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Einleitung

Einleitung

Schlafen und Energieaufnahme sind zwei wesentliche Grundbediirfnisse des Menschen.
Inzwischen wird Schlaf nicht mehr nur als passiver Zustand der korperlichen und
geistigen Regeneration, sondern vielmehr als aktiver Prozess, der zur
Gedichtnisbildung auf kognitiver, metabolischer und immunologischer Ebene beitrégt,
wahrgenommen und intensiv beforscht. Aber auch die Energiehomdostase des
menschlichen Organismus stellt ein hoch komplexes System metabolischer Prozesse
dar, welches mehr denn je im Focus der Wissenschaft steht.

Vor dem Hintergrund der steigenden Privalenz der Adipositas und damit
assoziierter Erkrankungen auf der einen Seite (1, 2) und einer in den letzten Jahren
kontinuierlich abnehmenden durchschnittlichen néchtlichen Schlafdauer in der
westlichen Welt andererseits (3-5) liegt es nahe, nach Verbindungen zwischen der
nichtlichen Schlafdauer und der Energiechomdoostase des Organismus zu fragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von kurzfristiger Verkiirzung der
nichtlichen Schlafdaver auf die Basalsekretion hormoneller Faktoren des
Glukosestoffwechsels und die hormonelle Gegenregulation wihrend insulininduzierter
Hypoglykédmie (hyperinsulindmischer, hypoglykidmischer Clamp) bei jungen, gesunden
Minnern untersucht. Vor der Beschreibung von Fragestellung und Zielen der Studie
wird zunichst ein kurzer Uberblick iiber die Physiologie des Schlafes sowie iiber die
Befundlage zu Hypoglykdmien und der gegenregulatorischen Antwort des Korpers
gegeben.

Schlafphysiologie

Polysomnographie

Zur Registrierung des Schlafs werden verschiedene Verfahren unter dem Uberbegriff
der Polysomnographie angewandt (6). Einerseits wird kontinuierlich und standardisiert
ein Elektroenzephalogramm (EEG) abgeleitet. Hierfiir werden mehrere Elektroden auf
der Kopfhaut angebracht und die Hirnstrome bipolar (beide Elektroden auf der
Schédelkalotte) bzw. unipolar (eine differente Elektrode auf der Schidelkalotte und eine

indifferente Referenzelektrode z.B. am Ohrlidppchen) abgeleitet. Fiir die Einteilung der
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Einleitung

Schlafstadien werden die Ableitungen C4/A1 oder C3/A2 verwandt. Schlieft ein
gesunder Erwachsener in Ruhe die Augen, so kann man im EEG vor allem in den
okzipitalen Ableitungen sog. a-Wellen (langsame Wellen mit einer Frequenz von 8 bis
13 Hz) registrieren. Beim Offnen der Augen, bei anderen Sinnesreizen oder bei geistiger
Titigkeit verschwinden die a-Wellen und es treten hoherfrequente B-Wellen (14-30 Hz)
mit niedrigerer Amplitude auf. Im Schlaf kann man des Weiteren noch langsamere
Wellenformen mit hoherer Amplitude, sog. 8-Wellen (4-7 Hz) und 6-Wellen (0,3-3,9
Hz) registrieren (7).

Zusitzlich werden bei der Polysomnographie iiber mehrere bitemporal sowie
supra- und infraorbital auf der Gesichtshaut angebrachte Elektroden kontinuierlich ein
Elektrookulogramm (EOG) sowie ein Elektromyogramm (EMG) des Musculus
masseter abgeleitet und registriert. Die Auswertung aller erhobenen Daten erfolgt
standardisiert nach den Kriterien von Rechtschaffen und Kales anhand von Frequenz,
Amplitude und Verteilung der gemessenen Potentiale sowie anhand des zeitlichen
Zusammentreffens spezifischer Potentialmuster in EEG, EOG und EMG (8). Hierfiir
erfolgt eine Finteilung in die Stadien ,,Wach®, ,non rapid eye movement-Schlaf
(NREM)* und ,,rapid eye movement-Schlaf (REM)*“. Dabei wird das Stadium NREM
weiter in die Finzelschlafstadien 1 bis 4 (S1 — S4) unterteilt. Weiterhin erfolgt eine
Zusammenfassung der Schlafstadien 3 und 4 zu ,slow wave sleep” (SWS). Die

einzelnen Schlafstadien sind hierbei durch folgende Merkmale gekennzeichnet (8-10):

