssituationen physischer und psychischer Art vorlagen (SCL-
90-R Fragebogen). Bei jedem Probanden wurde eine Anamnese erhoben und
mit Blutentnahmen dessen Gesundheit sichergestellt. Bestimmt wurden dabei ein
kleines Blutbild, Gerinnungswerte, Leberenzymwerte (GOT/GPT), Kreatinin,
Gamma-GT, Mineralstoffe (Natrium, Kalium, Kalzium), Nichternblutzucker,
Triglyceride, HbAlc (Glykohamoglobin), Triglyceride, Cholesterin und
Thyreotropin. Mit Fragebtgen wurde gewéahrleistet, dass die Probanden ein
gesundes Essverhdltnis aufwiesen, sie beispielsweise nicht kompensatorisch
alRen, etc. Der Studienarzt klarte hierbei die Probanden tber den Ablauf der
Versuchsnachte sowie Uber die Nebenwirkungen des Ghrelins auf. Die
Probanden verpflichteten sich durch Unterschreiben einer Erklarung, wahrend
der Versuchsreihe kein Blut zu spenden und auf Drogen und Medikamente zu
verzichten. In den Versuchsnachten wurden die Versuchspersonen angewiesen,
zu gewohnten Zeiten aufzustehen, keinen Alkohol zu konsumieren, am
Nachmittag kein Koffein zu sich zu nehmen und nicht zu schlafen. Ohne
Einwadnde wurde die Studie von der Ethik-Kommission der medizinischen
Fakultat begutachtet (AZ 086/2014BO1), Bescheid vom 16.6.2014. Nach
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Beendigung der Studie wurden die Probanden mit 150 Euro fur ihre Teilnahme

entschadigt.

3.2 Versuchsablauf

Bei dieser Studie im Cross-over-Design verbrachten die Probanden je drei
Néachte im Schlaflabor, wobei die erste Nacht lediglich zur Eingew6hnung diente
und im Folgenden als ,Eingewdhnungsnacht® bezeichnet wird. In der
Eingewohnungsnacht, die von 22:00 Uhr bis 8:00 Uhr des Folgetages andauerte,
wurden den Versuchspersonen EEG- und EKG- Elektroden angelegt, sowie ein
PVK-Zugang, durch den physiologische Kochsalzlésung verabreicht wurde.
Hierbei wurden keine Werte aufgenommen. Mit einem zeitlichen Abstand von
weniger als sieben Tagen zur Eingewdhnungsnacht begannen je 2
Versuchsnéachte, wobei in der einen Nacht Placebo, in der anderen Nacht Ghrelin
verabreicht wurde, beide jeweils von 19:00 Uhr bis 10:00 Uhr mit einem

Mindestabstand von 4 Wochen zueinander.

Zu Beginn der Versuchsnachte wurden die Probanden gebeten, einen
Fragebogen zum personlichen Wohlbefinden und ihrem Hungergefinhl
auszufullen. Zu regelmaliigen Blutenthahmen wahrend der Versuchsnachte
wurden den Probanden Venenverweilkanilen angelegt. Nach dem Erwachen am
Morgen fuhrten die Probanden die kognitiven Tests Fingertapping, ,Memory“ und
Zahlennachsprechen in dieser Reihenfolge unter meiner Anleitung durch.
AnschlieRend wurde den Probanden ein Fingerfood-Buffet mit 27
.Lebensmittelsticks® nach zufélliger Reihenfolge angeboten, um am néachsten
Morgen untersuchen zu kdnnen, inwiefern sie sich an die Nahrungsaufnahme am
Vorabend erinnern. Die Ergebnisse dieses Tests sowie die Wirkungen von
Ghrelin auf die schlafassoziierte Regulation metabolischer Ablaufe stellt die
Paralleldissertation von Frau Sarah Rist dar. Nachdem mehrmalig in bestimmten
zeitlichen Abstanden, die der Tabelle des Versuchsablaufs entnommen werden
konnen, das Abfragen des Gemitszustandes mit VAS und MDBF, der
momentanen Schlafrigkeit, SSS, und der Schlafqualitat (SF-A/R) erfolgte,
wurden vor 23 Uhr die Elektroden zur EKG- und EEG-Messung fur die
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Polysomnographie angebracht, sodass um 23:00 Uhr das Licht ausgeschaltet
werden und die Probanden schlafen konnten. Die Schlafdauer betrug je Nacht
acht Stunden (23:00 Uhr bis 7:00 Uhr). Uber diese gesamte Zeit wurde der Schlaf
aufgezeichnet. Bei Erreichen des Tiefschlafs, was durch die Polysomnographie
festgestellt werden konnte, wurde in der einen Nacht das acylierte Ghrelin, in der
anderen das Placebo appliziert. Dies geschah tber die Venenkanule, die durch
ein Loch in der Wand ins Nebenzimmer fiihrte. Uber den gesamten
Versuchszeitraum wurden den Probanden in bestimmten Abstdnden Blut
entnommen. Um mdogliche Nebenwirkungen auf das Herz-Kreislaufsystem
ausschlieen zu kdnnen, wurde ebenso die EKG-Aufzeichnung des Probanden
kontrolliert. Wahrend der gesamten Zeit der Ghrelin-Applikation von 23:00 Uhr
bis 01:30 Uhr war in den Studienr&umen auch der Studienarzt anwesend. Um zu
gewahrleisten, dass die Probanden sich nicht in der Tief- oder REM Schlafphase
befinden, wurde fur das Wecken der Zeitraum zwischen 6:45 Uhr und 7:00 Uhr
angesetzt. Nach dem Erwachen der Probanden konnten die Abruftestungen
erfolgen. Im Verlaufe des Vormittags wurden die Probanden bezuglich VAS und
MDBF erneut abgefragt. Die Probanden erhielten anschlieRend ein Frihstick.
Ohne die Probanden davon in Kenntnis zu setzen, wurden die einzelnen
Bestandteile des Fruhsticks vor und die Ubrig gebliebenen Reste nach dem
Verzehr gewogen, um die verspeisten Kalorien messen zu kdnnen. Tabelle 1
zeigt chronologisch die Ubersicht des Versuchsablaufs. Nach dem Absolvieren
beider Versuchsnéchte wurden die Probanden vollstandig Uber den Verlauf des

Studieninhaltes aufgeklart.
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Tabelle 1: Ubersicht des Versuchsverlaufs

Uhrzeit Versuchsverlauf

19:10 Anamnese

19:35 VAS, MDBF 1, PFS-Fragebdgen

20:15 .Memory*

20:40 Fingerfood

21:35 Elektroden-Applikation

22:20 Blutenthnahme

22:35 START EEG Aufzeichnung

23:00 Blutentnahme Licht aus, Proband schlaft

23:35 Blutentnahme

23:45 Blutentnahme

00:15 Blutentnahme

00:45 Blutenthnahme

01:15 Blutentnahme

02:25 Blutenthnahme

03:45 Blutentnahme
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05:05 Blutentnahme
05:45 Blutentnahme

06:25 Blutentnahme

07:00 Licht an, der Proband wird geweckt, Ende EEG-
Aufzeichnung

07:05 Blutentnahme  Entfernung der Elektroden, VAS, MDBF 5
SSS, SFA-R Fragebogen

07:30 Abruftestung Fingertapping

07:45 Abruftestung Memory

07:55 Abruftestung Zahlennachsprechen

08:05 Abruftestung Fingerfood

08:40 VAS, MDBF 6

08:45 Frihstick

09:10 Blutentnahme

09:15 VAS, MDBF 7

09:20 Einschatzung des Probanden, ob er Ghrelin oder Placebo injiziert

bekommen hatte
09:30 Vollstéandige Aufklarung des Probanden nach Abschluss der Studie

3.3 Untersuchungsmethoden
3.3.1 Verabreichen von Ghrelin

Der Studienarzt verabreichte den Probanden das Ghrelin (cGMP-Qualitat, Firma
Bachern) intravends. Insgesamt wurden 200 pg acyliertes Ghrelin appliziert,
beginnend mit 50 pg zum Eintritt des Tiefschlafs der Versuchspersonen. Die
weiteren drei Dosen, ebenfalls je 50 pug, wurden alle 30 Minuten injiziert, wie es

dem Zeitplan zu entnehmen ist.

