Aus der Medizinischen Klinik 1
der Universitdt zu Liibeck

Direktor: Prof. Dr. med. H. L. Fehm

Der Einfluss der subchronischen intranasalen Gabe von a-MSH/ACTH,4_;o
auf das Korpergewicht, die Korperzusammensetzung und den

Energieverbrauch adiposer Miinner

Inauguraldissertation

zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitit zu Liibeck

- Aus der Medizinischen Fakultat -

vorgelegt von
Yvonne Frambach, geb. Berner

aus Brandenburg/Havel

Libeck 2005



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Horst Lorenz Fehm

2. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. soc. Jan Born

Tag der miindlichen Priifung: 21.06.2005
Zum Druck genehmigt. Liibeck, den 21.06.2005

Gez. Prof Dr. med. Wolfgang Jelkmann
- Dekan der Medizinischen Fakultit -

II



Meiner Familie

III



Inhaltsverzeichnis

Kapitel Seite
Abkiirzungsverzeichnis VI
Abbildungsverzeichnis VIII
Tabellenverzeichnis X
1 Einleitung 1
1.1 Adipositas 2
1.1.1  Definition von Ubergewicht und Adipositas 2
1.1.2  Bedeutung der Fettverteilung 3
1.1.3  Moglichkeiten der Korperfettbestimmung 5
1.2 Die Regulation des Korpergewichtes 6
1.2.1  Leptin und sein Rezeptor 7
1.2.2  Der ,Melanocortin-Receptor Pathway* 8
1.2.2.1 a-MSH/ACTH4 1o 8
1.2.2.2 Die Melanocortinrezeptoren (MCR) 10
1.2.2.3 Die Beeinflussung der Nahrungsaufnahme und des Energieverbrauchs durch das
melanocortinerge System 12
2 Fragestellung 15

IV



3 Material und Methoden

3.1 Probanden

3.2 Studiendesign

3.2.1 Zusammensetzung der a-MSH/ACTHjy.1o-LOsung
3.2.2  Die intranasale Applikation von a-MSH/ACTHa4.1o
33 Darstellung der Einzeluntersuchungen

3.3.1  KorpergroBle und Korpergewicht

3.3.2  Messung von Taillen- und Hiiftumfang

3.3.3  Die Hautfaltendicke-Messung

3.3.4  Bioelektrische Impedanz Analyse (BIA)

3.3.5 Bestimmung des Energieverbrauchs durch indirekte Kalorimetrie
34 Statistische Methoden

4 Ergebnisse

4.1 Gewichtsverlauf

4.2 Taillen- und Hiiftumfang

4.3 Hautfaltendicke

4.4 Bioelektrische Impedanz Analyse

4.5 Indirekte Kalorimetrie

4.6 Blutdruck und Herzfrequenz

5 Diskussion

6 Zusammenfassung

7 Literaturverzeichnis

Danksagung

Lebenslauf

17

17
17
19
20
20
21
21
22
23
28
30

31

31
33
34
36
41
43

44

50

52



Abkurzungsverzeichnis

a-MSH a-Melanozytenstimulierendes Hormon

ACTH Adrenocorticotropes Hormon

AGRP Agouti-related-protein

BCM Body Cell Mass, Korperzellmasse

BIA Bioelektrische Impedanz Analyse

BMI Body Mass Index, Korpermassenindex

CART Kokain- und Amphetamin-reguliertes Transkript

CLIP Corticotropin Like Intermediate Lobe Peptide

ECM Extra Cellular Mass, Extrazellularmasse

FFM Fettfreie Masse

FM Fettmasse

HDL High density lipoproteins, Lipoproteine mit hoher Dichte

HPLC High performance liquid chromatography, Hochleistungs-Fliissigkeits-
Chromatographie

Kg Korpergewicht

MCH Melanin-concentrating-hormone

MCR Melanocortinrezeptor

MW Mittelwert

N Nucleus

NIDDM Non insulin dependent diabetes mellitus, Nichtinsulinpflichtiger Diabetes

mellitus, Typ-II Diabetes

NPY Neuropeptid Y

ob-Gen Obese-Gen (Adipositas Gen)
Ob-Ra Kurze Isoform des Leptinrezeptors
Ob-Rb Lange Form des Leptinrezeptors
Ob-Re Losliche Form des Leptinrezeptors
POMC Proopiomelanocortin

POMS Profile of Mood Scale

R Resistance

VI



SD
SEM
TBW
VLDL
WHR

ZNS

Standard deviation, Standardabweichung

Standard error of the mean, Standardfehler

Total Body Water, Gesamtkdrperwasser

Very low density lipoproteins, Lipoproteine mit sehr geringer Dichte
Waist-Hip-Ratio, Taillen-Hiiftumfang Quotient

Reactance, Zellwiderstand

Impedanz, Gesamtwiderstand

Zentralnervensystem

VII



Abbildungsverzeichnis

Seite

Abbildung 1:  Androide und gynoide Fettverteilung 4
Abbildung 2:  Zusammenhang zwischen viszeralem Fett und dem Auftreten

metabolischer Stérungen 5
Abbildung 3:  Schematische Darstellung des Proopiomelanocortin-Gens (POMC)

und seiner Spaltprodukte 9
Abbildung 4:  Schematische Darstellung des melanocortinergen Systems im

Hypothalamus im Zustand der Séttigung. 13
Abbildung 5:  Die Bestimmung von Resistance R und Reactance X aus Impedanz und

Phasenwinkel 24
Abbildung 6:  Verlauf des Korpergewichtes in kg (MW + SEM) wihrend der

vierzehnwochigen Untersuchungsdauer 32
Abbildung 7:  Verlauf des BMI wihrend der vierzehnwochigen Untersuchungsdauer 32
Abbildung 8:  Darstellung der WHR zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T, Tg

und T14 33
Abbildung 9:  Hautfaltendicke in mm iiber dem Musculus biceps brachii (MW + SEM)

Abbildung 10:

zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T, Ts und T4 34

Hautfaltendicke in mm iiber dem Musculus triceps brachii (MW + SEM)

zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T,, Ts und T4 35

VIII



Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Hautfaltendicke in mm subscapular (MW = SEM) zu den vier

Untersuchungsterminen Ty, T,, Tg und T4 35

Hautfaltendicke in mm suprailiakal (MW + SEM) zu den vier

Untersuchungsterminen Ty, T, Tg und T4 36

Darstellung der Korperkompartimente: Gesamtkorperwasser (TBW),
fettfreie Masse (FFM) und Fettmasse (FM) im Vergleich zum Gewicht
zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T, Ts und T4 (Angaben in kg,

MW + SEM) 38

Darstellung des Anteils der Fettmasse (MW = SEM) in kg zu den vier

Untersuchungsterminen Ty, T, Tg und T4 39

Ruhe Niichtern-Umsatz (MW =+ SEM in kcal/d) zu den vier

Untersuchungsterminen T, T,, Tg und T4 42

Relativer Ruhe-Niichtern-Umsatz (MW + SEM in kcal/kg) zu den vier

Untersuchungsterminen T, T,, Tg und T4 42

IX



Tabellenverzeichnis

Seite

Tabelle 1: Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI 3
Tabelle 2: Der strukturelle Aufbau von o-MSH und ACTH4_ ;¢ 9
Tabelle 3: Lokalisationen, endogene Liganden und Funktionen der

Melanocortinrezeptoren 11
Tabelle 4: Wichtige an der Nahrungsaufnahme und Gewichtsregulation

beteiligte Hormone und Neurotransmitter 14
Tabelle 5: Personliche Daten der Probanden (MW + SD) 18
Tabelle 6: Zeitlicher Studienablauf 18
Tabelle 7: Gaswechsel, Warmebildung und Respiratorischer Quotient beim

Abbau der Nihrstoffe 29
Tabelle 8: Gewichtsverlauf in kg (MW + SEM) wihrend der vierzehn-

wochigen Untersuchungsdauer mit Placebo oder a-MSH/ACTH4.j 31
Tabelle 9: Taillen- und Hiiftumfang in cm (MW * SEM) und die sich daraus

ergebende WHR wihrend der vierzehnwochigen Untersuchungsdauer

mit Placebo oder a-MSH/ACTH4.10 33
Tabelle 10:  Gesamtkorperfettanteil in % (MW + SEM) zu den vier Untersuchungs-

terminen Ty, T, Tg und T4 36
Tabelle 11:  Darstellung der Ergebnisse der BIA (MW = SEM) zu den vier Unter-

suchungsterminen Ty, T, Ts und T4 37



Tabelle 12:

Tabelle 13:

Vergleich des prozentualen Fettmassenanteils bei Bestimmung durch
BIA bzw. Hautfaltendickemessung (MW + SEM) zu den vier

Untersuchungsterminen Ty, T, Ts und T4 39

Ruhe-Niichtern-Umsatz in absoluten Werten (RNU, MW = SEM in

kcal/d) sowie unter Berticksichtigung des Korpergewichts (rel. RNU,

MW = SEM in kcal/kg) zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T,

Tgund Ti4 41

XI



Einleitung

1 Einleitung

Die Adipositas ist laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation WHO das grofBite
chronische Gesundheitsproblem mit epidemischen Ausmallen. Erstmals stehen 1,1
Milliarden hungernden Menschen 1,1 Milliarden Ubergewichtige gegeniiber — Tendenz
steigend (WHO, 2000). Nach letzten Untersuchungen in den USA sind mehr als 60,0% der
Bevolkerung iibergewichtig, tiber 20,0% adipds (Wechsler, 2003). In Deutschland sind die
Zahlen dhnlich. Fast jeder zweite Erwachsene hat Ubergewicht. Das teilte das Statistische
Bundesamt bei der Vorstellung der jlingsten Mikrozensus-Ergebnisse Ende April 2004 mit.
Damit ist der Anteil der Ubergewichtigen im Vergleich zur letzten Befragung 1999 um
einen Prozentpunkt auf 50,2 Prozent der Erwachsenenbevdlkerung gestiegen. 13,0%
wiesen sogar starkes Ubergewicht auf (www.destatis.de/basis/d/gesu/gesutab8.php).
Besonders erschreckend jedoch ist die Zunahme von Ubergewicht und Adipositas bei
Kindern und Jugendlichen und die Tatsache, dass iibergewichtige Kinder mit groBer

Wahrscheinlichkeit auch iibergewichtige Erwachsene werden (Freedmann et al., 2001).

Besondere Beachtung muss der Adipositas als Schrittmacher des metabolischen Syndroms
geschenkt werden. Verbunden damit ist sie wesentliche Teilursache anderer
Gesundheitsstorungen, die erhebliche Auswirkungen auf die Morbiditit und Mortalitét der
Bevolkerung haben: Diabetes mellitus Typ-II (NIDDM), arterieller Hypertonus, Fettstoff-
wechselstorungen, Gicht und in deren Folge die Arteriosklerose mit ihren Komplikationen
Herzinfarkt, Apoplexie und periphere arterielle Verschlusskrankheit. Als zusétzliche
Folgeschidden des Diabetes mellitus sollen hier beispielhaft die Mikroangiopathie an

Augen und Nieren sowie die Neuropathie genannt werden.

Doch die Adipositas ist nicht mehr nur ein gesundheitlicher Risikofaktor und ein
psychosoziales Problem, sondern stellt fiir die Gesellschaft eine umfassende 6konomisch-
gesundheitspolitische Aufgabe dar.

1995 wurden in einer Infratestuntersuchung, auf der Grundlage der vom
Bundesministerium fiir Gesundheit fiir das Jahr 1993 in Auftrag gegebenen Analyse der
Kosten erndhrungsabhéngiger Krankheiten, die Gesamtkosten der Adipositas unter

Einschluss der Komorbidititen kalkuliert und fiir das Jahr 1995 hochgerechnet. Es ergaben
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sich Kosten von 20,7 Mrd. DM. Das entspricht einem Anteil von circa 5,4 % der gesamten
Krankheitskosten im diesem Jahr. Die auch in anderen westlichen Landern durchgefiihrten
Kostenkalkulationen kamen zu vergleichbaren Ergebnissen und liegen zwischen 2,0% und
8,0% der gesamten Gesundheitskosten des jeweiligen Landes (Deutsche Adipositas-

Gesellschaft, 1998).

So gut der Krankheitswert der Adipositas wissenschaftlich und 6konomisch belegt ist, so
schwierig ist die Behandlung.

Nachdem jahrzehntelang die These ,,Das Korpergewicht eines Menschen ist ausnahmslos
der Spiegel seines Essverhaltens die wissenschaftliche und o6ffentliche Meinung
dominierte, besteht jetzt unter den Experten der Konsens, dass die Adipositas eine
multifaktorielle chronische Erkrankung ist und dass das Genom und zentrale
Regulationsmechanismen wesentliche Bedeutung fiir die Manifestation der Erkrankung
besitzen. Diese Tatsache eroffnet eine Reihe neuer diagnostischer und therapeutischer
Moglichkeiten. Daher sind zahlreiche Wissenschaftler weltweit auf der Suche nach zu
Adipositas  filhrenden = Genverdnderungen, der Entschliisselung der  Hunger-

Sattigungsregulation und nach neuen pharmakologischen Ansatzpunkten.

1.1 Adipositas

1.1.1 Definition von Ubergewicht und Adipositas

Ubergewicht und Adipositas sind Begriffe, die hiufig im Austausch miteinander
verwendet werden. Ubergewicht bezieht sich zunichst wertfrei auf eine erhdhte
Korpermasse, die alle Gewebe (Fett, Knochen, Muskeln...) und den Wassergehalt des
Korpers einschlie3t. Adipositas ist definiert als eine iiber das Normalmal hinausgehende
Vermehrung des Korperfetts. In der Praxis gilt, dass iibergewichtige Menschen meist auch
adipos sind, obwohl es Ausnahmen geben kann (z. B. Bodybuilder) (Ellrott und Pudel,
1997).

Die heute wissenschaftlich gebrduchlichste Methode zur Klassifizierung der Adipositas ist
der Body Mass Index (BMI, Korpermassenindex). Zur Berechnung wird das

Korpergewicht in Kilogramm durch die Korperlange in Meter zum Quadrat dividiert.

Body Mass Index (BMI) = Korpergewicht (kg) / [Korpergrofle (m)]?
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Dieser Wert korreliert selbst bei Kindern in einem weiten Bereich mit dem
Korperfettgewebe (Deurenberg et al., 1991; Goulding et al., 1996).

Anhand des Body Mass Index werden verschiedene Gewichtsklassen definiert (Hauner et
al., 2003; WHO, 2000): Untergewicht, Normalgewicht und Ubergewicht, wobei die
Kategorie Ubergewicht in vier weitere Untergruppen aufgegliedert ist (Tab.1).

