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Einleitung

Kapitel 1: Einleitung

1.1 Hypoglykdmie: Definition und Ursachen

Diese Arbeit befasst sich mit der neuroendokrinen Gegenregulation wahrend

wiederholter Hypoglykdmiephasen und den zugrundeliegenden Mechanismen.

Als Hypoglykédmie bezeichnet man einen Abfall der Glukosekonzentration im
kapillaren Vollblut auf unter 54 mg/dl (International Hypoglycaemia Study Group
2017). Zu diesem Grenzwert finden sich variierende Definitionen, da das Auftreten

von Symptomen nicht streng mit der Hohe des Blutglukosespiegels verkniipft ist.

Die ,International Hypoglycaemia Study Group® hat 2017 eine Definition
verabschiedet, nach der ein Blutglukosewert < 70mg/dl als Hypoglykamie-Warn-
Wert (Stufe 1) bezeichnet wird. Ab einer Hypoglykamie unter 54 mg/dl liegt eine
klinisch relevante Hypoglykamie vor (Stufe 2). Eine schwere Hypoglykamie (Stufe
3) geht mit gravierenden kognitiven Einschrankungen einher und ist mit keinem
spezifischen Schwellenwert definiert (International Hypoglycaemia Study Group
2017).

Typische hypoglykamische  Symptome sind Zittern, Kaltschweil3igkeit,
Hungergefihl, Palpitationen und Konzentrationsstérungen (Deary, Hepburn et al.
1993). Die Symptome zeigen typischerweise eine Besserung nach der Gabe von

Glukose.

Zudem wird der Schweregrad einer Hypoglyk&dmie anhand der Notwendigkeit von
Fremdhilfe beurteilt. Eine leichte Hypoglykamie zeichnet sich dadurch aus, dass der
Betroffene noch selbstandig durch Glukoseaufnahme den Blutglukosespiegel
anheben kann. Bei einer schweren Hypoglykamie ist Fremdhilfe notwendig, um
beispielsweise Glukose oder Glukagon als Injektion oder intranasal zu verabreichen

(American Diabetes Association 2021a).

Zumeist kommt es im Rahmen einer Insuliniberdosierung oder bei der oralen
Einnahme von blutzuckersenkenden Medikamenten wie Sulfonylharnstoffen oder
Gliniden zu einer Hypoglykamie. Damit sind vor allem Patienten mit einem Diabetes

mellitus gefahrdet bei der medikamentésen Blutzuckereinstellung eine
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Unterzuckerung zu erleiden (Cryer 2008). Personen ohne einen Diabetes mellitus

sind deutlich seltener von Hypoglykamien betroffen.

Zu den weiteren Risikofaktoren fir eine Hypoglykdmie z&ahlen Alkohol- und
Cannabiskonsum, korperliche Anstrengung, Leberfunktionsstérungen,
unzureichende Aufnahme von Kohlenhydraten und infektbedingte gastrointestinale
Funktionsstorungen. Differentialdiagnostisch kommen ein Insulinom oder eine
Nebennierenrindeninsuffizienz (Morbus Addison) in Betracht. Des Weiteren sind
nach bariatrischen Operationen, insbesondere bei der Anlage eines Magenbypass
vermehrte post-bariatrische Hypoglykamien zu beobachten, bezeichnet als

sogenanntes Dumping-Syndrom (Salehi, Vella et al. 2018).

Diabetes mellitus ist der Uberbegriff far unterschiedliche
Stoffwechselerkrankungen, bei denen es zu Stérungen in der Regulation des
Blutglukosespiegels kommt. Dabei werden Diabetes mellitus Typ 1 und 2, der
Gestationsdiabetes in der Schwangerschaft, sowie seltenere Formen (Typ 3)

unterschieden (American Diabetes Association 2021a).

In Deutschland steigt die Pravalenz des Diabetes mellitus seit Jahren an, zwischen
2009 und 2015 stieg die Pravalenz von 8,9% auf 9,8% (Boehme, Buechele et al.
2015, Heidemann, Du et al. 2016, Heidemann and Scheidt-Nave 2017, Goffrier
2018, Schmidt, Reitzle et al. 2020). Auch der ,Deutsche Gesundheitsbericht
Diabetes 2022“ geht von einer Pravalenz von 9-10% unter der erwachsenen
Bevolkerung aus. Dabei wurden die Abrechnungsdaten der gesetzlichen
Krankenkassen und bevélkerungsbezogene Surveys ausgewertet (Heidemann and
Scheidt-Nave 2017, Goffrier 2018, Schmidt, Reitzle et al. 2020).

Die genauen Zahlen weichen in den unterschiedlichen Veroffentlichungen deutlich
voneinander ab, je nach bewerteter Altersgruppe, Diabetesdefinition und dem
Erhebungsjahr; der Anstieg der Gesamtzahlen ist jedoch in allen Untersuchungen

vergleichbar.

Die jahrliche kumulative Inzidenz des Diabetes mellitus in Deutschland wird nach
einer Auswertung der gesetzlichen Krankenkassen mit 1,0% berechnet, dies
entspricht ca. 565 000 Neuerkrankungen pro Jahr. Dabei ist Diabetes mellitus Typ

2 die haufigste Form, hier liegt die Erkrankungshaufigkeit 2021 nach
2
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Hochrechnungen bei 8,5 Millionen Menschen in Deutschland (Tonnies, Rockl et al.
2019).

In Anbetracht der zunehmenden Anzahl an Patienten mit Diabetes mellitus ist damit
auch von einem steigenden Therapiebedarf mit Insulin und anderen Antidiabetika
und einer ansteigenden Haufigkeit von therapieassoziierten Nebenwirkungen wie

der Hypoglykamie zu rechnen.

Erschwerend kommt hinzu, dass insbesondere das kardiovaskulare Risiko wahrend
und nach einer Hypoglyk&dmie deutlich erhéht ist. Dabei kommt es zum einen
vermehrt zu rhythmogenen Ereignissen wie Dbeispielsweise ventrikularen
Tachykardien durch QT-Zeit-Verlangerung, zum anderen kann der Anstieg der
Katecholamine im Sinne einer proarrhythmischen Stimulation zu Kammerflimmern
fuhren (Nordin 2010, Lo, Yang et al. 2019). Des Weiteren haben bisherige
Untersuchungen gezeigt, dass das Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse und Tod
langerfristig erhoht ist, insbesondere im ersten Monat nach einer schweren

Hypoglykamie (Kornelius, Yang et al. 2018, Lo, Yang et al. 2019).

In Anbetracht der erhdhten Morbiditat und Mortalitdt im Zusammenhang mit
Hypoglykamien ist die Notwendigkeit eines verbesserten Verstandnisses der

Regulationsmechanismen bei Hypoglyk&dmien dringend gegeben.

1.2 Symptome und hormonelle Gegenregulation

Bisherige klinische Studien konnten zeigen, dass eine stufenweise herbeigefiihrte
Hypoglykamie mit neuroendokrinen, neurokognitiven und subjektiven Reaktionen
beantwortet wird (Mitrakou, Ryan et al. 1991). Die endokrine Gegenregulation
besteht aus der Freisetzung der Hormone Adrenalin, Glukagon, Kortisol und
Somatotropin (GH). Dabei wird ab einer Blutglukosekonzentration von unter 70
mg/dl zuerst Adrenalin (ab ca. 69 mg/dl), Glukagon (ab ca. 68 mg/dl) und danach
GH (ab ca. 66 mg/dl) freigesetzt. Fallt der Blutzuckerspiegel unter 58 mg/d| erfolgt
die Ausschuttung von Kortisol (Schwartz, Clutter et al. 1987, Mitrakou, Ryan et al.
1991). Daraus resultierend entwickelt der Betroffene zuerst autonome Symptome

wir Schwitzen, Herzrasen oder Zittern, gefolgt von neuroglykopenen Beschwerden

3
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wie Schwindel, Schwache, Sehstérungen und Konzentrationsstérungen, aber auch
Reizbarkeit und Wortfindungstorungen (Cox, Gonder-Frederick et al. 1993). Bei
einem Blutglukosespiegel unter 50 mg/dl kann es schlie3lich zu neurokognitiven
Reaktionen wie Bewusstseinsverlust und Krampfanfallen kommen. Die
beschriebenen Symptome sind als Alarmsignale zu werten und sollten mit einer
unverzuglichen Glukosegabe behandelt werden. Ist die betroffene Person hierzu
nicht mehr in der Lage und besteht keine Moglichkeit einer intravendsen
Glukosegabe, so ist die Gabe von Glukagon mittels eines Notfallpens oder

intranasal moglich (American Diabetes Association 2021b).

Bei wiederholten Hypoglykamien ist ein vermindertes Auftreten dieser Warnsignale
und damit eine reduzierte hormonelle Gegenregulation zu beobachten (Gerich,
Mokan et al. 1991, Heller and Cryer 1991, Davis and Shamoon 1991b, Widom and
Simonson 1992, Veneman, Mitrakou et al. 1993). Dieser Prozess wird als
Adaptation bzw. als ,Hypoglycaemia associated autonomic-failure® (HAAF,
Hypoglykamie-assoziiertes autonomes Versagen) oder

Hypoglykamiewahrnehmungsstorung bezeichnet (Cryer 2013b).

