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1. Zusammenfassung

Frithere Studien haben gezeigt, dass das Pankreashormon Insulin einen positiven Einfluss
auf die kognitiven Leistungen des Menschen hat. Dariiber hinaus wurden zahlreiche
Insulinrezeptoren, insbesondere im Hippokampus und im Limbischen System
nachgewiesen. In weiteren Untersuchungen wurde durch die intranasale Verabreichung
von reguldrem Humaninsulin eine Verbesserung der deklarativen Gedichtnisform erzielt
(Benedict et al., 2004). Die vorliegende Studie beschiftigt sich nun mit der Frage, ob die
intranasale Gabe eines monomeren Insulinanalogon (Insulin Aspart) einen noch stirkeren
und schnelleren Effekt auf das Gedichtnis erzielen kann als Humaninsulin. Denn im
Gegensatz zum reguliren Humaninsulin, welches aufgrund seiner chemischen
Eigenschaften Hexamere bildet, liegt das Insulinanalogon Insulin Aspart in monomerer
Form vor.

Zu diesem Zweck wurden 32 gesunde, médnnliche Probanden iiber einen Zeitraum
von insgesamt zehn Wochen untersucht. Nach einer zweiwochigen Baselinephase erfolgte
eine randomisierte Aufteilung der Teilnehmer in drei Gruppen, in denen sie doppelblind
entweder Humaninsulin, Insulin Aspart oder Placebo (jeweils 4x40IE/Tag) erhielten. Zur
Uberpriifung der Gedichtnisfunktion wurden verschiedene kognitive Tests durchgefiihrt.
Der Einfluss auf das deklarative Gedachtnis wurde mit Hilfe von Wortlisten iiberpriift, die
den Probanden vorgetragen wurden und sowohl sofort als auch nach einer Woche
wiedergegeben werden sollten. Mit dem so genannten Wordstem Priming, einem Test zur
Uberpriifung des nicht-deklarativen Ged:ichtnisses, sollten eventuelle Verinderungen
dieser Gedidchtnisfunktion nachgewiesen werden. Effekte auf die selektive
Aufmerksamkeit wurden unter Verwendung des Stroop Tests ermittelt. Weder die

Blutglukose- noch die Plasmainsulinspiegel zeigten im Verlauf signifikante Unterschiede
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zwischen den verschiedenen Gruppen. Wie bereits veroffentlicht (Benedict et al., 2004),
fiihrte die achtwochige Gabe von Humaninsulin zu einer signifikanten Verbesserung des
deklarativen Gedichtnisses im Vergleich zur Placebobedingung (p<0.05). In der
vorliegenden Studie konnten die mit Insulin Aspart behandelten Probanden im Vergleich
sowohl mit der Placebogruppe (p<0.01) als auch mit der Humaninsulingruppe von
Benedict et al. (p<0.05) nach achtwochiger Gabe signifikant mehr Worter erinnern. Somit
konnte in dieser Versuchsreihe gezeigt werden, dass die intranasale Gabe von Insulin
Aspart eine noch stirkere Verbesserung der deklarativen Gedachtnisleistung bewirkt als
Humaninsulin. Da beide Insulinarten auf Rezeptorebene in gleicher Weise wirken
(Kurtzhals, 2000), scheint die stirkere Verbesserung des deklarativen Gedéchtnisses nach
Insulin Aspart durch einen effektiveren intranasalen Transport ins Gehirn bedingt zu sein.
Vorteilhaft ist, dass die intranasale Einnahme von Insulin keinerlei systemische
Nebenwirkungen hervorruft. Fiir die Zukunft sind diese Ergebnisse fiir die Behandlung von
Patienten mit einer Schwiche kognitiver Funktionen, wie dies zum Beispiel bei
Alzheimerpatienten der Fall ist, von wesentlicher Bedeutung. Die intranasale Applikation
von Insulin kann eine nebenwirkungsarme und zukunftsweisende Behandlungsform

darstellen.

2. Einleitung

2.1 Insulin

Insulin ist ein Proteohormon, das in den B-Zellen des Pankreas gebildet wird. Es besteht
aus 2 Peptidketten, die als A-Kette (21 Aminosduren) und B-Kette (30 Aminosduren)

bezeichnet werden. Diese beiden Ketten sind durch zwei Disulfidbriicken miteinander
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verbunden. In der Peripherie ist Insulin dafiir verantwortlich, die Blutglucosekonzentration
wihrend des Essens und des Fastens konstant zu halten. Unter physiologischen
Bedingungen fiihrt eine Erhohung der Blutglucosekonzentration zu einer Steigerung der
Insulinproduktion, was eine Aufnahme von Glucose in die Zellen und damit ein Absinken
des Blutzuckers zur Folge hat. Der Abbau erfolgt dann in der Leber, den Nieren und den
Muskeln durch das Insulin degrading Enzym (IDE). AuBlerdem fordert es die Aufnahme
von Aminosduren und Fetten und deren Umwandlung, sowohl in den Muskel- und
Fettzellen als auch in der Leber, zu Glykogen, Triglyzeriden und Proteinen (Kahn, 1985).
Die Verstoffwechselung von Glucose wird durch eine Vielzahl von Glucosetransportern
(GLUTSs) gewihrleistet, die an den Membranen von Adipozyten und Muskelzellen
lokalisiert sind. Insgesamt sind bis heute 13 verschiedene Untertypen bekannt, die alle
verschiedene Insulinsensitivititen aufweisen. So besitzen GLUT 1-3 eine geringe, GLUT 4
und 8 eine hohe Insulinsensitivitdt (Brant et al., 1993; El Messari et al., 1998).

Obwohl schon zahlreiche Wirkungen dieser wichtigen korpereigenen Substanz
bekannt sind, wird Insulin bis jetzt nur zur Therapie des Diabetes mellitus eingesetzt. In
der Vergangenheit wurde angenommen, dass Insulin nur in der Peripherie wirksam ist und
nicht die Blut-Hirn Schranke passieren kann. Jedoch haben sich zahlreiche Versuchsreihen
mit der Insulinwirkung auf das Gedichtnis beschiftigt und gezeigt, dass im Gehirn
zahlreiche Insulinrezeptoren vorkommen. Verschiedene Arbeitsgruppen (z.B. Wickelgren
et al., 1998) haben herausgefunden, dass das Gehirn der Ratte eine hohe Dichte von
Insulinrezeptoren aufweist. Untersuchungen am Menschen haben bestitigt, dass auch dort
eine grofle Zahl von Insulinrezeptoren im Gehirn vorhanden ist (Abbildung 1). Die hochste
Rezeptordichte findet sich im Bulbus olfaktorius, Hypothalamus, Hippokampus und
generell im Limbischen System (Unger et al., 1991). Auf zentraler Ebene hat Insulin

zahlreiche Wirkungen. Einerseits hemmt es die Aktivitit der Neurone im Hypothalamus

3



(Shibata et al., 1985) und Hippocampus (Palovcik et al., 1984), andererseits wird durch
Insulin die Wiederaufnahme von Noradrenalin in die Neuronen verhindert (Masters et al.,
1987; Oliver et al., 1989; Peinado und Meyers., 1991; Figlewicz et al., 1996).

Abbildung 1: Bereiche mit einer hohen Dichte an Insulinrezeptoren
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AuBerdem besteht die Vermutung, dass Insulin eine wichtige Aufgabe in der
Glucosebereitstellung im ZNS iibernimmt (Doyle et al., 1995) und im zentralen
Energiehaushalt sowie bei der Regulation der Nahrungsaufnahme eine Rolle spielt (Woods
et al., 1990; Schwartz et al., 1992; Chavez et al., 1995; Brunning et al., 2000). Zahlreiche
Studien haben gezeigt, dass sich Insulin im Gehirn durch einen gedédchtnisverbessernden
Effekt positiv auf kognitive Fihigkeiten auswirkt (Marfaing et al., 1990; Park et al., 2000;
Kern et al., 2001). Aufgrund seiner zahlreichen zentralen Wirkungen wurde dariiber
nachgedacht, ob eine Storung des Insulinstoffwechsels der Grund fiir Erkrankungen des

Gehirns sein konnte. Craft et al. (1998) haben zum Beispiel gezeigt, dass bei



Alzheimerpatienten ein Mangel an Insulin im Liquor besteht und dieser Mangel mit der

Schwere der Demenz korreliert.

2.2 Weg des Insulins in das Gehirn

Die peripheren Wirkungen des Insulins sind derzeit sehr gut erforscht und dieses Wissen
wird in der Diabetesbehandlung umgesetzt. Die bekannteste Applikationsform ist die
subkutane Injektion. Von dort gelangt das Insulin direkt in den Blutkreislauf und kann dort
die Blutzuckerregulation steuern.

Die Blut-Hirn-Schranke stellt eine Barriere zwischen Blutkreislauf und Liquor dar,
die das unerwiinschte Ubertreten von Substanzen in den Liquor verhindern soll. Sie wird
von den Endothelzellen der Blutgefille gebildet, die eng durch tight-junctions verbunden
sind. Trotzdem gibt es Moglichkeiten, diese Barriere zu iiberwinden. Zum einen kénnen
sehr lipophile Stoffe die Schranke durch freie Diffusion durchwandern. Sehr kleine
Molekiile nutzen die Poren, die zwischen den tight-junctions auftreten. Zum anderen
existieren carriervermittelte Transportmechanismen, die z.B. Aminosduren und Lactat in
das Gehirn befordern. Einige Stoffe, wie auch das Insulin, haben wirkstoffspezifische
Rezeptoren in den Zellen der Blut-Hirn-Schranke, welche nach Bindung des jeweiligen
Wirkstoffes diesen in das Gehirn schleusen. Dabei ist es von grofler Bedeutung, welche
Polaritdat und Molekiilgroe die verschiedenen Wirkstoffe aufweisen. Davon ist abhédngig,
mit welcher Geschwindigkeit und Wirksamkeit die Stoffe die Blut-Hirn-Schranke
durchqueren konnen (Sakane et al., 1995). Insulin besitzt die Besonderheit, dass es sowohl
tiber Liicken in der Blut—-Hirn—Schranke, die so genannten zirkumventrikuldren Organe
(Van Houten wund Posner, 1983), als auch iiber einen rezeptorvermittelten
Transportmechanismus (Van Houten und Posner, 1983; Baskin et al., 1987; Schwartz et

al., 1992) in das Gehirn gelangt.