Tabelle 1:
Gewichtsklassifikation bei Erwachsenen anhand des BMI
(nach den Leitlinien der Deutschen Adipositas Gesellschaft)

Risiko fur
Kategorie BMI
Begleiterkrankungen

Untergewicht <18,5 niedrig
Normalgewicht 18,56-24,9 durchschnittlich
Ubergewicht >25,0

Praadipositas 25,0-29,9 gering erhoht

Adipositas Grad | 30,0-345 erhoht

Adipositas Grad |l 35,0-39,9 hoch

Adipositas Grad llI >40,0 sehr hoch

Nach dieser international verwendeten Einteilung ist die Indikation zur Behandlung von
Ubergewicht grundsitzlich gegeben, wenn
der BMI > 30 kg/m? betrigt;
bei einem BMI zwischen 25,0 und 29,9 kg/m? iibergewichtsbedingte
Gesundheitsstorungen und/oder ein abdominelles Fettverteilungsmuster und/oder
Erkrankungen vorliegen, die durch Ubergewicht verschlimmert werden;
bei einem BMI zwischen 25 und 29,9 kg/m? ein erheblicher psychosozialer

Leidensdruck besteht (Wenzel, 2003).

1.1.2  Bedeutung der Fettverteilung

Nicht nur das AusmaB des Ubergewichtes, welches iiber den BMI erfasst wird, sondern
auch das Fettverteilungsmuster bestimmt das metabolische und kardiovaskulédre
Gesundheitsrisiko. Die Verteilung des Korperfettes beim Menschen ist von verschiedenen
(genetischen und Umwelt-) Faktoren abhidngig. Bedeutsam ist hier der charakteristische

geschlechtsspezifische Unterschied (Bjorntorp, 1991). So ist bei abdominaler
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(stammbetonter, viszeraler, androider — ,,Apfel-Typ*) Fettverteilung, eher typisch fiir
Minner, das kardiovaskuldre Risiko wesentlich hoher als bei gluteo-femoraler
(hiiftbetonter, peripherer, gynoider — ,Birnen-Typ*) Fettansammlung, eher typisch fiir
Frauen (Sjostrom, 1992) (Abb. 1).

Abbildung 1:
Androide und gynoide Fettverteilung

Die Ursache dafiir wird in der hoheren metabolischen Aktivitit des viszeralen Fettgewebes
gesehen (Ashwell, 1994; Klor et al., 2000). In diesem Zusammenhang werden die hoheren
B2-Rezeptor-vermittelten Lipolyseraten der viszeralen Adipozyten, das damit verbundene
erh6hte Auftreten an freien Fettsduren und die Lokalisation des omentalen Fetts, die den
Produkten einen direkten Zugang zum Portalsystem ermoglichen, als wesentliche
Erklarungsansétze diskutiert (Bjorntorp und Brodoff, 1992; Hunt und Groff, 1990).
Mogliche Effekte der vermehrt freigesetzten Fettsduren sind in Abbildung 2 dargestellt.

Das Fettverteilungsmuster hat besonders bei der Praadipositas mafgeblichen Einfluss auf
das Morbiditdts- und Mortalitdtsrisiko und muss daher bei der Abschitzung des
Adipositas-assoziierten Gesundheitsrisikos beriicksichtigt werden (Wechsler et al., 1996).
Bei der geschlechtsspezifischen Lokalisation der Fettdepots spielen offensichtlich die
Geschlechtshormone eine grole Rolle. Androgene bedingen eine abdominelle
Fetteinlagerung, wihrend Ostrogene die Fetteinlagerungen im gynoiden Bereich
begiinstigen (Kissbah et al., 1989). Bei der Frau ist bekannt, dass es nach dem
Klimakterium zu einer Umverteilung des Korperfettes zugunsten des Abdomens kommt.
Neuere Studien zeigen, dass eine Hormonersatztherapie mit Ostrogenen oder
Ostrogen/Gestagen-Kombinationen diese Umverteilung der Fettdepots verhindert (Haarbo

etal., 1991).
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Vergrofierte viszerale Fettdepots

Freisetzung von freien Fettsduren

A 4

B - Oxidation in der Hep;?fcféﬁﬁzu”n_ Erhéhte Hepatische
Skelettmuskulatur Clearance VLDL-Synthese

\ 4 \ 4 \ 4

Hyperlipoproteindmie,
erhdhte Triglyceride
und erniedrigtes HDL

Hyperinsulinamie und

Glucose-Intoleranz
Glukose-Intoleranz

\ 4 \ 4

Koronare

NIDDM Herzerkrankung

Abbildung 2:
Zusammenhang zwischen viszeralem Fett und dem Auftreten metabolischer Stérungen

1.1.3 Moglichkeiten der Korperfettbestimmung

Um die Korperfettmasse und die Fettverteilung zu beurteilen, stehen eine grofle Anzahl
verschiedener Methoden zur Verfiigung (Rubiano et al., 2000; Levenhagen et al., 1999;
Ellis, 2001; Wagner und Heyward, 1999). Valide und pridzise Methoden sind unter
anderem die Computertomographie (CT), die Magnetresonanz-Spektroskopie, die Dual-
energy X-ray absorptiometry (DEXA), die Hydrodensitometrie, die Isotopenverdiinnung
und andere Verdiinnungsmethoden und die Air Displacement Plethysmography (Svendsen
et al., 1991; Ogle et al., 1995; Lockner et al., 2000; Tang et al., 2002; Collins und
McCarthy, 2003). Diese Methoden sind jedoch sehr aufwendig, zum Teil belastend fiir die
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Patienten, kostspielig und ortsgebunden. Eine Anwendung in der alltdglichen Praxis ist
daher in der Regel nicht moglich.

Alternativ zu den oben aufgefiihrten Methoden stehen sogenannte ,,Feldmethoden* zur
Bestimmung der Korperzusammensetzung zur Verfiigung. Die anthropometrischen
Messungen, wie Korpergrofle, Korpergewicht, Hautfaltendicken- und Umfangsmessungen,
die Infrarot-Interaktanz sowie die Bioelektrische Impedanz Analyse (BIA) sind
transportabel, kostengiinstig, leicht anwendbar und nicht invasiv. Die Angaben zur
Validitét der Feldmethoden sind abhédngig von der jeweiligen Referenzmethode und der

Referenz- bzw. Studienpopulation.

1.2 Die Regulation des Korpergewichtes

Verschiedenste Untersuchungen in den letzten Jahren zur Adaptation des Energieumsatzes
an hyper- und hypokalorische Kost (Leibel et al., 1994) wie auch zahlreiche Zwillings-,
Adoptions- und Familienstudien deuten auf eine wesentliche Bedeutung genetischer
Faktoren fiir den Phinotyp Korpergewicht bzw. Adipositas hin (Stunkard et al., 1986;
Bouchard und Perusse, 1993; Carmelli et al., 1994; Astrup et al., 1994; Hebebrand und
Remscheidt, 1995; Barsh et al., 2000) und machen das Vorhandensein eines genetischen
,body-weight-set-points* fiir die Regulation des individuellen Ko&rpergewichts bei
Menschen wahrscheinlich (Bouchard und Perusse, 1988, 1993). So ist das Korpergewicht
eines Individuums in der Regel relativ stabil. Daher wird vermutet, dass das
Korpergewicht, dhnlich wie der Wasserhaushalt oder die Korpertemperatur, zentral
reguliert wird. Dies wiirde bedeuten, dass nach einer Gewichtsreduktion durch Anderung
der Aktivitidt dieser Regulationsmechanismen das urspriingliche hohe Gewicht wieder
hergestellt wird (JoJo-Effekt). Studien an genetisch oder didtetisch adipdsen
Versuchstieren ergaben Anhaltspunkte dafiir, dass Ubergewicht eine Stérung mit einem
geregelten abnorm hohen body-weight-set-point darstellt (Keesey und Hirvonen, 1997).
Wie bereits Experimente aus den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts belegen, nimmt im
Rahmen der Regulation der Nahrungsaufnahme der Hypothalamus als zentraler
Integrationsort bei der Informationsverarbeitung einen hohen Stellenwert ein (Hetherington

und Ranson, 1940).



Einleitung

1.2.1 Leptin und sein Rezeptor

Bereits 1953 postulierte Kennedy seine Lipostase-Theorie: Er vermutete ein Botenmolekiil
aus dem Fettgewebe, welches im ZNS die Nahrungsaufnahme hemmen kann. Durch die
Analyse von Méusen bzw. Ratten mit spontanen, zu Adipositas fithrenden Mutationen und
die Aufklarung der relevanten Gendefekte konnte 1994 dieses Botenmolekiil identifiziert
werden (Zhang et al., 1994). Leptin (leptos — griechisch diinn) ist das Genprodukt des
obese-Gens (ob-Gen), das fast ausschlieBlich im weilen Fettgewebe produziert und vom
Fettgewebe sezerniert wird (Masuzaki et al., 1995, 1997; Ahima und Flier, 2000). Es
reguliert als afferenter Teil eines negativen Feed-back-Systems Appetitkontrolle und

Nahrungsmittelzufuhr (Pelleymounter et al., 1995).

Bisher wurden eine Reihe von Leptinrezeptoren, die zur Familie der Klasse I-Cytokin-
rezeptoren gehoren, entdeckt: Zwei membrangebundene Isoformen (Ob-Ra, Ob-Rb) und
eine losliche Form des Leptinrezeptors (Ob-Re) sind bisher in einer Vielzahl von
Geweben, unter anderem dem Hypothalamus und dem Plexus choroideus nachgewiesen

worden (Tartaglia, 1997).

Der Transport des peripher sezernierten Leptins in das zentrale Nervensystem ist noch
nicht vollig aufgeklart. Es wird angenommen, dass der Eintritt von Leptin in das ZNS iiber
die Blut-Hirn-Schranke bzw. iiber den Plexus choroideus in den Liquorraum iiber die kurze
Isoform des Leptinrezeptors Ob-Ra vermittelt wird (Banks et al., 1996; Kastin et al., 1999).
Dartiber hinaus wird ein hochaffiner Transportmechanismus, insbesondere im Bereich des

Hypothalamus, dem Zentrum der Séttigungsregulation, diskutiert (Zlokovic et al., 2000).

Im Hypothalamus sind mehrere fiir die Appetitregulation relevante Strukturen lokalisiert.
Eine besondere Rolle spielt der Nucleus arcuatus, in dem die lange Form des
Leptinrezeptors (Ob-Rb) nachgewiesen werden konnte (Schwartz et al., 1996a). Die lange
Isoform des Leptinrezeptors bildet die funktionelle Grundlage fiir die Effekte von Leptin,
da sie (im Gegensatz zu den kurzen Isoformen) iiber eine funktionsfahige
Signaltransduktionsdoméine verfiigt (Baumann et al., 1996).

Des weiteren sind an der Appetitregulation der Nucleus ventromedialis, der Nucleus
paraventricularis und der Nucleus dorsomedialis beteiligt, in denen ebenfalls die

Expression von Ob-Rb gezeigt werden konnte (Mercer et al., 1996).
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Mutationen im Leptin- bzw. im Leptinrezeptorgen sind jedoch sehr selten, so dass ihnen

klinisch praktisch keine grofBere Bedeutung zukommt.

Die komplexen Wirkmechanismen von Leptin sind bisher nur teilweise aufgeklirt. Die
Entdeckung erhohter Serum- und Liquor-Leptin-Spiegel bei Adipositas (Considine et al.,
1996; Schwartz et al., 1996b) und die Feststellung, dass die stark erhéhten Leptin-Serum-
Konzentrationen bei Adipdsen keinen anorektischen Effekt bewirken, fiihrten zur
Annahme einer Leptin-Resistenz.
Verschiedene Mechanismen konnten zur Leptin-Resistenz beitragen (Schwartz et al.,
2000):
1. Verminderter Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke: Der Liquor-Leptin-Spiegel
ist bei Adipositas im Vergleich zum Serum-Leptin-Spiegel erniedrigt (Caro et al,
1996)
2. Reduzierte Leptin-Rezeptor-Signal-Transduktion

3. Storungen der dem Leptinrezeptor nachgeschalteten Regulationsmechanismen

1.2.2  Der ..Melanocortin-Receptor Pathway*

Ein wichtiger Signalweg, der in der letzten Zeit besonderes Interesse hervorgerufen hat, ist
der ,,Melanocortin-Receptor Pathway*. Als Melanocortine werden eine Gruppe homologer
Peptide bezeichnet, die von der N-terminalen Region des Proopiomelanocortins (POMC)
abstammen. Die Spaltprodukte des POMC-Gens sind an so unterschiedlichen Funktionen
wie Steroidsynthese in der Nebennierenrinde, Hautpigmentierung, Schmerzempfindung
und Entziindung beteiligt. In den letzten Jahren ist mit der Entdeckung von Leptin
zusitzlich eine zentrale Rolle des melanocortinergen Systems fiir die Gewichtsregulation

deutlich geworden.

1.2.2.1 o-MSH/ACTHy 19

Das POMC-Gen wird unter anderem in vorderer und intermedidrer Hypophyse, Haut,
Immunsystem und hypothalamischen Neuronen, insbesondere im Nucleus arcuatus,
exprimiert. POMC wird anschlieBend abhidngig von gewebsspezifischen Endo-Proteasen
(Konvertasen) vorerst in Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) und [-Lipotropin

gespalten.
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Im Anschluss erfolgt die enzymatische Aufspaltung in die Peptide:
a-Melanozytenstimulierendes Hormon (a-MSH), B-MSH, y-MSH, Corticotropin Like
Intermediate Lobe Peptide (CLIP), B-Endorphin und y-Lipotropin (Abb. 3).
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Abbildung 3:
Schematische Darstellung des Proopiomelanocortin-Gens (POMC) und seiner Spaltprodukte

Roche Lexikon Medizin, 4.Auflage; © Urban & Fischer Verlag, Miinchen 1999

Fiir die Appetit- und Gewichtsregulation spielt insbesondere das a-MSH eine bedeutende
Rolle. Es besteht aus den in Tabelle 2 dargestellten 13 Aminosduren. Das ACTHy i

entspricht der Core-Sequenz des a-MSH.