Der Effekt der Adaptation im Sinne einer reduzierten hormonellen Gegenregulation
bei wiederholten Hypoglykdmien kann auch bei gesunden Probanden mittels
artifizieller Blutglukosesenkung bei hyperinsulindmen Hypoglyk&dmie-Clamp-
Versuchen ausgeltst werden (de Galan, Schouwenberg et al. 2006). Dieser
Prozess ist bereits nach der ersten Hypoglykédmie zu beobachten und innerhalb
einiger Wochen reversibel, wenn weitere Hypoglykamien strikt vermieden werden
(Cranston, Lomas et al. 1994, Dagogo-Jack, Rattarasarn et al. 1994, Fanelli,

Pampanelli et al. 1994).

Die reduzierte hormonelle Gegenregulation birgt aufgrund der verminderten
Warnsignale ein gesteigertes Risiko flr schwere und langer anhaltende
Hypoglykamien und geht mit einer erh6hten Wahrscheinlichkeit fur
lebensbedrohliche Komplikationen der Insulintherapie einher (Cryer 1993). Das
Mortalitatsrisiko ist daher bei diesen Patienten erhéht (Cryer 2006, Cryer 2008,
Cryer 2012). Als weitere Problematik kommt hinzu, dass im klinischen Alltag eine

suffiziente Blutzuckereinstellung durch diese Zusammenhénge erschwert wird.
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Trotz intensiver Forschung zum Thema Hypoglykédmie und Adaptation sind die
zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht vollstandig geklart und weiterhin

Gegenstand der Forschung.

1.3 Mechanismen der Adaptation und Beteiligung des GABA-

Systems

Zur Erklarung der mdoglichen Mechanismen der Adaptation wurden in der
Vergangenheit verschiedene Ansatze verfolgt. Beispielsweise wurde untersucht,
inwiefern eine Reduktion der adrenergen Gegenreaktion zum Versagen der
Regulation fuhrt (Cryer 2013a, Cryer 2013b). Ein weiterer Forschungsschwerpunkt
liegt im Bereich des zerebralen Glukosetransportes. Dabei wurde untersucht,
inwiefern eine Hochregulation der GLUT-1 und GLUT-3 Transporter und damit ein
erhohter Glukosetransport ins Gehirn den Schwellenwert fur die Gegenregulation
beeinflusst (Segel, Fanelli et al. 2001, Bingham, Dunn et al. 2005, Seaquist, Moheet
et al. 2017). Andere Studien befassten sich mit der Hypothese, dass Laktat als
alternative Energiequelle die Adaptation ermoglicht (Wiegers, Rooijackers et al.
2016). Weitere Forschung beschaftigte sich mit dem modulierenden Einfluss des
Opioidsystems auf die hormonelle Gegenreaktion auf Hypoglykéamien (Leu, Cui et
al. 2009, McCrimmon 2011). Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern
Veranderungen im Glukose-Sensing im Gehirn, zum Beispiel mittels einer AMP-
aktivierten Proteinkinase im ventromedialen Hypothalamus, die Adaptation

modulieren (McCrimmon, Fan et al. 2004).

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf dem Einfluss der GABAergen Signalwege. Im
Tiermodell fanden sich Hinweise darauf, dass Gamma-Aminobuttersaure (GABA)
zumindest anteilig Einfluss auf den Blutzuckermetabolismus nimmt (Chan, Lawson
etal. 2007, Chan, Cheng et al. 2008). GABA wirkt im zentralen Nervensystem (ZNS)
als wichtiger inhibitorischer Transmitter und agiert unter anderem im
ventromedialen Hypothalamus (VMH). In bisherigen Untersuchungen zeigte sich,
dass eine reduzierte GABAerge Aktivitat im ventromedialen Hypothalamus zu einer
verstarkten physiologischen Gegenregulation auf sinkende

Glukosekonzentrationen  fuhrt (Chan, Cheng et al. 2008). Eine
5
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Magnetresonanzspektroskopie-Studie am Menschen konnte aul3erdem zeigen,
dass ein Trend zur Reduktion der GABA-Konzentration im Hypothalamus als
Reaktion auf eine Hypoglykamie besteht (Moheet, Emir et al. 2014).

Tierversuche an Ratten zeigten, dass die GABA-Konzentration im VMH wahrend
einer Unterzuckerung bei Tieren nach vorangegangener Hypoglykamie deutlich
hoher waren als bei Tieren ohne vorausgehende Hypoglykamie. Zudem war eine
verringerte Adrenalin- und Glukagonausschuttung messbar, dies wurde im Sinne
einer reduzierten Gegenregulation gewertet. Nach Blockade des GABA-
Signalweges konnte jedoch eine erneute Steigerung der gegenregulatorischen
neuroendokrinen Antwort im ventromedialen Hypothalamus erreicht werden (Chan,
Cheng et al. 2008).

Ahnliches konnte in nachfolgenden Untersuchungen an diabetischen
Rattenmodellen gezeigt werden, dabei war nach lokaler Injektion eines GABA-
Antagonisten in den ventromedialen Hypothalamus ebenfalls eine Zunahme der
Gegenregulation durch Adrenalin und Glukagon messbar, sobald also eine
Blockade des GABA-Signalweges erfolgte (Chan, Paranjape et al. 2011).

Zur Ubertragung dieser im Tiermodell gewonnenen Erkenntnisse erfolgten
Untersuchungen am Menschen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Einnahme
eines GABA-Agonisten wie Alprazolam erwartungsgemaf zu einer reduzierten
neuroendokrinen Gegenregulation auf eine Hypoglykamie fuhrte (Giordano, Grottoli
et al. 2003). Dies bestétigte sich in einer weiteren Arbeit, bei der neben endokrinen
auch die autonomen Reaktionen auf wiederholte Hypoglykdmiephasen beurteilt
wurden (Hedrington, Farmerie et al. 2010). Es zeigte sich eine reduzierte
Ausschittung von GH und Glukagon, wenn vor der initialen Hypoglykémie

Alprazolam eingenommen wurde.

Zur Evaluation der gegenteiligen Stimulation, also einer Reduktion der GABA-
Konzentration, lagen zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen nur wenige
Erkenntnisse vor. Erste Arbeiten liel3en darauf schlie3en, dass mittels Reduktion
der GABA-Konzentration durch den GABA-Blocker Modafinil eine Steigerung der
Wahrnehmung von autonomen Reaktionen auf eine Hypoglykamie zu erreichen ist

(Smith, Pernet et al. 2004). Unklar blieb, inwiefern ein gesteigerter Effekt der

6
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Blockade des GABAergen Signalweges zu erwarten ist, wenn die Probanden

bereits eine Adaptation an wiederholte Hypoglykamien erfahren haben.

1.4 Ziele und Fragestellung

Die Hypothese dieser Arbeit lautet, dass eine Blockade des GABAergen
Signalweges durch die Verabreichung von Modafinil an gesunde Probanden zu
einem Erhalt der hormonellen Gegenregulation fihrt und eine Adaptation an

wiederholte Hypoglyk&mien verhindert.

Zum Nachweis dieser Hypothese werden gesunde Probanden zundchst am ersten
Studientag zwei aufeinanderfolgenden Hypoglykamie-Clamp-Versuchen
unterzogen. Am Folgetag wird nach der Einnahme der Studienmedikation (Modafinil
versus Placebo) ein dritter Hyperglykamie-Clamp durchgefiihrt. Modafinil ist ein
GABA-Blocker, welcher in der Behandlung der neurologischen Erkrankung
Narkolepsie eingesetzt wird (Roth, Schwartz et al. 2007). Es gehort als zentral
wirksames Sympathomimetikum zu den psychostimulierenden Substanzen

(Psychoanaleptikum).

Bei einer Plasmahalbwertszeit von ca. 10-12 Stunden nach einmaliger Einnahme
und einer maximalen Plasmakonzentration nach ca. zwei Stunden wird eine GABA-
Blockade wéhrend des dritten Clamp-Versuchs erwartet (Wong, Simcoe et al.
1999). Diese sollte zu einem Erhalt der physiologischen hormonellen

Gegenregulation wahrend der dritten Hypoglyk&mie fuhren.

In der Placebobedingung unsere Studie erwarten wir die bisher bekannten
Ergebnisse vorangegangener Hypoglykamie-Clamp-Versuche zur replizieren, also
eine abgeschwachte hormonelle und symptomatische Gegenregulation

auszuldsen.
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Kapitel 2: Material und Methoden

2.1 Probanden

Als Probanden wurden 16 gesunde junge Manner zwischen 20 und 35 Jahren und
einem Body-Mass-Index (BMI) zwischen 19 und 25 kg/m? rekrutiert. Ein Proband
wurde von der Auswertung ausgeschlossen, da es zu einer groben zeitlichen
Verschiebung an einem der Versuchstage und zudem zu einer
Probenverwechslung kam. Bei einem weiteren Probanden lagen die
Baselinekonzentrationen der Stresshormone so deutlich tber der Norm, dass ein
Ausschluss notwendig war. Damit wurden 14 Probanden mit einem
Durchschnittsalter von 25 Jahren (mittleres Alter 25,4 + 0,9 Jahre) und mit einem
durchschnittlichen BMI von 24 kg/m? (mittlerer BMI 23,6 + 0,4 kg/m?) in die Studie

eingeschlossen.

Zu den Ausschlusskriterien der Studie gehorten chronische Erkrankungen und eine
regelmélige  Medikamenteneinnahme. Ebenso wurden Probanden mit
regelmanigem Nikotin-, Drogen- oder Alkoholabusus ausgeschlossen. Des Weiten
durfte keine Schichtarbeit, kein Leistungssport und keine weitere Studienteilnahme
im Zeitraum von vier Wochen vor und nach den von uns durchgefiihrten Versuchen

vorliegen.