Da aber in diesem Fall nur die zentralnervose Wirkung des Insulins untersucht und
keine Senkung des Blutzuckers herbeigefiihrt werden soll, wurde eine alternative Form
gewihlt, um Insulin direkt in das Gehirn zu transportieren. Die Beschreibung der
intranasalen Applikationsform von Neuropeptiden durch Illum et al. (2000) machte auf
dieses Verfahren aufmerksam. Insulin wird mit Hilfe eines Nasensprays in die Nase
eingebracht. Von dort aus gelangt es, ohne den Umweg durch den systemischen
Blutkreislauf, iiber den Nervus olfaktorius direkt in das Gehirn. Fiir diese Aufnahmeform
sind drei Wege beschrieben. Eine Moglichkeit ist der transzellulire Transport durch
passive Diffusion oder mit Hilfe von rezeptorvermittelter Endozytose durch die Zellen des
Nervus olfaktorius. Diese Art wird besonders von lipophilen Stoffen genutzt. Einige Stoffe
diffundieren parazelluldr durch die tight-junctions an ihren Wirkort und andere wandern
am Axon (transaxonaler Transport) entlang und gelangen so von der Nasenhohle in das
Gehirn (Illum et al., 2000).

Die intranasale Einnahme von Insulin wurde schon in zahlreichen Studien
verwendet und es hat sich gezeigt, dass der Blutglucose- und Seruminsulinspiegel von
intranasal aufgenommenem Insulin nahezu unbeeinflusst bleibt (Kern et al., 1999, Born et
al., 2002). Auf diesem Weg lassen sich systemische Hypoglykdmien und Hypokalidmien
vermeiden, die bei intravendser Applikation auftreten und zu Verzerrungen und
unerwiinschten Wirkungen fiihren. Die intranasale Gabe von z.B. Peptithormonen kann
eine weitere Moglichkeit darstellen, therapeutisch wirksame Dosen der Stoffe in den
Liquor zu transportieren. Benedict et al. (2004) haben eine Studie mit intranasaler
Applikation von reguldrem Humaninsulin durchgefiihrt, um heraus zu finden, ob sich unter
Einnahme von regulirem Humaninsulin die Gedéchtnisleistung der Versuchsteilnehmer
verbessert. Es wurden 16 Ménner und 16 Frauen iiber einen Zeitraum von acht Wochen in

einer Doppelblindstudie unter intranasaler Gabe von Insulinlosung (4x40 IU pro Tag)
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untersucht. Dieser Behandlungsphase ging eine zweiwochige Baselinephase voraus. Im
Laufe der Studie wurden verschiedene Gedéchtnisparameter untersucht. Das deklarative
Gedichtnis wurde mit Hilfe von Wortlisten erfasst, das nicht-deklarative mit dem
Wordstem Priming. Die selektive Aufmerksamkeit testeten sie mit dem Stroop Test.
AuBerdem erforschten sie den Einfluss von Insulin auf die Stimmungslage der Probanden.
Es stellte sich heraus, dass sich unter subchronischen Bedingungen, also nach acht Wochen
der Insulinbehandlung, eine signifikante Verbesserung des deklarativen Gedéchtnisses in
der Insulingruppe zeigte. AuBBerdem gaben die Teilnehmer dieser Gruppe eine verbesserte
Stimmungslage an.

In der vorliegenden Studie wurde nun die Frage gestellt, ob ein monomeres
Insulinanalogon die gezeigten Effekte durch eine schnellere und effektivere Wirkung auf

das Gedichtnis ubertreffen konnte.

2.3 Das Insulinanalogon Insulin Aspart

In der Diabetes-Behandlung kommen verschiedene Insulinanaloga, wie z.B. lang- und
kurzwirksame Insuline, zur Anwendung. In der Gruppe von Benedict et al. (2004) wurde
den Versuchsteilnehmern das reguldre Humaninsulin verabreicht. Dieses Insulin hat die
Tendenz, sich zu Hexameren zusammen zu lagern und erst nach und nach im Korper zu
Di- und Monomeren zu zerfallen und somit verzdgert absorbiert zu werden (Kang et al.,
1991). Das kurzwirksame Insulinanalogon Insulin Aspart (NovoRapid®) wird zur
Behandlung von Diabetes im Rahmen der Intensivierten Konventionellen Insulintherapie
(ICT) zur kurzfristigen Blutzuckersenkung wéhrend der Mabhlzeiten eingesetzt. Im
Gegensatz zum reguldren Humaninsulin wurde die Aminosdure Prolin an der Stelle B28

durch Aspartat ersetzt (Abbildung 2).



Insulin Aspart wird nach subkutaner Injektion wesentlich schneller in den
Blutkreislauf transportiert und bewirkt somit eine schnellere Senkung des Blutzuckers
(Gammeltoft et al., 1999; Raslova et al., 2004; Hermansen et al., 2004) (Abbildung 3a und
3b). Grund fiir die schnellere Entfaltung der Insulinwirkung ist der Austausch der
Aminosdure Prolin durch die Aminosdure Aspartat, wodurch die Fahigkeit Hexamere zu

bilden verloren geht.

Abbildung 2: Strukturformel von Insulin Aspart
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Abbildung 2: Strukturformel von Insulin Aspart. Entnommen am 30.04.2006 von der Internetseite

www.fda.gov/cder/foi/label/2000/209861bl.pdf

Aufgrund dieser Struktur liegt Insulin Aspart gleich in monomerer und nicht wie
Humaninsulin in hexamerer Form vor (Brange et al., 1990; Brange und Volund, 1999). So
entféllt die Zeit, die beim Humaninsulin zur Umwandlung in Monomere benétigt wird.

Uberlegung der vorliegenden Studie war, ob sich der chemische Aufbau auch bei
der Passage von der Nase in das Gehirn bemerkbar macht und Insulin Aspart effektiver

und schneller wirkt als das in der Studie von Benedict et al. verwendete Humaninsulin.



Abbildung 3a und 3b: Vergleich von Insulin-und Glukosekonzentrationen im Serum
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Abbildung 3a: Freie Insulinkonzentration im
Serum bis zu 6 Stunden nach einer einzelnen
Dosis von Insulin Aspart (schwarze Kurve)
oder regulirem Humaninsulin (graue Kurve),
injiziert unmittelbar vor einer Mahlzeit bei 22
Patienten mit Typ 1 Diabetes. Entnommen am
30.04.2006 von der Internetseite
www.fda.gov/cder/foi/label/2000/209861bl.pdf
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Abbildung 3b: Glucosekonzentration im Serum
bis zu 6 Stunden nach einer einzelnen Dosis
von Insulin Aspart (schwarze Kurve) oder
regulirem Humaninsulin (graue Kurve),
injiziert unmittelbar vor einer Mahlzeit bei 22
Patienten mit Typ 1 Diabetes. Entnommen am
30.04.2006 von der Internetseite

www.fda.gov/cder/foi/label/2000/209861bl.pdf

Sakane et al. (1995) haben gezeigt, dass die Lipophilitdt und Molekiilgrole eines

Stoffes eine groe Bedeutung dafiir haben, in welcher Menge und mit welcher

Geschwindigkeit Stoffe in das Gehirn gelangen konnen. Da beide Insuline nach Aufnahme

ins Blut als Monomere vorliegen liegt die Vermutung nahe, dass Insulin Aspart, welches

schon in monomerer Form aufgenommen wird, im Gegensatz zu Humaninsulin, welches in

hexamerer Form aufgenommen, schneller und in groflerer Konzentration in das Gehirn




gelangt. Somit konnte Insulin Aspart eine noch stiarkere Verbesserung des deklarativen
Gedichtnisses erreichen. Nun kann die Hypothese aufgestellt werden, dass nach
unmittelbarer Verabreichung des Insulin Asparts eine hohere Insulinkonzentration im Blut
vorliegt, was einen unmittelbaren Transport bewirkt. In dieser Versuchsreihe wurde zur
intranasalen Applikation das kurzwirksame Insulin Aspart (NovoRapid®) verwendet und

deren Wirkung auf die Gedichtnisleistung im Vergleich mit Humaninsulin getestet.