Tabelle 2:
Der strukturelle Aufbau von a-MSH und ACTH,

Aminosaure
Sequenz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

a-MSH |CH3CO | SER | TYR | SER | MET | GLU | HIS | PHE | ARG | TRP | GLY [ LYS [ PRO | VAL

ACTH4-10 MET | GLU | HIS | PHE | ARG | TRP | GLY
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Die Arbeitsgruppe um Yaswen klonte 1999 eine POMC-Knock-out-Maus. Diese Maus
zeigte als Phinotyp Adipositas, eine fehlerhafte Entwicklung der Nebennieren und
Hautfarbenverdanderungen. Eine Behandlung dieser Knock-out-Méuse mit a-MSH fiihrte
innerhalb von zwei Wochen zu einem Gewichtsverlust von 40% des Ausgangsgewichts

(Yaswen et al., 1999).

1.2.2.2 Die Melanocortinrezeptoren (MCR)

Die unterschiedlichen Effekte der Melanocortine werden iiber verschiedene
Melanocortinrezeptoren (MCIR-MC5R) vermittelt. Diese Rezeptoren sind nach der
Reihenfolge ihrer Charakterisierung nummeriert und unterscheiden sich in ihrer
Gewebsverteilung und ihrer Bindungsspezifitit. Die Liganden der MCR werden nach ihrer
Féhigkeit, die Bildung des Second messengers Zyklisches Adenosinmonophosphat zu

induzieren bzw. zu inhibieren, in Agonisten und Antagonisten eingeteilt (Tab. 3).

In die Gewichtsregulation sind nur der MC3R und der MC4R involviert.

Sie haben weitreichende Sequenzhomologie (Gantz et al., 1993). Beide Rezeptoren werden
zentral in an der Appetitregulation beteiligten Hypothalamuskernen exprimiert, jedoch ist
derzeit lediglich die Beteiligung des MC4R an der Regulation der Nahrungsaufnahme
eindeutig nachgewiesen (Tritos und Maratos-Flier, 1999).

Die Bedeutung des MC4R fiir die Regulation von Appetit und Kdrpergewicht wird durch
folgende Befunde unterstrichen:

1. Die intrazerebroventrikuldre Gabe von ,,Melanin-concentrating-hormone* (MCH),
einem natiirlichen MC4R-Antagonisten, induziert bei Miusen eine Erhéhung der
Nahrungsaufnahme (Qu et al., 1996). Bei Ausschaltung des MCH-Gens in der
Maus resultiert ein schlanker Phanotyp infolge verminderter Nahrungsaufnahme
(Shimada et al., 1998).

2. Agouti-Protein, das bei der Agouti-Maus ubiquitér gebildet wird, bindet mit hoher
Affinitdt an den MCI1R und MC4R, weniger hingegen an MC3R und MC5R und
fiihrt zu signifikanter Adipositas. Agouti-Protein wirkt ebenso wie das im
Hypothalamus exprimierte Neuropeptid ,,Agouti-related-protein® (AGRP) als
antagonistischer Ligand am MC4R (Graham et al., 1997; Ollmann et al., 1997).

3. Ein adiposer Phédnotyp in Verbindung mit Hyperphagie, Hyperinsulinidmie,
Hyperglykdmie und Insulinresistenz wird durch die Ausschaltung des MC4R bei
MC4R-Knock-out-Mausen erzielt (Huszar et al., 1997).
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Tabelle 3:

Lokalisationen, endogene Liganden und Funktionen der Melanocortinrezeptoren (modifiziert nach Raab, 2002)

Melanocortin-| | okalisation Agonisten/ Rezeptor- Mutationen und |Fiir das
Rezeptor Antagonisten funktion Polymorphismen |Verstandnis der
einschlieBlich | (exemplarisch) | beim Menschen |Gewichts-
relative Potenz regulation
niitzliche
Knock-out-
Modelle
Melanozyten, Agonisten: Haut-undHaar- | Hohe genetische
Zelendes oMSH=ACTH> | pigmentierung, Variabilitt des
Immunsystems, | 3MSH >y-MSH Immunmodulation |MC1R, bestimmte
Endothelzellen, Allele assoziiert mit
MC1R Sertoi-Zellen Antagonist rotem Haar, blassem
Agouti Hautkolorit und der
Neigungzu
Melanomen (Palmer
etal, 2000)
Nebennierenrinde, | Agonist Glukokortikoid-und | Familidre
Adipozyten ACTH (spezifisch) | Mineralokortikoid- | Glukokortikoid-
MC2R produktion defizienz durch
Mutationen im MC2R
(Elias und Clark,
2000)
Hypothalamus, | Agonisten: Gewichtsregulation, | Mutationen im MC3R | MC3R-Knockout-
Thalamus, oMSH=RMSH= |EinfussaufFet- |findensichbeiUber- |Mause (Buteretal,,
Hippocampus,  [y-MSH=ACTH vertelung (Kask et | gewichtigen wie auch | 2000; Chenetal,
Amygdala, Kortex al, 2000; Chenet | beinomealge- 2000ay.
MC3R Antagonist al, 2000a; Chenet |wichtigen Kontrollen | leichtes
Plazenta, Magen, |AGRP al, 2000b) Einfluss | (Lietal., 2000). Ubergewicht; hoher
Dinndam, aufHerzirequenz | Funktionelle Kormerfettantei
Pankreas und Blutdruck, Bedeutung derzeit
Natriurese nicht geklart.
Kortex, Thalamus, | Agonisten: Appetitregulation, |MC4R-Mutationen | MCAR-Knock-out-
Hypothalamus, |oMSH=ACTH> |Energieverbrauch, |bei2-3% derextrem |Mause (Huszar et
Himstamm MSH>y-MSH | Modulationdes adipésenMenschen |al, 1997; Chenet
Sexualverhaltens, |(Yeoetal, 1998; al, 2000b):
Nerven- Antagonist insbesondere Vaisseetal, 1998, |gesteigerte
endigungeninder | AGRP Verstarkungder  |Guetal, 1999;Sina | Nahrungs-
MC4R Glans Penis Erekion (Vander |etal, 1999; Hinney et | auinahme,
Ploegetal,2002) |al,1999;Dubemet |Adipositas,
al,2001;Mergenet | Hyperinsulinismus,
al.2001; Faroogi etal., | bei Mannchen
2000; Jacobson etal., | Hyperglykémie
2002; Kobayashi et
al., 2002; Miraglia del
Guidice etal., 2002)
Exokiine Driisen, | Agonisten: Driisenfunktionen,
Talgdrisen, o-MSH>ACTH>  |Produktionvon
MC5R Adipozyteninder [RMSH>yMSH | Haarfett, Thermo-
Skelettmuskulatur regulation,
Antagonist AGRP | Pheromon-
produktion

11
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1.2.2.3 Die Beeinflussung der Nahrungsaufnahme und des Energieverbrauchs durch das
melanocortinerge System
Die Feinregulation des Kdrpergewichts resultiert unter anderem aus einem Wechselspiel
zwischen MC4R-Agonismus und -Antagonismus. Hierbei kommt dem Leptin und dem
Insulin eine iibergeordnete Signalfunktion zu (Schwartz et al., 2000): Steigt beispielsweise
nach einer Uberernihrung der Serumleptinspiegel an, so bilden leptinsensitive Neurone des
Nucleus arcuatus ,,Kokain- und Amphetamin-reguliertes Transkript® (CART) und die
Melanocortinvorstufe POMC. Mittels Spaltung durch Konvertase 2 entsteht aus POMC das
MC4R-agonistische a-MSH. Bei Uberwiegen von a-MSH am hypothalamischen MC4R
wird die Nahrungszufuhr reduziert (Abb. 4). Im Tierversuch wird durch a-MSH-Gabe der
Zeitraum vom Beginn der Mahlzeit bis zur Beendigung der Nahrungsaufnahme verkiirzt,
die Latenz bis zum Beginn der Nahrungsaufnahme nach Darreichung hingegen wird nicht
beeinflusst (Vergoni und Bertolini, 2000). Hunger ist unter MC4R-Agonismus somit
unverandert, die Sattigung tritt hingegen friiher ein.
Neben der Hemmung der Nahrungsaufnahme fiihrt MC4R-Agonismus auch zur Steigerung
des Energieverbrauchs, so dass hierdurch ebenfalls einer Gewichtszunahme entgegen-
gewirkt wird (Abb. 4).
Umgekehrt sind bei leeren Energiedepots — also im Hungerzustand — die Leptinspiegel
niedrig. Dies fithrt zu nur geringer a-MSH-Bildung und zur vermehrten Bildung von
Neuropeptid Y (NPY), einem starken Stimulator des Hungerzentrums, und AGRP.
AGRP hemmt die Wirkung von a-MSH am MC4R. Die hemmende Wirkung wird durch
ein an der Zelloberfliche gebundenes Heparansulfatproteoglykan (Syndecan 3) verstérkt.
Nach gegenwirtiger Modellvorstellung bindet Syndecan 3 AGRP am MC4R und
verhindert so eine Abdiffusion dieses antagonistischen Liganden bzw. verhindert eine
Bindung von o-MSH und verstirkt so das AGRP-Signal. Es kommt zu gesteigerter
Nahrungsaufnahme und zu Energieeinsparung (Raab, 2002; Reizes et al., 2001, 2003; Abb.
4).
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(nach Raab, 2002)
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Neben o-MSH, Leptin, CART, NPY und AGRP gibt es eine Vielzahl weiterer an der
langfristigen Bilanzierung der Energiezufuhr und der Gewichtsregulation beteiligter
Hormone und Neurotransmitter. Eine Auflistung dieser auch als Anorexigene (die
Nahrungsaufnahme hemmende Substanzen) und Orexigene (den Appetit steigernde

Substanzen) bezeichneten Stoffe (Schwartz et al., 2000) zeigt Tabelle 4.

Tabelle 4:
Wichtige an der Nahrungsaufnahme und Gewichtsregulation beteiligte Hormone und Neurotransmitter

Anorexigene

Orexigene

Leptin
Insulin

a-Melanozyten-stimulierendes Hormon

Kokain- und Amphetamin-reguliertes Transkript

Ziliarer-neurotrophischer-Faktor
Cholezystokinin
Proinflammatorische Zytokine
Amylin

Serotonin
Corticotropin-Releasing-Faktor
Glukagon-ahnliches Peptid 1 und 2
Bombesin

Neurotensin

Thyroidea stimulierendes Hormon
Cyclo (His-Pro)

Neuropeptid Y
Agouti-related-protein
Melanin-konzentrierendes Hormon
Orexin A und B

Noradrenalin

Galanin

Opioide (B-Endorphin und Dynorphin)
Gamma-Amino-Buttersaure
Somatotropin-freisetzendes Hormon
Ghrelin

Glukokortikoide

Syndecan 3
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2 Fragestellung

Vor dem Hintergrund der unbefriedigenden Langzeiterfolge der konventionellen
Adipositastherapie werden mit dem wachsenden Verstindnis komplexer Regelkreise grof3e
Hoffnungen in eine effektive Pharmakotherapie gesetzt. Die physiologische Stimulation
des MC4R wirkt iiber Reduktion der Nahrungsaufnahme und iiber gesteigerten
Energieverbrauch einer Gewichtszunahme entgegen. Melanocortine und synthetische

MCR-Liganden kdnnten somit potentielle Therapeutika der Adipositas sein.

Die Mitarbeiter der Klinik fiir Innere Medizin I und des Institutes fiir Neuroendokrinologie
der Universitdt zu Liibeck konnten zeigen, dass bei normalgewichtigen Probanden eine
zweimal tégliche intranasale Applikation von a-MSH/ACTH,4 ¢ iiber einen Zeitraum von
6 Wochen zu einer signifikanten Abnahme des Korpergewichtes um 0,79 kg [p < 0,001]
durch Reduktion des Korperfettgehaltes um 1,68 kg [p < 0,05] fiihrte. Begleitend kam es
zu einer signifikanten Abnahme der Plasma-Leptin-Spiegel um 24 % [p < 0,02] und der
Plasma-Insulin-Konzentrationen um 20 % [p < 0,05] (Fehm et al., 2001).

Im Hinblick auf mogliche Konsequenzen fiir die Behandlung der Adipositas und der mit
ihr verbundenen Begleiterkrankungen untersucht die vorliegende Arbeit den Einfluss der
subchronischen intranasalen Gabe von a-MSH/ACTH4 ;o auf das Korpergewicht, die
Koérperzusammensetzung und den Energieverbrauch adipdser Manner.

Das Ziel dieser Studie war es, den gewichtsreduzierenden Effekt der intranasalen Gabe von

a-MSH/ACTH4_ 9 in dieser Bevolkerungsgruppe zu reproduzieren.

Dabei sollte gezeigt werden, ob sich ein Gewichtsverlust nachweisen ldsst und inwieweit
die erzielte Gewichtsreduktion auf einer Verminderung der Korperfettmasse beruht und

damit dem eigentlichen Ziel der Adipositastherapie entspricht.
Ergidnzend sollte die Bestimmung der Waist-Hip-Ratio (WHR) Aufschluss dariiber geben,

welchen Einfluss die Gewichtsreduktion auf das Fettverteilungsmuster und damit auf das

kardiovaskulire Gesundheitsrisiko hat.
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Weiterhin galt es festzustellen, ob der gewichtsreduzierende Effekt hoher ist als bei
Normalgewichtigen und ob die intranasale Gabe von o-MSH/ACTH4 0 den Ruhe-

Niichtern-Umsatz erhdht und dadurch zur Gewichtsreduktion beitrégt.
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3 Material und Methoden

3.1 Probanden

An der Studie nahmen 26 iibergewichtige Manner zwischen 23 und 46 Jahren mit einem
BMI von durchschnittlich 29,72 + 0,43 kg/m? teil. Die Rekrutierung erfolgte iiber
Aushédnge und die lokale Presse. Die Probanden waren Nichtraucher und hatten keine
weiteren Begleiterkrankungen.

Die Studie erfolgte nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Universitit zu
Liibeck. Vor Studieneinschluss wurden die Versuchsteilnehmer korperlich untersucht und
die angewandten Methoden und Risiken der ACTH4.;o-Einnahme miindlich und schriftlich
erortert.

Die Probanden waren {iber das Ziel dieser Studie, die mogliche Gewichtsabnahme, nicht
informiert. Um eine eventuelle Beeinflussung der Studienergebnisse zu vermeiden, z.B.
durch Anderung der Ernidhrungsgewohnheiten oder der kdrperlichen Aktivitit, wurden die
Untersuchungen zum Korpergewicht und zur Korperzusammensetzung in eine Reihe
psychologischer Gedéchtnis- und Motivationstests (Profile of Mood Scale (POMS),
deklarativer Gedachtnistest, modifizierter Strooptest) eingebettet. Die Studienteilnehmer
wurden diesbeziliglich liber die Teilnahme an einer Untersuchung zum Einfluss des
Korpergewichtes und der Korperzusammensetzung unter der Gabe von a-MSH/ACTH4.19
auf die Gedichtnisfunktion aufgeklart.