Stadium Wach: a-Aktivitdt und/oder flache Amplituden einer gemischten
Aktivitit
Stadium 1: flache, gemischte Aktivitit, vorwiegend im Bereich von 2-

7 Hz, kein Auftreten von ,,rapid eye movements*

Stadium 2: relativ flache, unregelméBige Aktivitdt mit Schlafspindeln
(12-14 Hz) sowie K-Komplexen

Stadium 3: zunehmender (20-49 %) Anteil an hoher, langsamer
Aktivitit (5-Wellen)

Stadium 4: tiberwiegender (> 50 %) Anteil an hoher, langsamer
Aktivitit (6-Wellen)

Stadium REM: flache, unregelméBige Aktivitit im EEG verbunden mit
REM-Perioden (5-10 Hz) im EOG sowie flachem EMG

durch peripher herabgesetzten Muskeltonus
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Am Ubergang von einem Schlafstadium zum nichsten findet man oft Phasen erhohter

muskulédrer Aktivitit, auch ,,Movement-Time* (M) genannt.

Reguléire Schlafarchitektur

Der Schlaf des gesunden jungen Erwachsenen ist kein statischer Zustand, sondern eine
wihrend der Schlafdauer zyklisch wiederkehrende Abfolge der verschiedenen
Schlafstadien (Abb. 1; Ref. (11). Dabei unterscheiden sich die einzelnen Schlafzyklen
im Verlauf einer 7- bis 8-stiindigen Nachtruhe in der anteiligen Zusammensetzung der
Schlafstadien voneinander. Der erste Schlafzyklus beginnt mit Stadium 1, welches
wihrend des Einschlafens normalerweise nur wenige Minuten persistiert. In diesem
Stadium ist die Weckschwelle noch sehr niedrig, bereits geringe Reize wie leises
Ansprechen oder SchlieBen der Tiir reichen zum Wecken aus. Das Stadium 1 tritt nicht
nur initial beim ersten Ubergang Wach—Schlaf auf, sondern kann als Ubergangsstadium
mehrmals im Verlauf des Nachtschlafes beobachtet werden. Es folgt eine 10- bis 25-
miniitige Episode von Stadium 2, wobei die Weckschwelle bereits hoher liegt als in S1.
Im Verlauf der S2-Episode nimmt der Anteil an langsamer, hochamplitudiger Aktivitit
im EEG zu, bis schlieflich Stadium 3 erreicht wird; dieses dauert im ersten Zyklus
meist nur wenige Minuten und dient als Ubergang zu Stadium 4 mit hohem Anteil an §-
Wellen. Stadium 4 dauert wihrend des ersten Zyklus ca. 20-40 Minuten und ist wie S3
durch eine erhohte  Weckschwelle  gekennzeichnet. Mit  zunehmenden
Korperbewegungen erfolgt nun der Ubergang in weniger tiefe Schlafstadien, bis von
Stadium 2 aus ca. 7-15 Minuten spiter die erste Episode von REM-Schlaf beginnt,
welche meist nur 5-10 Minuten andauert. Wihrend des REM-Schlafes ist der periphere
Muskeltonus deutlich reduziert, die Weckschwelle maximal erhoht. In spiteren Zyklen
finden sich nach REM-Phasen manchmal auch kurze Episoden des Stadiums Wach,
welche jedoch am nédchsten Morgen nicht erinnert werden.

Wihrend die erste NREM-Phase ca. 70-100 Minuten dauert, nimmt diese Zeit
withrend des 2. und 3. Zyklus auf 100-120 Minuten zu, um schlieBlich wieder auf 90-110
Minuten abzunehmen. Die Dauer der REM-Phasen nimmt im Verlauf des Nachtschlafes
zu, der Anteil des SWS nimmt hingegen bereits im zweiten Zyklus ab und kann in
spiteren Zyklen génzlich verschwinden. In diesen Zyklen dominiert zunehmend S2 die
NREM-Phasen. Kumulativ hat Stadium 2 dadurch einen Anteil von ca. 50 % an der
Gesamtschlafdauer (12).
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Abb. 1: Typisches Somnogramm eines gesunden Erwachsenen (13)