Die Suche nach geeigneten Testpersonen erfolgte Uber Aushénge auf dem

Universitadtscampus Lubeck und tber mehrere Studenten-E-Mail-Verteiler.

Die Teilnahme an den Versuchen war freiwillig und das Einverstandnis der
Probanden wurde schriftlich dokumentiert. Die Ethikkommission der Universitat zu
Libeck genehmigte die Studie vor Beginn der Versuche (siehe Anhang, AZ 07-068,
Genehmigungsdatum 04/2009). Fir die Teilnahme erhielt jeder Proband eine

Aufwandsentschadigung von 250 €.

Alle Probanden wurden ausfiuhrlich tber die Ablaufe und Ziele der Studie aufgeklart,

anschlie3end fand eine Voruntersuchung statt. Hierzu gehorten eine ausfihrliche

Anamnese und eine korperliche Untersuchung. Aulerdem erfolgte eine

laborchemische Diagnostik mit Bestimmung eines kleinen Blutbildes, sowie von

Blutglukose, Blutfettwerten, Elektrolyten, Schilddriisenhormonen,
8
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Nierenretentionsparametern und Leberwerten. Bei pathologischen Befunden wurde

eine Teilnahme ausgeschlossen.

2.2 Studiendesign

Das Studiendesign beschreibt zwei Versuchseinheiten von je zwei Tagen mit
unterschiedlichen Bedingungen, an welchen jeder Proband teilnahm (siehe Abb. 1).

Beide Blocke fanden mit einem zeitlichen Mindestabstand von vier Wochen statt.

Tag1 Tag 2

08:30h
200mg Modafinil
oder Placebo

N/ ||

10:30h 13:30h 10:30h
Hypo 1 Hypo 2 Hypo 3

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Abgebildet ist
der schematische Verlauf der Blutglukosekurve an den Studientagen (schwarze
Linie). Der Versuchsaufbau sieht zwei Hypoglykamien am ersten Versuchstag zur
Induktion der Adaptation vor. Am zweiten Versuchstag findet nach der Einnahme
der Studienmedikation (Modafinil vs. Placebo) eine dritte Hypoglykdmie statt. Die
Hypoglykamieclamps am Vormittag finden zur gleichen Uhrzeit statt, um eventuelle

Einflisse durch die zirkadiane Rhythmik auszuschlieRen. Hypo = Hypoglykamie



Material und Methoden

Zur Induktion einer Adaptation an die Hypoglykamien wurden an Tag 1 beider
Bedingungen jeweils zwei Hypoglykdmien mittels eines hyperinsulinamen Clamp-
Verfahrens erzeugt. Am zweiten Tag erfolgte die dritte Hypoglykdmie nach
Einnahme der Studienmedikation, also des GABA-Blockers Modafinil oder eines
Placebopraparates. Beide Substanzen wurden von der Apotheke des UKSH in
gleicher GroRRe, Form und Farbe verkapselt, so dass eine Unterscheidung optisch
und haptisch weder fir die Probanden noch fir die verabreichenden Personen

maoglich war (doppelt-verblindetes Studiendesign).

Modafinil ist ein GABA-Antagonist und wird in Deutschland zur Behandlung von
hypersomnolenten Stérungen im Rahmen von Narkolepsie eingesetzt. Seit Marz
2008 ist Modafinil von der Betaubungsmittelpflicht befreit, da sich in Giber 10-j&hriger
Anwendung kein Abh&angigkeitspotential nachweisen liel3.

Die Durchfihrung der Studie erfolgte doppelblind und balanciert nach dem
Crossover-Design, jeder Proband wurde dabei als seine eigene Kontrolle in beiden
Bedingungen untersucht. Es wurde ein standardisiertes hyperinsulinames
Hypoglykamie-Clamp-Verfahren angewandt (DeFronzo, Tobin et al. 1979)
(detaillierte Beschreibung siehe unten).

2.3 Versuchsablauf

Fur den Vorabend der Versuchstage wurden die Probanden angewiesen, ab 22 Uhr

nichtern zu bleiben und um 23 Uhr zu Bett zu gehen.

An den Versuchstagen sollten sich die Testpersonen um 8:30 Uhr in der klinisch-
experimentellen Forschungseinrichtung des Universitatsklinikums Schleswig-

Holstein, Campus Libeck einfinden.

Im schallisolierten Versuchsraum wurde den Probanden initial je eine
Venenverweilkanile (Brauntle, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in
Venen an beiden Unterarmen gelegt. Uber die eine erfolgten wéahrend des
Versuchstages regelmanRige Blutentnahmen. Hierzu wurde eine mit Ringer-L6sung
(Berlin Chemie AG, Berlin, Deutschland) gespiilte Druckleitung (Druckleitung 210
cm, Angiokard Medizintechnik GmbH & Co. KG) angeschlossen. Der Schlauch
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wurde Uber einen Durchlass in der Wand in den benachbarten Laborraum gefiihrt
und dort an eine Hahnbank (Hahnbank-Set, 3-fach mit Adapter, Smiths Medical
Deutschland GmbH, Kirchseeon, Deutschland) angeschlossen, so dass die
Vorgange wahrend des Versuches fur den Probanden weitestgehend unsichtbar

waren.

Uber die zweite Venenverweilkaniile konnte mittels eines Dreiwegehahnes
(Discofix, B. Braun Meldungen AG, Melsungen, Deutschland) sowohl Normalinsulin
(Insuman Rapid 40 I.E./ml, Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland)
per Perfusor (Perfusor compact, B. Braun Meldungen AG, Melsungen,
Deutschland) als auch 20%ige Glukose-Losung (Delta-Select GmbH, Dreieich,
Deutschland) Uber den Infusomaten (Infusomat fmS, Software IFME, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verabreicht werden. Das Insulin wurde in
einem gewichtsadaptierten Mischverhaltnis mit 0,9%iger isotoner NaCl-Ldsung

verabreicht.

Wahrend des gesamten Versuches lagen die Probanden in ca. 60°
Oberkorperhochlagerung im Bett, eine weitere Mobilisation war lediglich wéahrend

der Pause und nach dem Versuch erlaubt.

Nach den initialen Vorbereitungen und dem Anschliel3en der unterschiedlichen
Leitungen erfolgte eine Baseline-Phase zur Erfassung der Ausgangswerte. Diese
beinhaltete Messung des Blutdrucks und der Herzfrequenz, automatisch gemessen
mit dem Dinamap (Dinamap Vital Daten Monitor 8100, Critikon) am Arm mit der
Insulin-Infusion. Zudem wurden die Ausgangswerte von Laktat, Insulin, C-Peptid,
Kortisol, ACTH, Glukagon, Growth Hormon (GH), Adrenalin und Noradrenalin im

Blut bestimmt.

Nach einer ca. einstiindigen Ruhephase wurde ab 9:45 Uhr die erste Hypoglykamie
induziert. Dies erfolgte mittels eines Insulinbolus von 10 mU/kg/KG Uber 2 Minuten
und anschliel3ender kontinuierlicher Insulininfusion mit einer gewichtsadaptierten,

individuell berechneten Laufrate (entsprechend 1,5 mU/kg/min).

In finfmindtigen Abstéanden wurden Blutglukosemessungen mit dem Glucose 201

DM Analyzer (HemoCue AB, Angelholm, Schweden) durchgefiihrt. Bei Erreichen

des Zielbereiches von unter 50 mg/dl wurde zudem eine gleichzeitige
11
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Glukoseinfusion (Glukose 20%) zum Einstellen eines stabilen Niveaus im Bereich
von ca. 40 mg/dl begonnen. In dem nun folgenden 40-mindtigen
Hypoglykamieplateau erfolgte die Blutzuckermessung alle 2,5 Minuten. Des
Weiteren wurden in diesem Zeitraum alle 10 Minuten regelmafige Messungen von
Blutdruck und Puls vorgenommen. Zudem erfolgte alle 10 Minuten eine
Blutenthahme zur Verlaufsbestimmung von Laktat, Insulin, C-Peptid, Kortisol,
ACTH, Glukagon, Growth Hormon (GH), Adrenalin und Noradrenalin. Nach 40
Minuten Hypoglyk&mieplateau wurde die Insulingabe beendet und mittels
Glukoseinfusion eine allmahliche Normalisierung des Blutzuckers erreicht.
Hiernach wurde die letzte Blutentnahme fiir den Versuchstag durchgefihrt und der
Proband erhielt einen Snack, bestehend aus 2 Scheiben Weil3brot mit Butter und

Marmelade (ca. 342 kcal).

Nach einer Pause wurde an Tag 1 ab 13:00 Uhr eine zweite Hypoglykdmie induziert,
auf Blutentnahmen zur Hormonbestimmung und auf kognitive Tests wurde dabei

verzichtet, da sie nur zur Auslésung einer Adaptation diente.

Am 2. Tag erfolgte vormittags das Prozedere wie an Tag 1, wobei nach der ersten
Blutenthahme 200 mg Modafinil, bzw. das Placebo unter Aufsicht eingenommen
wurde. Hiernach fand die dritte Hypoglykdmie zur gleichen Uhrzeit unter gleichen

Bedingungen wie die erste Hypoglykamie am Vortag statt.