Die Probanden erkldrten schriftlich ihr Einverstindnis zur Teilnahme an der Studie.

Nach  Abschluss der  Untersuchungen  erhielten die  Teilnehmer  eine

Aufwandsentschddigung von 500 DM.

3.2 Studiendesign

Es handelte sich um eine 14-wochige, randomisierte, doppelblinde, placebokontrollierte
Studie. Nach einer zweiwdchigen Grundlinien-Phase mit Placebo (physiologische
Kochsalzlosung) zur Anpassung der Probanden an die Studienbedingungen erfolgte eine

1:1-Randomisierung. Kriterien bei der Gruppenaufteilung waren der BMI, das Gewicht

und das Alter der Probanden (Tab. 5). Wegen fehlender Compliance bzw. aufgrund eines
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technischen Fehlers mussten 3 Probanden aus der Placebo-Gruppe vorzeitig von der Studie

ausgeschlossen werden.

Tabelle 5:

Personliche Daten der Probanden (MW + SD)

Placebo oa-MSH/ACTH4.19 | Gesamtkollektiv

(n=10) (n=13) (n=23)
Alter in Jahren 32+ 6 30+ 6 30+ 6
Altersspanne in Jahren 25-46 23-43 23-46
Grofle in cm 179 6,61 182 +8,22 180 + 7,68
Gewicht in kg 94,91 £ 10,90 98,57 + 14,26 96,97 + 12,77
BMI in (kg/m?) 29,69 + 1,76 29,74 + 2,38 29,72 + 0,43

Der Grundlinien-Phase folgte die Behandlungs-Phase von insgesamt 12 Wochen. Es

wurden jeweils 4 groBe Untersuchungstermine mit den einzelnen Probanden vereinbart: Zu

Beginn der Studie (Ty), nach der 14-tdgigen Grundlinien-Phase (T,), nach 6-wochiger

Behandlungs-Phase (Tg) und zur Abschlussuntersuchung nach 12-wochiger Behandlung

(Ti4) (Tab. 6).

Tabelle 6:

Zeitlicher Studienablauf

Grund- Behandlungs- Behandlungs-

Untersuchungs- | linien- | Untersuchungs- Phase Untersuchungs- Phase Untersuchungs-

termin 1 Phase termin2 o-MISH/ACTH4-10 termin3 o-VISH/ACTH4-10 termin4
(Placebo) oder Placebo oder Placebo
Tag1(T0) 2Wochen Tag 14 (T2) 6 Wochen Tag 56 (T8) 6 Wochen Tag 98 (T14)

Bestimmung Woéchent- | Bestimmung Wéchentliche Bestimmung Wéchentliche Bestimmung

von: liche von: Gewichts- von: Gewichts- von:

- Grole Gewichts- | - Grolle messung und - Grélle messung und - Groflle

- Gewicht messung | - Gewicht Austeilung der - Gewicht Austeilung der - Gewicht

- BMI und Aus- | - BMI Sprayflaschen - BMI Sprayflaschen - BMI

- Taillen- und | teilung - Taillen- und - Taillen- und - Taillen- und
Hiftumfang | der Huftumfang Hiftumfang Huftumfang

- Hautfalten- | Spray- - Hautfalten- - Hautfalten- - Hautfalten-
dicke flaschen dicke dicke dicke

- Korper- - Kérper- - Korper- - Kérper-
zusammen- zusammen- zusammen- zusammen-
setzung setzung setzung setzung

- Energie- - Energie- - Energie- - Energie-
umsatz umsatz umsatz umsatz

- Blutdruck - Blutdruck - Blutdruck - Blutdruck

- Herz- - Herz- - Herz- - Herz-
frequenz frequenz frequenz frequenz
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Zweimal téglich, morgens und abends, erfolgte die intranasale Applikation von jeweils
0,32 ml Placebo- bzw. o-MSH/ACTH4 jp-Losung iiber eine handelsiibliche
Nasensprayflasche (Aero Pump GmbH, Hochheim). Zur Dokumentation von
Begleiterkrankungen, unerwiinschten Nebenwirkungen und zur Kontrolle der Compliance

wurden die Probanden angehalten, ein Tagebuch {iber die Einnahme zu fiihren.

3.2.1  Zusammensetzung der a-MSH/ACTH4.1o-Losung
Das a-MSH/ACTH4.190 (H-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-OH) wurde von der Firma

Bachem Biochemica (Heidelberg, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Pro
Nasensprayflasche wurden 8,91 mg a-MSH/ACTH4.19 in 2 ml Aqua dest. und 3,7 ml 0,8%
NaCl-Losung gelost. Daraus ergibt sich eine o-MSH/ACTH4. o-Konzentration von
1,5625 mg/ml. Bei einer Gesamtapplikationsmenge von 0,64 ml pro Tag wurden somit
taglich 1 mg a-MSH/ACTHy4.j intranasal aufgenommen. Eine aus technischen Griinden in
der Flasche verbleibende Restmenge von 0,66 ml sowie ein Verlust von insgesamt 0,56 ml,
bedingt durch das einmal tigliche Versprithen zur Gewihrleistung der korrekten Funktion
der Nasensprayflasche, wurde bei der Herstellung der Losung beriicksichtigt. Die
Losungen wurden von Frau C. Zinke, MTA am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein,
Campus Liibeck, wochentlich neu hergestellt und sollten von den Probanden kontinuierlich
bei einer Temperatur zwischen 4-7 °C gelagert werden.

In der nach einem Zeitraum von 7 Tagen in der Sprayflasche verbliebenen Restmenge
konnte durch Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC) eine Konzentration des

a-MSH/ACTH4.10 von mehr als 90% der Ausgangskonzentration nachgewiesen werden.

3.2.2  Die intranasale Applikation von a-MSH/ACTHjy. 9

Die Aufnahme von Neuropeptiden und Hormonen aus dem Blut iiber die Blut-Hirn-
Schranke ins Gehirn erfordert in der Regel sehr hohe Serumkonzentrationen. Diese fiir das
Gehirn effektiven Dosen widren nicht selten mit ausgepridgten systemischen
Nebenwirkungen verbunden. Daher stellt sich die Frage nach einem alternativen Weg.
Verschiedene Studien an Menschen, Nagetieren und Affen haben in den letzten Jahren
gezeigt, dass bei intranasaler Applikation grofle Molekiile wie Peptide und Proteine direkt
in den Liquorraum {ibertreten und dort unmittelbar zentralnervose Funktionen beeinflussen
konnen (Kristensson und Olsson, 1971; Baker und Spencer, 1986; Balin et al., 1986;
Riekkinen et al., 1987; Pietrowski et al., 1996a, b; Kern et al., 1997; Sakane et al., 1999,
Chow et al., 2001).
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Born et al. (2002) konnten 10-80 Minuten nach intranasaler Verabreichung von 10 mg a-
MSH/ACTH4.10 im Vergleich zur Ausgangskonzentration eine statistisch signifikante
Akkumulation im Liquor feststellen (10,24 + 3,80 ng/ml vs. 0,67 £ 0,28 ng/ml), wihrend
es im Serum zu keiner signifikanten Anreicherung von o-MSH/ACTH4.0 kam.

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch fiir Vasopressin und Insulin erbracht (Born et al.,

2002).

Zwei verschiedene Wege der direkten Passage von Peptiden iiber die Nase in das Gehirn
werden derzeit diskutiert: Ein intraneuronaler und ein extraneuronaler Pfad (Thorne et al.,
1995; Chen et al., 1998; Illum, 2002).

Der intraneuronale Transport umfasst die Aufnahme der Peptide in die Fila olfactoria und
deren axonalen Transport. Dieser Weg birgt jedoch ein groBeres Risiko der Proteolyse
durch lysosomalen Abbau in sich als der extraneuronale Pfad. Weiterhin benétigen die
Substanzen Stunden bis zum Erreichen des Bulbus olfactorius.

Daher erscheint der extraneuronale Transport wesentlich wahrscheinlicher: Peptide
diffundieren durch interzellulire Poren im Epithel der Regio olfactoria in den
Subarachnoidal-Raum. Dabei besteht eine inverse Beziehung zwischen dem Molekular-
Gewicht der Peptide und der Geschwindigkeit der Anreicherung im Liquor.

Die intranasale Gabe bietet sich somit als effektive und nebenwirkungsarme Methode an,

mit der die Konzentration von Neuropeptiden im Liquor erhdht werden kann.

3.3  Darstellung der Einzeluntersuchungen

An insgesamt vier Untersuchungsterminen (Ty, T, Ts und T;4) wurden die
anthropometrischen Parameter KorpergroBe, Korpergewicht, Taillen- und Hiiftumfang
sowie die Hautfaltendicke an definierten Korperstellen gemessen. Des weiteren wurden die
Koérperzusammensetzung mittels Bioelektrischer Impedanz Analyse (BIA) bestimmt und
Verdnderungen im Energieumsatz durch indirekte Kalorimetrie ermittelt. AuBerdem
wurden der Blutdruck und die Herzfrequenz kontrolliert (Kap. 2.2., Tabelle 6).

Die Messwerte wurden in einem Untersuchungsprotokoll festgehalten.

Anschliefend wurde den Probanden im Rahmen einer weiterfiihrenden Studie Blutproben
zur Bestimmung verschiedener Hormonkonzentrationen, unter anderem der Leptin- und

Insulinkonzentration, entnommen (Kropp, unverdffentlichte Daten).
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3.3.1 Korpererofie und Korpergewicht

Die KorpergroBBe wurde zu Beginn der Studie am barfiifigen, geradestehenden Probanden,
mit nach vorn gerichtetem Blick, an einer MeBlatte auf 0,5 cm genau gemessen.

Die Erfassung des Korpergewichtes erfolgte wochentlich in Unterwdsche auf einer
geeichten 100g-prizisen mechanischen Sdulenwaage der Firma Seca. Der Wiegeprozess
erfolgte moglichst zum gleichen Zeitpunkt. Wihrend der Messung wurde darauf geachtet,
dass der Proband ruhig und mit gleichméBig verteiltem vollem Gewicht auf der Waage

stand. Der Gewichtsverlauf wurde in Tabellen festgehalten.

Die Berechnung des Body Mass Index (BMI) erfolgte entsprechend der Definition:
BMI = Korpergewicht (kg) / [KorpergroBe (m)]?

3.3.2  Messung von Taillen- und Hiiftumfang

Als einfachstes Mittel zur Bestimmung des viszeralen Korperfettes hat sich die Messung
des Taillen- und Hiiftumfanges bewéhrt. Lean et al. (1995) geben ein erhohtes Risiko fiir
adipositas-assoziierte metabolische Komplikationen bei einem Taillenumfang von > 80 cm
bei Frauen bzw. > 94 c¢cm bei Ménnern an. Ab einem Taillenumfang von > 88 cm bei
Frauen bzw. > 102 cm bei Méannern liegt eine abdominelle Adipositas vor. Die Deutsche
Adipositas-Gesellschaft empfiehlt in ihren Leitlinien zur Prévention und Therapie der
Adipositas eine routineméfige Messung des Taillenumfanges bei Personen mit einem BMI
> 25 kg/m? (WHO, 2000; EASO, 2002; Hauner et al., 2003).

Wird das Verhiltnis vom Taillen- zum Hiiftumfang, die sogenannte Waist—Hip ratio
(WHR), herangezogen, so besteht bei Frauen > 0,8 und bei Mannern > 1,0 ein erhohtes
Risiko, an den bereits genannten metabolischen Stérungen zu erkranken (Kap. 1.1.2.)
(Wolfram, 1990; Bray, 1990; Ashwell, 1994; Bose, 2002). Die Anwendbarkeit dieser Ratio
wurde in zahlreichen Studien belegt (Hahn, 2000).

Die WHR wurde bei den Probanden jeweils an den vier Untersuchungsterminen bestimmt.
Dazu erfolgte am stehenden Probanden mit einem etwa 1,5 cm breiten, flexiblen MaBBband
die Messung des Taillen- und Hiiftumfanges. Bei leicht abgespreizten Armen wurde der
Taillenumfang in der Mitte zwischen Rippenbogen und Beckenkamm, der Hiiftumfang in

Hohe des Trochanter major gemessen.
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3.3.3 Die Hautfaltendicke-Messung

Die Haufaltendicke-Messung iiber definierten Korperstellen mittels einer speziellen
Fettzange, dem sogenannten Caliper, ist eine weitere sehr einfache Messmethode zur
Bestimmung des Korperfettgehaltes. Sie hat heute ihr Haupteinsatzgebiet in den
Entwicklungslandern.

Bei der Hautfaltendicke-Messung wird von einem Zwei-Kompartimenten-Modell der
Korperzusammensetzung ausgegangen. Es wird zwischen Fettmasse (FM) und Fettfreier
Masse (FFM) unterschieden. Die FM besteht aus Depot- und Strukturfett. Das Strukturfett
macht ca. 5-10 kg aus und ist vom Erndhrungsstatus weitgehend unabhédngig. Die FFM
besteht aus 73-75% Wasser, 2-3% essentiellen Lipiden und ca. 20% festen
Zellbestandteilen. Sie leistet den groBten Anteil der metabolischen Arbeit, so dass der
Energieverbrauch von der FFM abhéngig ist (Twyman und Liedtke, 1987).
Wissenschaftliche Grundlage fiir dieses Messverfahren ist die Annahme, dass 50-70 % des
Korperfettes subkutan gespeichert werden. Daher kann {iber die Bestimmung der
Hautfaltendicke, iiber Formeln und Referenztabellen, unter Beriicksichtigung von Alter
und Geschlecht, auf den Korperfettgehalt geschlossen und so die Korperzusammensetzung

differenziert werden (Lohman, 1981).

Die Messung der Hautfaltendicke erfolgte mit dem Harpenden-Skinfold-Caliper, das iiber
rechteckige Auflageflichen von jeweils 82,5 mm? und iiber einen gleichbleibenden Druck
tiber der gesamten Zangenoffnung verfiigt.

Die Auswahl der zu messenden Hautfalten lehnte sich an die Methodik in den Arbeiten
von Durnin & Rahmann (1967), Parizkova & Goldstein (1970), Burkinshaw et al. (1973)
und Womersley & Durnin (1973) an. In diesen Untersuchungen wurde eine Kombination
von vier Hautfalten gewdhlt: iiber dem M. biceps brachii und M. triceps brachii,
subscapular und suprailiakal. Da es in der Literatur bisher keine einheitliche Auffassung
beziiglich der Korperseite gibt, wurde die dominante Korperseite zur Messung
herangezogen.