2.4 Insulin und Morbus Alzheimer

Mit 60-80% ist die Demenz vom Alzheimer-Typ eine der hiufigsten
Demenzerkrankungen. Diese Erkrankung wird in drei Stadien eingeteilt: das Stadium der
leichten, der mittelgradig schweren und schlielich das Endstadium, der schweren
Demenz. Frithsymptom ist die Unfdhigkeit, neue Informationen auf zu nehmen. Fakten und
Ereignisse, an die sich ein Mensch bewusst erinnert, werden im deklarativen Gedichtnis
gespeichert. Dieser Teil des Gehirns ist bei den Alzheimerpatienten gestort. Der Patient hat
zundchst Schwierigkeiten mit neuen Situationen und findet sich allméhlich auch in
vertrauten Situationen nicht mehr zurecht. Vor allem das Kurzzeitgeddchtnis ldsst
frithzeitig nach. Weitere wichtige Symptome der Demenz vom Alzheimer Typ sind
Wortfindungsstorungen und Wortverwechselungen sowie Probleme bei der Abfolge der
Bewegungsabldufe. Im schweren Krankheitsstadium treten Reflexe aus der frithen
Kindheit, wie der Greifreflex und der Saugreflex, wieder auf. Nach weiterem Fortschreiten
der Krankheit werden nahe Angehorige und Freunde nicht mehr erkannt. Ursache dieser
Symptome ist eine langsam fortschreitende Degeneration von Nervenzellen vor allem im
Hippokampus, Locus coeruleus und dem gesamten Kortex, welche sowohl makroskopisch
durch z.B. Computertomographie als auch mikroskopisch durch Gewebeuntersuchungen

darstellbar ist. Die wesentlichen mikroskopischen Kennzeichen der Alzheimer-Krankheit
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sind Plaques, verklumpte Amyloidablagerungen und Fibrillen sowie ein massiver
neuronaler Zelltod, der in bestimmten Hirnregionen bis zu 90% aller Nervenzellen
betreffen kann. Alzheimerfibrillen sind fadenartige Ablagerungen innerhalb von
Nervenzellen und bestehen aus zusammengelagerten Tau-Proteinen, die in Form von
«Kndueln», sogenannten «Tangles» vorliegen. Tau-Proteine sind Mikrotubuli-assoziierte
Proteine, die sich an die Axone der Neurone anlagern und so eine Stabilisierung der
Neurone bewirken (Buee et al., 2000). Die Hauptbestandteile der Neurofibrillenbiindel
sind iiber- und abnormal phosphorylisierte Tau-Proteine, die in Form von Paired Helical
Filaments (PHFs) aggregieren. Die Hyperphosphorylisierung reduziert die Affinitit der
Tau-Proteine, sich an die Mikrotubuli anzulagern (Bramblett et al., 1993). Die
hyperphosphorylierte Form des Tau-Proteins ist ein wesentlicher Faktor in der Bildung von
Neurofibrillen (Goedert et al., 1992). Dadurch werden die Neurone immer instabiler und
degenerieren, ein weiterer Aspekt, der zur Entstehung der Alzheimer-Erkrankung beitrigt.
Hong und Lee (1997) haben herausgefunden, dass Insulin und der Insulin-like growth
factor 1 die Tau-Phosphorylisierung reduzieren und die Bindung der Tau-Proteine an die
Mikrotubuli fordern. Bei betroffenen Patienten wurde nachgewiesen, dass die Ausdehnung
und die topographische Verteilung der neurofibrilliren L&sionen mit dem Grad der
Demenz korrelieren (Braak et al., 1991; Arriagada et al., 1992). Amyloide Plaques, welche
auch als Alzheimer-Plaques bezeichnet werden, findet man am zahlreichsten extrazellulir.
Die chemische Analyse ergab, dass der Hauptbestandteil ein Protein mit 39-43
Aminoséuren ist, das als B-Amyloid bezeichnet wird (Petrides und Becker, 2003), welches
laut In-Vitro Studien neurotoxisch wirkt (Kienlen-Campard et al., 2002). Dies fiihrt zum
vermehrten Zelltod und somit zu einer Verschlechterung der Alzheimer-Symptomatik.
Gasparini et al. (2001) haben in einer Studie herausgefunden, dass Insulin die

intrazelluliren Amyloidablagerungen reduziert. Einen weiteren Hinweis auf eine
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Fehlregulation des Insulinmetabolismus im Gehirn von Alzheimerpatienten geben Frolich
et al. (1998). Sie fanden heraus, dass bei Alzheimerpatienten die Aktivitit der
Insulinrezeptoren im Gehirn wesentlich geringer war als bei einer Kontrollgruppe.
Kompensatorisch war die Anzahl der Rezeptoren im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht.
Es wird vermutet, dass Morbus Alzheimer eine neuroendokrine Storung des ZNS sein
konnte, die mit einer verringerter Expression von Genen, die den Insulin growth factor
(IGF) I und II sowie IGF-I Rezeptoren kodieren, einhergeht (Rivera et al., 2005). Die Gabe
von Insulin und Insulin-like Factors wirkt nicht nur protektiv auf das Gehirn, sondern
fordert auBerdem Prozesse wie Neurogenesis und Synaptogenesis (O'Kusky et al., 2000;
van der Heide et al., 2005). Craft et al. (1998) haben in ihrer Versuchsreihe gezeigt, dass
Alzheimerpatienten im Vergleich zu gesunden Testpersonen einen niedrigeren
Insulinspiegel im Liquor und einen erhohten im Plasma vorwiesen (Craft et al., 1998;
Frolich et al., 1998). Sie schlossen aus ihren Ergebnissen, dass bei diesen Patienten eine
Insulinresistenz in der Peripherie und ein Insulinmangel im Gehirn vorliegen. Des
Weiteren zeigte sich, dass bei Betroffenen im Rahmen eines so genannten euglykdmischen
Clamps eine experimentell induzierte Hyperinsulinimie eine Verbesserung des
Kurzzeitgedachtnisses bewirkt (Craft et al., 1996). Es mehren sich die Hinweise, dass eine
Insulinresistenz Einfluss auf die Entwicklung von Alzheimer hat. Es wurde
herausgefunden, dass Patienten mit Diabetes, und der damit verbundenen Insulinresistenz,
ein hoheres Risiko haben, an Alzheimer zu erkranken als gesunde Vergleichspersonen (Ott
et al., 1996; Leibson et al., 1997). Offensichtlich weisen sowohl Diabetiker vom Typ 1 als
auch vom Typ 2 zusitzlich zu Komplikationen an Augen, Nieren, Herz, Blutgefd3en und
Nerven auch kognitive Defizite beziiglich Lernen und Gedichtnis auf (Gispen und
Biessens, 2000; Knopman et al., 2001). Auch auf genetischer Ebene zeigt sich eine

Priadisposition zu einem gestorten Insulinmetabolismus und dem damit verbundenen
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erhohtem Risiko an Alzheimer zu erkranken. Laut Corder et al. (1993) gibt es eine
Verbindung zwischen einem gestorten Insulinmetabolismus und dem Apolipoprotein E
(APOE) Genotyp. Patienten, die das APOE &4 Allel nicht besitzen und zusétzlich eine
Hyperinsulindmie haben, stehen unter einem groeren Risiko an Alzheimer zu erkranken.
Craft et al. (1998) haben in einer Studie gezeigt, dass Alzheimerpatienten, die das APOE
€4 Allel nicht besitzen, im Vergleich zu gesunden Teilnehmern und €4-Homozygoten ein
erhohtes Verhiltnis von Plasmainsulinkonzentration zu Liquorinsulinkonzentration hatten
und eine hohere Insulindosis bendtigten, um eine gedidchtnisverbessernde Wirkung zu
erzielen. Das deutet darauf hin, dass Insulinresistenz ein wesentlicher Faktor in der

Entstehung der Alzheimer-Erkrankung sein konnte.

2.5 Insulin und kognitive Funktionen

Seit ldngerer Zeit verdichten sich die Hinweise, dass Insulin nicht nur an der peripheren
Blutglucoseregulation beteiligt ist, sondern auch eine wesentliche Rolle bei den
Gedichtnisfunktionen spielt. Das Gedéchtnis wird in zwei verschiedene Formen unterteilt:
Auf der einen Seite das deklarative Gedéchtnis, das Fakten und Informationen speichert
und auf der anderen Seite das prozeduale Gedichtnis, welches Bewegungsabldaufe und
-muster speichert (Squire, 1998). Squire und Zola-Morgan (1991) haben gezeigt, dass das
deklarative Gedachtnis besonders in der medialen Temporalregion, dem Hippokampus und
dem Gyrus Dentatus lokalisiert ist. Laut Wickelgren et al. (1998) ruft Insulin eine positive
Beeinflussung der Gedichtnisleistung hervor. Auflerdem wird vermutet, dass Insulin das
neuronale Wachstum fordert (Wallace et al., 1997) und das Gehirn vor fokalen Ischdmien
schiitzt (Izumi et al., 1992).

Zhao et al. (1999) haben beschrieben, dass durch Gedichtnistraining (water maze

tests) bei Ratten eine Zunahme der Insulinrezeptoren im Limbischen System und der
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hippokampalen Region zu verzeichnen ist. Kern et al. (2001) haben daraufthin untersucht,
ob Insulin auch bei gesunden Menschen eine Verbesserung der Gedichtnisleistung
hervorruft. Heraus kam, dass besonders in der hippokampalen Region eine Reaktion auf
eine Insulingabe zu finden war. Diese Annahme wurde schon in vorhergehenden Studien
geduBert. Palovcik et al. (1984) haben beschrieben, dass Insulin die Feuerrate der Neurone
im Hippokampus beeinflusst. Da der Hippokampus eine wesentliche Rolle in der
Akquisition und dem Recall von Informationen (Squire, 1992) spielt und verschiedene
Studien gezeigt haben, dass genau in dieser Region eine grole Anzahl von
Insulinrezeptoren (Unger et al., 1991) zu finden ist, liegt eine Einflussnahme der
Insulinkonzentration im Liquor auf die deklarative Gedichtnisleistung nahe. Rotte et al.
(2005) haben versucht, die Regionen, die besonders auf Insulin ansprechen, mit Hilfe der
funktionellen Magnetresonanztomografie (fMRT) hervorzuheben. Diese
Untersuchungsmethode dient dazu, stoffwechselaktive Regionen sichtbar zu machen. Dazu
wurden die Hirnaktivititen wihrend verschiedener Gedichtnistests gemessen und
dargestellt, wobei besonders der Fusiforme Gyrus im mediotemporalen Lappen auf Insulin
ansprach. Nun galt es heraus zu finden, ob die intranasale Applikation von Insulin auch die
Gedichtnisleistung bei Alzheimerpatienten verbessert. Craft et al. haben mehrere Studien
mit Alzheimerpatienten durchgefiihrt und sich genau mit dieser Fragestellung beschiftigt.
Dabei haben sie herausgefunden, dass eine Erhohung der Insulinkonzentration im Liquor
eine Verbesserung der Gedichtnisleistungen bei Alzheimerpatienten bewirkt. Eine neuere
Studie mit Alzheimerpatienten hat herausgefunden, dass besonders Patienten, die das
APOE ¢4 Allel nicht besitzen, eine Gedichtnisverbesserung unter Insulinzufuhr zeigen