3.3.2 Bestimmung der Blutparameter
Mit Hilfe einer Venenverweilkantle (Kantle VerweilVasofix 18G, Braun
Melsungen), die am Unterarm oder Handriicken der Probanden gelegt wurde,
konnte durch einen Dreiwegehahn (Braun Melsungen) und einem

Verlangerungsschlauch (Heidelberger Verlangerung 150 cm, Angiokard) durch
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die Wand fuhrend vom Nachbarzimmer aus Blut entnommen und Ghrelin oder
Placebo verabreicht werden, sodass die Probanden im Schlaf nicht gestort
wurden. Zudem wurde ein Infusionsbeutel mit 0,9 %iger Kochsalzldsung
angeschlossen, um zu verhindern, dass das Blut im Schlauch oder in der
Braunule thrombosiert. Daher wurden bei jeder Blutentnahme die ersten 4 mi
verworfen, was dem Volumen des Verlangerungsschlauches entspricht.
Gemessen wurden die Laborparameter Glucose, Lactat, Kortisol, C-Peptid,

Insulin, Somatropin und acyliertes bzw. desacyliertes Ghrelin.

Glucose und Lactat wurden mittels 2,6 ml entnommenen Blutes bestimmt (S-
Monovette, Plasma-Fluorid, Sarstedt). Um Kortisol, C-Peptid, Insulin und
Somatropin zu bestimmen, wurden 2,7 ml Blut abgenommen (S-Monovette, 2,6
ml, Plasma-Lithium-Heparin, Sarstedt, Nirnbrecht), ebensoviel ml jeweils zur
Bestimmung von Ghrelin aus dem Blutplasma (EDTA-Monovetten, Sarstedt, mit
Kalium-Ethylendiamintetraessisgsaure als Inhalt). Um das fir uns wichtige
Plasma erhalten zu koénnen, wurden die Monovetten zentrifugiert und
anschlieBend das Plasma in Eppendorfhitchen abpipettiert. Die Dauer der
Zentrifugation war wie folgt: Serum-Monovetten bei -20°C 10 Minuten (2500 x g,
3980 rpm, 144 mm Radius), EDTA-Monovetten bei 4°C 15 Minuten (1000 x g,
2492 rpm, 144mm Radius), EDTA-Monovetten — Bestimmung Ghrelin — bei 4°C
10 Minuten (2000 x g, 144mm Radius). Zusatzlich wurden zur Bestimmung von
acyliertem und desacyliertem Ghrelin dem Plasma jeweils 50pl Salzsaure
hinzugefiigt. Zur Lagerung wurden die Proben zunachst in Kryo-Boxen bei -20°C
eingefroren, spater dann bei -80°C. Mit Hilfe des Immunoassay-Systems (ADVIA
Centaur XPT, Siemens Healthcare Diagnostics) konnten die Werte fur Insulin,
Kortisol und C-Peptid bestimmt werden, flir das Somatropin wurde das
Immunoassay-System Immulite 2000XPi (Siemens Healthcare Diagnostics)
verwendet. Zur Bestimmung von Glucose und Lactat wurde das ,ADVIA
Chemistry XPT“ klinisch-chemische Analysesystem nach der Hexokinase — und
kolometrischen Lactatoxidase-Methode verwendet (Siemens Healthcare
Diagnostics), zur Bestimmung von Ghrelin wurde das nach dem Boehringer
Ingelheim (Biberach) modifiziertem ,,One-Step Sandwich® — ELISA Verfahren

(SpiBio, Frankreich) genutzt. 3.92 pgEg/mL war die Bestimmungsgrenze beim
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acyliertem und  desacyliertem  Ghrelin, wobei der Inter-Assay-
Variationskoeffizient jeweils 40% betrug. Dagegen betrug der Intra-Assay-
Variationskoeffizient fir das acylierte Ghrelin 21-23 % und 10-15 % fur das

desacylierte Ghrelin.

3.3.3 Gedéachtnistests

Raumliche Gedachtnisaufgabe —,Memory*“

Zum Erlernen deklarativer und visuell-rdumlicher Gedachtnisinhalte spielten die
Probanden eine computisierte Version des bekannten Spiels ,Memory“. Auf
einem Computerbildschirm sahen sie 30 Rechtecke, welche den Rickseiten von
Spielkarten nachempfunden waren, angeordnet in sechs Spalten und funf Zeilen.
Darunter versteckten sich an unterschiedlichen Positionen 15 farbige Motivpaare
von alltaglichen Gegenstanden und Tieren. Den Probanden wurden die Paare,
die sich nicht zwangslaufig nebeneinander befanden, in zufélliger Reihenfolge
mit gleichbleibender Position zwei Mal prasentiert, indem zunéachst die eine Karte
und kurz darauf ihr Aquivalent fiir je eine Sekunde auf und wieder zugedeckt
wurden. Beide Karten wurden dem Probanden anschlieBend fiir drei Sekunden
als Paar gezeigt. Nach den erfolgten Prasentationsdurchgangen deckte das
Programm eine der Karten auf. Der Proband wurde aufgefordert das zugehorige
Aquivalent zu suchen und per Mausklick aufzudecken. Nachdem mit einem
grinen Haken (korrekte Position) oder einem roten Kreuz (falsche Position) die
Richtigkeit der Zuordnung gekennzeichnet worden war, wurden die Kartenpaare
in ihrer richtigen Position erneut fir 2 Sekunden aufgezeigt, damit ein
wiederholtes Lernen der korrekten Position mdglich war. Dieser Lernprozess
wurde so oft wiederholt, bis der Proband 60% der Kartenpaare richtig zuordnete.
Am darauffolgenden Morgen erfolgte ebenfalls auf dem Computer der
Abrufungstest, in dem der Proband erneut die Kartenpaare korrekt einander

zuordnen sollte.
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Prozedurale Ged&achtnisaufgabe — Fingertapping

Das Fingertapping nach Walker (Walker et al., 2002) sollte das prozedurale
Gedéachtnis der Probanden analysieren. Am Computerbildschirm sahen die
Probanden eine 5-stellige Zahlenfolge. Diese musste mit 4 Fingern (kleiner
Finger bis Zeigefinger) der nicht dominanten Hand eingetippt werden, die auf den
jeweiligen Tasten der Computertastatur lagen. Die Leserichtung der
Zahlenreihenfolge war von links nach rechts. Sobald eine Zahl eingetippt wurde,
erschien ein Sternchen auf dem Bildschirm, welches jedoch den Probanden kein
Feedback zur Richtigkeit ihrer Angabe tGbermittelte. In 12 Durchgangen mit je 30
Sekunden sollten die Probanden so schnell und so prazise wie maoglich tippen.

Am nachsten Morgen erfolgte der Abrufungstest in drei Durchgangen.

3.3.4 Befindlichkeit und KontrollmaRe

VAS-Fragebogen — Visuelle Analogskala

Auf diesem Fragebogen beurteilten die Probanden auf unskalierten 10 cm Linien
mittels einer Markierung auf der jeweiligen Linie ihr subjektives Empfinden
bezlglich Hunger— und Séattigungsgefihl, ihr aktuelles Bedirfnis nach SiRem
oder Deftigem, sowie ihre Geflihle Angst, Stress und Schléafrigkeit. Links bedeutet
L=aberhaupt nicht® und rechts ,extrem®. Mit einem Lineal wurden die Markierungen

ausgewertet.