Die Berechnung des prozentualen Fettmassenanteils an der Korpermasse erfolgte mit Hilfe
der Gleichung von Siri (1961) nach vorheriger Anwendung der Regressionsgleichung von
Durnin und Womersley (1973).

Bei der Calipermessung werden mit Daumen und Zeigefinger der linken Hand die
Hautfalten und das darunter liegende Fettgewebe von dem Muskelgewebe oder Knochen

abgehoben und der Caliper etwa 1 bis 2 cm neben die faltenfixierenden Finger angesetzt.
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Nach dem Ansetzen des Calipers wurde entsprechend der Empfehlung von Werner &
Lourie (1969) nach 2 Sekunden, bei einer Hautfaltendicke von > 20 mm sofort (Tanner &
Whitehouse, 1962) der entsprechende Druck abgelesen. Diese Festlegung des
Ablesezeitraumes ist notwendig, da auf Grund unterschiedlicher Elastizitit des Gewebes
die Zeit vom Ansetzen des Calipers bis zum Zeigerstillstand einige Sekunden betragen
kann. Der Harpenden-Skinfold-Caliper gestattet eine Ablesegenauigkeit von 0,2 mm

(Skaleneinteilung), durch Interpolation sind Angaben im 0,1 mm-Bereich moglich.

Bei der Durchfiihrung der Hautfaltendicke-Messung bestehen jedoch eine ganze Reihe von
Fehlermoglichkeiten. Beispielsweise kann es bei wiederholten Messungen zu groflen
Schwankungen bei ungeiibten und/oder verschiedenen Untersuchern kommen. Des
weiteren nimmt die Messgenauigkeit mit zunehmender Hautfaltendicke ab, da die
Hautfalten dann immer schwerer bzw. bei sehr stark iibergewichtigen Personen nicht mehr
mit dem Caliper fassbar sind (Gray et al., 1990; Elia, 1993). Wie Garn (1956), Brozek und
Kinsey (1965) sowie Norgan und Ferro-Luzzi (1985) in diesem Zusammenhang
feststellten, variiert die Kompressibilitdt einer Hautfalte auch mit Alter, Geschlecht und
den verschiedenen Messpunkten. Im giinstigsten Fall, so geben amerikanische Experten an,
liegt die Unsicherheit bei der Abschitzung der Korperfettmasse fiir das Individuum
zwischen 3,5 und 6,0% der Korpermasse (Heymsfield et al., 1998).

334 Bioelektrische Impedanz Analyse (BIA)

Die Entwicklung der BIA begann bereits in den 40er Jahren an amerikanischen
Universititen. In den 60er Jahren entwarf der franzdsische Arzt Thomasset den ersten
Impedanzanalysator fiir Messungen an biologischen Geweben (Thomasset, 1962, 1963).
Heute ist die BIA ein wissenschaftlich international anerkanntes Verfahren zur Beurteilung
der Kdrperzusammensetzung.

Gemessen wird der Gesamtwiderstand (Impedanz, Z) des Korpers gegeniiber einem
elektrischen Wechselstrom. Aus diesen Messwerten kann die Kdrperzusammensetzung
berechnet werden.

Bei der BIA wird von einem Drei-Kompartimentmodell des menschlichen Korpers
ausgegangen: der Fettmasse (FM), der Korperzellmasse (Body Cell Mass, BCM) und der
Extrazellulirmasse (Extra Cellular Mass, ECM). Die Korperzellmasse ist die Summe aller
sauerstoffoxidierenden und stoffwechselaktiven Zellen, also Muskulatur, Innere Organe

und ZNS. Zur Extrazellulirmasse gehoren der interstitielle und transzellulire Raum sowie
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Skelett und Bindegewebe. Die Korperzellmasse und die Extrazelluldrmasse bilden die
Magermasse (Fettfreie Masse, FFM).

Die Fettfreie Masse ist durch ihren hohen Wasser- und Elektrolytgehalt ein guter
elektrischer Leiter. Ihr elektrischer Widerstand ist daher sehr gering.

Die Fettmasse hingegen leitet den Strom nur sehr schlecht, hat also einen sehr hohen

elektrischen Widerstand und beeinflusst daher den Messwert der Impedanz praktisch nicht.

Der Gesamtwiderstand, die Impedanz (Z), eines Korpers setzt sich aus zwei Komponenten,
der Resistance (R) und der Reactance (Xc), zusammen (abb. 5).

Die Resistance ist der reine Widerstand des Korpers in Ohm () und ist umgekehrt
proportional zum Korperwasser.

Die Reactance entspricht dem kapazitiven Widerstand, den jede Zellmembran des Korpers
durch ihre Protein-Lipid-Schicht als Minikondensator dem Wechselstrom entgegensetzt.

Damit ist die Reactance ein MaB fiir die Korperzellmasse.

Impedanz Z
- Gesamtwiderstand Reactance Xc

- Zellwiderstand

Resistance R
~ 1/Wasserwiderstand

Abbildung 5:
Die Bestimmung von Resistance R und Reactance X, aus Impedanz und Phasenwinkel

Berechnungsgrundlage: R2+ Xc2=72  bzw. Z=1 (R?+ Xc?)
oder cosa=R/Z R=cosa*Z
sina=Xc/Z Xc=sina*Z

Die Unterscheidung und Bestimmung dieser beiden Komponenten wird durch die Messung
der Phasenverschiebung des Wechselstroms im Korpergewebe ermdglicht (der Strom eilt
der Spannung voraus). Jede stoffwechselaktive Zelle des Korpers hat an der Zellmembran
eine elektrische Potentialdifferenz von ca. 50-100 mV. Dieses Membranpotential ldsst die
Zelle in einem Wechselstromfeld als Kugelkondensator wirken. Da Wechselstrom eine
Sinusform hat, wird diese Verschiebung in ° (Grad) gemessen und als Phasenwinkel o

(alpha) oder ¢ (phi) bezeichnet. Eine reine Zellmembran hitte einen Phasenwinkel von 90
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Grad, reines Elektrolytwasser hat einen Phasenwinkel von 0 Grad. Der Phasenwinkel ist
damit direkt proportional zur Kérperzellmasse.

Im Gegensatz zu den Zellen der BCM sind Fettzellen als reine Speicherzellen weniger
stoffwechselaktiv, besitzen nur ein minimales Membranpotential und werden bei der

phasensensitiven Messung nicht erfasst (Kushner, 1992; Thomas et al., 1992).

Die Normbereiche der Resistance liegen fiir Frauen bei 480-580 Ohm, fiir Ménner bei 380-

480 Ohm. Die Normbereiche der Reactance betragen etwa 10-12% der Resistance.

Bei der Umrechnung der erhaltenen Resistance- und Reactancewerte in Fettmasse,
Fettfreie Masse und Gesamtkorperwasser (Total Body Water, TBW), werden Formeln
verwandt, die neben den Messwerten das Korpergewicht, die Korperhohe, das Geschlecht
und das Alter der Versuchspersonen beriicksichtigen. Es wurden inzwischen eine Vielzahl

von Gleichungen entwickelt, die teilweise auch noch spezifischere Faktoren enthalten.

Zur Uberpriifung der Validitit der Methode wurden Ende der 80er und Anfang der 90er
Jahre zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt. Diese verwandten jedoch unterschiedliche
Referenzmethoden, Gerdte verschiedener Hersteller und unterschiedliche Formeln zur
Auswertung der BIA. Daher ist die Beurteilung der Messgenauigkeit der BIA
unterschiedlich (Heitmann, 1990, 1994; Carella et al., 1997). Im Vergleich zu anderen
einfachen MeBmethoden, wie der Hautfaltendicke-Messung weist die BIA die geringste
Variabilitdit auf und ist bei FEinhaltung der Messbedingungen die genauste und

reproduzierbarste Methode (Heitmann, 1990; Jackson, 1988).

Die Messung der bioelektrischen Impedanz erfolgte mit dem Bioelectrical Impedance
Analyzer BIA 2000-M der Firma Data Input GmbH, Frankfurt am Main. Dieses Gerit
prégt einen konstanten Strom von I = 800 pA mit den Frequenzen f=1, 5, 50 und 100 kHz
in den menschlichen Korper ein. Mit zwei zusétzlichen Elektroden (Vierleitermessung)
wird der Spannungsabfall iiber dem Korperwiderstand abgenommen. Auflerdem wird der
Phasenwinkel o zwischen Strom- und Spannungsverlauf gemessen. Die Vierleitertechnik
wird benutzt, um Kontaktimpedanzen zu minimieren bzw. Haut-Elektroden-Interaktionen
zu verhindern.

Zur Durchfiihrung der Messungen lagen die Probanden in vorgeschriebener Weise

entspannt in Riickenlage auf einer Liege, die Arme und Beine vom Korper abduziert, ohne
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Kontakt zu duBeren Metallgegenstinden. Die Messungen erfolgten stets auf der
dominanten Korperseite (in den meisten Féllen rechts). Vor Anlegen der
Hautklebeelektroden wurden Hand- und FuBoberflache mit einem
Fliissigdesinfektionsmittel gereinigt. Die Strom einprédgenden Elektroden wurden auf die
Haut  unmittelbar  proximal der  Metatarsophalangealgelenke  bzw. der
Metacarpophalangealgelenke zwischen Strahl II und III platziert. Die den Spannungsabfall
messende Elektrode wurde an der Hand mittig iiber dem Handgelenksspalt bzw. am Fuf}
iiber dem Gelenkspalt des oberen Sprunggelenkes positioniert. Dabei dienten die

Mittelpunkte der Elektroden als Referenzpunkte.

Die Berechnung des TBW, der FFM, der FM, der ECM und der BCM erfolgte mittels
eines speziellen Software-Programmes (Eurobody Software, Data Input GmbH,
Frankfurt/Main) unter Beriicksichtigung von Alter, Geschlecht, Groe und Gewicht der
gemessenen Person.

Das Gesamtkdrperwasser wurde aus der gemessenen Resistance (R) und den iibrigen
Personendaten nach der modifizierten Formel von Kushner (Kushner und Schoeller, 1986)

errechnet. Fiir Méanner gilt:

TBW (kg) = 8,399 + 0,3963 * Grofle (cm)?/ R +0,1430 * KG (kg)
Die fettfreie Korpermasse (FFM) wird aus dem berechneten Korperwasser abgeleitet
(National Institutes of Health Technology Assessment Conference Statement, 1996). Beim
gesunden, euhydrierten Menschen ist die FFM sehr konstant zu 73,2% hydratisiert (Forbes,
1987; Data Input GmbH, 2003).
Die Berechnung erfolgt daher nach der Formel:

FFM =TBW /0,732

Die Korperzellmasse wird aus der Magermasse abgeleitet auf der Grundlage:

BCM = FFM * Phasenwinkel * Konstante

26



Material und Methoden

Die Extrazellulairmasse (ECM) ist der Differenzbetrag zwischen FFM und BCM.

ECM = FFM - BCM

Die Korperfettmasse wird von der Impedanzmessung nicht erfasst. Sie wird daher als

Differenzbetrag zwischen Korpergewicht und FFM bestimmt.

FM = Gewicht — FFM

Normalwerte fiir die Koérperzusammensetzung erwachsener Ménner:

Gesamtkdrperwasser: 58,0 % - 65,0 %
Fettfreie Korpermasse: 82,0 % - 88,0 %
Korperfettmasse: 12,0 % - 18,0 %

Voraussetzung fiir die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Werte der BIA sind
standardisierte Messbedingungen (Data Input GmbH, 2003):

Messperson:
Die Messperson sollte moglichst 4-5 Stunden niichtern sein.
Die letzte sportliche Betitigung sollte 12 Stunden zuriick liegen.
Der letzte Alkoholkonsum sollte 24 Stunden zuriick liegen.
Unmittelbar vor der Messung sollte keine Fliissigkeit aufgenommen werden.
Die Harnblase sollte entleert sein.

Die Haut der Messperson sollte sauber, trocken und warm sein.
Neben einer konstanten Raumtemperatur, der korrekten Lage der Messperson und der
exakten Platzierung der Elektroden sollte das Messkabel unverdrillt frei in der Luft ohne

Kontakt zu Metallgegenstdnden hiangen.

Diese Messbedingungen wurden im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen beachtet

und weitestgehend eingehalten.
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3.3.5 Bestimmung des Energieverbrauchs durch indirekte Kalorimetrie

Adipositas entsteht durch ein chronisch gestortes Gleichgewicht zwischen Energiezufuhr
und Energieverbrauch, d. h. durch eine langfristig positive Energiebalance. Neben einer
vermehrten Energieaufnahme kann auch ein niedriger Energieverbrauch ein Grund fiir die
Entwicklung einer Adipositas sein. Der Energieverbrauch umfasst die Komponenten Ruhe-
Niichtern-Umsatz, postprandiale Thermogenese und Energie fiir physische Aktivitit.

Der Grundumsatz (Ruhe-Niichtern-Umsatz) ist die Summe der metabolischen Aktivititen
der Organe und Gewebe des Korpers. Eine Vielzahl von Studien hat iiberzeugend
nachgewiesen, dass der Grundumsatz adiposer Individuen in absoluten Werten (z.B.
kcal/d) groBer ist als bei Schlanken. Im Gegensatz dazu haben Ubergewichtige bei
Berticksichtigung des Korpergewichtes einen niedrigeren relativen Grundumsatz
(kcal/kg Korpergewicht). Dieser Unterschied zwischen leichten und schweren Individuen
im relativen Grundumsatz steigt mit der Korpergewichtsdifferenz an (Schutz, 2003).
Signifikant steigt der Energieverbrauch nach einer Mahlzeit an (postprandialer
thermogenetischer Effekt), da bei Resorption, Verarbeitung und Deposition der Néhrstoffe
Energie verbraucht und Wirme freigesetzt wird. Insgesamt betrdgt der Anteil der
postprandialen Thermogenese 10% des Gesamtenergieumsatzes pro Tag bei korperlich
inaktiven Menschen. Dabei beeinflussen Geschlecht, Alter, Korperzusammensetzung,
Erndhrungszustand, autonomes Nervensystem, Hormone und genetische Faktoren das
Ausmal} der postprandialen Thermogenese. Bei zwei Dritteln der iibergewichtigen und
ehemals iibergewichtigen Individuen ist die postprandiale Thermogenese verringert
(Schutz, 2003).