2.4 Symptom-Rating-Skala

Zur Erfassung der wahrgenommenen Symptome und eventueller diesbezuglicher
Veranderungen unter der Hypoglykéamie wurden die Probanden vor der ersten
Kanulenanlage gebeten, einen Fragebogen zu ihrem Befinden auszufillen. Dabei
handelte es sich um die Symptom-Rating-Skala zur Bewertung der empfundenen
Symptome von 0 (schwach ausgepragt) bis 9 (stark ausgepragt) (siehe Anhang).
Zur Auswertung wurden nach géngiger Klassifizierung (Veneman, Mitrakou et al.
1993) folgende Symptome in die Gruppe der neuroglykopenen Symptome
zusammengefasst: Kribbelgefiihl, Konzentrationsschwéache, Schwindel, Schwache,
und verschwommenes Sehen. Diese Symptome werden durch den zentralnerviosen

Glukosemangel ausgel6st. In die Gruppe der autonomen Symptome fallen
12
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Schwitzen, Zittern, Hunger und Herzklopfen, sowie Angst und Nervositat; diese
Symptome treten als Folge der adrenergen Gegenreaktion mit reaktiver
Ausschittung von Adrenalin auf. Der Fragebogen wurde pro Versuchstag
insgesamt viermal ausgegeben: zu Beginn, kurz vor der ersten Insulingabe, bei

Erreichen der Hypoglykdmie und nach 30 Minuten im Hypoglykamieplateau.

2.5 Stroop-Test

Zur Beurteilung der selektiven Aufmerksamkeit und Konzentrationsfahigkeit wurde
wahrend der Baselinephasen und wahrend der ersten und dritten Hypoglykamie
jeweils ein sogenannter Stroop-Test durchgefiihrt. Der Test umfasst drei Subtests:
den Lese-Teil, den Farben-Benennungs-Teil und den Interferenz-Teil. Im Lese-Tell
wurde dem Probanden ein Blatt vorgelegt, auf dem die Begriffe ,gran®, ,blau®, ,rot"
und ,gelb® in schwarzer Tinte und in beliebiger Reihenfolge tber die gesamte Seite
gedruckt waren. Der Teilnehmer wurde aufgefordert innerhalb von 45 Sekunden
maglichst schnell und fehlerfrei, Zeile fur Zeile vorzulesen, dabei wurde die Anzahl
an richtig vorgelesenen Worten dokumentiert. Im Farben-Benennungs-Teil bekam
der Proband einen Bogen mit bunten Kreuzen vorgelegt, diese waren in den Farben
grin, blau, rot und gelb gedruckt. Der Teilnehmer sollte nun abermals in 45
Sekunden mdoglichst viele Farben richtig benennen. Im dritten Subtest, dem
Interferenz-Test waren auf dem Bogen die Farbworte in farbiger Tinte geschrieben.
Dabei entsprach die Wortbedeutung nicht der Farbe der Tinte in der es gedruckt
war. Beispielsweise war das Wort ,rot“ in gruner Tinte geschrieben. Die Aufgabe
bestand nun darin, in 45 Sekunden bei mdglichst vielen Worten die Druckfarbe
fehlerfrei zu benennen. Bei diesem Interferenz-Subtest ist eine besonders hohe
Konzentration notwendig, um die Farben fehlerfrei zu benennen, da Lesen als
automatisierte kognitive Tatigkeit dominanter ist als das Benennen der Tintenfarbe.

Bei allen drei Subtests wurden die richtigen Antworten gezahlt und dokumentiert.
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2.6 Analytische Methoden

Zur Bestimmung der Serumkonzentrationen von Insulin, C-Peptid und Kortisol und
der Konzentration von GH und ACTH wurden kommerziell erhéltliche Immunassays
der Firma Siemens (Minchen, Deutschland) verwendet. Die Bestimmung des
Plasmaglukagonspiegels erfolgte mittels eines Immunassays von IBL (Hamburg,
Germany). Die intra- und inter-assay Variationskoeffizienten lagen bei: Insulin <
5,6% und < 7,4%, C-Peptid < 2,4% und < 4,9%, Kortisol < 7,5% und < 9,5%, GH <
4,7% und < 6,7%, ACTH < 9,6% und < 10,1% und Glukagon < 4,9% und < 9,0%.

Die Plasmaspiegel fir Adrenalin und Noradrenalin wurden mittels eines
Hochleistungsflissigkeitschromatographen gemessen (Chromsytems, Minchen,
Deutschland), hierbei betrugen die intra- und inter-assay Variationskoeffizienten fur

Adrenalin < 5,4% und < 5,3% und fiir Noradrenalin < 2,8% und < 4,8%.

Zur Bestimmung der Modafinilkonzentration am zweiten Versuchstag wurde eine
Flissigchromatographie (CTC; Agrilent, Santa Clara, CA, USA), sowie eine Triple-
Quadrupol-Massenspektrometrie (AB Sciex, Framingham CA, USA) durchgeflhrt.

2.7 Statistische Auswertung

Die erfassten Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
dargestellt. Die Auswertung erfolgte mittels einer Varianzanalyse (ANOVA) mit den
Faktoren ,Bedingung“ (Modafinil versus Placebo), ,Zeit® (Zeitpunkte der
Datenerhebung) und ,Hypo“ (Vergleich der ersten Hypoglykamie an Tag 1 und der
dritten Hypoglykamie an Tag 2). Die Korrektur der Freiheitsgrade erfolgte mittels
der Greenhouse-Geisser-Prozedur. Der Faktor ,Zeit* beschreibt die Veranderung
der Hormonspiegel und Symptome innerhalb der individuellen Hypoglykamie, dies
gibt die Qualitat der Gegenregulation an. Der Faktor ,Hypo* ist als Mal3stab fir den
Adaptationsprozess zu werten und resultiert aus einem Vergleich der
Gegenregulation in der ersten und in der dritten Hypoglykamie. Der Faktor
,B8edingung x Hypo“ beschreibt Unterschiede in der Adaptation aufgrund des

Medikaments Modafinil.
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Fur Noradrenalin wurde zusatzliche Area-under-the-curve (AUC)-Berechnungen

durchgefuihrt, die die im Text genannten Zeitpunkte fir die Hypo-Clamps

umspannen.

Fur den paarweisen Vergleich wurde der Student’s T-Test genutzt. Fir den p-Wert

wurde ein Wert von < 0,05 als signifikant gewertet.
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Kapitel 3: Ergebnisse

3.1 Glukosemetabolismus und Modafinilspiegel

Die Blutglukosewerte wurden wahrend der Versuche regelmafig im Vollblut mittels
HemoCue® gemessen, hierzu waren pro Clamp 24 Messungen notwendig. Diese
erfolgten wéhrend der Hypoglykdmiephase alle 2,5 Minuten Uber eine der

Venenverweilkanule im Unterarm.

Die Ergebnisse der Blutzuckerkonzentrationen aller drei Unterzuckerungen waren
bezuglich H6he und Verlauf innerhalb einer Bedingung, aber auch zwischen den
beiden Bedingungen vergleichbar (alle p > 0,5 fur die Mittelwerte der Hypoglykéamie-
Plateaus, siehe Abb. 2). Dabei wurden wahrend der Hypoglykédmie-Plateaus im
Mittel Blutglukosewerte von 39,5 + 1,8 mg/dl in der Placebobedingung und 39,8 +
1,8 mg/dl in der Modafinilbedingung gemessen (p > 0,7).
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Abbildung 2: Konzentration der Blutglukose wé&hrend der hypoglykdmen
Clampversuche. Abgebildet ist der Verlauf der mittleren (# SEM)
Glukosekonzentration im Vollblut wahrend der Placebobedingung (weil3e Dreiecke)
und wahrend der Modafinilbedingung (schwarze Kreise). Der Zeitpunkt der
Einnahme der Studienmedikation (Placebo versus 200 mg Modafinil) um 08:45 Uhr
an Tag 2 ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Insulininfusion wurde nach einem
75-minttigem euglykdmen Baselineintervall um 9:45 Uhr mit einem Insulinbolus von
10 mU/kg Kdrpergewicht gestartet und anschlieRend mit einer kontinuierlichen Rate
von 1,5 mU/kg’min Uiber weitere 85 Minuten fortgesetzt. Das erste hypoglykame
Plateau (~40 mg/dl, graue horizontale Balken) war im Mittel um 10:30 Uhr erreicht
und wurde Uber 40 Minuten gehalten. AnschlieRend wurde die Insulininfusion
gestoppt und nach ca. 30 Minuten wieder ein euglykdmes Niveau erreicht. Dieses
Vorgehen wurde am ersten Tag um 13 Uhr und am zweiten Tag um 9:45 Uhr
wiederholt. Hypo 1= Erstes hypoglykames Plateau, Hypo 2 = Zweites hypoglykdmes

Plateau, Hypo 3 = Drittes hypoglykames Plateau. Studienmed. = Studienmedikation
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Die fur die Aufrechterhaltung des Hypoglykamieplateaus notwendigen
Glukoseinfusionsraten waren in allen drei Clamps in der Placebobedingung gut
vergleichbar (0,76 £ 0,16 vs. 0,88 + 0,21 vs. 0,78 + 0,22mg/kg/min, p > 0,6). Diese
Vergleichbarkeit war auch in der Modafinilbedingung gegeben (1,18 + 0,30 vs 0,93
+ 0,26 vs 0,14 + 0,37 mg/kg/min, p > 0,1). Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der Glukoseinfusionsraten wahrend der Plateaus zwischen den
Bedingungen (alle p > 0,1) (siehe Abb. 3)
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Abbildung 3: Glukoseinfusionsrate (GIR) in mg/kg/min. Abgebildet ist der
Verlauf der mittleren (# SEM) Gukoseinfusionsrate in allen drei
Hypoglykamieclamps wahrend der Placebobedingung (weile Dreiecke) und
wahrend der Modafinilbedingung (schwarze Kreise). Die Phasen des hypoglykamen
Plateaus 40 mg/dl) sind mit grauen horizontalen Balken gekennzeichnet (H1 =
erstes hypoglykdames Plateau, H3 = drittes hypoglykames Plateau). Wahrend die
Insulininfusion ~ mit  einer  kontinuierlichen  Rate lief, wurden die
Glukoseinfusionsraten individuell gesteuert, um ein stabiles Hypoglykéamieplateau

zu erreichen.
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Dementsprechend verhielten sich die Seruminsulinkonzentrationen innerhalb und
zwischen den Bedingungen vergleichbar (alle p > 0,3), ebenso wie die
Konzentrationen des C-Peptids im Serum (alle p > 0,1) (siehe Abb. 4A/B).