MDBF-Fragebogen — Mehrdimensionaler Befindlichkeitsfragebogen

Dieser Fragebogen (Steyer et al., 1997) bewertet mit 12 Items gute/schlechte
Stimmung (GS), Wachheit/Mudigkeit (WM) und Ruhe/Unruhe (RU), um die
psychische Befindlichkeit der Versuchspersonen zu messen. Auf einer Skala von
1 (Uberhaupt nicht) bis 5 (sehr) machten die Probanden mehrmals in
unterschiedlichen zeitlichen Abstanden (4-mal am Abend, 3-mal am Morgen)
Einstufungen zu den Empfindungen zufrieden, ausgeruht, ruhelos, schlecht,

schlapp, gelassen, mude, gut, unruhig, munter, unwohl und entspannt.
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3.3.5 Untersuchung des Schlafes der Probanden

Polysomnographie

Um die insgesamt neun Elektroden des EEG korrekt mit Elektrodenpaste (EC2
Electrode Cream, Natus Manufacturing Ltd., Galway, Irland) und Leukoplast zu
fixieren, wurden die Hautpartien zuvor mit Desinfektionsmittel (Softasept N, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen) und einem Peeling (Ecericonductive and
abrasive paste, Spes Medica, Battipaglia, Italien) entfettet und geséubert. Auf
diese Weise wurden auch die Elektroden zur Darstellung des EKG angebracht,
um das Herz-Kreislauf-System des Probanden zu dberwachen und mdgliche
Nebenwirkungen des Ghrelins auszuschlieRen. Um die Polysomnographie
abzuleiten, wurden der unipolare Verstarker ,Brain Amp DC“ und der bipolare
Verstarker ,Brain AmpExG* (Brain Products GmbH, Gilching, Deutschland) mit
der firmeneigenen Software ,Brain Vision Recorder” (Brain Products GmbH,
Munchen, Deutschland) verwendet. Eine Onlinefilterung fur EEG und EOG 10 s
— 80 Hz und fur EMG 0,1 s — 100 Hz wurde zur Auswertung vorgenommen. Die
Digitalisierungsrate betrug 250 Hz, der Offlinefilter bei allen Kanédlen 50 Hz,
zusatzlich 0,5 s — 35 Hz fur EEG und EOG, sowie 0,1 s — 80 Hz fur EMG. Als
Referenz dienten Elektroden am Mastoid. Da auch Augenbewegungen uber zwei
Kanéle registriert wurden, wurden fir das EOG jeweils supra— und infraorbital
Elektroden und eine Referenzelektrode iiber dem Nasion angebracht. Uber die

Muskelaktivitat des Musculus mentalis wurde das EMG abgeleitet.

Standford-Schlafrigkeits-Skala (SSS) und Schlaffragebogen-A (SF-A/R)

Die Standford-Schléafrigkeits-Skala (Hoddes et al.,, 1973) enthalt sieben
Aussagen, bei denen der Proband vor dem Einschlafen und nach dem
Aufwachen diejenige Aussage ankreuzt, die am besten seinen Schlafrigkeitsgrad

reprasentierte.
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Der Schlaffragebogen-A (Goértelmeyer, 2011) wurde den Probanden nur nach
dem Aufwachen vorgelegt, um Fragen zur Schlafqualitat der letzten Nacht zu
beantworten. Dazu gehorten Einschlaf— und Durchschlafverhalten, Trauminhalte

und Erholungssgefiihl nach dem Schlaf.

3.4 Statistische Auswertungen

Wiedergegeben werden die Ergebnisse als Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM). Die statistischen Analysen basierten auf Varianzanalysen
(ANOVA) mit den Faktoren Behandlung (Ghrelin oder Placebo) und Zeitpunkt
sowie weiteren parameterspezifischen Faktoren wie Makrondhrstoff. Die
Varianzanalysen wurden nach dem Greenhouse-Geisser-Verfahren korrigiert.
Mit Hilfe abhéngiger t-Tests wurden die Werte zu einzelnen Zeitpunkten auf
signifikante Unterschiede Uberprift. Als statistisch signifikant galt ein p-Wert <
0,05.
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4 Ergebnisse

Die Resultate beider Versuchsnéchte (Ghrelin vs. Placebo) wurden verglichen.

Da in beiden Nachten dieselben Bedingungen geschaffen wurden (gleicher

Raum, gleicher zeitlicher Versuchsablauf), kénnen die Unterschiede zwischen

den beiden Versuchsdurchlaufen auf die Verabreichung der

zurlckgefuhrt werden.

4.1 Probandenkollektiv

Substanz

16 méannliche, normalgewichtige (BMI 20-25) Probanden im Alter von 18 bis 31

Jahren nahmen an dieser Studie teil. Mittels Fragebdgen und anamnestischer

Untersuchung waren psychische und physische Erkrankungen auszuschlief3en.

Ebenso bestéatigten die Fragebdgen ein gesundes Ess— und Schlafverhalten

(Tabelle 2).

Tabelle 2. Probandencharakteristika

Proband-Nr. Gewicht (in kg) Grofe (in Meter) BMI Alter
1 61,50 1,73 20,55 24

2 81,00 1,82 24,45 23

3 70,00 1,81 21,37 24

4 83,00 1,86 23,99 31

5 72,00 1,87 20,59 21

6 60,00 1,70 20,76 21

7 78,00 1,79 24,34 26

8 67,00 1,83 20,01 18

9 78,00 1,78 24,62 28
10 85,00 191 23,30 22
11 84,00 1,88 23,77 25
12 80,00 1,88 22,63 26
13 67,00 1,82 20,23 26
14 83,00 1,82 25,06 23
15 73,00 1,77 23,30 27
16 80,00 1,88 22,63 21
Mittelwert + 75,16 + 2,03 1,82+0,01 22,60 £0,44 24,13 +0,81
SEM
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4.2 Gedachtnistests

4.2.1 ,Memory“ — deklaratives Gedachtnis

Bei der Auswertung der Memory-Aufgabe ist kein signifikanter Unterschied in der
Leistung zu verzeichnen. Die Probanden zeigten sowohl mit Ghrelin als auch mit
Placebo ahnliche Ergebnisse. Der Lerndurchgang endete, nachdem die
Probanden mind. 60 % korrekte Antworten erreicht hatten. In der
Placebobedingung brauchten sie dazu 2,08 £ 0,38, in der Ghrelinbedingung 2,38
+ 0,57 Durchgéange. Bei der Abrufleistung war der Unterschied ebenfalls nicht
statistisch relevant. Die Leistung lag in der Versuchsreihe mit Ghrelin bei 64,62
+ 4,19, mit Placebo 63,00 + 2,89 richtig erinnerten Kartenpaar-Positionen. Somit

hatte Ghrelin vermutlich keinen Einfluss auf die Lernleistung.

Memory

90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 - O Placebo
20,00 - W Ghrelin
10,00 -
0,00 T T
10,00 | Ll‘r

&
-20,00 - &
N7

Performance (%)

Abbildung 4: Resultate des Memory-Tests unter Verabreichung von Ghrelin (grau) und Placebo
(weil)
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Tabelle 3: Ergebnisse Memory Placebo vs. Ghrelin und T-Test fur gepaarte
Stichproben

Trials  Lernleistung Abrufleistung Diff. Abruf - Lernen
T-Wert 0,671 1,155 0,345 0,850
p-Wert 0,515 0,271 0,736 0,412

Es ist kein ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Versuchsbedingungen (Ghrelin vs. Placebo) sichtbar.

4.2.2 Fingertapping — prozedurales Gedachtnis

Beim Fingertapping erreichten die Probanden, denen im Schlaf Ghrelin
verabreicht wurde, im Abruf eine hohere Zahl an korrekt eingetippten

Zahlenreihenfolgen.