(Reger et al., 2005).
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2.6 Zielsetzung

Nach dem anfinglichen Dogma, dass Insulin die Blut-Hirn-Schranke nicht durchqueren
konne und somit keinerlei Wirkung auf das Gedéchtnis habe, zeigte sich in vielen Studien,
dass diese Vermutung falsch war. Basierend auf vorangegangene Untersuchungsergebnisse
zeigten sich vor allem im Bulbus olfactorius, Hypothalamus, Hippokampus und im
Limbischen System eine Vielzahl von Insulinrezeptoren. Aufgrund dieser Lokalisation
lassen sich mehrere Vermutungen iiber Einfliisse von Insulin auf Gedichtnis und
Aufmerksamkeit anstellen. Bereits in fritheren Studien beobachtete man unter systemischer
Insulingabe eine Verbesserung der deklarativen Gedachtnisfunktion. Um die systemischen
Nebenwirkungen des Insulins zu umgehen, wurde in einer vorhergehenden Studie
(Benedict et al., 2004) die Wirkung von intranasal aufgenommenem Humaninsulin auf die
Gedichtnisleitungen untersucht. Neben Verbesserungen der Gedéachtnisleistungen wirkte
sich  die intranasale Einnahme von Insulin nicht auf die Glukose- wund
Insulinkonzentrationen im Blut aus. Fiir die vorliegende Studie wurde ebenso die
intranasale Applikationsform gewihlt, um systemischen Nebenwirkungen vorzubeugen.
Hier wurde versucht, eine Darreichungsform des Insulins zu finden, die noch schneller und
effektiver in das Gehirn eindringt, als es das Humaninsulin der Vorgidngerstudie (Benedict

et al., 2004) getan hat.

Die Hypothesen:
¢ Insulin Aspart ruft eine stiarkere Verbesserung der deklarativen Gedéchtnisleistung
hervor als regulidres Humaninsulin.
¢ Insulin Aspart hat keinen Einfluss auf die nicht-deklarative Gedéchtnisleistung.

¢ Die selektive Aufmerksamkeit wird durch Insulin Aspart verbessert.
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3. Methoden und Material

3.1 Versuchspersonen

An dieser Versuchsreihe nahmen 36 ménnliche, normalgewichtige Probanden im Alter von
18-35 Jahren, Body-Mass-Index (BMI) <25 kg/m? teil. Bei einer Voruntersuchung wurden
der Blutdruck, die Herzrate, das Korpergewicht und die Grée bestimmt und sichergestellt,
dass alle einen BMI zwischen 18,5 und 25 aufweisen. AuBlerdem wurden
Ausschlusskriterien erfasst, wozu bekannte psychiatrische, neurologische, kardiovaskulire,
pulmonale, endokrinologische und gastroenterologische Erkrankungen und/oder arterieller
Hypertonus mit Medikation (>150/90), Diabetes mellitus, Fettstoffwechselstdérungen,
Hyperlipoproteindmie (>doppelte Norm), Rauchen (mehr als drei Zigaretten am Tag),
regelmiBige Medikamenteneinnahme und Essstorungen in der Anamnese zéhlten. Die
Versuchsteilnehmer wurden vor Beginn der Untersuchung darauf hingewiesen, dass sie
niichtern zu der Voruntersuchung kommen sollten. Aulerdem sollte ein normaler Schlaf-
Wach-Rhythmus vorliegen, d.h. die Probanden sollten keine Nachtwachen oder
Schichtarbeit in den letzten Nichten absolviert haben. Nachfolgend wurden folgende
Blutparameter bestimmt: Creatinin, Gamma-Glutamyltransferase, Natrium, Calcium,
Kalium, Harnstoff, Harnsdure, Cholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin,
Triglyceride, Testosteron im Serum, Niichternglucose, Osmolalitit, TSH basal,
Leukozyten, Erythrozyten, Himoglobin, Himatokrit, MCV, MCH, MCHC, Thrombozyten
und MPV. Vor Beginn der Studie wurden alle 36 Probanden auf drei Gruppen aufgeteilt
und nach Alter und BMI randomisiert (Humaninsulin: 25.83 + 1.70 Jahre, Insulin Aspart:
24.67 = 1.65 Jahre, Placebo: 26.25 + 1.63 Jahre) und BMI (Humaninsulin: 22.60 + 0.60

kg/m%; Insulin Aspart: 23.52 + 0.28 kg/m’ Placebo: 23.24 + 0.43 kg/m?). 12 der
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Probanden erhielten das Insulinanalogon Insulin Aspart (Insulin NovoRapid® HM, Novo
Nordisk, Mainz, Germany), 12 Probanden erhielten das regulire Humaninsulin
(durchgefiihrt von Benedict et al., 2004) (Insulin Actrapid® HM, Novo Nordisk, Mainz,
Germany) und 12 eine Placebolésung (HOE 31 dilution buffer for H-Insulin, Aventis
Pharma, Bad Soden, Germany).

Die Zuteilung erfolgte doppelt-blind. Die Studie wurde durch die Ethikkommission
der Universitit zu Liibeck (Aktenzeichen 03-159) genehmigt, alle Teilnehmer waren
umfassend aufgekldrt und haben vor Studienbeginn eine Einverstindniserkldarung
unterschrieben.

Die Ergebnisse der Humaninsulingruppe (12 Probanden) und die der Placebogruppe
(12 Probanden) stammen von einer bereits durchgefiihrten Studie (Benedict et al., 2004).
Um moglichen Fehlern vorzubeugen, die durch die unterschiedlichen Untersucher
auftreten  konnten, wurden alle  Gruppen mit exakt den  gleichen
Untersuchungsbedingungen konfrontiert. So fanden z.B. alle Untersuchungen in
demselben Untersuchungsraum, zur selben Tageszeit und nach einem genauen
Untersuchungsplan statt. So wurde gewihrleistet, dass die Teilnehmer aller Gruppen unter
standardisierten Bedingungen getestet wurden. Aulerdem wurden die Gedéchtnistests und
korperlichen Untersuchungen nach einem festgelegten Zeitplan (sieche Anhang)
durchgefiihrt, so dass bei jedem Probanden derselbe Untersuchungsablauf stattfand. Mit
diesen MafBnahmen wurde versucht, der Einfluss von dufleren Bedingungen moglichst

gering zu halten

3.2 Studiendesign

Fiir jeden Versuchsteilnehmer, der nach der Eingangsuntersuchung fiir diese Studie in

Frage kam, wurden elf Untersuchungstage angesetzt; drei grofere Untersuchungen und

17



wochentliche Kontrolluntersuchungen, so dass die gesamte Studie iiber zehn Wochen
andauerte. Bei diesen Untersuchungen wurden die Probanden, genau wie bei der
Eingangsuntersuchung, darauf hingewiesen, niichtern zur Untersuchung zu kommen und
die Néchte davor keine Nachtschichten zu absolvieren.

Den Versuchsteilnehmern wurde erklirt, dass sie vier Mal tdglich zwei Hiibe des
Nasensprays in jedes Nasenloch applizieren sollten. Sie erhielten je nach Gruppe pro
Einnahme 0.4 ml Insulin Aspart (entspricht 40 IU), 0.4 ml Humaninsulin (entspricht 40 IU)
oder 0.4 ml einer Pufferlosung. Insgesamt nahmen die Probanden tiglich eine Menge von
1.6 ml (160 IU) Insulin oder Placebolosung ein. Sie wurden aufgefordert, jede Einnahme
auf einem Protokoll zu dokumentieren. Die Einnahme sollte jeweils vor den Mahlzeiten
(morgens, mittags, abends) und vor der Nachtruhe erfolgen. Zwischen den Einnahmen
sollte das Spray kiihl (4° C) gelagert werden. AuBlerdem wurden die Versuchsteilnehmer
darauf hingewiesen, an den Untersuchungstagen das Spray erst nach Erhalt einer neuen

Flasche und eines neuen Einnahmeprotokolls wéhrend der Untersuchung einzunehmen.

3.3 Zeitplan

Zur Ermittlung einer Baseline wurde in den ersten beiden Wochen (TO und T1) allen
Teilnehmern nur Placebo verabreicht. Danach wurden die Probanden in die drei Gruppen
unterteilt. Ziel war es hier, die Akutwirkung des Insulin Asparts auf kognitive und
nichtkognitive Parameter im Vergleich mit Humaninsulin und Placebo zu testen
(Abbildung 4). Am Untersuchungszeitpunkt T9 und TI10 bekamen wiederum alle

Teilnehmer Placebo, um die subchronische Wirkung des Insulins zu testen.
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Abbildung 4: Zeitplan

TO T2 TS
T1 T3 T10
L 1 1 1 L
Placebo

2

Placebo Reguldres Humaninsulin %

o

Insulin Aspart

*E'U'u'nchen F‘ 8 Wochen P

Abbildung 4: Zeitplan der Studie. Sofortabfrage der Gedichtnistests bei TO, T2 und T9. Spitabfrage
bei T1, T3 und T10.

Zum Zeitpunkt TO (nach der ersten Applikation von Placebo), nach der Baseline
(T2) und nach dem Treatment (T9) wurden die im Abschnitt ,, Testbeschreibung* (S.20)
nidher beschriebenen Gedichtnis- und Konzentrationstests durchgefiihrt. Bei den
Untersuchungen T1, T3 und TI10 fand die Spitabfrage dieser Tests statt. An den

Untersuchungstagen T4-T8 wurden die auf Seite 22 beschriebenen Laborwerte kontrolliert.