Am zweiten Tag wurden die Serumspiegel des Modafinils gemessen. Diese
erreichten in der Modafinilbedingung zu Beginn des dritten Hypoglykadmieplateaus
Werte von 2,7 + 0,3 mg/l und am Ende des Plateaus Werte von 3,0 + 0,2 mg/l, was
dem erwarteten Wirkspiegel von 2,4 — 6,8 mg/l bei Tagesdosen von 200-600 mg
Modafinil entspricht.

Die Einnahme der Studienmedikation l6ste bei keinem der Probanden subjektive

Beschwerden oder Nebenwirkungen aus.
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Abbildung 4: Insulin- und C-Peptid-Konzentrationen. Abgebildet sind die
mittleren (+ SEM) Serumkonzentrationen von (A) Insulin und (B) C-Peptid wahrend
der ersten und wahrend der dritten Hypoglykamie. Die Graphen der
Placebobedingung sind mit weiRen Dreiecken gekennzeichnet, die Werte der
Modafinilbedingung (200 mg p.o. Modafinil vor dem dritten Hypoglykdmieclamp)
sind mit schwarzen Kreisen dargestellt. Die Ausgangswerte der Insulin- und C-
Peptidkonzentrationen unterschieden sich in den Bedingungen nicht (p > 0,3) und
wurden als Baseline gewertet. Die Messungen in der ersten und in der dritten
Hypoglykamie fanden jeweils zur gleichen Zeit am Vormittag statt. Studienmed. =
Studienmedikation
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3.2 Endokrine Reaktion auf die Hypoglykamie

Die Baseline-Werte sdmtlicher gegenregulatorischer Hormone waren zwischen der
Placebo- und der Modafinilbedingung vergleichbar (alle p > 0,12). Alle
gegenregulatorischen Hormone zeigten als endokrine Antwort auf die
hyperinsulindme Hypoglykamie einen Anstieg des Serumspiegels (alle p > 0,001).
Dabei waren an beiden ersten Versuchstagen die hormonellen Reaktionen in
beiden Bedingungen vergleichbar (alle p > 0,16), so dass von einer Vergleichbarkeit
der Bedingungen in Bezug auf die Gegenregulation auszugehen ist (siehe Abb. 5A-
F).

Am zweiten Versuchstag zeigte sich in der Placebobedingung bei der dritten
Hypoglykamie ein deutlicher Riickgang der Noradrenalinantwort im Vergleich zur
ersten Hypoglykamie (p < 0,009) (Abb. 5A), was auf die erwartete Adaptation an die
vorangegangenen Hypoglykdmien hindeutet. In der Modafinilbedingung war in
Bezug auf die Noradrenalinantwort kein Unterschied zwischen der ersten und der
dritten Hypoglykdmie messbar (p > 0,3). Damit lag in der Modafinilbedingung
wahrend der dritten Hypoglykdmie eine deutlich hhere Noradrenalinkonzentration
vor, als im Vergleich zur Placebobedingung (p < 0,05 fur den Faktor ,Bedingung x
Zeit"). Dies wird als Abschwachung der Adaptation im Sinne eines Effektes durch

die Modafinileinnahme gewertet (p < 0,05 fur ,Bedingung x Hypo®).

Der Unterschied der Noradrenalinkonzentration zwischen den Bedingungen ist
dabei auf die Phase des hypoglykamischen Plateaus beschrankt (p < 0,002 fir den
AUC-Vergleich des Plateaus), wohingegen sich die Messungen tiber den gesamten

zeitlichen Bereich nicht signifikant unterscheiden (p > 0,1).

Die weiteren untersuchten endokrinen Parameter (Adrenalin, ACTH, Kortisol,
Glukagon, und GH) wurden in ihrer gegenregulatorischen Antwort nicht durch die
Einnahme von Modafinil beeinflusst (alle p > 0,3 fiir den Faktor ,Bedingung x Hypo®)
und waren in ihrer Auspragung wahrend der dritten Hypoglykamie vergleichbar

zwischen den beiden Versuchsbedingungen (alle p > 0,4) (Abb. 5B-F).
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Abbildung 5: Gegenregulatorische Hormone. Abgebildet sind die gemittelten

Serum- bzw. Plasmakonzentrationen (# SEM) von (A) Noradrenalin, (B) Adrenalin,
(C) ACTH, (D) Kortisol, (E) Glukagon und (F) GH, wahrend der ersten und wahrend
der dritten Hypoglykamie. Die Graphen der Placebobedingung sind mit weif3en

Dreiecken gekennzeichnet, die Werte der Modafinilbedingung (200 mg Modafinil vor

dem dritten Hypoglykamieclamp) sind mit schwarzen Kreisen dargestellt. Die

Phasen des hypoglykdmen Plateaus 40 mg/dl) sind mit grauen horizontalen Balken

gekennzeichnet (H1 = erstes hypoglykames Plateau, H3 = drittes hypoglykames

Plateau). Die initialen Hormonwerte unterschieden sich in den Bedingungen nicht

(p > 0,12) und wurden als Baseline gewertet. * p < 0,05 (Student’s t-test).

Konversionsfaktoren fir SI-Einheiten: pg/ml x 0,22 = pmol/l; pg/dl x 27,588 = nmoll/l,

ng/ml x 1 = pg/l. Studienmed. = Studienmedikation
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Die gegenregulatorischen Antworten der Hormone ACTH, Kortisol und GH waren in
der Placebobedingung am zweiten Tag niedriger, sie zeigten also die erwartete
Adaptation auf die wiederholte Unterzuckerung (fuir alle p < 0,05 fur den Faktor
,Hypo“; Abb. 5C, D, F). Dieser Effekt war unter Placebo fur die Hormone Adrenalin
und Glukagon statistisch nicht signifikant nachweisbar (beide p > 0,08; Abb. 5B+E).

In der Modafinilbedingung war eine Adaptation, also eine verminderte
gegenregulatorische Antwort, nur fur die Hormone ACTH und GH nachweisbar
(beide p < 0,05 fur den Faktor ,Hypo“). Die Hormone Adrenalin, Kortisol und

Glukagon zeigte keine statistisch relevante Adaptation (alle p > 0,07).

3.3 Hypoglykamiesymptome und Aufmerksamkeit

In Bezug auf die neuroglykopenen und autonomen Symptome war wahrend beider
Hypoglykamien eine deutliche Zunahme der wahrgenommenen Symptome zu
beobachten (p < 0,001) (Abb. 6A-B).

Dabei zeigte sich bei den neuroglykopenen Symptomen eine geringere
Symptomwahrnehmung wéahrend der dritten Hypoglyk&dmie verglichen mit der
ersten unter Placeboeinnahme (p < 0,04). Dieser Effekt war in der
Modafinilbedingung nicht gegeben (p > 0,7). Dieser Unterschied zeigte jedoch keine
statistische Signifikanz (p > 0,5 fur den Faktor ,Bedingung®).

Bezogen auf die Bewertung der autonomen Symptome war in beiden Bedingungen
keine Abschwéachung der Intensitat, also keine Adaptation, und kein Einfluss von

Modafinil zu erkennen (alle p > 0,3).