Die Lernleistung wurde durch die letzten drei Blocke (Block 10-12) bestimmt, die
Abrufleistung wurde durch den Mittelwert von drei Durchgéngen festgelegt. Auch
die Geschwindigkeit und Genauigkeit der Antworten wurden gemessen. Die
Geschwindigkeit wurde durch die Gesamtmenge an richtig eingetippten
Sequenzen und die Genauigkeit durch die Fehlerrate in einem Durchgang
bestimmt. Die Differenz von Abrufleistung und Lernleistung stellt die Retention,
also das Ergebnis der Gedéachtniskonsolidierung, der gelernten Fingersequenzen

dar.
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Abbildung 5:

Resultate des Fingertapping-Tests vor und nach dem Schlaf.

Die Ergebnisse der Bedingung unter Ghrelin (durchgezogene Linie)

unterscheiden sich von der Bedingung unter Placebo (gestrichelte Linie). Unter

Ghrelineinfluss wurde eine bessere Lernleistung erreicht.

Tabelle 4 :

Placebo
SEM

Ghrelin
SEM

Ergebnisse Fingertapping Placebo vs. Ghrelin

Baseline Learning Recall
16,53 21,10 21,81

1,38 1,55 1,86
17,33 21,77 25,33
1,40 1,13 1,40
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4.3 Schlaf

4.3.1 Polysomnographie

Die Aufzeichnungen des EEG zeigen, dass Ghrelin keinen messbaren Einfluss
auf den Schlaf hatte. Sowohl der Non-REM-Schlaf als auch der REM-Schlaf

wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bedingungen auf.

Tabelle 5: Darstellung der prozentualen Anteile der unterschiedlichen
Schlafstadien an der Gesamtschlafdauer, Schlaflatenz, Tiefschlaflatenz und
REM-Latenz unter Verabreichung von Ghrelin und Placebo

Schlafparameter | Ghrelin Placebo p-Wert T-Test
%NEM 72,42+2,98 76,42+2,30 0,174 1,432
%S1 10,55+1,00 11,07+£1,31 0,730 0,352
%S2 40,24+5,77 41,68+5,29 0,449 0,779
%SWS 21,64+4,65 23,68+4,94 0,442 0,791
%S3 12,65+2,20 13,47+2,35 0,525 0,652
%S4 8,98+2,63 10,21+2,82 0,468 0,746
%REM 16,79+1,37 16,11+1,40 0,664 0,444
%Wach 9,37+2,86 6,53+2,07 0,308 1,508
%Bewegung 1,41+0,39 0,95+0,33 0,221 1,281
Schlaflatenz 17,57+4,69 23,10+8,00 0,532 0,641
SWS-Latenz 35,87+8,08 42,37£12,52 | 0,678 0,432
REM-Latenz 133,27+26,22 | 137,53£29,52 | 0,842 0,203

4.3.2 Subjektive Schlafqualitat

Mit dem SF-A/R-Fragebogen beantworteten die Probanden in beiden
Versuchsbedingungen Fragen zu Einschlaf- und Durchschlafverhalten, sowie

Erholung nach dem Schlaf. Es konnten keine Unterschiede verzeichnet werden.
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Tabelle 6: Resultate des SF-A/R unter Gabe von Ghrelin und Placebo

Ghrelin Placebo T-Wert p-Wert

Konnten Sie direkt, nachdem Sie sich schlafen gelegt hatten, gleich

einschlafen?

2,25+0,41 | 2,19+0,39 0,148 0,884

Sind Sie gestern nach dem Einschlafen nachts wieder aufgewacht?

2,44+0,34 | 2,63+0,27 0,588 0,566

Wie haben Sie letzte Nacht geschlafen?

GleichmaRig 1,94+0,27 | 1,81+0,28 0,522 0,609
Gut 2,31+0,25 | 2,06%0,28 1,704 0,300
Ungestort 2,63+0,26 | 2,25+0,25 1,567 0,138

Wie fuhlten Sie sich gestern vor dem Schlafengehen?

Erschopft 2,25+0,19 | 2,63+0,18 1,307 0,211
Mude 2,75+0,19 | 2,88+0,18 0,488 0,633
Entspannt 3,00+0,24 | 3,06+0,19 0,293 0,774
Wie fuhlen Sie sich heute Morgen?

Ausgeglichen 2,56+0,18 | 2,67+0,21 0,323 0,751
Tatkréftig 1,88+0,20 | 1,80+0,22 0,694 0,499
Ausgeschlafen 2,06+0,21 | 2,13+0,27 0,000 1,000

4.3.3 Subjektive Beurteilung der Schlafrigkeit

Die Probanden fillten den SSS-Fragebogen am Abend sowie am Morgen aus.
Zwischen Ghrelin- und Placebobedingungen wurden keine Unterschiede

verzeichnet.

Tabelle 7: Resultate des SSS-Fragebogens unter Gabe von Ghrelin und
Placebo

Uhrzeit 23:30 07:05
Ghrelin 4,81+0,29 3,19+0,23
Placebo 4,75+0,21 3,13+0,13
T-Wert 0,235 0,324
p-Wert 0,817 0,751
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4.4 Blutparameter
4.4.1 Acyliertes Ghrelin

Um ca. 23:30 Uhr ist ein deutlicher Anstieg des acylierten Ghrelins bei den
Probanden zu verzeichnen. Diese ist zeitlich korrelierend mit der ersten Gabe
von 50 pg Ghrelin beim Eintritt des Tiefschlafs. In Abstand von 30 Minuten
erfolgten die weiteren 3 Gaben von ebenfalls jeweils 50 pg Ghrelin. Zwischen
0:00 Uhr und 3:00 Uhr wurden keine Blutproben auf Ghrelin analysiert, daher
kann keine Aussage Uber den Verlauf in dieser Zeit gemacht werden. Es ist aber
anzunehmen, dass ein Anstieg von Ghrelin bedingt durch die Folgedosen zu

verzeichnen gewesen ware. (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Acylierte Ghrelinkonzentrationen wahrend der Nacht (sowie statistische Ergebnisse)
bei Verabreichung von Ghrelin (durchgangige Linie) und Placebo (gestrichelte Linie).

Die vier vertikalen gepunkteten Linien zeigen die Gabe der vier Ghrelin-Dosen
an. Fir den Zeitraum zwischen 0:00 Uhr und 3:00 Uhr wurden keine Werte

erhoben (p < 0,01 fur alle Einzelvergleiche in diesem Zeitraum).
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Tabelle 8: Acylierte Ghrelinkonzentrationen, statistische Ergebnisse

Zeit Bedingung Zeit x Bedingung
F (1,25) 59,54 35,40 21,63
p-Wert p<0,001 p<0,001 p<0,001

4.4.2 Desacyliertes Ghrelin

Man kann an den Werten erkennen, dass die Plasmakonzentration von
desacyliertem Ghrelin mit der ersten Ghrelingabe, entsprechend dem acyliertem
Ghrelin, stark anstieg. Auch hier sind keine Aussagen zwischen 0:00 Uhr und
3:00 Uhr maglich. Verdeutlicht wird hier die kurze Halbwertszeit von Ghrelin:
Seine Konzentration fallt um das Vierfache innerhalb von 30 Minuten ab
(Abbildung 7).

Ghrelin (desacyliert)

= «Oe= « Placebo

@ Ghrelin

Abbildung 7: Desacylierte Ghrelinkonzentrationen im Verlauf der Nacht (sowie statistische
Ergebnisse) bei Gabe von Ghrelin (durchgéngige Linie) und Placebo (gestrichelte Linie).

Die vier vertikalen gepunkteten Linien zeigen den Zeitpunkt der Gabe der vier
Ghrelin-Dosen an. Fiur den Zeitraum zwischen 0:00 Uhr und 3:00 Uhr wurden

keine Werte erhoben (p < 0,01 fur alle Einzelvergleiche in diesem Zeitraum).
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Tabelle 9: Desacylierte Ghrelinkonzentrationen, statistische Ergebnisse

Zeit Bedingung Zeit x Bedingung
F (1,25) 16,10 25,38 12,64
p-Wert p <0,001 p <0,001 p <0,001
4.4.3 Kortisol

Entsprechend dem physiologischem Nachtprofil ist ein Abfall der
Kortisolkonzentration zu Beginn der Nacht zu verzeichnen, allerdings steigt sie
bei der ersten Ghrelingabe signifikant an und erreichte mit jeder weiteren Gabe
ihren Peak. Danach sank die Konzentration und stieg entsprechend dem
physiologischen Verlauf von Kortisol nach 2 Stunden wieder an. Bei der Placebo-

Gabe sind keine bedeutenden Veranderungen zu erfassen (Abbildung 8).