Die physische Aktivitdt ist die variabelste Komponente des Energieumsatzes und kann 20-
50% des Gesamtenergieumsatzes betragen. In vielen epidemiologischen Studien konnte
eine negative Beziehung zwischen physischer Aktivitit und dem Grad der Adipositas
aufgezeigt werden. Trotzdem impliziert eine geringe korperliche Aktivitit kein

Ubergewicht, und umgekehrt eine hohe kdrperliche Aktivitit kein Normgewicht.

Das Messprinzip fiir die Ermittlung des Energieumsatzes ist die indirekte Kalorimetrie. Sie
stellt das beste Verfahren dar, um den Energieumsatz in Ruhe zu messen. Der Begriff
,indirekte Kalorimetrie® leitet sich daraus ab, dass die bei biochemischen Prozessen in
Form von Wirme verfiigbar werdende Energie liber den Sauerstoffverbrauch bzw. tiber die
Kohlendioxidproduktion bestimmt werden kann. Da der Sauerstoffverbrauch und die ATP-

Synthese direkt miteinander korrelieren und jedes Mol gebildetes ATP mit der Entstehung
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einer bestimmten Wéarmemenge verbunden ist, ist es naheliegend, den Sauerstoffverbrauch
als Parameter zur Bestimmung der Wiarmemenge heranzuziehen.

Bei der Verbrennung einer Substanz entsteht stets ein bestimmtes Verhiltnis von
gebildeter Warmemenge und verbrauchter Sauerstoffmenge, welches als kalorisches
Aquivalent des Sauerstoffs bezeichnet wird. Mit Hilfe dieses Parameters kann somit die
bei der Verbrennung der Substanz freigesetzte Warmemenge aus dem dabei beobachteten
O,-Verbrauch berechnet werden, ohne dass die verbrannte Substanzmenge bekannt sein

muss (Tab. 7; Kunz, 1999).

Tabelle 7:
Gaswechsel, Warmebildung und Respiratorischer Quotient beim Abbau der Nahrstoffe

Oxidation O,-Verbrauch | CO,-Abgabe Kalorisches Warme Respiratorischer
von 1 Gramm in | in | Aquivalentdes | Abgabe in Quotient
O5 in kcal/l kcal
Kohlenhydrate 0,829 0,829 5,0 4,2 1,00
Fett 2,013 1,431 4,7 9,5 0,71
Protein 0,957 0,774 4,7 44 0,81

Die Bestimmung des Energieumsatzes erfolgte am ruhig liegenden Probanden mit dem
DELTATRAC™  Metabolic Monitor 100 (Hoyer Medizintechnik, Bremen). Um die
Expirationsluft zu sammeln, wurde eine leichte durchsichtige Plastikhaube verwendet
(Canopy, ventilated hood). Diese wird von 40 1 Frischluft pro Minute durchstromt, wobei
der Gas-Flow durch Pumpen exakt geregelt wurde (Massenflussmessung mit dem Prinzip
der thermischen Leitfdhigkeit). Um eine optimale Genauigkeit zu erreichen, wurde der
DELTATRAC™ vor jeder Messung kalibriert. Vor der Kalibration wurde der
Gebrauchsanweisung entsprechend eine Warmlaufzeit von 30 Minuten abgewartet.

Die Messdauer betrug 45 Minuten. Da es zu Beginn der Messung zu Hyperventilation und
daraus resultierend zu verfdlschten Messwerten kommen kann, gingen nur die letzten 20
Minuten in die Berechnung des Energieumsatzes ein.

Die Sauerstoffmessung beruht

auf dem Prinzip des Paramagnetismus, die

Kohlendioxidmessung auf der Absorption von infrarotem Licht.
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Die Berechnung des Energieumsatzes erfolgt nach der Ndherungsformel von Harris-

Benedict:

E(kcal) = 3,866 * (VO,) + 1,200 * (VCO,) — 0,299 * Protein (g)

E = Energieumsatz in kcal

(VO,) = Sauerstoffverbrauch in 1

(VCO,) = Kohlendioxidproduktion in 1

Protein (g) = Harnstickstoffauscheidung in g * 6,25

Die Stickstoffausscheidung wurde einmalig im 24h-Sammelurin bestimmt.

34 Statistische Methoden

Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM) angegeben.
Die Vergleiche zwischen den Effekten der Placebo- und a-MSH/ACTH4. jo-Einnahme
wurden mittels Kovarianzanalysen (ANCOVA) mit den Faktoren Behandlung (Placebo
oder a-MSH/ACTHy4.19) und Zeit (Studiendauer) fiir wiederholte Messungen berechnet,
wobei die Messwerte To und T,, vor bzw. nach der jeweiligen Grundlinien-Phase, als
Kovarianten dienten.

Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Gewichtsverlauf

Wihrend der vierzehnwochigen Untersuchungsdauer konnte bei keinem der Probanden
eine statistisch signifikante Anderung des Kérpergewichtes beobachtet werden [p > 0,051].
Auch klinisch ist die durchschnittliche Gewichtsreduktion um 0,51 kg von 96,63 + 0,54 kg
auf 69,12 £ 0,57 kg nicht von Bedeutung.

Im Verlauf nahmen die mit Placebo behandelten Probanden mit durchschnittlich 0,58 kg
geringfiigig mehr an Gewicht ab, als die mit a-MSH/ACTH,4.;9 behandelten Probanden
(0,43 kg). Jedoch ist dieser Unterschied ebenfalls statistisch nicht signifikant [p > 0,051].
In Tabelle 8 sind die einzelnen Resultate aufgelistet und in Abbildung 6 grafisch
dargestellt.

Tabelle 8

Gewichtsverlauf in kg (MW + SEM) wihrend der vierzehnwochigen Untersuchungsdauer mit Placebo oder
(I-MSH/ACTH4_ 10

Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13

TO | T T2 T3 | T4 T5 | T6 T7 | T8 T9 | T10 | T11 | T12 | T13 | T14

Placebo
MW 94,78 | 94,80 | 94,91 | 9523 | 9548 | 95,11 | 94,75 | 94,76 | 94,81 | 94,68 | 94,77 | 94,70 | 94,38 | 94,45 | 94,20
Placebo
SEM 341 | 3,51 345 | 351 | 357 | 357 | 3,57 | 353 | 3,78 | 361 | 3,73 | 365 | 350 | 3,64 | 3,55

0-MSH/ACTH410
Mw

98,47 | 98,83 | 98,57 | 98,95 | 99,09 | 98,27 | 98,32 | 98,44 | 98,26 | 98,33 | 98,32 | 98,49 | 98,58 | 98,33 | 98,04

0~-MSH/ACTH410
SEM

386 | 403 | 395 | 394 | 391 | 382 | 394 | 391 | 39 | 3,85 | 3,80 | 384 | 3,94 | 385 | 3,83
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Abbildung 6:
Verlauf des Korpergewichtes in kg (MW + SEM) wihrend der vierzehnwochigen Untersuchungsdauer

Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13

Entsprechend blieb auch der Body-Mass-Index wéhrend der gesamten Studiendauer bis auf

geringe, statistisch nicht signifikante Schwankungen konstant [p > 0,051] (Abb. 7).

—@— Placebo —©— a-MSH/ACTH4.10
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Abbildung 7:
Verlauf des BMI wihrend der vierzehnwochigen Untersuchungsdauer
Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13
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4.2 Taillen- und Hiiftumfang

Tabelle 9 zeigt den Taillen- und Hiiftumfang sowie die sich daraus ergebende Waist-Hip-

Ratio.

Tabelle 9:

Taillen- und Hiiftumfang in cm (MW =+ SEM) und die sich daraus ergebenen WHR wéhrend der

vierzehnwochigen Behandlung mit Placebo oder a-MSH/ACTHj4. o

Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13

Start (T) | Woche 2 (T,) | Woche 8 (Ts) | Woche 14 (T14)
Vel 2] 101,09 + 1,83 100,82 + 1,92 100,68 + 2,35 100,77 + 2,80
Placebo
Taillenumfang
e Sraens 98,77 + 2,04 99,00 + 2,47 98,98 + 2.43 99,08 + 2.42
Huftumfang
AT 107,46 + 2,45 107,57 + 2,38 107,00 + 2,62 107,45 + 2,77
Hiftumfang
NS e 108,00 £ 1,92 107,49 + 1,99 108,18 £ 1,89 107,80 + 1,86
B Al Rt 0,94 £ 0,02 0,94 £ 0,01 0,94 £ 0,01 0,94 £ 0,02
Placebo
v Al it 0,91 £ 0,01 0,92 £ 0,01 0,91 £ 0,01 0,92 £ 0,01

a-MSH/ACTHs.10

Sowohl im Vergleich zwischen den Gruppen als auch gruppenintern ergaben sich keine

statistisch signifikanten Verdnderungen [p > 0,051] (Abb. 8).

| B Placebo [ a-MSH/ACTHa-10

0,97

0,96

0,95 4

0,94 -

0,93 1
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0,92 1

0,90

0,89

0,88

Abbildung 8:

T2

Untersuchungstermin

T8

Darstellung der WHR zu den vier Untersuchungsterminen T, T, Tg und T4
Placebo n =10, ae-MSH/ACTH,.;on =13
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Mit einem Taillenumfang von durchschnittlich 98,93 + 2,28 c¢cm in der a-MSH/ACTH4.¢-
Gruppe und 100,84 + 2,18 cm in der Placebogruppe haben die Probanden nach Lean et al.
in beiden Gruppen ein erhdhtes Risiko fiir adipositas-assoziierte metabolische
Komplikationen. Eine abdominelle Adipositas liegt noch nicht vor (Taillenumfang < 102
cm).

Die berechnete Waist-Hip-Ratio betrdgt im Mittel 0,92 fiir die mit a-MSH/ACTH4.1o
behandelten Probanden und 0,94 fiir die Kontrollpersonen. Bei isolierter Betrachtung der
WHR wiirde den Probanden erst bei einem Verhéltnis von > 1,0 ein erhohtes Risiko fiir die

genannten Begleiterkrankungen prognostiziert werden (siehe Kapitel 2.3.2).

4.3 Hautfaltendicke

Wie es nach den vorherigen Ergebnissen zu erwarten ist, kam es auch bei der Entwicklung
der Hautfaltendicke zu keinen statistisch signifikanten Unterschieden zwischen der
Placebo- und der a-MSH/ACTH4.1o-Gruppe [p > 0,051]. Die durchschnittlichen Messwerte
zu den vier Untersuchungsterminen sind in den nachfolgenden Abbildungen dargestellt
(Abb. 9-12).

Musculus biceps brachii

[ M Placebo W o-MSH/ACTHa.10]

Hautfaltendicke in mm

T2 T8
Untersuchungstermin

Abbildung 9:

Hautfaltendicke in mm iiber dem Musculus biceps brachii (MW + SEM) zu den vier Untersuchungsterminen
To, Ty, Tgund T4
Placebo n =10, o-MSH/ACTH,.;on= 13
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Musculus triceps brachii

| M Placebo [ a-MSH/ACTHa10
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Hautfaltendicke in mm

T2 T8
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Abbildung 10:

Hautfaltendicke in mm tiber dem Musculus triceps brachii (MW + SEM) zu den vier Untersuchungsterminen
T(), Tz, Tg und T14

Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13
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Abbildung 11:

Hautfaltendicke in mm subscapular (MW + SEM) zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T,, Tg und T4
Placebo n =10, o-MSH/ACTH,.;on =13
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suprailiakal
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Abbildung 12:

Hautfaltendicke in mm suprailiakal (MW = SEM) zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T, Ts und T4,
Placebo n =10, o-MSH/ACTH,.;on =13

Tabelle 10 gibt den aus der Hautfaltendicke berechneten prozentualen Fettmassenanteil an

der Kdrpermasse zu den vier Untersuchungsterminen wieder.

Tabelle 10:
Gesamtkorperfettanteil in % (MW £ SEM) zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T, Tg und T4,
Placebo n =10, o-MSH/ACTH,.;on =13

Start (T,) Woche 2 (T,) Woche 8 (Tg) Woche 14 (T44)
Placebo 25,82 + 0,96 26,16 £ 0,67 26,51+ 0,71 25,86 + 0,76
a-MSH/ACTH4.qo 25,50 + 0,54 25,87 + 0,50 25,57 £ 0,45 25,73 £ 0,56

4.4 Bioelektrische Impedanz Analyse

Mittels BIA wurden der Korperwiderstand und der Phasenwinkel gemessen und unter
Zuhilfenahme der im Kapitel 2.3.4 genannten Gleichungen die Kdorperkompartimente
berechnet. Neben den Gruppenmittelwerten von Gesamtkdrperwasser (Total Body Water,
TBW), Fettfreier Korpermasse (FFM), Fettmasse (FM), Extrazelluldirmasse (Extra Cellular
Mass, ECM) und Korperzellmasse (Body Cell Mass/BCM) zeigt Tabelle 11 auch den
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Quotienten aus ECM und BCM (ECM/BCM-Index) und den prozentualen Anteil der FM

am Gesamtkorpergewicht.

Tabelle 11:

Darstellung der Ergebnisse der BIA (MW + SEM) zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T,, Tg und T4
Gesamtkorperwasser (TBW) in 1, fettfreie Korpermasse (FFM) in kg, Fettmasse (FM) in kg,
Extrazellulirmasse (ECM) in kg, Korperzellmasse (BCM) in kg, Quotient aus Extrazelluldrmasse und
Korperzellmasse (ECM/BCM), prozentualer Anteil der Fettmasse am Gesamtkorpergewicht (FM %).
Placebo n =10, a-MSH/ACTH,4 ;o n =13

Start (TO) Woche 2 (T2) Woche 8 (T8) Woche 14 (T14)

Placebo oMSHACTHso | Placebo | aMSHACTHso |  Placebo | o-MSHACTHs0 |  Placebo | o-MSHACTHs10

TBW (1) 51,561+282 | 5383+£527 |5233+281| 5362+518 |51,75+£3,18 | 53,92+5,01 | 51,26 £3,19 | 53,18 £5,04

FFM (kg) | 7033£1,16 | 7355213 7148114 | 7325+210 |70,68+131 | 7368+203 |70,04+132 | 72,64 +2,07

FM (kg) 2446125 | 2492+098 | 2341+123 | 2532+1,24 | 2406+1,29 | 2465+099 | 24,16+1,30 | 2540+0,97

ECM (kg) 30,59+352 | 31,88+310 |30,97+333 | 3225+2,79 |30,33+3,36 | 31,95+3,06 | 30,11 £3,38 | 31,28 £3,13

BCM (kg) 39,74+0,31 | 41,67+0,67 |4051+035| 41,01+0,70 | 40,35+0,38 | 41,74+0,61 | 39,93+0,39 | 41,35+0,63

ECM/BCM | 0,77+0,03 0,77+0,02 | 0,77£0,03 | 0,79+003 | 0,75+0,03 | 0,77£0,02 | 0,76+0,03 | 0,76 0,02

Phasen- | )1 019 | 619+013 | 6264018 | 596013 | 635£022 | 6184014 | 632£020 | 6204014
winkel

Ge(ngI():ht 94784341 | 9847386 |9491+345| 9857395 | 9481378 | 9826396 | 9420355 | 98,04 +3,83
FM in % 25,80 2530 24,67 25,68 2540 25,07 25,65 2591

Wie aus Abbildung 13 ersichtlich, ergaben sich im Gruppenvergleich keine statistisch

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 13:

Darstellung der Korperkompartimente: Gesamtkorperwasser (TBW), Fettfreie Masse (FFM) und Fettmasse
(FM) im Vergleich zum Gewicht zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T, Tg und T4

(Angaben in kg, MW + SEM),

Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13

Die Fettmasse FM berechnet sich aus der Differenz von Koérpergewicht und FFM.