Wahrend der Hypoglykdmien war eine Einschrdnkung der Aufmerksamkeit,
gemessen an der Gesamtleistung im Stroop-Test, zu beobachten (p < 0,02). Dabei
zeigte sich im Subtest ,Farben-Benennen® am zweiten Versuchstag in der
Modafinilbedingung eine Verbesserung im Vergleich zur Placebobedingung (p <
0,03 fur den Faktor ,Bedingung x Zeit“, Placebo vs Modafinil, Baseline 86,9 + 3,0 vs
86,9 + 3,0 korrekte Farbnennung, Hypoglykamie 77,6 + 4,0 vs 84,9 + 4,6). Bei den
weiteren Subtests zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Bedingungen (alle p > 0,4).
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Abbildung 6: Neuroglykopene und autonome Symptome. Abgebildet sind die
gemittelten Bewertungen der (A) neuroglykopenen und (B) autonomen Symptome
wahrend der ersten und wahrend der dritten Hypoglykdamie. Die Graphen der
Placebobedingung sind mit weiRen Dreiecken gekennzeichnet, die Werte der
Modafinilbedingung (200 mg Modafinil vor dem dritten Hypoglykdmieclamp) sind mit
schwarzen Kreisen dargestellt. Die Phasen des hypoglykdmen Plateaus 40 mg/dl)
sind mit grauen horizontalen Balken gekennzeichnet (H1 = erstes hypoglykédmes
Plateau, H3 = drittes hypoglykdmes Plateau). Die initialen Symptombewertungen
unterschieden sich in den Bedingungen nicht (p > 0,12) und wurden als Baseline
gewertet. * p < 0,05 (Student’s t-test)
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3.4 Herzfrequenz und Blutdruck

In beiden Bedingungen und in allen Clamps zeigte sich als Folge der Hypoglykamie
ein Anstieg der Herzfrequenz (p < 0,001). Am zweiten Versuchstag war die
Herzfrequenz eher erhoht als erniedrigt (p < 0,04), dieser Effekt war in der
Modafinilbedingung starker ausgepragt als in der Placebobedingung (Modafinil p <
0,05, Placebo p > 0,11), obwohl zwischen den Untersuchungsbedingungen kein
signifikanter Unterschied bestand (p > 0,2) (siehe Abb. 7)
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Abbildung 7: Herzfrequenz. Abgebildet ist der Verlauf der gemittelten (+ SEM)
Herzfrequenz im ersten und im dritten Hypoglykamieclamp wahrend der
Placebobedingung (weil3e Dreiecke) und wahrend der Modafinilbedingung
(schwarze Kreise). Die Messungen in der ersten und in der dritten Hypoglykamie

fanden jeweils zur gleichen Zeit am Vormittag statt.
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In Bezug auf den systolischen Blutdruck zeigten sich ebenfalls wahrend der
Hypoglykamie erhéhte Werte (p = 0,001). Auch hier war in der Modafinilbedingung
ein Trend zu starkerer Erhéhung des systolischen Blutdruckes am zweiten
Untersuchungstages zu erkennen (p < 0,08), dies zeigte sich in der
Placebobedingung nicht (p > 0,25; p > 0,2 fir ,,Bedingung x Hypo®) (siehe Abb. 8A).

Bezlglich des Hypoglykamie-assoziierten Abfalls des diastolischen Blutdruckes
bestanden weder zwischen den einzelnen Hypoglykdmien noch zwischen den
Bedingungen ein signifikanter Unterschied (alle p > 0,7) (siehe Abb. 8B).
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Abbildung 8: Systolischer und diastolischer Blutdruck. Abgebildet ist der
gemittelte Verlauf des systolischen Blutdrucks (A) und des diastolischen Blutdrucks
(B) wahrend des ersten Hypoglykdmieclamps und wahrend des dritten
Hypoglykamieclamps in der Placebobedingung (wei3e Dreiecke) und in der
Modafinilbedingung (schwarze Kreise). Die Messungen in der ersten und in der

dritten Hypoglykadmie fanden jeweils zur gleichen Zeit am Vormittag statt.
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Kapitel 4: Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwiefern die Adaptation an wiederholte
Hypoglykamien tUber GABAerge Signalwege vermittelt wird und ob eine GABA-
Blockade durch den Antagonisten Modafinil zu einem Erhalt der neuroendokrinen
Gegenregulation fihren kann. Dafur wurde die neuroendokrine, neuroglykopene
und autonome Reaktion auf wiederholte Hypoglykamieclamps unter Einnahme des
Wirkstoffs Modafinil versus Einnahme eines Placebos bei gesunden Mannern

verglichen.

4.1 Einfluss der GABA-Blockade auf die endokrine Gegenregulation

Wir konnten mit unserem Versuchsaufbau zeigen, dass die Einnahme von Modafinil
nach zwei vorangegangenen und vor einem dritten Hypoglykamie-Clamp zu einer
Wiederherstellung der gegenregulatorischen Noradrenalinausschittung fihrte
(Klement, Mergelkuhl et al. 2014). In Bezug auf die ebenfalls untersuchten weiteren
gegenregulatorischen Hormone (Adrenalin, ACTH, Kortisol, Glukagon und GH)
ergab sich kein signifikanter Effekt durch die Blockade der GABAergen Signalwege.
Auch bezuglich der Wahrnehmung von autonomen und neuroglykopenen
Symptomen konnte keine relevante Wirkung des GABA-Antagonisten erfasst

werden.

In der Placebogruppe zeigte sich die erwartete Abschwachung der neuroendokrinen
Antwort auf die dritte Hypoglykamie im Vergleich zur ersten Hypoglykdmie.
Insbesondere konnten wir die bisherigen Ergebnisse vorliegender Studien in Bezug
auf die Konzentrationen von Noradrenalin, ACTH, GH und Kortisol bestatigen
(Davis and Shamoon 1991a, Veneman, Mitrakou et al. 1993). Gleiches qilt fir die
von den Probanden in der Symptom-Rating-Skala wiedergespiegelte

Wahrnehmung neuroglykopener Symptome.

Da diese Beobachtungen sich mit den Ergebnissen von wiederholt durchgefihrten
Untersuchungen an gesunden Menschen und auch Menschen mit Diabetes decken,
sehen wir unseren methodischen Ansatz bestatigt (Heller and Cryer 1991, Davis
and Shamoon 1991a, Davis, Mellman et al. 1992, Widom and Simonson 1992,
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Dagogo-Jack, Craft et al. 1993, Veneman, Mitrakou et al. 1993, Dagogo-Jack,
Ovalle et al. 1998, Klement, Pais et al. 2013).

In Bezug auf Adrenalin und Glukagon war die Abschwéchung der Reaktion auf die
vorhergehenden Hypoglykdmieepisoden sowohl in der Modafinilbedingung als auch
in der Placebobedingung statistisch geringer ausgepragt als erwartet.
Diesbezuglich muss eine moégliche Verschleierung eines Modafinileffektes diskutiert
werden. Maoglicherweise ware eine Auswirkung der GABA-Blockade in der
Modafinilbedingung bei einem signifikanteren Abfall der Gegenreaktion in der

Placebobedingung besser zu detektieren.

Unsere Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass es einen Zusammenhang
zwischen dem GABA-Signalweg und der Reduktion einer Gegenregulation nach

vorangegangener Hypoglykamie gibt.

Ubereinstimmend mit unserem Befund, dass die gegenregulatorische
Noradrenalinausschittung durch eine Inhibition der GABAergen Signaliibertragung
abgeschwacht werden kann, wiesen auch vorhergehende Studien an Nagern nach,
dass eine reduzierte GABA-Konzentration im ventromedialen Hypothalamus zu
einer gesteigerten Gegenregulationsreaktion fuhrt (Chan, Zhu et al. 2006, Chan,
Cheng et al. 2008, Chan, Paranjape et al. 2011). Dabei zeigte sich in insbesondere
bei Tieren mit Diabetes nach der lokalen Verabreichung eines GABA-Antagonisten
in den VMH eine erneute Steigerung der Adrenalin- und Glukagonausschiittung
(Chan, Paranjape et al. 2011). Eine erhdohte GABA-Konzentration im
ventromedialen Hypothalamus scheint damit mit der unzureichenden
Blutzuckerregulation nach wiederholter Hypoglykdmie in Zusammenhang zu
stehen. Dies lasst im Umkehrschluss die Hypothese zu, dass eine Reduktion der
GABA-Konzentration eine Steigerung der hormonellen Gegenregulation und damit

eine Steigerung der neuroglykopenen Symptome erzielen kénnte.

Des Weiteren lassen bisherige Studien die Annahme zu, dass insbesondere die
Reduktion der adrenergen Gegenreaktion zum Versagen der Regulation fuhrt
(Cryer 2013b). In unserer Untersuchung konnten wir durch die GABA-Inhibition
jedoch nur die noradrenerge Reaktion wiederherstellen. Méglicherweise ist eine

Erweiterung des Modafinileffektes auf weitere hormonelle Mechanismen durch
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andere Dosierungen, andere Clamp-Techniken oder den Einsatz eines anderen

GABA-Blockers zu erreichen.

So konnten Untersuchungen, bei denen der GABA-Agonist Alprazolam eingesetzt
wurde, zeigen, dass durch die GABA-Aktivierung eine Reduktion der
neuroendokrinen Gegenregulation erreicht werden konnte. Dies gilt vor allem fur die
Ausschittung von ACTH, Glukagon und Adrenalin, jedoch nicht fur Noradrenalin
und Kortisol (Breier, Davis et al. 1992, Hedrington, Farmerie et al. 2010, Giordano,
Berardelli et al. 2013).

Zudem konnten bei Ratten, bei denen eine Blockade der im VMH angesiedelten
GABA-Rezeptoren  vorgenommen  wurde, eine reduzierte adrenerge
Gegenregulation und eine verminderte Glukagonausschittung beobachtet werden.
Die kortikosteroidale Reaktion war durch die Blockade nicht zu beeinflussen (Chan,
Cheng et al. 2008, Chan, Paranjape et al. 2011).

Im Gegensatz dazu fuhrt eine Deaktivierung der Neuronen im dorsomedialen
Hypothalamus und im paraventrikularen Kern zu einer gehemmten ACTH- und
Kortikosteroid-Reaktion. Ein Effekt auf die Konzentrationen von Katecholaminen
und Glukagon ist nicht zu beobachten (Evans, Wilkinson et al. 2004, Chan, Lawson
et al. 2007). Daraus kann geschlossen werden, dass die Reaktionen der
hypothalamischen und sympathoadrenalen Hypophysen-Nebennierenachse durch

unterschiedliche Hirnstrukturen beeinflusst werden kénnten.