Kortisol

= <0= -« Placebo

e Ghrelin

Serum cortisol (mmol/L)

]
SRRR S D P 9‘#6% APPSO PP PP PP PP P

A L e O SRR R

Zeit

Abbildung 8: Kortisolkonzentration im Serum im Verlauf der Nacht bei Verabreichung von Ghrelin
(durchgéngige Linie) und Placebo (gestrichelte Linie).
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Es war ein signifikanter Anstieg der Kortisolausschittung unter Ghrelin zu
beobachten. Die vier vertikalen gepunkteten Linien zeigen die Gabe der vier

Ghrelin-Dosen an (p < 0,01 fir alle Einzelvergleiche in diesem Zeitraum).

Tabelle 10: Kortisolkonzentration im Serum, statistische Ergebnisse

Zeit Bedingung Zeit x Bedingung
F (1,25) 11,88 11,01 6,12
p-Wert 0,000 0,002 0,000

4.4.4 Somatropin

Es ist ein signifikanter Anstieg der Somatropinkonzentration nach der ersten
Ghrelingabe zu verzeichnen, der nach der zweiten Gabe sein Maximum erreichte
(0:15 Uhr) und dann im Verlauf der néchsten 90 Minuten auf seine

Ausgangskonzentration absank (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Somatropinkonzentration im Serum im Verlauf der Nacht bei Verabreichung von
Ghrelin (durchgéangige Linie) und Placebo (gestrichelte Linie).
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Es war ein signifikanter Anstieg der GH-Ausschittung unter Ghrelin zu
beobachten. Die vier vertikalen gepunkteten Linien zeigen die Gabe der vier

Ghrelin-Dosen an (p < 0,01 fur alle Einzelvergleiche in diesem Zeitraum).

Tabelle 11: Somatropinkonzentration im Serum, statistische Ergebnisse

Zeit Bedingung Zeit x Bedingung
F (1,25) 11,74 83,67 8,01
p-Wert 0,000 0,000 0,000

4.5 Subjektives Hungergefihl und Wohlbefinden

Die Probanden machten zu unterschiedlichen Zeitpunkten Angaben mittels des
VAS-Fragebogens zu Hunger- und Durstgefuhl, sowie zu ihrem Wohlbefinden.
Um 20:40 Uhr starteten die Probanden das Essen am Fingerfood-Buffet, um 8:45
Uhr nahmen sie das Frihsticksbuffet ein. Entsprechend zu diesen Essenszeiten

bildete sich das Hungergefuhl der Probanden aus.

Unter Ghrelin war die Angstlichkeit unerheblich erhéht. Ansonsten ist kein
signifikanter Unterschied des Hunger- und Durstgefiihls, der Froéhlichkeit oder

Vigilanz zwischen den Versuchsbedingungen festzustellen.

41



Tabelle 12 Resultate des VAS unter Verabreichung von Ghrelin und Placebo.

Hunger

Uhrzeit | 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin |56,88+7,28|27,06+6,67 | 28,88+6,51 | 26,31+6,29 | 55,69+4,61 | 67,69+2,01 | 10,88+2,29
Placebo | 59,31+6,88 | 26,19+5,42 | 24,94+5,88 | 24,56+6,48 | 56,00+5,61 | 71,00+4,49 | 11,00+3,51
p-Wert | 0,756 0,902 0,58 0,783 0,964 0,468 0,955
T-Test |0,317 0,126 0,565 281 0,046 0,744 0,057
Durst

Uhrzeit | 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin |51,44+5,74|27,56+5,23 | 29,69+5,42 | 29,94+5,36 | 53,19+5,52 | 45,5616,62 | 26,44+4,34
Placebo | 58,88+4,98 | 32,25+4,38 | 27,44+4,69 | 30,69+5,42 | 59,69+3,82 | 42,50+5,78 | 22,63+4,85
p-Wert |0,372 0,24 0,621 0,891 0,254 0,596 0,272
T-Test |0,921 1,223 0,504 0,139 1,185 0,542 1,141
Angstlichkeit

Uhrzeit | 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin |11,00+3,60 | 8,63+3,66 |9,69+3,20 |15,25+5,28|6,50+2,10 |9,19+4,00 |6,81+2,41
Placebo | 8,31+3,47 |6,69+2,43 |7,38+2,34 |(7,31+2,41 |5,56+1,60 |5,19+1,19 |3,44+1,14
p-Wert |0,412 0,366 0,398 0,091 0,619 0,203 0,052
T-Test |0,845 0,931 0,87 1,807 0,508 1,332 2,107
Frohlichkeit

Uhrzeit | 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin |67,19+4,50 | 68,75+5,43 | 62,88+4,07 | 58,19+4,34 | 56,31+4,64 | 65,50+3,45 | 72,00+3,84
Placebo | 72,38+3,50 | 71,19+4,93 | 65,31+3,89 | 61,00+3,85 | 58,63+4,08 | 66,38+4,31 | 76,94+3,20
p-Wert | 0,203 0,603 0,647 0,513 0,64 0,821 0,152
T-Test |1,331 0,532 0,467 0,669 0,477 0,231 1,511
Schléafrigkeit

Uhrzeit | 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin |44,69+4,59|53,25+4,87 | 63,69+4,11| 70,38+4,24 | 53,00+6,38 | 28,06+4,26 | 24,75+3,71
Placebo | 48,19+4,19 | 56,44+5,11 | 59,81+4,70| 72,38+ 49,81+4,38 | 31,31+4,23 | 22,69+3,13
p-Wert |0,609 0,622 0,481 0,461 0,516 0,581 0,536
T-Test |0,523 0,503 0,723 0,757 0,665 0,564 0,633
Konzentration

Uhrzeit | 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin |62,38+4,12 | 47,13+4,00 | 42,56+4,10| 30,63+3,85 | 47,75+4,64 | 61,63+4,53 | 62,56+3,34
Placebo | 57,31+4,19 | 44,50+4,41 | 37,56+4,51 | 30,38+4,27 | 45,94+2,62 | 64,00+3,53 | 64,31+4,46
p-Wert | 0,361 0,503 0,33 0,946 0,65 0,558 0,546
T-Test |0,942 0,687 1,007 0,069 0,462 0,6 0,617
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4.6 Subjektive Befindlichkeit

Der MDB-Fragebogen (Steyer et al., 1997) gibt Auskunft tiber Gute-Schlechte-
Stimmung (GS), Wachheit-Mudigkeit (WM) und Ruhe-Unruhe (RU). Diese
psychischen Befindlichkeiten wurden wahrend des Versuchsablaufes unter
beiden Versuchsbedingungen verglichen. Obwohl die Probanden, die Ghrelin
erhielten, nach dem Wecken am Morgen eine leichte Verschlechterung der
Stimmung angaben, die allerdings auch schon am Abend zuvor aufgetreten war,
waren die Angaben Uber Gute-Schlechte-Stimmung im Verlauf der
Versuchsnacht konstant. Auch Wachheit-Midigkeit zeigte kaum Unterschiede.
Wie es auch unter gewohnlich alltaglichen Umstanden der Fall ist, nahm die
Mudigkeit der Probanden im Laufe des Tages zu und nach acht Stunden Schlaf
wieder ab. Die Unruhe war unter Ghrelin erhdht, Ruhe-Unruhe bliebt Gber den
gesamten Versuchsverlauf konstant. In Tabelle 11 entspricht ein niedriger
Zahlenwert bei der GS schlechte Stimmung, bei der WM Mudigkeit und bei der

RU Unruhe.