3.4 Studienablauf

Zu Beginn der groBeren Untersuchungstage (TO, T2 und T9) bekam jeder Proband sein
neues Nasenspray und wurde angewiesen es zu applizieren. 60 Minuten nach Einnahme
fand zuerst die Blutabnahme statt. Anschlieend starteten der deklarative Gedéchtnistest in
Form einer Wortliste, der Stroop Test und das Wordstem Priming als prozedualer
Gedéchtnistest.

Zum Zeitpunkt T9 bekam jeder Proband direkt vor den Tests (Sofortabfrage von
Wortliste und Wordstem Priming) die Placebolosung, wihrend bei T10 zwischen

Placebogabe und Tests (Stroop Test, Spitabfrage von Wortliste und Wordstem Priming)
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wiederum 60 Minuten lagen. Die Gabe von Placebo an den letzten beiden
Untersuchungstagen sollte eine Akutwirkung des Insulins ausschlieBen, so dass eine
mogliche subchronische Wirkung von Insulin gemessen werden konnte.

Die kleinen wochentlichen Untersuchungen (T4-T8) dienten einerseits dazu, eine
neue Flasche Nasenspray und ein neues Einnahmeprotokoll an die Probanden zu verteilen,
und andererseits wurden die gleichen Blutwerte wie bei den groeren Untersuchungen und
der Eingangsuntersuchung (siehe S.22) bestimmt. An den Untersuchungstagen nach den
groferen Untersuchungen (T1, T3) und bei T10 wurde eine Spitabfrage (delayed recall)

der Wortliste und des Wordstem Priming durchgefiihrt.

4. Testbeschreibung

4.1 Wortliste

Nach einer 60-miniitigen Pause startete als erster Test eine standardisierte und validierte
Wortliste zur Uberpriifung des deklarativen Gedichtnisses (Fruehwald-Schultes et al.,
2000; Kern et al., 2001). Die aus 30 Wortern bestehende Liste wurde mit einem Tempo
von einem Wort pro Sekunde vorgelesen und die Teilnehmer wurden aufgefordert, alle
Worter, die ihnen nach drei Minuten noch im Gedéchtnis geblieben sind, aufzuschreiben
(Sofortabfrage [immediate recall]). Eine Woche spiter fand die Spitabfrage (delayed
recall) statt, bei der wiederum alle erinnerten Worter aufgelistet werden sollten. Es
existierten drei verschiedene Versionen der Wortlisten, die in zufélliger Reihenfolge auf
die Probanden verteilt wurden. So wurde jedem Teilnehmer ein unbekanntes Exemplar
vorgelesen und es wurde sichergestellt, dass jeder Teilnehmer alle drei Versionen der
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Wortliste erhielt. Dokumentiert wurden jeweils die Anzahl der richtig erinnerten Worter in

den verschiedenen Kategorien.

4.2 Wordstem Priming

Zur Uberpriifung des prozedualen Gedichtnisses diente das Wordstem Priming (Plihal und
Born, 1999a). Der Test bestand aus zwei verschiedenen Listen; in der ersten wurden die
Probanden aufgefordert, verschiedene Worter nach ihrem Klang zu beurteilen (von 1=
unangenehm bis 5= angenehm). Dies diente dazu, das implizite Lernen anzuregen
(,,bekannte Liste®). In der zweiten Liste sollten verschiedene Wortanfiange (bestehend aus
zwei Buchstaben) zu einem Wort ergidnzt werden (z.B. NA-Nagel). Insgesamt bestand jede
Liste aus 52 Wortern, die nach Linge, Emotionalitdt und Bedeutung randomisiert waren.
Direkt im Anschluss an den ersten Teil (Sofortabfrage bei TO, T2 und T9) wurden die
Teilnehmer aufgefordert, den zweiten Teil des Tests auszufiillen. Dieser beinhaltete die
schon oben erwihnten 52 Wortanfiange. 26 entstammten aus den in der ersten Liste schon
beurteilten Wortern; sie waren den Teilnehmern also bekannt. Die restlichen 26
entstammten aus einer unbekannten Liste. Aufgabe war es, die Wortanfinge zu einem
Substantiv zu vervollstandigen. Dabei sollten die Probanden das erste passende Wort, das
ihnen in den Sinn kam, aufschreiben. Dokumentiert wurden die richtig ergénzten Worter.
Das bedeutet, dass die Worter gezihlt wurden, die in der ersten Liste aufgetaucht und in
der zweiten Liste von den Teilnehmern ergénzt worden waren. Dieser Anzahl wurden die

zufillig erginzten Worter der unbekannten Liste entgegengesetzt.

4.3 Stroop Test

Als Letztes wurde bei allen gro3eren Untersuchungen der Stroop Test mit den Teilnehmern

durchgefiihrt. Bei diesem Test sollte die selektive Aufmerksamkeit der Probanden getestet
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werden. Er bestand aus 3 verschiedenen Teilen: Worte-Lese-Teil, Farben-Benennung-Teil
und dem Interferenz-Teil. Im Wort-Lese-Teil wurden die Teilnehmer aufgefordert,
verschiedene Farbworter (rot, gelb, griin, blau), die in schwarzer Tinte gedruckt waren, in
45 Sekunden so schnell und so richtig wie moglich vorzulesen. Beim zweiten Teil, dem
Farben-Benennungs-Teil, bekamen die Probanden farbig gedruckte Kreuze (X). Die
Aufgabe war wiederum, 45 Sekunden lang die Farben aufzuzihlen. Der Interferenz-Teil
kombinierte die ersten beiden Testteile miteinander: Die Teilnehmer erhielten farbig
gedruckte Farbworter, wobei die gedruckte Farbe nicht mit dem niedergeschriebenen
Farbwort itibereinstimmte (z.B. stand die Farbe ,,griin“ in blauer Druckfarbe). Aufgabe war
es nun, die Druckfarbe der verschiedenen Farbworter zu benennen. Dazu hatten sie wieder
45 Sekunden Zeit. Dieser dritte Teil diente zur Testung der selektiven Aufmerksamkeit
(Golden C, 1978). Bei allen drei Abschnitten wurden die richtig und falsch genannten

Farbenworter gezihlt und notiert.

4.4 Blutabnahme

Wochentlich fand eine Blutabnahme statt. Dabei wurden die Parameter, die auch schon bei
der Eingangsuntersuchung abgenommen worden waren, kontrolliert. Dazu gehorten
Creatinin, Gamma-Glutamyltransferase, Natrium, Calcium, Kalium, Harnstoff, Harnséure,
Cholesterin, HDL-Cholesterin, LDL-Cholesterin, Triglyceride, Niichternglucose,
Osmolalitit, Leukozyten, Erythrozyten, Hamoglobin, Himatokrit, MCV, MCH, MCHC,
Thrombozyten und MPV. AuBerdem wurden Serumproben zentrifugiert und der Uberstand
mithilfe von Prizisionspipetten der Firma Eppendorf in Eppendorfgefifie pipettiert und
eingefroren. Aus diesen Proben erfolgte die Bestimmung der Insulinkonzentration im

Serum (Pharmacia-Insulin RIA100, Pharmacia & Upjohn, Inc., Uppsala, Sweden).
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AuBerdem wurden Messungen auf der Grundlage des basal homeostatic model
assessment (HOMA) durchgefiihrt (Wallace und Matthews, 2002). Dabei werden niichtern
Glucose- und Insulinkonzentrationen oder die C-Peptid-Konzentration zur Berechnung der

Beta-Zell Funktion und der Insulinresistenz verwendet.

5. Statistik

Die Ergebnisse der Einstellphase wurden von den Ergebnissen der Behandlungsphase
subtrahiert und im Anschluss die Differenzen mit Hilfe eines T-Tests fiir unabhidngige
Stichproben statistisch verglichen. Im Falle der wochentlich erhobenen Daten (d.h. Insulin
und Glucose) wurden T-Tests fiir unabhéngige Stichproben nur dann durchgefiihrt, wenn
die Varianzanalyse mit Messwiederholung (ANOVA, Faktoren: Behandlung, Zeit)
signifikant wurde. Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) dargestellt.
Das Signifikanzniveau betrug p<0.05.

Folgende Differenzpaare ergaben sich:

Wortliste Sofortabfrage, akut [T2 — TO]

Wortliste Sofortabfrage, subchronisch [T9 — TO]
Wortliste Spatabfrage, akut [T3 —T1]

Wortliste Spatabfrage, subchronisch [T10 — T1]
Wordstem priming Sofortabfrage, akut [T2 — TO]
Wordstem priming Sofortabfrage, subchronisch [T9 —T0]
Wordstem priming Spitabfrage, akut [T3 — T1]
Wordstem priming Spitabfrage, subchronisch [T10 -T1]

Stroop Test, akut [T2 — TO]
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- Stroop Test, subchronisch [T10 —TO]
- Insulinkonzentration im Blut subchronisch [T2 bis T10 — TO]

- Niichternglucose, subchronisch [T2 bis T10 — TO]

6. Ergebnisse

6.1 Laborparameter

6.1.1 Plasmaglukose und Seruminsulin

Die folgende Tabelle (Tabelle 1) zeigt die Seruminsulin- und Plasmaglukose-
konzentrationen nach der Einnahme von Insulin Aspart, Humaninsulin und Placebo zu
Beginn der Baseline (T0), zu Beginn der Behandlungsphase (T2) und zum Ende der
Behandlung (T10). Wie in vorhergegangenen Studien gezeigt (Kern et al., 1999; Born et
al., 2002, Benedict et al., 2004), bewirkt die intranasale Applikation von Insulin keine
Veridnderungen von Insulin- und Glucosespiegeln im Plasma. Das trifft sowohl fiir die

Behandlung mit Humaninsulin als auch fiir die Behandlung mit Insulin Aspart zu.
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Tabelle 1: Plasmaglucose- und Seruminsulinkonzentrationen

Insulin Aspart Humaninsulin Placebo p

Mittel + SEM Mittel + SEM Mittel + SEM

Plasma Glucose (mmol/l)

TO 4.93£0.17 4.80+0.13 493 £0.17 0.71
T2 4.71 £0.09 4.73 £0.03 4.72£0.12 0.43
T10 494 +0.10 4.81 +0.09 474 £0.12 0.98

Serum Insulin (pmol/l)

TO 54.73 £10.49 38.61 £4.79 46.18 +£7.92 0.38
T2 37.16 £5.00 42.92+4.10 50.84 £9.93 0.25
T10 45.57 £8.68 37.02 £5.00 45.07 +£6.11 0.81

Tabelle I: Plasma-Glucose und Serum-Insulinkonzentrationen der Insulin Aspart, Humaninsulin und
Placebogruppe am Zeitpunkt (TO0), (T2) und (T10). Mittelwerte und SEM. Alle Ergebnisse sind mit den

Messwerten zu Beginn der Einstellungsphase (TO0) als Covariaten abgeglichen.