Auch bei Untersuchungen extrahypothalamischer Bereiche wie der Substatia nigra
konnte eine reduzierte GABA-Konzentration nach Hypoglykdmie nachgewiesen

werden (During, Leone et al. 1995).

4.2 Wirksamkeit von Modafinil

Einschrankend muss beachtet werden, dass der Effekt von Modafinil nicht nur die
GABAerge SignalUbertragung betrifft, sondern zur Stimulation des noradrenergen,
serotonergen und dopaminergen Systems beitragt (Scoriels, Jones et al. 2013).
Damit sind Wechselwirkungen mit den Hypoglykdmie-induzierten Reaktionen und

eine Beeinflussung von deren Intensitat mdoglich. Eine Beeinflussung der
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Noradrenalinkonzentation durch Modafinil, unabhangig von einer Hypoglykamie, ist
bisher nicht beobachtet worden, muss jedoch als mdgliche direkte Modafinilwirkung

mit in Betracht gezogen werden.

Smith et al. konnten zeigen, dass die Einnahme von Modafinil wahrend einer
einzelnen Hypoglykamie zu einer Steigerung der Wahrnehmung autonomer
Symptome und zur Erh6hung der Herzfrequenz fihrte (Smith, Pernet et al. 2004).
Dies wurde auf die Unterdriickung der GABAergen Aktivitat zurlickgefihrt. Jedoch
konnte keine Beeinflussung der hormonellen Gegenregulation gemessen werden,
so dass man davon ausgehen muss, dass Modafinil den physiologischen Abfall der
GABA-Konzentration wahrend einer ersten Hypoglykamie nicht weiter verstarkt
(During, Leone et al. 1995, Zhu, Czyzyk et al. 2010). Bei wiederholten
Hypoglykamiephasen jedoch konnten reduzierte GABA-Konzentrationen gemessen
werden, so dass von einer gesteigerten Hemmung der GABAergen Mechanismen
ausgegangen werden muss (Chan, Cheng et al. 2008). Da die Aussagekraft und
Beurteilbarkeit der jeweiligen Versuche bei mehrfacher Induktion einer
Hypoglykamie verbessert wurde, wahlten wir ein Studiendesign mit wiederholten

hyperinsulindmen Hypoglykamieclamps.

4.3 Metabolische Plastizitat und Limitationen

Vorangegangene Studien beschéftigten sich mit der Frage, ob die Abschwéchung
der gegenregulatorischen Reaktion auf wiederholte Hypoglykamien als Ausdruck
metabolischen Lernens angesehen werden kann. Dabei zeigte sich, dass die
glutamaterge Signalgebung keinen wesentlichen Anteil an diesem adaptiven
plastischen Prozess hat (Klement, Pais et al. 2013). Die von uns gewonnenen
Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass die GABAergen Reaktionen Einfluss auf
die metabolische Plastizitdt und damit auch auf das metabolische Lernen haben
konnten. Zudem haben bisherige Arbeiten gezeigt, dass parvozellulare Zellen des
hypothalamischen paraventrikularen Kerns (PVN) unter GABAergen Einflissen
eine plastische Reaktion auf chronischen Stress zeigen (Miklos and Kovacs 2002,
Cullinan, Ziegler et al. 2008). Es wurde bereits gezeigt, dass die Ausbildung

plastischer neuronaler Veranderungen im PVN durch die Wirkung von Noradrenalin
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auf GABA-sensible Synapsen unterstitzt wird. Dies passt zu unseren Ergebnissen,
dass die Inhibition des GABAergen Signals vor allem die noradrenerge Reaktion auf

wiederholt Hypoglykdmien beeinflusst (Inoue, Baimoukhametova et al. 2013).

Des Weiteren ist zu diskutieren, ob weniger tiefe oder gestaffelt aufgebaute
Zielbereiche der Hypoglykdmie eine Optimierung der Aussagefahigkeit moglich
machen. Insbesondere durch eine schrittweise Reduktion der Zielbereiche ist eine
Evaluation der Schwellenwerte fir neuroendokrine Gegenreaktionen denkbar.
Weiterhin muss bericksichtigt werden, dass es durch die geringe Gruppengrof3e zu
einer geringeren statistischen Trennscharfe kommt. Zudem konnten bei einer rein
mannlichen Probandengruppe keine Informationen Zu moglichen
geschlechtsspezifischen Unterschieden bei der Glukosewahrnehmung gewonnen

werden.

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass die Verabreichung von Modafinil die
Abschwachung der gegenregulatorischen Noradrenalinausschittung nach
wiederholter Hypoglykamie wieder aufhebt und die sonstigen neuroendokrinen
gegenregulatorischen Reaktionen unbeeinflusst bleiben. Die Adaptation der
neuroendokrinen Gegenregulation scheint zumindest anteilig Uber die GABAerge

Regulation beeinflusst zu werden.

In der Zukunft sind weitere Untersuchungen notwendig, um die Rolle und das
Potential des GABA-Systems zu erfassen und um zu beschreiben, ob der Einfluss
uber die Modulation des noradrenergen Systems hinausgeht und in der Therapie

des Diabetes eingesetzt werden kann.

4.4 Klinische Relevanz und Ausblick

Hypoglykamien sind mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat verknipft (Cryer
2012). Dabei handelt es sich neben den somatischen Akutkomplikationen wie
Bewusstseinsverlust, Krampfanfdllen oder dem erhdhten Risiko kardialer
Komplikationen, auch um psychologische Begleiterscheinungen wie Reizbarkeit,
negative Stimmungslage oder erhdhte Anspannung. Viele Patienten entwickeln

eine ausgepragte Angst vor erneuten Hypoglykamien, diese sei ahnlich ausgepragt,
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wie die Sorge vor Spatkomplikationen wie Erblindung durch eine Retinopathie oder
eine dialysepflichtige Nephropathie. Diese Sorge vor der néachsten Hypoglykamie
steht einer ausreichend strengen Insulintherapie, welche zum Erreichen einer
moglichst euglykdmen Stoffwechsellage notwendig ist, im Weg (McCrimmon and
Sherwin 2010).

Ein Patient mit Diabetes mellitus Typ 1 erleidet durchschnittlich zwei
symptomatische Hypoglykdmien in der Woche. Die Pravalenz fur schwere
Hypoglykamien mit Fremdhilfe liegt bei 30-40%/Jahr, die jahrliche Inzidenz wird mit
1,0 bis 1,7 Episoden pro Patient und Jahr beschrieben (Frier 2009).

Das Risiko einer Stérung der Hypoglykamiewahrnehmung steigt mit Dauer der
Erkrankung, sowohl bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1, als auch bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2. Entscheidend ist zudem, wie streng die

Insulindosierung zur Blutzuckerkontrolle eingestellt wird (Leese, Wang et al. 2003).

Die Pravalenz einer Hypoglykamiewahrnehmungsstérung liegt bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 1 bei 19,5 %, diese Patienten haben ein 6-fach erhéhtes
Risiko fur schwere Hypoglykamien (Geddes, Schopman et al. 2008). Auch fiur die
Gruppe der Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 wird eine erhdhte Pravalenz fur
eine Stérung der Hypoglykamiewahrnehmung beschrieben (9,8%), hier ist das

Risiko fur schwere Hypoglykadmien 17-fach erhoht (Schopman, Geddes et al. 2010).

Da weiterhin das tiefere Verstandnis fur die pathophysiologischen Vorgénge bei der
Adaptation an wiederholte Hypoglykamien fehlt, spielen in der klinischen Praxis vor
allem MaRRnahmen wie Patientenschulungen und, soweit mdglich, der Einsatz von
hypoglykamievermeidenden Therapien die malRgebende Rolle. Um die Morbiditat,
Mortalitat und auch die bestehen Belastungen fir das Gesundheitssystem zu

reduzieren, sind weitere Forschungen auf diesem Gebiet notwendig.

Bisherige Untersuchungen unterstrichen, dass es sich um ein multifaktorielles

Geschehen handelt. Somit sollten kiinftige Forschungsvorhaben idealerweise

kombinierte Ansétze verfolgen. Dies bezieht sich auf die weitere Forschung auf

Rezeptorebene, auf zentrale sowie periphere endokrine Vorgange, aber auch auf

die psychologischen Komponenten der Adaptation. Des Weiteren kénnten

zuklnftige Studien in Bereichen des Opioidsystems oder der zentralen
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Glukosesensoren sinnvolle Hypothesen zur Hypoglyk&dmiegegenregulation

verfolgen.

All diese Forschungsansatze konnten dazu beitragen, die Adaptation an

Hypoglykamien besser zu verstehen und langfristig Therapieoptionen zu bieten.
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Kapitel 5: Zusammenfassung

Nach wiederholten Hypoglykamien kommt es zu einer verminderten Wahrnehmung
fur erneute Hypoglykédmien und einer Reduktion der hormonellen und
symptomatischen Gegenregulation. Dieser Vorgang der Adaptation geht mit einem
erhohten Risiko fur schwere Hypoglykamien und assoziierte Komplikationen einher.
Basierend auf den Ergebnissen vorangegangener Tierexperimente stellen wir die
Hypothese auf, dass die Adaptation auch beim Menschen durch die Verabreichung
eines GABA-Inhibitors aufgehoben werden kann.