Tabelle 13: Resultate des MDBF unter Verabreichung von Ghrelin und Placebo.

Gute-Schlechte-Stimmung

Uhrzeit 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin 17,63+0,51 | 17,13+0,76 | 17,31+0,59 | 17,56+0,53 | 15,94+0,63 | 16,88+0,75 | 17,81+0,53
Placebo 18,38+0,45 | 18,00+0,45 | 17,69+0,41 | 17,50+0,44 | 17,19+0,29 | 17,38+0,34 | 18,44+0,52
p-Wert 0,238 0,189 0,598 0,8 0,101 0,447 0,178
T-Test 1,23 1,377 0,538 0,258 1,745 0,781 1,412
Wachheit-Mudigkeit

Uhrzeit 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin 12,94+0,71 | 11,75+0,69 | 11,25+0,64 | 10,31+075 |12,94+0,93 | 15,06+0,64 | 15,19+0,81
Placebo 12,63+0,67 | 12,31+0,80 | 11,00+0,81 | 9,56+0,74 |13,13+0,75 |15,00+0,61 | 16,50+0,48
p-Wert 0,776 0,703 0,579 0,232 0,753 0,784 0,023
T-Test 0,29 0,389 0,567 1,247 0,321 0,279 2,531
Ruhe-Unruhe

Uhrzeit 19:35 21:30 22:00 22:30 07:05 08:40 09:15
Ghrelin 16,75+0,62 | 17,31+0,61 | 17,00+0,68 | 16,94+0,74 | 16,25+0,73 | 17,06+0,81 | 17,38+0,65
Placebo 16,63+0,60 | 17,75+0,54 | 17,63+0,62 | 17,75+0,40 | 16,94+0,57 | 17,31+0,57 | 18,19+0,48
p-Wert 0,848 0,245 0,155 0,088 0,324 0,921 0,167
T-Test 0,195 1,21 1,498 1,826 0,101 1,452
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Weitere Blutwerte und Parameter, die erhoben wurden, behandelt die

Parallelarbeit von Sarah Rist.

4.7 Einschéatzung durch die Probanden

Am Morgen nach dem Versuchsablauf wurden die Probanden gebeten, je Nacht
einzuschatzen, ob ihnen Ghrelin oder Placebo verabreicht wurde und dies zu
begriinden. Einer von ihnen konnten keine Abschatzung abgeben (daher die
Gesamtsumme je 15, nicht wie zu erwarten 16, siehe Tabelle 14). Als Grund fur
ihre Vermutung einer Ghrelininjektion gaben die Probanden hauptsachlich ein
subjektives Hungergefihl an. Die Verteilung der Antworten erreichte im Chi-
Quadrat-Test nach Pearson keine Signifikanz (p = 0,715), d.h. die Probanden
lagen mit ihrer Einschéatzung nicht Uberzuféllig haufig richtig. Die Ergebnisse
zeigen keinen Unterschied des Empfindens zwischen der Ghrelin- und der

Kontrollgruppe.

Tabelle 14: Einschatzungen der Ghrelingabe durch die Probanden

Einschatzung Gesamtsumme
Placebo | Ghrelin
Treatment Placebo | 8 7 15
Ghrelin | 7 8 15
Gesamtsumme 15 15 30
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Ghrelin auf die schlafassoziierte
Gedéchtnisbildung untersucht. Hierzu wurde den Probanden beim Eintritt in den
Tiefschlaf Ghrelin intravends injiziert. Um die Schlafstadien bestimmen zu
kénnen, wurden die Probanden an ein EEG angeschlossen. Mit Hilfe von
regelmaRligen Blutentnahmen konnten die Werte von desacyliertem und
acyliertem Ghrelin in der Nacht bestimmt werden. Zudem wurden am
darauffolgenden Tag die Gedachtnistests des vorherigen Abends abgerufen, um
die Gedachtniskonsolidierung zu tberpriufen. Die zu prifende Hypothese konnte

teilweise bestatigt werden. Die vorliegenden Ergebnisse werden nun diskutiert.

Mit Eintreten des Tiefschlafs und der damit einhergehenden Gabe von Ghrelin
stiegen die Werte von desacyliertem und acyliertem Ghrelin an, sodass man
davon ausgehen kann, dass die Intervention erfolgreich war. Die Auswirkungen
von Ghrelin wurden durch den zu erwartenden Anstieg der Kortisolkonzentration
und die vermehrte Sekretion von GH deutlich. Die Erhéhung der
Kortisolkonzentration nach wiederholter Ghrelingabe bestétigten bereits erfolgte
Studien (Kluge et al., 2007b; Weikel et al., 2003). Bei dieser Studie erreichte die
Kortisolkonzentration ihren Peak nach der vierten und letzten Ghrelininjektion,
sank ab und stieg entsprechend seinem zirkadianen Sekretionsmusters wieder
an. Ebenso stieg mit dem Ghrelin die Sekretion von GH stark an, erreichte seinen
Peak allerdings schon nach der zweiten Ghrelingabe und sank dann stetig ab.
Diesen stimulierenden Effekt beschrieben bereits Kluge et al. (2007b). Hierbei
wurden ebenfalls vier Ghrelindosen mit je 50 pg in einem Abstand von 60 Minuten
in der zweiten Nachthalfte injiziert. Aufgrund der zeitlich unterschiedlichen Peaks
von GH und Kortisol kann man sagen, dass Ghrelin, wie Kortisol, einen
zirkadianen Effekt hat.

5.1 Ghrelin und Gedachtniskonsolidierung

Im Gegensatz zur metabolisch nachgewiesenen Wirkung von Ghrelin konnte sein

Einfluss auf die Gedachtniskonsolidierung im Schlaf nur teilweise nachgewiesen
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werden. Um dieses Ergebnis zu diskutieren, wurde die Studie von Diano et al.
von 2006 hinzugezogen. Die Tests wurden dabei im Gegensatz zu dieser Studie

an Mausen durchgefihrt.

Ghrelin wirkt nicht nur als orexigenes, sondern auch als endogenes Hormon,
welches an den GHS-Rezeptor bindet. Diese Rezeptoren finden sich unter
anderem im Thalamus, im Hypothalamus, im ventralen tegmentalen Areal und im
Hippokampus. Auf dem Weg dorthin durchquert das Ghrelin die Blut-Hirn-
Schranke und bewirkt u.a. im Hippokampus eine Veranderung seiner Formatio
hippocampi (Diano et al., 2006). In der Studie von Diano et al. (2006) wurde an
Mausen nachgewiesen, dass sich Ghrelin im Hippokampus an seinen GHS-
Rezeptor bindet; besonders viele dieser Rezeptoren wurden im Gyrus dentatus
und in den Feldern CA3 und CA1 des Stratum pyramidale nachgewiesen. Da
Ghrelin in kurzer Zeit die synaptische Organisation der hypothalamischen
anorexigenen Neuronen neu arrangiert (Pinto et al., 2004), wurde in der Studie
die Dichte der axondendritischen Synapsen des CA1l Feldes nach Ghrelingabe
beurteilt. In der Tat konnte eine signifikant hohere Dichte im Gegensatz zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Auch wurde eine bedeutende
Verédnderung des hippokampalen Langzeitpotentials nachgewiesen. Alle Ghrelin-
induzierten Tiere zeigten deutlich bessere Resultate in Gedachtnistests. Obwohl
Ghrelin nachgewiesenermalRen die Gedéachtnisbildung foérdert, indem es im
Hippokampus die morphologische synaptische Plastizitdt moduliert, zeigten die
Ergebnisse dieser Arbeit jedoch keinen positiven Effekt auf das deklarative
Gedéchtnis. Zwischen der Ghrelin- und Placebo- Gruppe zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede bei den Abrufungstests.