6.1.2 Blutbild

Die iibrigen Blutwerte (siche S.22) zeigten im Verlauf der Versuchsreihe keine
signifikanten Verdnderungen. Die Messungen auf der Grundlage des basal homeostatic
model assessment (HOMA) ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (Placebo 23,31 + 5,61; Humaninsulin 26,54 % 8,29; Insulin Aspart 23,09 + 10,65;

F(2,32)=0.56, p<0.43).

6.2 Kognitive Parameter

6.2.1 Wortliste

Die Auswertung der Wortliste ergab, dass in der Baselinephase weder bei der Sofort- noch

bei der Spitabfrage Unterschiede zwischen den beiden Insulingruppen und der
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Placebogruppe festzustellen waren (Insulin Aspart vs. Humaninsulin vs. Placebo,
Sofortabfrage: 11.25 = 0.93 vs.10.75 = 0.93 vs. 12.17 + 0.93, F(2,35)=0.60, p>0.55;
Spitabfrage: 5.83 + 1.01 vs. 6.75 £ 1.01 vs. 8.33 £ 1.01, F(2,35)=1.57, p>0.22). Die
Analysen zeigten unter Insulin eine signifikante Verbesserung der Gedichtnisleistung bei
der letzten Spitabfrage (delayed recall) acht Wochen nach Studienbeginn (F(2,34)=10.12,
p<0.0019). Wihrend die Anzahl der erinnerten Worter nach Humaninsulin, verglichen mit
Placebo, signifikant groer war (F(1,21) = 1.18, p<0.03), verursachte Insulin Aspart eine
noch stirkere Verbesserung der Leistung bei der Spitabfrage der Wortliste (F(1,21) = 0.33,
p<0.05 verglichen mit Humaninsulin; F(1,22) = 3.81, p<0.001 verglichen mit Placebo)
(Abbildung 5a und 5b). Generell wurde im Verlauf der zehn Wochen in allen drei Gruppen
eine Abnahme der Anzahl erinnerter Worte bei der Spétabfrage verzeichnet
(F(1,84)=11,09, p<0,02) (Abbildung 5b). Diese Abnahme unterschied sich aber nicht
signifikant zwischen den Gruppen (Insulin Aspart: 1.50 + 0.51 Worter, regulires
Humaninsulin: 1.27 £ 0.41 Worter, Placebo: 1.67 + 0.57 Worter; F(2,34)=0.15, p>0.86 bei
der Sofortabfrage; Insulin Aspart: 1.42 + 0.45 Worter, reguldres Humaninsulin: 1.25 £ 0.43
Worter, Placebo: 1.25 + 0.28 Worter; F(2,35)=0.06, p>0.94 bei der Spitabfrage). In der
Insulin Aspart Gruppe wurden trotz dieser Abnahme iiber die zehn Wochen signifikant
mehr Worter erinnert als in den anderen beiden Gruppen.

Sowohl bei Humaninsulin als auch bei Insulin Aspart wurden keine Verbesserungen

der Gedichtnisleistungen beim Immediate Recall (Sofortabfrage) festgestellt.
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Abbildung 5a und 5b: Korrekt erinnerte Worter der Wortlisten
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Abbildung 5a und 5b: Korrekt erinnerte Worter der Wortlisten bei der Sofortabfrage (5a) zu den
Zeitpunkten TO, T2 und T9 und bei der Spétabfrage (5b) bei T1, T3 und T10 im Vergleich zwischen Insulin
Aspart (schwarz), Humaninsulin (grau) und Placebo (weif3). Mittelwerte und SEM. P< 0,05 [*], p< 0,01 =
hoch signifikant [**]. Alle Ergebnisse sind mit den Messwerten zu Beginn der Baseline (TO) als Covariaten

abgeglichen.
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6.2.2 Wordstem Priming

In der vorliegenden Studie ist das nicht-deklarative Gedéchtnis in Form des Wordstem
Priming getestet worden. Weder unter Humaninsulin (4.95 + 0.81 Worter) noch unter
Insulin Aspart (3.84 + 0.54 Worter) war nach akuter Einnahme (T2) im Vergleich mit
Placebo (4.70 + 0.94, F(2,34) = 0.52, p=0.60) eine Verbesserung der Gedichtnisleistung zu
verzeichnen. Auch nach subchronischer Gabe (T9) zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen (Humaninsulin: 3.64 + 1.06; Insulin Aspart: 3.92 +

0.91; Placebo: 4.50 + 0.85, F(2,34) = 0.13, p>0.88).

6.2.3 Stroop Test

Die selektive Aufmerksamkeit wurde mit Hilfe des Stroop Tests gemessen (Tabelle 2). Die
akute Insulinwirkung auf den Stroop Test wurde zum Zeitpunkt T2, 60 Minuten nach der
ersten intranasalen Applikation von Insulin, getestet. Zum Zeitpunkt T9 wurden die
subchronischen Effekte nach der Langzeitbehandlung mit Insulin auf den Stroop Test und
damit die selektive Aufmerksamkeit gepriift.

Bei der Auswertung des Stroop Tests fanden sich weder unter akuter noch unter
subchronischer Insulineinnahme signifikante Verbesserungen. Sowohl beim Worte-Lese-
Teil, Farben-Benennung-Teil und dem Interferenz-Teil gab es keine nennbaren

Unterschiede zwischen den Insulin- und Placebogruppen.
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Tabelle 2: Akutwirkung (T2) und subchronische Wirkung (T9) beim Stroop Test

Insulin Aspart Humaninsulin Placebo ANOVA
Mittel + SEM Mittel + SEM Mittel + SEM P- Wert
Baseline
Wort-Lese-Teil 111.00 £ 4.62 103.08 +£2.43 102.60 +£2.98 0.18
Farb-Benennung 78.25+3.14 80.08 +2.54 73.92 +3.81 0.39
Interferenz-Teil 50.67 +3.54 51.58 +5.21 47.50 £3.04 0.76
nach Akutbehandlung T2
Wort-Lese-Teil 116.38 £2.60 110.82 £1.53 111.71 £1.95 0.15
Farb-Benennung 90.93 +2.68 92.16 +3.42 96.09 + 1.59 0.35
Interferenz-Teil 69.21 + 1.96 75.82 +4.63 74.54 £2.07 0.28

nach Langzeitbehandlung T9

Wort-Lese-Teil 116.70 + 3.08 112.79 £2.13 11533 +3.71 0.66
Farb-Benennung 94.73 £3.91 93.27 £ 1.99 96.91+2.14 0.66
Interferenz-Teil 63.45+£2.99 61.82£5.16 64.00 £.0.96 0.90

Tabelle 2: Anzahl der richtig genannten Farben in den drei Teilen des Stroop Tests. Die Tabelle

zeigt an die Baselinephase adaptierte Mittelwerte und SEM der Insulin- und Placebogruppe.

7. Diskussion

Viele Studien haben sich mit der Wirkung von Insulin auf die Gedichtnisleistung
beschiftigt. Zahlreiche Versuchsreihen haben gezeigt, dass sich intranasal aufgenommenes
Insulin positiv auf die deklarative Gedéchtnisleistung auswirkt und keinerlei systemische
Nebenwirkungen hervorrufen. In der vorliegenden Versuchsreihe sollte herausgefunden
werden, ob das monomere Insulinanalogon Insulin Aspart (NovoRapid®) eine noch

starkere Wirkung als Humaninsulin erzielt. Auch hier wirkt sich Insulin besonders
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fordernd auf die im Hippokampus gelegenen Gedéchtnisanteile aus. So fand sich lediglich
eine Verbesserung des deklarativen Gedichtnisanteils, wihrend der nicht-deklarative
keinerlei Wirkung auf Insulin zeigte. Die Vermutung, dass Insulin Aspart noch schneller
und effektiver auf das deklarative Gedichtnis wirkt als reguldres Humaninsulin, hat sich

bestatigt.

7.1 Kognitive Parameter

Nachfolgend wird die Wirkung von Insulin auf das Gedichtnis in Anlehnung an unsere
Untersuchungsergebnisse niher erldautert. Dabei ist besonders die Differenzierung der
Gedichtnisverbesserungen durch Insulin im deklarativen und nicht-deklarativen Anteil der

Gedichtnisfunktion von Bedeutung.