Innerhalb der a-MSH/ACTHas.19-Gruppe schwankten die Werte fiir die FM um einen Wert
von 25 kg. Insgesamt stiegen sie jedoch leicht von 24,92 + 0,98 kg zum Zeitpunkt Ty auf
25,40 £ 0,97 kg zum Untersuchungstermin T4 an. Das entspricht einer Differenz von
0,48 kg. Im Gegensatz dazu reduzierte sich in der Placebo-Gruppe der Anteil der FM am
Korpergewicht innerhalb der ersten beiden Wochen um 1,05 kg von 24,46 + 1,25 auf 23,41
+ 1,23 kg, um dann wiederum im weiteren Untersuchungszeitraum auf 24,16 + 1,30 kg
anzusteigen. Insgesamt ergab sich eine negative Differenz von 0,3 kg. Die Ergebnisse sind

in Abbildung 14 dargestellt.
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Fettmasse in kg

| Bl Placebo [ c-MSH/ACTHs10
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Abbildung14:
Darstellung des Anteils der Fettmasse (MW = SEM) in kg zu den vier Untersuchungsterminen T, T,, Tgund

T14

TO

Untersuchungstermin

Placebo n =10, 0o-MSH/ACTHy.;on =13
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Ti4

In der Gesamtgruppe liegt der Fettmassenanteil mit durchschnittlich 25,44 + 1,16% etwa
10% tiber den Normalwerten von 12%-18%.

Betrachtet man den prozentualen Anteil der FM am Korpergewicht, so stimmen die

Ergebnisse gut mit den mittels Caliper bestimmten Werten {iberein (Tab. 12).

Tabelle 12:
Vergleich des prozentualen Fettmassenanteils bei Bestimmung durch BIA bzw. Hautfaltendickemessung
(MW + SEM) zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T,, Tg und T4
Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13

Start (TO)

Woche 2 (T2)

Woche 8 (T8)

Woche 14 (T14)

FMin %
BIA

FMin %
Caliper

Placebo

25,80 + 1,55

25,82+ 0,96

a-MSH/ACTHz10

25,30+ 0,99

25,50 £ 0,54

Placebo

24,67 £ 1,55

26,16 £ 0,67

0-MSH/ACTHz10

25,68 + 1,38

25,87 £ 0,50

Placebo

2540 + 1,52

26,51 £0,71

a-MSH/ACTHz40

25,07 £ 0,86

25,57 £ 0,45

Placebo

25,65 + 1,60

25,86+ 0,76

a-MSH/ACTHs40

25,91 +0,93

25,73 £ 0,56
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Fir das Gesamtkorperwasser gelten fiir Ménner Normalwerte zwischen 58-65%.
Erwartungsgemif3 lagen die adipdsen Probanden in beiden Gruppen mit durchschnittlich
54,58 + 1,98% unterhalb dieser Normwerte. Bei stark Adipdsen verschiebt sich dieser
Anteil auf 45-50%.

Wird der Verlauf des berechneten Korperwassers bei der a-MSH/ACTH4.10-Gruppe
betrachtet, so fillt im Vergleich zum Ausgangswert insgesamt ein Korperwasserverlust
von 0,65 1 auf. Diese Reduktion ist zwar ausgeprégter als der Korperwasserverlust von

0,25 1 in der Placebo-Gruppe, jedoch statistisch nicht signifikant.

Da sich die fettfreie Korpermasse direkt aus dem Korperwasser ableitet, ergeben sich
innerhalb der beiden Gruppen fiir diesen Parameter gleichartige Verdnderungen: die FFM
nimmt in der a-MSH/ACTH4.10—Gruppe von durchschnittlich 73,55 kg um 0,91 kg auf
72,64 kg ab, wobei bereits wihrend der Grundlinienphase und der Behandlung mit Placebo
ein Verlust an fettfreier Masse von 0,3 kg zu beobachten ist. In der Placebo-Gruppe liegt
die Reduktion der fettfreien Masse iiber den gesamten Zeitraum bei 0,29 kg. Insgesamt
nimmt die FFM bei den Probanden einen Anteil von 74,56 + 3,66 kg an der
Gesamtkorpermasse ein. Damit weisen sie ca. 10% weniger FFM auf als normalgewichtige

Mainner mit einem Anteil von 82-88%.

Die Korperzellmasse BCM ist abhidngig vom Konstitutionstyp, dem Lebensalter und dem
Trainingszustand. Erwachsene mit normalem Erndhrungszustand haben mehr als 50 %
BCM in der fettfreien Masse. Idealerweise sollten Méanner zwischen 18 und 75 Jahren
einen Anteil von ca. 53-60% BCM an der FFM haben. Betrachtet man die BCM-Werte im
Probandenkollektiv, so liegen sie mit durchschnittlich 40,87 £ 0,95 kg, das entspricht

einem prozentualen Anteil an der FFM von 56,66%, im Normbereich.

Der ECM/BCM-Index ist nach dem Phasenwinkel der zweitwichtigste Parameter zur
Beurteilung des Erndhrungszustandes. Beim Gesunden ist die BCM stets grofer als die
Extrazellulire Masse ECM, so dass der Index kleiner 1 ist. In beiden Gruppen lag der
ECM/BCM-Index im Mittel bei 0,77 und ist somit normwertig.

Der Phasenwinkel ist ein generelles Mass fiir die Membranintegritit. Gut erndhrte Zellen
haben eine hohe Membranintegritit bzw. -dichte. Der Phasenwinkel lag in beiden Gruppen

im Untersuchungsverlauf im Bereich 6,0-6,4. Wird der Erndhrungszustand anhand des

40



Ergebnisse

Phasenwinkels nach Schulnoten beurteilt, so entsprichen diese Werte einem
“Befriedigend*. Sie sind charakteristisch fiir den GroBteil der Bevilkerung, mit Hinweisen
auf malige sportliche Aktivitit und einer gegebenen Grundversorgung mit
Makronéhrstoffen (Data Input GmbH, 2003).

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass sich der Gewichtsverlust von 0,43 kg in der
a-MSH/ACTH4.10-Gruppe zusammensetzt aus einer Reduktion der FFM um 0,91 kg und
einer Zunahme der FM um 0,48 kg. Im Gegensatz dazu beruht der Gewichtsverlust von

0,58 kg in der Placebo-Gruppe auf einer Abnahme von FFM und FM zu gleichen Teilen.

4.5 Indirekte Kalorimetrie

Die Messwerte fiir den Ruhe-Niichtern-Umsatz (RNU) sind in Tabelle 13 und in den
Abbildungen 15 und 16 dargestellt. Sowohl bei der Verlaufsbetrachtung als auch beim
Vergleich der beiden Gruppen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede

nachgewiesen werden.

Tabelle 13:

Ruhe-Niichtern-Umsatz in absoluten Werten (RNU, MW + SEM in kcal/d) sowie unter Beriicksichtigung des
Korpergewichts (rel. RNU, MW = SEM in kcal/kg) zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T,, Tg und T4
Placebon =10, a-MSH/ACTH, o n=13

Start (TO) Woche 2 (T2) | Woche 8 (T8) | Woche 14 (T14)
RNU
2064,00 £ 61,56 | 2051,00 £ 65,07 | 2052,00 £ 69,31 2042,00 £ 66,50
Placebo
RNU
2133,85+£62,83 | 2131,54 £65,23 | 2120,00 + 62,62 2123,85 + 62,03
0-MSH/ACTH4.19
Rel RNU
21,82 £ 0,25 21,65+£0,18 21,71 £0,18 21,72 £ 0,17
Placebo
Rel. RNU
21,78 £ 0,25 21,73 £ 0,24 21,67 £ 0,25 21,77 £ 0,25
G-MSH/ACTH4_10
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| B Placebo [ a-MSH/ACTH4.10
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Abbildung 15:
Ruhe Niichtern-Umsatz (MW = SEM) in kcal/d zu den vier Untersuchungsterminen T, T,, Tg und T4
Placebo n =10, o-MSH/ACTH,.;on =13
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Abbildung 16:

Relativer Ruhe Niichtern-Umsatz (MW + SEM) in kcal/kg zu den vier Untersuchungsterminen Ty, T, Tg
und T14
Placebo n =10, o-MSH/ACTHy.;on =13
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Im Vergleich dazu hat ein gleichaltriger Mann mit einem Korpergewicht von 75 kg einen
RNU von ca. 1826,5 kcal/d, entsprechend 24,4 kcal’kg (Schutz, 2003). Damit liegt der
durchschnittliche RNU der Studienpopulation mit 2089,8 kcal/d um 14,4% iiber dem

Grundumsatz schlanker Ménner, der relative RNU ist jedoch um 10,9% niedriger.

4.6 Blutdruck und Herzfrequenz

Im gesamten Untersuchungszeitraum konnten keine statistisch  signifikanten
Veridnderungen des systolischen und diastolischen Blutdrucks sowie der Herzfrequenz

beobachtet werden.
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5 Diskussion

Basierend auf dem Wissen um die Beteiligung des melanocortinergen Systems an der
Gewichtsregulation und der Beobachtung eines gewichtsreduzierenden Effektes von
a-MSH/ACTHj4.10 nach intranasaler Applikation bei normalgewichtigen Probanden war es
Ziel dieser Arbeit, auch bei adipdsen Probanden eine Reduktion des Kdrpergewichts und
des Korperfettanteils zu bewirken.
Dieses Ziel konnte nicht erreicht werden.
Uber den gesamten zwolfwdchigen Behandlungszeitraum mit a-MSH/ACTH,. g lieB sich
im Vergleich zur Kontrollgruppe kein statistisch signifikanter Gewichtsverlust nachweisen.
Parallel dazu blieben auch der Body-Mass-Index und das Fettverteilungsmuster
unverdndert.
Gleichfalls hatte die subchronische intranasale Gabe von o-MSH/ACTH4.19 keinen
Einfluss auf den Energieverbrauch. Der Ruhe-Niichtern-Umsatz blieb wihrend der
Behandlungsdauer konstant und zeigte keine Verdnderungen im Vergleich zur
Placebobehandlung.
Diese Ergebnisse implizieren, dass die alleinige subchronische intranasale Behandlung mit
a-MSH/ACTHy4. 19 bei iibergewichtigen Probanden nicht zur Gewichtsreduktion geeignet
ist.
Nun stellt sich jedoch die Frage: Warum zeigt a-MSH/ACTHa4.1o bei adipdsen Probanden
keine Wirkung?
Mogliche Ursachen wiren:

- eine unzureichende Aufnahme von o-MSH/ACTH4i9 nach intranasaler

Applikation in den Liquorraum
- eine zu geringe Konzentration von o-MSH/ACTH4 o in der verwendeten
Losung

- eine zu geringe Affinitdt von a-MSH/ACTH4.;9 am MC4-Rezeptor

- ein funktioneller MC4-Rezeptordefekt

- eine Herunterregulation der MC4-Rezeptordichte

- ein vermindertes Ansprechen auf o-MSH/ACTH4.,9 im Sinne einer

Resistenzentwicklung
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Die beiden erstgenannten Ursachen wiirden einen methodischen Fehler darstellen. Gelangt
das intranasal applizierte a-MSH/ACTH4. ¢ tatsdchlich an seinen Wirkungsort im Gehirn
und ist die Dosierung ausreichend?

Wie bereits erwihnt, gibt es zahlreiche Untersuchungen an Menschen und Tieren, die den
transnasalen Ubertritt von Peptiden und Proteinen ins Gehirn belegen (siehe Kapitel
3.2.2.). Wiirden die Peptide iiber den intraneuralen Pfad, verbunden mit der Aufnahme der
Peptide in die olfaktorischen Neurone und anschlieBendem axonalen Transport, die Blut-
Hirn-Schranke passieren, wire es moglich, dass durch Proteolyse keine oder nur geringere
Dosen des a-MSH/ACTHy4.;¢ die an der Gewichtsreduktion beteiligten hypothalamischen
Kerne erreichen. Dieser Weg erscheint jedoch unwahrscheinlich, da es in der von Born et
al. (1992) durchgefiihrten Untersuchung bereits innerhalb weniger Minuten zu einer
signifikanten Anreicherung von o-MSH/ACTH4.0 im Liquor kam, wohingegen die
intraneuronale Passage Stunden bendtigen wiirde. Kritisch anzumerken sind im Vergleich
zu der von Born durchgefiihrten Untersuchung die Konzentrationsunterschiede der
verwendeten a-MSH/ACTH4.1o-Losungen. So kam in der vorliegenden Studie eine -
MSH/ACTHj4.19-Konzentration von 1,5625 mg/ml, entsprechend 1 mg/Tag, zur Anwen-
dung, wihrend die zitierten Ergebnisse auf einer a-MSH/ACTH4.o-Konzentration von
10 mg/ml basieren. Nach Aufnahme der ebenfalls von Born verwendeten 5 mg/ml
enthaltenden o-MSH/ACTH4.1o-Losung fiel der Anstieg der Liquorkonzentration
schwécher aus und erreichte nur wihrend der 60. und 80. Minute nach Applikationsbeginn
signifikante Werte.