Hypoglykimie
Definition, Ursachen und Symptome einer Hypoglykimie

Hypoglykdmie bezeichnet den Zustand einer unter den physiologischen Bereich
erniedrigten Blutzuckerkonzentration, wobei in der Literatur die Schwelle teils mit 2,2
mmol/l (14), teils bereits mit 3,3 mmol/l (15) angegeben wird. Zusitzlich liegt klinisch
eine Hypoglykidmie unabhingig von der aktuellen Blutzuckerkonzentration vor, wenn
typische Symptome wie Schwitzen, Zittern, Hunger, Konzentrationsdefizit, Schwindel-
und Schwichegefiihl auftreten. Dies trigt dem Phidnomen Rechnung, dass
Hypoglykdmiesymptome und Hypoglykidmie-Gegenregulation z.B. bei schlecht
eingestellten Diabetes-Patienten bereits bei deutlich hoheren Blutzuckerkonzentrationen
auftreten konnen (16).
Ublicherweise wird klinisch die Diagnose einer Hypoglykimie mit Hilfe der Whipple-
Trias gestellt:

D BZ unter 3,3 mmol/l

D) Hypoglykdmische Symptome

IIT)  Besserung bzw. Verschwinden der Symptome nach Glukosegabe
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Die Einteilung der Hypoglykdmien erfolgt nach dem Schweregrad, wobei der Patient
bei einer leichten Hypoglykdmie noch reagieren und sich selbst helfen kann. Im
Gegensatz dazu ist der Patient bei einer schweren Hypoglykdmie nicht in der Lage, die
Hypoglykédmie selbst zu beenden, und somit auf Hilfe von anderen angewiesen.

Hypoglykédmien treten meist im Rahmen einer Diabeteserkrankung auf und
werden hiufig durch eine Uberdosierung von Insulin bzw. hypoglykimiefordernden
Medikamenten wie Sulfonylharnstoffen oder Gliniden ausgelost (17). Weiterhin konnen
bei diabetischen Patienten korperliche Betidtigung, Alkoholkonsum, inaddquate
Kohlenhydratzufuhr sowie gastrointestinale Funktionsstérungen im Rahmen einer
Infektion Hypoglykdmien auslosen (18). Bei Menschen ohne Diabeteserkrankung sind
Hypoglykdmien bedeutend seltener. Ursache kann auch hier inadédquate
Kohlenhydratzufuhr bei iibermifBiger korperlicher Betétigung sein. Des Weiteren gehen
seltene Erkrankungen wie Insulinome oder eine Insuffizienz der Nebennierenrinde
(Morbus Addison) mit Hypoglykdmien einher (19, 20).

Fillt die Blutzuckerkonzentration unter 3,3 mmol/l kommt es zu einer stetigen
Zunahme kognitiver Funktionsstérungen und schlieBlich zu Krampfanfillen und
Bewusstlosigkeit (21). Bei der Genese der Hypoglykdmiesymptome spielen im
Wesentlichen zwei Mechanismen eine entscheidende Rolle, wonach sie in der Literatur
gemeinhin in neuroglykopene und autonome Symptome unterteilt werden: Zum einen
nutzt das Gehirn im Normalfall fast ausschlieBlich Glukose als Energiequelle (22).
Beim Abfall der Blutglukosekonzentration im Rahmen einer Hypoglykédmie kommt es
durch den Energiemangel in bestimmten Bereichen des ZNS zu Funktionsstdrungen in
diesen Arealen, was sich in entsprechenden neuroglykopenen Symptomen &duflert (23).
Zu diesen Symptomen werden Schwindel, kutane  Missempfindungen,
verschwommenes Sehen, Schwichegefithl und Konzentrationsdefizite gezdhlt (24).
Andererseits wird die Aktivierung des sympathischen und auch parasympathischen
Nervensystems (25) als gegenregulatorische Antwort auf eine Hypoglykémie primér fiir
die Entstehung der autonomen Symptome Angst, Hunger, Schwitzen, erhohte
Herzfrequenz, Nervositit und Zittern (24) verantwortlich gemacht. Diese Einteilung der
Hypoglykdmiesymptome ist zwar iiblich, jedoch wird die Symptomgruppierung nicht

einheitlich verwandt und ist daher umstritten.
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Physiologische Hypoglykimie-Gegenregulation