5.2 Prozedurale Gedachtniskonsolidierung unter Einfluss von
Ghrelin

Andererseits zeigten die Ergebnisse des Fingertappings, dass Probanden, denen

Ghrelin verabreicht wurde, eine hohere Zahl an korrekt eingetippten

Zahlenreihenfolgen erreicht haben. Somit kann angenommen werden, dass das

Hormon positiv auf die Konsolidierung des prozeduralen Gedéchtnisses einwirkt.
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Hierzu wird eine Studie von Ghersi et al. aus dem Jahr 2015 zur Diskussion
hinzugezogen. Sie zeigten an Ratten, dass Ghrelin die Gedachtniskonsolidierung
tber einen hippokampalen Mechanismus erhéht. Dieser ist in ihrem Versuch
abhéangig von der Glutamatausschittung sowie von NR2B- Untereinheiten des
n-Methyl-d-Aspartat-Rezeptors (NMDA). Diese Rezeptoren sind entscheidend
fur die Einleitung der LTP (Langzeitpotenzierung, long-term-potention). 2010
zeigten Carlilni et al. auf, dass durch intra-hippokampale Ghrelingabe leichter
eine LTP induziert werden kann. Die LTP und die biochemische Signalkaskade
in der Regio CAl und Gyrus dentatus werden durch prasynaptische
Glutamatausschuttungen, sowie durch das Aktivieren der ionotropen
Glutamatrezeptoren an der postsynaptischen Membran AMPAR und NMDA
induziert. Wird letzteres aktiviert, so sorgt es fur einen Kalzium-Einstrom Uber
rezeptorassoziierte lonenkanale. Durch den starken intrazellularen
Kalziumanstieg werden verschiedene Enzyme aktiviert (Izquierdo & Medina
1997). Die Untergruppe NR2B von NMDA scheint eine wichtige Rolle bei der LTP
und assoziativem Lernen zu spielen (Sakimura et al.,, 1995; Valenzuela-
Harrington et al. 2007). Den Ratten wurden in dem Versuch von Ghersi et al. Giber
eine intrahippokampale Infusion Ghrelin verabreicht und sie absolvierten den
Step-down-Test. Dieser Test beruht auf der Bildung einer Assoziation zwischen
dem Herabsteigen einer Plattform mit einem aversiven Reiz, einer Schockgabe
an den FuRen. Dabei bildet sich das Langzeitgedachtnis, welches sich darin
manifestiert, dass es eine langere Zeit dauert, bis die Ratten wieder von der
Plattform absteigen. Die Zeit wird gemessen, sobald die Ratten auf der Plattform
abgesetzt werden. In der Trainingsrunde erfuhren die Ratten sofort einen kleinen
Elektroschock an den Fuf3en, sobald sie die Plattform verlassen haben. Nach
dem Schock wurden sie sofort in ihre Kafige zurtickgesetzt und ihnen 3 nmol/ul
Ghrelin verabreicht. Der Abrufungstest erfolgte 24h spater und dauerte maximal
180 Sekunden. Das Ergebnis zeigte einen signifikanten Unterschied. Wahrend
die Ratten nach der Ghrelingabe nach 180 Sekunden die Plattform nicht
verliel3en, stiegen die Ratten der Kontrollgruppe schon nach ca. 45 Sekunden
wieder herab. Die Konditionierung des prozeduralen Gedéachtnisses wurde also,

wie auch bei unseren Probanden, durch Ghrelin verbessert.
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5.3 Schlaf

Die Gabe von Ghrelin zeigte keinerlei Auswirkungen auf den Schlaf der
Probanden. Die EEG wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Ghrelin— und der Placeboversuchsnacht auf. Die in der Literatur beschriebene
schlafférdernde Wirkung von Ghrelin exklusiv bei Mannern konnte in dieser
Studie nicht nachgewiesen werden, da ausschliel3lich Manner als Probanden
ausgewahlt wurden. Eine Studie aus dem Jahr 2003 wies durch Versuche an
Mausen nach, dass die systematische Ghrelingabe die Dauer des Non-REM-
Schlafs fordert, intakte GH-Rezeptoren vorausgesetzt (Obal et al., 2003).
Gleichzeitig zeigten Weikel et al. (2003), dass nach wiederholter intravenoser
Ghrelingabe der Slow -Wave- Schlaf (SWS) erhdht war. Dies belegt somit den

schlafférdernden Effekt von Ghrelin auf den Organismus.

5.4 Schlaf und Hormone

Waéhrend des Schlafs zeigen beim Menschen nicht nur die Aufnahmen des EEG
bestimmte Muster, sondern auch die né&chtliche Sekretion von verschiedenen
Hormonen. Wahrend der ersten Nachthalfte erreicht Somatropin seinen Peak
und SWS-Phasen uberwiegen; dabei ist das Hypothalamus-Hypophysen-
adrenokortikale-System herabgesetzt. In der zweiten Nachthélfte sinkt die GH-
Konzentration dagegen wieder und es sind steigende Werte von Kortisol und
ACTH nachzuweisen mit vermehrten REM-Schlafphasen. Somit 1&sst sich sagen,
dass Neuropeptide einen regulatorischen Effekt auf den Schlaf haben. Auch
Ghrelin kdnnte Einfluss auf die Regulation des zirkadianen Rhythmus haben.
Cowely et al. (2003) stellten die Hypothese auf, dass zentrales Ghrelin zirkadiane
Informationen aus dem Hypothalamus vermittle. Spiegel et al. (2004) zeigten,
dass mannliche Probanden, denen Schlaf entzogen wurde, Uber den Tag von
9:00 Uhr bis 21:00 Uhr erhdhte Ghrelinwerte aufwiesen, im Gegensatz zu denen,
die einen ausgedehnten Schlaf hatten. Da in dieser Studie keine Effekte des

Ghrelins im EEG zu erkennen waren, kann noch nicht davon ausgegangen
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werden, dass Ghrelin einen signifikanten Einfluss auf die schlafabhangige

Gedachtniskonsoliderung hat.

Zudem zeigte sich auch keine orexigene Wirkung des Ghrelins. Die Probanden,
denen Ghrelin verabreicht wurde, gaben weder ein erhéhtes Hungergefihl an,
noch verzehrten sie eine groBere Menge Nahrung zum Fruhstick am
darauffolgenden Morgen. Grund hierfir kdnnte der Zeitpunkt der Ghrelingabe
sein. Die Verabreichung von Ghrlein zu Beginn der Tiefschlafphase scheint

keinen appetitfordernden Effekt zu haben.

5.5 Limitationen und Ausblick

In dieser Studie wurde 16 Mannern pulsatil nach Eintritt der Tiefschlafphase
viermal je 50 ul Ghrelin bzw. Placebo in bestimmten Abstanden intravends
verabreicht. Diese bewéhrte Art der Peptidgabe gleicht der physiologischen,
biochemischen, pulsatilen Sekretion von Hormonen oder Neurotransmittern im
menschlichen Koérper (Steiger et al., 1998) Somit soll durch die Hormonaktivitat
des Ghrelins das Schlaf-EEG positiv beeinflusst werden. (Marshall et al.,1996;
Sassin et al., 1969)

Eine verminderte Resorption des Hormons ist durch die intraventse Gabe
auszuschliel3en, ebenso verfalschte Ergebnisse. Die Konzentrationszunahmen
von Somatropin und Kortisol sowie die Werte des acyliertem und desacyliertem
Ghrelin in den entnommenen Blutproben der Probanden zeigen die erfolgreiche

Injektion des Peptids.