In unserer balancierten und doppelt-verblindeten Studie nahmen vierzehn gesunde
junge Manner in jeweils zwei Versuchsbedingungen (GABA-Blocker Modafinil 200
mg vs Placebo) an standardisierten Hypoglykamie-Clampverfahren teil. Am jeweils
ersten Versuchstag durchliefen die Probanden zwei Hypoglykdmiephasen zur
Induktion der Adaptation. Am zweiten Versuchstag erfolgte um 8:30 Uhr die
Einnahme der Studienmedikation und anschlief3end ein dritter Hypoglykdmieclamp.
RegelméalRig wurden die Blutkonzentrationen der gegenregulatorischen Hormone
(Kortisol, ACTH, Adrenalin, Noradrenalin, GH und Glukagon), sowie Herzfrequenz
und Blutdruck gemessen. Die Hypoglykdmiesymptome wurden vor, wahrend und
nach der Hypoglykédmiephase in einem Fragebogen erhoben (Symptom-Rating-
Skala). Aufmerksamkeit und Konzentration wurden mithilfe des Stroop-Tests
erfasst.

Durch die ersten Hypoglykémien an Tag 1 konnten wir eine Adaptation an die
hypoglykame Stoffwechsellage erreichen. Nach GABA-Inhibition durch Modafinil
war eine Wiederherstellung der noradrenergen Gegenregulation messbar (p <
0,05). Die weiteren gemessenen Hormone und Symptome zeigten dabei keine
Veréanderung unter Modafinil im Vergleich zur Placebogruppe (p > 0,3).

In der vorliegenden Studie konnte eine Aufhebung der Adaptation der
gegenregulatorischen noradrenergen Antwort auf mehrfache Hypoglykamien durch
die Einnahme eines GABA-Blockers gezeigt werden. Damit unterstiitzen unsere
Ergebnisse die Annahme, dass die Adaptation an Hypoglykdmien zumindest in
Teilen ein GABA-vermittelter Prozess ist. Es sind weitere Forschungsergebnisse
notwendig, um die ursachlichen Mechanismen der hormonellen Gegenregulation zu
beleuchten und damit die Therapiesicherheit fur Patienten unter Insulintherapie zu

verbessern.
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Kapitel 7: Anhang
Studienprotokoll:

BZ Auftragsnummer 1-10 =
Proband ID:
Bedingung: Tag: 1 Datum:

Modafinil

Versuchsprotokoll

13,5 * 50 * kgKG / 1000 = IE /50ml NaCL 0,9%

. . Glucose .
Zeit min BZ mg/dI BE RR sys RR dia HF Bemerkun
9 20% mith v N
08:30 -75 1 1.SRS1, 2.Braunilen/ Labor, 3.BE
09:15 -30 2 Stroop 1
09:40 -5 SRS 2
09:45 0 3 Insulinbolus 22,5ml/h 2min dann 6.7ml/h
................ IE Altinsulin/50ml Nacl 0.9%
09:50 5
09:55 10
10:00 15
10:05 20 4
10:10 25
10:15 30
10:20 35
10:25 Iy
10:30 45 5 SRS 3
10:35 50
10:40 55 [3
10:45 60
10:50 65 7 Stroop 2
10:55 70
11:00 75 8 SRS 4
11:05 80
11:10 85 9 BE/ Insulin ende/ G20%/AN
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Zeit min BZ mg/dl Z%LZC;SI; BE RR sys RR dia HF Bemerkung
11:15 90

11:20 95

11:25 100

11:30 105

11:35 110

11:40 115 10 BE wenn BZ stabilisiert ca.90mg/dl / nach BE Snack
11:45 120

1150 125

1155 130

12:00 135 Pause Proband ruhige Beschéaftigung

13:00 140 Insulinbolus 22,5ml/h 2min dann 6.7ml/h
13:05 145

13:10 150

13:15 155

13:20 160

13:25 165

13:30 170

13:35 175

13:40 180

13:45 185 Ziel Hypo 40mg/dl

13:50 190
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. . Glucose .
Zeit min BZ mg/dl B RR sys RR dia HF Bemerkun
9 20% mirh v 9

13:55 195

14:00 200

14:05 205

14:10 210

14:15 215

14:20 220

14:25 225 Insulin ende/ G20%A\

14:30 230 Mittagessen

14:35 235

14:40 240

14:45 245

14:50 250

14:55 255 BZ stabil, Strassenverkehr/ ab 22:00 niichtern/ ab 23:00 schlafen

15:00 260

Stroop 1 Version 1
Anzahl schwarz/weiB
Anzahl XXXXX|
Anzahl farbige Wérter|
Stroop 2 Version 2

Anzahl schwarz/weiB
Anzahl XXXXX|
Anzahl farbige Wérter
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BZ Auftragsnummer 11 - 20 = Modafinil
Proband ID: Versuchsprotokoll
Bedingung: Tag: 2 Datum:
13,5 * 50 * kgKG / 1000 = IE /50ml NaCL 0,9%

zeit | min | BZmgrdi 2%';)°°m5ueh BE| RRsys RR dia HF Bemerkung

08:30 -75 11 1.SRS5, 2. Brauniilen/ Labor, 3.BE, 4.TBL(nachBE!)

09:15 -30 12 Stroop 3

09:40 -5 SRS 6

09:45 0 13 Insulinbolus 22,5ml/h 2min dann 6.7ml/h

{IE Altinsulin/50ml Nacl 0.9%

09:50 5

09:55 10

10:00 15

10:05 20 14

10:10 25

10:15 30

10:20 35

10:25 40

10:30 45 15 SRS 7

10:35 50

10:40 55 16

10:45 60

10:50 65 17 Stroop 4

10:55 70

11:00 75 18 SRS 8

11:05 80

11:10 85 19 BE/ Insulin ende/ G20%/\
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. ) Glucose .
Z min BZ mg/dl BE RR RR HF
eit i g/d 20% mih sys dia Bemerkung
11:15 90
11:20 95
11:25 100
11:30 105
11:35 110
11:40 115 20 BE wenn BZ stabilisiert ca.90mg/dl / nach BE Snack/ Stassenverkehr
11:45 120
Stroop 3 Version 3
Anzahl schwarz/weiB)
Anzahl XXXXX
Anzahl farbige Worter|
Stroop 4 Version 4
Anzahl schwarz/weiB)
Anzahl XXXXX
Anzahl farbige Woérter
Selbsteinschitzung Medikament: Modafinil O
Placebo |:|
unbekannt |:|

45




Anhang

Symptom-Rating-Skala:

Datum:

Bedingung:

Symptom:

27.

Angst

Schwitzen

Korperliches Unwohlsein
Innere Unruhe
Kribbelgefihl

Zittern

Hunger

Herzklopfen

Verschwommenes Sehen

. Konzentrationsfahigkeit
. Durst

. Arger

. Kopfschmerzen

. Sattheit

. Ubelkeit

. Traurigkeit

. Atembeschwerden
. Freude

. Mudigkeit

. Schwindel

. Nervositat

. Appetit

. Juckreiz

. Schwéche

. Warme

. Aktivitat

Vollegefihl

Datum:

Probanden-ID:

Listen-Nr.:

Symptom- Rating Skala

0 1 2
schwach

O O O O O O O O O O O O O O O O O O O O o o o o o o o
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Probanden-ID:
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Anhang

Votum der Ethikkommission:

Es folgt das Votum der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Universitat
zu Libeck aus der Sitzung vom 22. April 2009 zu der Arbeit Gber den Einfluss von
GABA-Rezeptoren auf die gegenregulatorische Adaptation an wiederholte
Hypoglykamien (Aktenzeichen 07-068).
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Hest Praf. Or. mad, Dr. phil. M, Raspe
Frau Dr. J. Klement! Stelhy, Vorsizands:

Frau Prof, Q. med. M. Schradel
Prof. Or. A. Peters = e

Ratzeburger Allee 160

Medizinische Klinik |- #3538 Loback
Sachbearbaitung: Frau Dr, Angalika Higps
Im Haus Tel: +40 451 799 2518

Fane +44 451 799 2522
angelixa hueppai@uk-gh.da

Aktenzeichen; 07-068
Daturn: 20,04, 2005

Ameandment zum Ethikvatum AZ 07-068

Titel: Der Einfluss von GABA-Rezepioren auf die gegenregulatorizche Adaptation an wiedemolte
Hypoglykamien

Ihr Schreiben vom 01.04 2008 mit Antragsunteriagen

Sehr verehrie Frau Klement, sehr geehror Herr Peters,

es bestahen aus ethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und rechtlichen Gesichtspunkten nach
der Berticksichtung des folgenden Hinweises keine Bedenken gegen die Durchfuhrung des von
lhnen in den eingereichten Unterlagen geschilderten zweilen Studienabschnitts:

Die bereits im Ursprungsvotum vom 22. Mai 2007 gegebene Empfehiung, eine Risikoversichemnng
fir die Probanden abzuschlieRen, gilt auch for den zweiten Studienteil. Potenzielle
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Abschluss einer Probandenversicherung fir nicht produktbezogene Forschungsvarhaben
abgesichert werdan.

Die Ethikkommission bleibt bei der Einschétzung, dass es sich bei der Gabe von Modafinil
(ebenso wie zuvor bei der Gabe von Memantin um einen Provokationstest handalt, dar nicht als
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