7.1.1 Wortliste

In der vorliegenden Versuchsreihe wurde mit Hilfe von Wortlisten die Wirkung von
intranasal aufgenommenem Insulin auf das deklarative Gedachtnis untersucht. Die
deklarativen Gedichtnisanteile sind in bestimmten Regionen des Gehirns lokalisiert. Wie
schon in einigen Studien bestidtigt wurde, sind besonders die mittleren
Temporallappenanteile (Squire und Zola-Morgan, 1991; Mishkin und Murray, 1994) und
der Hippokampus an der Verarbeitung von Fakten und Ereignissen beteiligt. Genau dort
findet sich eine grole Anzahl von Insulinrezeptoren (Unger et al., 1991). Vorangegangene
Studien haben gezeigt, dass nur mit einer intakten Hippokampusfunktion das deklarativen
Gedichtnis vollstindig funktionieren kann (Kessels et al., 2001; Bayley et al., 2005). So
haben Skeberdis et al. (2001) erforscht, dass Insulin die Expression von NMDA-

Rezeptoren fordert, welche eine wichtige Aufgabe in der Formation von neuronalen
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Verbindungen {iibernehmen und somit fiir das deklarative Geddchtnis von grofler
Bedeutung sind (Castellano et al., 2001; Liu et al., 2004). Magarinos und Mc Ewen (2000)
und Gardoni et al. (2002) haben eine Studie mit Ratten durchgefiihrt, in der gezeigt wurde,
dass ein Mangel an Insulin zu einer Abnahme der NMDA-Rezeptoren in hippokampalen
Neuronen fiihrt und eine Atrophie des Hippokampus hervorruft. Im Verlauf fanden sie eine
Verschlechterung der deklarativen Gedéchtnisanteile. Es mehren sich also die Hinweise,
dass Insulin eine wichtige Rolle fiir die Bildung vom deklarativen Gedachtnis einnimmt.
Benedict et al. (2004) haben in der Humaninsulingruppe diese Vermutung bestitigt und
gezeigt, dass nach Einnahme von Humaninsulin die Probanden signifikant mehr Worter
erinnerten als die Placebogruppe. In dem vorliegenden Experiment sollte nun
herausgefunden werden, ob durch die Gabe von monomeren Insulinanaloga eine noch
starkere Verbesserung der deklarativen Gedéchtnisanteile eintritt. Die Vermutungen
wurden bestétigt. Daraus ldsst sich ableiten, dass Insulin Aspart effektiver in das Gehirn
gelangen kann und eine stirkere Wirksamkeit entfaltet als Humaninsulin. Da Insulin
Aspart auf Rezeptorebene in gleicher Weise wirkt wie Humaninsulin (Kurtzhals, 2000),
erscheint die stirkere Verbesserung des deklarativen Gedéchtnisses nach Insulin Aspart
verglichen mit Humaninsulin durch einen effektiveren intranasalen Transport bedingt zu
sein. Moglicherweise lieen sich durch eine Erhohung der Humaninsulindosis dhnliche
Effekte wie mit Insulin Aspart erzielen. Die pharmakologisch stirkere Wirkung des
Insulinanalogons ldsst sich aber nicht bestreiten.

Aufgrund der von Kern et al. (2001) gezeigten Resultate wire am ehesten eine
Akutwirkung auf das deklarative Gedéchtnis zu erwarten gewesen. Dort mussten die
Probanden unter kontinuierlicher Insulinzufuhr Gedichtnistests (u.a. die Wortlisten)
absolvieren. Kern hat gezeigt, dass die Probanden mit hoherer Insulinzufuhr bessere

Ergebnisse zeigten, als die mit niedrigerer. Diese Verbesserung der Gedéchtnisleistung trat

31



nach 6-stiindiger Insulinzufuhr auf. Reger et al. (2005) berichteten, dass bei Patienten mit
Alzheimer nach Einnahme von 40 IU Humaninsulin eine akute Verbesserung der
Gedichtnisleistung zu verzeichnen war. Durch ein herabgesetztes Verhiltnis von
Insulinkonzentration im Liquor zu Insulinkonzentration im Plasma bei Alzheimerpatienten
(Craft et al.,, 1996) steigt moglicherweise die Sensitivitit des Gehirns auf die
gedachtnisfordernden Wirkungen von Insulin. Bei gesunden Menschen ist aber, wie auch
bei der vorliegenden Versuchsreihe gezeigt, keine akute Wirkung des intranasal
aufgenommenen Insulins zu erkennen (Benedict et al., 2004). In der vorliegenden Studie
konnte gezeigt werden, dass weder eine einzelne Dosis (40 IU) Humaninsulin noch eine
Einzelgabe Insulin Aspart eine Verbesserung der deklarativen Gedichtnisleistung
hervorruft.

Vergleicht man die Leistungen der Spitabfragen der Wortlisten iiber die zehn
Wochen, so wurde im Verlauf dieser Studie in allen drei Gruppen eine Abnahme der
Anzahl erinnerter Worter von T1 iiber T3 bis zu T10 verzeichnet (Abbildung 5b). Dies
lasst sich durch den Einfluss von Stérungen (Intrusions) durch frither gelernte Wortlisten
erkldren. So wurden Worter aus einer dlteren Liste in die aktuell vorgetragene Liste
importiert (Underwood 1957; Postman 1962). Diese Blockade neu zu lernender Inhalte
durch bereits zuvor aufgenommene Informationen wird als proaktive Interferenz
bezeichnet. Die Anzahl der erinnerten Worter aus fritheren Listen unterschied sich nicht
signifikant zwischen den Gruppen. Das zeigt, dass das Auftreten von Intrusions keine
Wirkung der Insulingabe ist. In diesem Zusammenhang sollte bemerkt werden, dass, im
Vergleich mit vorangegangenen Studien, in dieser Versuchsreihe der zeitliche Abstand
zwischen Lernen und Spitabfrage wesentlich groBer war (20-30 Minuten vs. 1 Woche).
Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit erheblich groBer, dass die Ergebnisse durch

Interferenzen verzerrt werden. Je lidnger die Zeit zwischen dem Vorlesen der Liste und der
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Abfrage ist, desto grofler sind die Storungen. Dudai (2004) hat aber gezeigt, dass sich ein
Zeitraum von einer Woche zwischen Lernen und Abfrage sehr gut zur Testung des
Langzeitgedichtnisses eignet.

Nun kann diskutiert werden, ob Differenzen in der Insulinsensitivitit der
Probanden zu den verbesserten Ergebnissen in der Insulin-Aspart-Gruppe gefiihrt haben.
Obwohl keine Insulin/Glukosetoleranztestungen durchgefiihrt worden sind, zeigten
Messungen auf der Grundlage des basal homeostatic model assessment (HOMA) Werte,
die die Beta-Zell Funktion und Insulinresistenz widerspiegeln (Wallace und Matthews

2002) und somit die oben genannten Vermutungen widerlegen.

7.1.2 Wordstem Priming

Anhand des Wordstem Priming sollte die Wirkung von Insulin auf das nicht-deklarative
Gedichtnis untersucht werden. Hier konnten wir die Ergebnisse von Benedict et al. (2004)
bestitigen, die zeigten, dass sich Insulin nicht auf das nicht-deklarative Gedichtnis
auswirkt. Da sich, wie schon oben beschrieben, im mediotemporalen und hippokampalen
Bereich besonders viele Insulinrezeptoren befinden (Unger et al., 1991), liegt es nahe, dass
auch nur die Gedichtnisanteile, die in dieser Region liegen, eine Wirkung auf Insulin
zeigen. Da sich die nicht-deklarativen (impliziten) Gedichtnisanteile nicht in der
hippokampalen Gehirnregion befinden, sondern eher im Bereich des Neokortex und der
Basalganglien (Squire, 1998) lokalisiert sind, zeigen sich in diesen Gedichtnisanteilen
auch keine Verbesserungen unter Insulineinnahme. Weder unter akuten noch unter
subchronischen Bedingungen finden sich im Wordstem Priming Unterschiede zwischen

den Insulin- und Placebogruppen.
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7.1.3 Stroop Test

Anhand des Stroop Test sollte eine Steigerung der selektiven Aufmerksamkeit unter
Insulineinfluss gezeigt werden. Genau wie in der vorangegangenen Studie (Benedict et al.,
2004) haben wir auch bei dieser Studie keine Verbesserung der selektiven Aufmerksamkeit
und des Konzentrationsvermogens herausfinden kénnen.

Kern et al. (2001) haben gezeigt, dass Testpersonen, die einer hoheren
Insulinzufuhr ausgesetzt waren als die Kontrollgruppe, eine signifikante Verbesserung im
Interferenzteil des Stroop Tests aufwiesen. Die anderen Teile des Tests ,,Worter lesen® und
,Farben nennen waren zwischen den beiden Gruppen nicht signifikant verschieden. Wie
schon in der Einleitung beschrieben, wirkt sich Insulin auf die Aufnahme von Noradrenalin
in die Zellen des Hippokampus aus (Boyd et al., 1985). Im Tierversuch wurde gezeigt, dass
diese Region und deren Sensitivitit gegeniiber Noradrenalin eine entscheidende Bedeutung
fiir die Regulation der selektiven Aufmerksamkeit hat (McEwen, 1988). Anhand der Daten
dieser Studie, unterstiitzt durch die Studie von Benedict et al. (2004), konnte keine

Verbesserung der selektiven Aufmerksamkeit unter Insulin festgestellt werden.

7.2 Laborparameter

7.2.1 Plasmaglukose und Seruminsulin

Bei jeder wochentlichen Untersuchung haben wir den Probanden Blutproben entnommen
und u.a. den Insulin- und Blutglucosewert gemessen. Wie schon bei fritheren Studien

gezeigt (Kern et al., 1999; Born et al., 2002; Benedict et al., 2004), findet man bei der
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intranasalen Applikation keine Verdnderungen der systemischen Insulin- und
Blutglucosewerte. Dies konnte in diesem Experiment bestitigt werden.