Geschlechtsspezifische Wirkungsunterschiede von Ghrelin sind aus dieser
Studie nicht zu entnehmen, da nur Manner im Alter von 18 bis 31 Jahren als
Probanden teilnahmen. Diese Auswahl erfolgte, damit zusatzliche
zyklusbedingte hormonelle Einflisse ausgeschlossen werden konnten. Barkan
et al. (2003) zeigten aber, dass bei Frauen die Ghrelinkonzentration
physiologisch hoher ist. Auch weisen sie ein anderes Sekeretionsmuster auf
(Barkan et al., 2003). Zudem zeigt sich bei Frauen im Verlaufe des Schlafes eine

konstante Ghrelinkonzentration, im Gegensatz zu Méannern (Schuissler et al.,
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2006). Es mussen noch weitere Studien erfolgen, um geschlechtsspezifische
Unterschiede und Gemeinsamkeiten durch Ghrelin-Einfluss darzustellen.
Sinnvoll wéare etwa eine Untersuchung der méglichen Wechselwirkung zwischen
Ghrelin und dem weiblichen hormonellen Zyklus mit der Fragestellung, ob darin
die Grinde dafur liegen, dass nach heutigen Kenntnisstand Ghrelin allein bei

Mannern den Schlaf fordert.

Die Forderung des Tiefschlafs bzw. vermehrter SWS, wie es zum Beispiel in der
Studie von Weikel et al. 2003 beschrieben wurde, konnte in diesem Fall nicht
bestatigt werden. Dies kdnnte zum einen am Einfluss auf den Schlaf durch die
Atmosphéare in der ungewohnten Umgebung des Schlaflabors liegen, zum
anderen auch an einem den Probanden stérenden physikalischen Einfluss durch
die Anschlusselektroden des EEG sowie durch den intravendsen Zugang. Diese
Faktoren konnten eventuell dazu beigetragen haben, dass die Probanden eine
langere Zeit zum Einschlafen bendtigten und der Schlaf durch die am Kopf
angeschlossenen Kabel gestort wurde. Es sind keine weiteren Einflisse des
Ghrelins auf den Schlaf zu erkennen. Die ausgewerteten Hypnogramme zeigen
keine signifikanten Unterschiede der Schlafstadien und ihrer Dauer zwischen der

Ghrelin— und der Kontrollgruppe auf.

Einen positiven Einfluss des Ghrelins auf die schlafabhédngige
Gedachtniskonsolidierung konnte nur auf das prozedurale Gedéachtnis
verzeichnet werden. In zahlreichen Studien an Tieren konnte bereits
nachgewiesen werden, dass mittels Ghrelingabe die Gedachtnisleistung
verbessert wurde, sei es durch das Verdichten der Synapsen im Hippokampus
(Diano et al., 2006) oder in Abh&ngigkeit von Glutamat und postsynaptischen
NR2B-Rezeptoren (Ghersi et al., 2015). Mdglicherweise ist der Zeitpunkt der
Ghrelinapplikation ein mitbestimmender Faktor damit Ghrelin einen Effekt
auslosen kann. Bei Ratten zeigten unterschiedliche Zeitpunkte der intra-
hippokampalen Injektion von Ghrelin deutliche Abweichungen beim Abrufen des
Step-Down-Tests auf. Hier lernten die Ratten, dass sie an den Fuf3en einen
kleinen Elektroschock bekommen, wenn sie die Plattform verlassen, auf der sie

sich befinden. Wurde den Ratten direkt nach dem Schock das Ghrelin
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verabreicht, verlie3en sie 24 Stunden spéter die Plattform nicht mehr. Die Tiere,
die 15 bzw. 60 Minuten spater das Ghrelin verabreicht bekamen, verhielten sich
genau wie die Kontrollgruppe mit Kochsalzlésung und verlieRen schon nach ca.
45 Sekunden die Plattform (Ghersi et al., 2015). Dies lasst vermuten, dass
Ghrelin ein zeitliches Fenster fur seine Wirkung hat. Ob das nun auch fur
Menschen gilt, muss noch in weiteren Studien erforscht werden, da genaue
Erkenntnisse Uber die Eingriffmechanismen von Ghrelin auf molekularer und
zellularer Ebene der Gedachtniskonsolidierung noch fehlen. Auch ist bislang
nicht bekannt, wie die Peptide die synaptische Plastizitdt beeinflussen. Durch
weitere Studien in diesen Bereichen kdnnten unter anderem neurodegenerative

Erkrankungen wie Alzheimer effektiver behandelt werden.
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6 Zusammenfassung

In dieser humanexperimentellen Studie wurde untersucht, ob die nachtliche
Gabe von Ghrelin die schlafassoziierte Gedachtniskonsolidierung fordert. Ghrelin
ist ein orexigenes Peptid und wird im Magen und Gehirn synthetisiert. Als
endogenes Hormon bindet es an den GHS-Rezeptor, einen transmembranen G-
Protein-gekoppelten Rezeptor. Diesen findet man in vielen Gehirnregionen, wie
dem Hypothalamus, dem Hippokampus, dem Thalamus und dem ventralen
tegmentalen Areal. Das Hormon Ghrelin kann den Schlaf beeinflussen. In
Vorlauferstudien zeigte sich, dass Ghrelin bei jungen Mannern den Slow-Wave-
Schlaf erhdht und einen schlafférdernden Effekt hat. Im Gegensatz dazu kann
sehr hoch dosiertes Ghrelin den Schlaf auch hemmen. Wie sehr Ghrelin den
Schlaf verdndert und wie es sich auf die schlafassoziierte Verfestigung
spezifischer Gedachtnisspuren auswirkt, war der Untersuchungsgegenstand
dieser Studie. In der doppelblinden Crossover-Studie verbrachten 16 mannliche
normalgewichtige (BMI 20-25 kg/m?) Probanden im Alter von 18 bis 31 Jahren
nach einer Eingewthnungsnacht zwei Experimentalndchte im Abstand von 2
Wochen im Labor und absolvierten Gedachtnistests vor und nach dem Schlaf:
eine raumliche Gedachtnisaufgabe (,Memory“), mit der das deklarative, und eine
motorische Aufgabe (Fingertapping), mit der das prozedurale Gedachtnis
untersucht wurde. Dabei war der Unterschied zwischen Lernleistung am Abend
und Abrufleistung am Morgen das entscheidende Kriterium der
Gedachtnisbildung. In beiden Nachten wurde wahrend der Nacht von 23:00 Uhr
bis 7:00 Uhr der Schlaf polysomnographisch aufgezeichnet, um Schlafstadien
bestimmen zu kdnnen. Nach Eintritt des Tiefschlafs wurde viermal Ghrelin (je 50
Hg) bzw. Placebo verabreicht. Wahrend der gesamten Nacht wurde Blut
entnommen, um die Konzentrationen von acyliertem und desacyliertem Ghrelin,
Kortisol und Somatropin zu bestimmen. Obwohl das injizierte Ghrelin einen
starken Anstieg der Konzentrationen von acyliertem und desacyliertem Ghrelin
sowie erwartungsgemal’ von Kortisol und Somatropin ausléste, hatte die Gabe
des Hormons keinen Einfluss auf den Schlaf beziehungsweise auf die
Schlafstadien. Die Hypnogramme der Placebo- und der Ghrelin-Nachte zeigen

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bedingungen. Auch die subjektiv
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empfundene Schlafqualitdt der Probanden, die sie mittels eines Fragebogens
angaben, zeigte keine nennenswerten Abweichungen zwischen den
Bedingungen. Wahrend die deklarative Gedé&chtnisbildung ebenfalls
unbeeinflusst blieb, zeigten die Probanden in der Ghrelinbedingung eine bessere
Abrufungleistung im Test des prozeduralen Gedachtnisses (Fingertapping) als in
der Placebobedingung. Zukinftige Studien kénnen nun auf dieser Grundlage
erforschen, wie belastbar der beobachtete verbessernde Effekt von Ghrelin auf
die schlafassoziierte Verfestigung prozeduraler Gedachtnisinhalte ist und welche
Mechanismen diesen vermitteln. Die erbrachten Ergebnisse liefern einen
weiteren Beleg dafir, dass ein metabolisch wirksames Hormon wie Ghrelin auch
kognitive Funktionen beeinflusst und demonstrieren mithin die enge

Wechselwirkung zwischen Endokrinium, Schlaf und Gedéachtnis.
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