Daher wire es also durchaus mdéglich, dass die fehlende Wirksamkeit der subchronischen
intranasalen Gabe von o-MSH/ACTH4o auf einer zu geringen Dosierung beruht.
Entkriftet wird diese Uberlegung jedoch durch die Tatsache, dass in der Vorlduferstudie
bei Normalgewichtigen die tégliche Einnahme von 1 mg a-MSH/ACTH4.19 pro Tag zu
einem signifikanten Verlust an Korperfett und -gewicht fiihrte (Fehm et al., 2001).
Weiterhin gibt es Untersuchungen, bei denen eine direkte Hirnpassage von verschiedenen
Hormonen, z. B. Melatonin, nach intranasaler Applikation nicht nachweisbar ist (Merkus
et al., 2003, van den Berg et al., 2004). Um Zweifel an der tatsdchlichen Aufnahme des
intranasal applizierten a-MSH/ACTH4.19 in das Gehirn unter Umgehung der Blut-Hirn-
Schranke zuriickzuweisen, wurde eine Kontrollstudie mit vergleichsweise geringeren

Konzentrationen a-MSH/ACTH4.j initiiert. Deren Ergebnisse sind noch abzuwarten.
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Die dritte genannte Moglichkeit konnte meines Erachtens einen Grund fiir die fehlende
Wirksamkeit von o-MSH/ACTH4. o darstellen. Untersuchungen von Adan et al. (1994)
ergaben besonders in niedrigen Konzentrationen in vitro eine geringere Affinitdt von
a-MSH/ACTHy.;p zum MC4-Rezeptor verglichen mit a-MSH.

Dieser Meinung sind auch Krude et al. (2003b), die sich mit Defekten im
Proopiomelanocortin-Gen beschiftigen. Wie erwihnt, ist der natiirliche Agonist des
MCA4R, a-MSH, ein Produkt des Proopiomelanocortin (POMC)-Gens. Unldngst konnten
verschiedene Defekte im POMC-Gen identifiziert werden, die mit einer gestorten Synthese
von ACTH und o-MSH einhergehen (Hinney et al.,1998; Krude et al., 2003/1) Das
klinische Bild fiihrt aufgrund eines gesteigerten Appetits zu einer im frithen Kindesalter
auftretenden Fettleibigkeit (early-onset obesity), zu rotlicher Haarpigmentierung und einer
Nebennierenrinden-Insuffizienz (Krude et al., 1998). Bei zwei Kindern mit
nachgewiesenem POMC-Gen Defekt untersuchten die Wissenschaftler die Wirksamkeit
der chronischen intranasalen Gabe von a-MSH/ACTH4. o als Hormonersatztherapie. Sie
applizierten a-MSH/ACTH4.19 in ansteigender Konzentration von 1 mg/ Tag bis 5 mg/ Tag
tiber einen Zeitraum von 3 Monaten. Trotz der im Vergleich zur vorliegenden Studie
hoheren Dosierung konnten auch Krude und Mitarbeiter keine Verdnderung des
Korpergewichts oder des Energieumsatzes beobachten. Weiterhin blieb auch das
Hungergefiihl unveridndert. Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch bei diesen beiden
POMC-defizienten Patienten das zur Defektkompensation verwendete a-MSH/ACTH4.1o

keine ausreichend agonistische Wirkung am MC4R aufweist.

Neben einer verminderten Affinitit konnen auch die letztgenannten Moglichkeiten, wie ein
funktioneller MC4-Rezeptordefekt, eine Herunterregulation der Rezeptordichte oder ein
vermindertes Ansprechen auf den Agonisten im Sinne einer Resistenzentwicklung fiir die
fehlende Wirksamkeit verantwortlich sein.

Diese Fragen sind in jiingster Zeit stark in das Interesse der Forschung geriickt und es
wurden zahlreiche Arbeiten zu diesen Themen publiziert.

Der adipdse Phinotyp der MC4R-,Knock-out“-Maus beweist, dass fiir ein normales
Korpergewicht die intakte Funktion des MC4-Rezeptors erforderlich ist. Dabei fiihrt die
komplette Elimination des MC4R zu schwerer Adipositas, die Verminderung der
Rezeptorzahl um 50% in heterozygoten Méusen zu einer milden Form von Adipositas

(Huszar et al., 1997).
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Mittlerweile wurden in Familien mit Haufung von Adipositas etwa 50 verschiedene
Mutationen im MC4-Rezeptor-Gen identifiziert (Lubrano-Berthelier et al., 2003). Ging
man vor drei bis vier Jahren noch von einer Priavalenz eines MC4R-Defektes von etwa 2%
aus, so belegen neueste Screeninguntersuchungen eine rein monogenetische Erkrankung
bei ca. 5-6% der stark adipdsen Patienten (BMI >40 kg/m?) (Farooqi et al., 2003; Branson
et al., 2003; Santini et al., 2004). In vitro Untersuchungen zu den funktionellen
Auswirkungen der verschiedenen MC4R-Mutationen reichen von vollstindigem
Funktionsverlust bis hin zu konstitutiver Rezeptoraktivierung (Vaisse et al., 2000). In mehr
als 54% fiihren die MC4R-Mutationen zu einer verringerten Membranexpression, alle
anderen Mutationen gehen mit einer reduzierten Bindungsaffinitit fiir den physiologischen
Agonisten 0-MSH bei normaler Affinitit zum Antagonisten AgRP einher oder zeigen eine
verringerte bis fehlende Signaltransduktion (Lubrano-Berthelier et al., 2003; Yeo et al.,
2003; Santini et al., 2004; Valli-Jaakola et al.,2004). Charakteristisch fiir einen MC4R-
Defekt ist, dass er im Gegensatz zu den Gendefekten beim seltenen Prader-Willi-Syndrom
oder dem Bardet-Biedl-Syndrom zu keiner syndromalen Adipositas fiihrt. Bis auf eine
Hyperphagie, einen erhohten Fettanteil und einen erhohten Plasmainsulinspiegel fanden
sich in einer Unersuchung von 500 extrem adipdsen Kindern und Jugendlichen, von denen
5,8% einen MC4R-Defekt aufwiesen, keine Unterschiede zu den Kontrollpersonen
(Farooqi et al., 2003). Zusitzliche phénotypische Merkmale wie geistige Behinderung,
Fehlbildungen, Wachstumsstdrungen und Hypogenitalismus konnten auch in anderen

Untersuchungen nicht beobachtet werden.

Da fiir eine ausreichende Expression normal funktionierender MC4R beide Allele
erforderlich sind, kommt es infolge einer Haploinsuffizienz bereits bei heterozygoten
Individuen mit mutiertem MC4R zu einer vermehrten Neigung zu Adipositas (Hinney et
al., 1999; Hamann et al., 2003). Die Mutationstriger scheinen allerdings nicht
notwendigerweise eine Grad-III-Adipositas entwickeln zu miissen. Familienstudien
konnten zeigen, dass ein 1,80 m groBer Mutationstrager durchschnittlich ca. 13 kg mehr

wiegt als andere Méanner, Frauen sind mit 27 kg starker betroffen (Hebebrand, 2003).

Die Entdeckung von Leptin als Botenmolekiil aus dem Fettgewebe im Jahr 1994 (Zhang et
al., 1994) hatte als Hoffnungstrager in der Adipositastherapie eine Vielzahl von
Untersuchungen zur Wirksamkeit und zum Wirkmechanismus von Leptin zur Folge. Die

Beobachtung erhohter Serum-Leptin-Spiegel bei Adipositas, verbunden mit einem
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fehlenden anorektischen Effekt, fiihrte schon kurze Zeit spiter zu der Annahme einer
Leptin-Resistenz bei adipdsen Menschen (Considine et al., 1996; Caro et al., 1996,
Schwartz et al., 1996b; Campfield et al., 1998). Eine mogliche Ursache ist ein
intrazelluldrer Signaltransduktionsdefekt in leptinsensitiven hypothalamischen Neuronen
verbunden mit einer nachgeschalteten verminderten Expression von POMC und CART
(El-Haschimi et al., 2000, 2003). Im Rahmen von Untersuchungen bei Médusen, die eine
fetttreiche Fiitterung erhielten, konnten verschiedene Stadien der Leptin-Resistenz-
Entwicklung nachgewiesen werden: Zunichst kommt es zu einem Anstieg des viszeralen
Fettanteils am Korpergewicht verbunden mit einer Erhdhung der Plasma-Leptin-Spiegel
und vermehrter Leptinrezeptor-mRNA Expression im hypothalamischen Nucleus arcuatus
und im Plexus choroideus. Damit einhergehend ist eine verminderte NPY-mRNA
Expression. Verdnderungen im POMC-System kdnnen zu diesem Zeitpunkt noch nicht
nachgewiesen werden. Erst in einem spiteren Stadium kommt es zu einer zentralen Leptin-
Resistenz, hervorgerufen durch eine reduzierte Leptinrezeptor-Expression und daran
gekoppelt eine verminderte Freisetzung von NPY und POMC. Die Herunterregulation des
orexigenen POMC-Systems bedingt wiederum Hyperphagie und weitere Gewichts- und
Fettzunahme (Lin et al., 2000). Lu et al. gehen zusétzlich bei didtinduzierter Adipositas
aufgrund eines im Vergleich zu normalgewichtigen Mdusen nach intracereboventriculdrer
Gabe von a-MSH geringeren Anstieges des mittleren arteriellen Blutdrucks und einer
geringeren Sympathikusaktivierung von einer verminderten Sensitivitit gegeniiber POMC-

Spaltprodukten aus (Lu et al., 2000).

Bezieht man diese Ergebnisse auf die vorliegenden Daten, kann man zu dem Schluss
gelangen, dass der fehlende Gewichts- und Fettmassenverlust, der gleichbleibende
Energieverbrauch sowie die konstanten Blutdruck- und Herzfrequenzwerte am ehesten auf
einer zentralen a-MSH-Resistenz beruhen. Moglicherweise wird diese Resistenz durch die
verminderte Affinitdt von a-MSH/ACTH4.;9 zum MC4-Rezeptor noch zusitzlich verstirkt.
Aber auch ein heterozygoter MC4R-Defekt kann nicht endgiiltig ausgeschlossen werden,
zumal an dieser Studie auch ilibergewichtige Geschwister teilgenommen haben. Weiterhin
wiesen die iibergewichtigen Probanden im Gegensatz zu den normalgewichtigen
Probanden (Fehm et al., 2001) hohere Plasmainsulinspiegel auf (75,56 += 7,55 vs. 59,94 +
6,19 pmol/l; Kropp, unverdffentlichte Daten) dhnlich zu den von einem MC4R-Defekt

betroffenen Kindern und Erwachsenen (Farooqi et al., 2003).
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Um heterozygote MC4R-Defekte nachzuweisen bzw. auszuschlieBen, wire es moglich, bei
den an dieser Studie beteiligten Probanden ein MC4R-Mutationsscreenig, wie es in

Marburg oder Berlin durchgefiihrt wird, vorzunehmen.

Trotz der letztendlich nicht vollstindigen Aufklarung der fehlenden anorexigenen Wirkung
der intranasalen a-MSH/ACTH4.10-Applikation bei Adipdsen bleibt die Stimulation des
MC4R mit natiirlichen oder synthetischen Liganden ein herausragender Kandidat fiir die
pharmakotherapeutische Adipositastherapie. Eine weitere denkbare Einsatzmoglichkeit
von MC4R-Agonisten, wie dem o-MSH/ACTHy. o, ist die Gabe nach konventioneller
Gewichtsreduktion. Moglicherweise kann das erzielte Gewicht mit a-MSH/ACTH4. ;9

gehalten werden und der gefiirchtete ,,Jojo-Effekt* verhindert werden.

49



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Die Adipositas stellt in Deutschland wie in anderen westlichen Industrienationen aufgrund
threr Haufigkeit ein ernstzunehmendes chronisches Gesundheitsproblem dar. Als
Schrittmacher des metabolischen Syndroms ist sie wesentliche Teilursache weiterer, sich

erheblich auf die Morbiditit und Mortalitit der Bevolkerung auswirkender Erkrankungen.

Nachdem noch vor 10 Jahren die Adipositas als umweltbedingt und erworben galt, hat die
Entdeckung von Leptin 1994 zu einer stiirmischen Entwicklung auf dem Gebiet der
Adipositasforschung gefiihrt. Heute besteht der Konsens, dass die Adipositas eine
multifaktorielle Erkrankung ist und das Genom sowie zentrale Regulationsmechanismen

wesentlichen Einfluss auf die Manifestation der Erkrankung besitzen.

Neben der Entdeckung von Leptin hat in den letzten Jahren der ,,Melanocortin-Receptor
Pathway*“ besonderes Interesse hervorgerufen. Die vom Proopiomelanocortin
abstammenden Melanocortine, insbesondere jedoch das Melanocortin-4-Rezeptor-
agonistische a-MSH, spielen nachweislich eine wesentliche Rolle in der zentralen Appetit-
und Gewichtsregulation. MC4R-Agonismus fiihrt zur Hemmung der Nahrungsaufnahme,

zur Steigerung des Energieverbrauchs und dadurch zur Gewichtsabnahme.

Beruhend auf der MC4R-agonistischen Wirkung von a-MSH/ACTH4.1p nach intranasaler
Applikation bei normalgewichtigen Probanden und der daraus resultierenden Reduktion
des Korpergewichtes und des Korperfettgehaltes, war es Ziel dieser Arbeit, den gewichts-
und fettreduzierenden Effekt der intranasalen Gabe von a-MSH/ACTH4.1o bei adipdsen
Probanden zu replizieren und die Auswirkungen auf die Korperzusammensetzung und den

Energieverbrauch zu untersuchen.
Dazu wurden nach einer zweiwOchigen Gewohnungsphase insgesamt 23 iibergewichtige

Probanden (BMI, MW + SEM, 29,72 £+ 0,43) iiber einen Zeitraum von 12 Wochen
intranasal entweder mit a-MSH/ACTH4.1o (1 mg/Tag) oder Placebo behandelt.

50



Zusammenfassung

Weder nach 6 Wochen noch nach 12 Wochen konnte eine statistisch signifikante
Reduktion des  Korpergewichts, des BMI, des Korperfettgehaltes, der
Koérperzusammensetzung oder des Energieverbrauches verglichen mit der Gabe von

Placebo nachgewiesen werden.

Es wird vermutet, dass das Ausbleiben des anorexigenen Effektes von a-MSH/ACTH4. o
bei Adipositas auf einer a-MSH-Resistenz beruht, wie sie in dhnlicher Weise auch fiir
Leptin bzw. Insulin existiert. Ein MC4-Rezeptordefekt kann jedoch nicht mit letzter
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Dazu miisste eine MC4-Rezeptor-Mutations-

Screening-Untersuchung durchgefiihrt werden.

Somit zeigt diese Studie, dass sich die alleinige intranasale Applikation von

a-MSH/ACTH4.;90 nicht zur Gewichtsreduktion bei adiposen Patienten eignet.
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