Fiir die vorliegende Studie wurde die intranasale Applikation von Insulin als
Einnahmemodus gewéhlt, um moglichen systemischen Nebenwirkungen vorzubeugen.
IMlum et al. (2000) haben diese Applikationsart beschrieben, bei der die Insulinmolekiile
ohne den Umweg des systemischen Kreislaufes, direkt iiber die Nasenschleimhaut
aufgenommen werden und ins Gehirn gelangen. Born et al. (2002) haben ihren
Versuchsteilnehmern intranasal Melanocortin und Insulin verabreicht und nach 80 Minuten
deren Konzentration im Blut gemessen. Auch dort wurde gezeigt, dass sich keine
signifikanten Veridnderungen dieser Komponenten im Blut ergaben. Bei Probanden, die
intranasal Insulin aufgenommen hatten, wurden ebenfalls keinerlei Verdnderungen der
Insulin- und Blutglucosespiegel festgestellt (Kern et al., 1999). Auch in dieser
Versuchsreihe konnten die schon vorher aufgestellten Vermutungen, dass intranasal
aufgenommenes Insulin sich nicht auf den Insulin- und Glucosespiegel im Blut auswirken,
bestitigt werden. Auf diesem Weg lassen sich systemische Hypoglykdmien und
Hypokalidamien vermeiden, die zur einer wesentlichen Beeintriachtigung der Probanden

fithren wiirde.

7.3 Schlussfolgerung

Die intranasale Gabe von Insulin Aspart stellt im Vergleich mit regulirem Humaninsulin
eine erheblich effektivere Moglichkeit dar, um Insulin in das Gehirn zu befordern.
Aufgrund seiner chemischen Strukturformel kann Insulin Aspart offensichtlich wesentlich
schneller und effektiver von der Nase in das Gehirn gelangen und somit eine noch groflere
und schnellere Verbesserung der deklarativen Gedachtnisfunktionen hervorrufen als das

reguldre Humaninsulin. Wie schon in vielen Studien beschrieben, haben sich auch bei der

35



vorliegenden Studie keinerlei systemische Nebenwirkungen, wie z.B. Hypoglykidmien,
durch die intranasale Einnahme von Insulin gezeigt. Fiir die Zukunft stellt die Aufnahme
von Insulin Aspart iiber die Nasenschleimhaut eine effektive und nebenwirkungsarme
Applikationsoption fiir Patienten mit einer Schwiche kognitiver Funktionen bei

Demenzerkrankungen dar.
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9. Anhang

9.1 Protokoll fiir TO, T2, T9

Protokoll fiir den groBen Untersuchungstag Datum:

Kiirzel -Woche:

niichtern seit 5 h:
ausreichend Schlaf:
kein Alkohol/Koffein:

(bitte bei allen Gedéchtnistests Auswertung erst wenn der Proband weg ist!!!)
= Substanzgabe um (Intervall 6.30-8.30) : Uhr

60 min nach Substanzgabe

Blutabnahme (Himolyse vermeiden, Schwenken nicht vergessen)

Wortliste (TO, T2, T9) erinnerte Worter

Nach drei Minuten

Nahrung (blau)

Emotion (rot)

Neutral (schwarz)

Stroop-Test (TO, T2, T9): 45 sec

Worte Farben Farbworte

Richtige

Fehler

Wordstempriming (T0,T2, T9)
Anzahl der richtig ergidnzten Worter (rot):

Anzahl der zufillig richtig ergénzten Worter (schwarz):

Ausgabe des neuen Nasensprays inkl. Checkliste als auch Besprechung des Folgetermins.
Hinweis: kein Nasenspray am Morgen des Untersuchungstages, erst danach morgendliche
Einnahme nachholen!!!
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9.2 Protokoll fiir die wochentlichen Untersuchungen

Protokoll fiir den kleinen wochentlichen Untersuchungstag Datum:

Kiirzel -Woche:

niichtern seit 5 h:
ausreichend Schlaf:
kein Alkohol/Koffein:
Blutabnahme
Wordstempriming (delayed — bei T1, T3, T10)
Anzahl der richtig ergénzten Worter (rot):

Anzahl der zufillig richtig erginzten Worter (schwarz):

Wortliste: erinnerte Worter von letzter Woche (bei T1, T3, T10)

Nahrung (blau)

Emotion (rot)

Neutral (schwarz)

Uhrzeit Versuchsende:

Ausgabe von Nasenspray + Checkliste

Nichster Termin:
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9.3 Wortliste (Beispiel)

Naturschutzgebiet

Kirschkuchen
Herbst
Geilheit
Fels
Belohnung
Muskeln
Aal

Praline
Gurkensalat
Eros
Pommes
Sturm
Wanderer
Gratulation
Feld

Liebe
Rollmops
Tannenwald
Schenkel
Au

Vater

Mars
Knodel
Haselniisse
Titten

Kitz

Riihrei
Schweil3

Vogelnest
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9.4 Wordstem Priming (Sofortabfrage)

Lieber Versuchsteilnehmer!

In dieser Aufgabe geht es darum, Worter nach ithrem Klang zu beurteilen.
Bitte kreuzen Sie fiir jedes Wort auf der danebenstehenden Skala an, ob es fiir Sie:

- unangenehm (1)

- eher unangenehm (2)

- neutral (3)

- eher angenehm (4) oder
- angenehm (5) klingt.

Die Stufen (2) und (4) sind Zwischenstufen (,,eher unangenehm* / ,,eher angenehm*).

Dabei geht es um Ihren spontanen Eindruck.
Bitte antworten Sie dementsprechend, ohne lange zu iiberlegen.

— Sollten Sie jetzt noch Fragen haben, wenden Sie sich bitte an den Versuchsleiter!

Probandennummer:
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unangenehm neutral angenehm

SEGEN 1 2 3 4 5
MUTMABUNGEN 1 2 3 4 5
ARM 1 2 3 4 5
GNADE 1 2 3 4 5
EXPLOSION 1 2 3 4 5
SCHEINWERFER 1 2 3 4 5
SACHE 1 2 3 4 5
FLEXIBILITAT 1 2 3 4 5
EMPFEHLUNG 1 2 3 4 5
KERN 1 2 3 4 5
TINTE 1 2 3 4 5
EHRFURCHT 1 2 3 4 5
ELEND 1 2 3 4 5
KRANKENHAUS 1 2 3 4 5
ROLLE 1 2 3 4 5
DRUCKMITTEL 1 2 3 4 5
UNDANK 1 2 3 4 5
CHANCE 1 2 3 4 5

HOTEL 1 2 3 4 5
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POL

GIFT

ZITRONE

PFEIFE

ABFALL

MEINUNG

BILD

HEKTAR

GABEL

KLUFT

DICHTER

FROSCH

LIEBE

IMPFUNG

GOLD

LAGER

NIVEAU

OBJEKT

SPIRALE
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Lieber Versuchsteilnehmer!

Als nédchste Aufgabe erhalten Sie eine Liste mit Wortanfingen. Bitte erginzen Sie diese
Anfinge mit dem ersten Hauptwort, das Ihnen in den Sinn kommt.

Es kommt nicht darauf an, kreative oder seltene Worter zu notieren, sondern auf Thre
spontane Antwort.

Schreiben Sie einfach das erste Wort, das Ihnen einfillt!
Bitte bearbeiten Sie die Liste ziigig.

— Worter aus Fremdsprachen und Eigennamen sind nicht erlaubt !
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GR

LA

DR

DU

FL

EM

VE

AP

SP

FO

LE

MI

OB

GO

UN

GA

NE

ME

El

EP

RO

KL

IL

EX
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OR

BE

SE

EH

PF

DE

HE

KA

SC

BR

HI
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KO

RA
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9.5 Stroop Test

blau
rot

grun
grun
gelb
gelb
blau
gelb
blau
blau
blau
grun
gelb
rot

rot

blau
grun

blau
grun
rot

gelb
grun
rot

blau
rot

grun
grun
grun
blau
rot

blau
grun
grun
rot

rot
gelb
rot
gelb
grun
rot
blau
grun
rot
rot
gelb
gelb
grun
grun
blau
rot
blau

gelb
gelb
blau
gelb
grun
rot

grun

rot
blau
blau
gelb
rot
rot
gelb

grun
blau
blau
gelb
rot

blau
grun
rot

gelb
grun
gelb
grun
grun
blau
grun
grun
grun
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XXXX

XXXX
XXXX
XXXX
XXXX

XXXX
XXXX
XXXX
XXXX
XXX

XXX

XXXX
XXXX

XXXX
XXXX
XXX

XXXX
XXXX

XXXX
XXX

XXXX
XXXX

XXX
XXXX

XXXX
XXX
XXX
XXXX

XXX
XXXX

XXXX

XXX

XXXX
XXX

XXXX
XXXX
XXXX

XXXX
XXX

XXXX
XXX

XXXX
XXXX

XXXX
XXXX
XXX

XXXX
XXXX
XXXX

XXXX
XXXX
XXXX
XXX

XXXX
XXX
XXXX

XXXX

XXXX
XXXX
XXX

XXXX

XXX

XXXX
XXXX
XXXX
XXXX

XXXX
XXXX
XXXX
XXXX
XXXX
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blau

gelb
gelb
blau
gelb

blau
blau
grun
gelb
rot

rot

blau
grun

blau
grun
rof

gelb
grun

blau
rot

grun
grun

rot
blau

grun
rot
rof
grun

rot
gelb

gelb
rot

grun
rot

gelb
gelb
grun

blau
rot

gelb
rot

gelb
gelb

gelb
grun
rot

grun
blau
blau

blau
blau
gelb
rot

gelb
rot
blau

grun

blau
gelb
rot

blau

rof

gelb
grun
gelb
grun

grun
grun
grun
blau
grun
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