Da Glukose im Normalfall der Hauptenergielieferant des Organismus ist und das
menschliche Gehirn 95 % seines Energiebedarfs iiber Glukose deckt (22), ist es fiir den
Organismus von entscheidender Bedeutung, die Blutglukosekonzentration stets im
physiologischen Bereich zu halten. In Astrozyten gespeichertes Glykogen, welches als
Energiereserve bei kurzfristigen BZ-Schwankungen dient, kann das ZNS im Falle einer
Hypoglykédmie nur fiir kurze Zeit mit Energie versorgen (22, 26), bevor es zum Auftreten
zentralnervoser Funktionsstorungen kommt (27). Insbesondere kognitive Funktionen sind
davon  betroffen (28, 29). Andererseits stellen aber auch  erhohte
Blutzuckerkonzentrationen kurzfristig (30, 31) und langfristig (32) eine Gefdhrdung fiir
den Organismus dar. So kommt es bereits bei kurzzeitiger Hyperglykdmie zu Polyurie,
Durst und Polydipsie und bei weiter steigenden Blutzuckerkonzentrationen gar zum
diabetischen Koma. Langzeitkomplikationen von erhdhten Blutzuckerspiegeln
manifestieren sich durch die Entstehung einer Makro- und auch Mikroangiopathie in den
einzelnen Organsystemen z.B. als diabetische Nephropathie, Retinopathie oder
Neuropathie. Um diese unerwiinschten Folgen zu vermeiden, ist es fiir den Organismus
essentiell, die Blutglukosekonzentration in einem sehr engen Bereich zu regulieren.

Der wichtigste blutzuckersenkende Faktor ist das Insulin, ein aus 51 Aminosduren
bestehendes, strukturell aus zwei tuber Disulfidbriicken miteinander verbundenen
Peptidketten aufgebautes Hormon. Eine Vorlduferform dieses Hormons wird in den (-
Zellen des Pankreas produziert und durch proteolytische Abspaltung eines Peptids
schlieBlich zum aktiven Insulin aktiviert. Das abgespaltene Peptid ist als C-Peptid im
Plasma messbar und erméglicht als Zwischenprodukt der Insulinsynthese einen direkten
Riickschluss auf die endogene Insulinproduktion.

Dariiber hinaus verfiigt der Organismus iiber ein komplexes hormonelles Netzwerk,
um den Blutzuckerspiegel anzuheben. Die Forschung konzentriert sich bislang auf den
ventromedialen Hypothalamus (VMH) als entscheidendes Zentrum in der Steuerung der
Hypoglykdmie-Gegenregulation. So konnte gezeigt werden, dass eine gezielte lokale
Glykopenie in diesem Kerngebiet die Hypoglykidmie-Gegenregulation aktiviert (33). Des
Weiteren wird die Gegenregulation bei systemischer Hypoglykédmie durch gleichzeitige
lokale Glukoseapplikation in den VMH blockiert (34).

Die Reaktionen des Organismus auf eine Hypoglykidmie lassen sich in eine exogene

und eine endogene Antwort unterteilen (35). Dabei beschreibt die exogene Antwort die
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Wahrnehmung der Hypoglykidmiesymptome und anschlieBende Energieaufnahme in
Form von Nahrung. Die endogene Antwort geht mit der Ausschiittung von
insulinantagonistischen Substanzen (36) sowie der Reduktion der Insulinproduktion und
der Aktivierung des autonomen Nervensystems (37, 38) einher. Priméres Ziel ist eine
Erhohung der verfiigbaren Energiemenge im Blut durch Glykogenolyse und
Glukoneogenese in Leber (39) und Niere (40), sowie eine Verminderung der
Glukoseaufnahme aus dem Blut in periphere Gewebe, um die Energieversorgung des
Gehirns sicherzustellen (35, 41). Die Aktivierung der einzelnen hormonellen
Mechanismen der Hypoglykidmie-Gegenregulation unterliegt dabei in Abhingigkeit von
der Blutzuckerkonzentration einer gewissen hierarchischen Abfolge (42, 43). Bei
gesunden Probanden spielt Glukagon in der hormonellen Antwort auf eine
Hypoglykdmie als Gegenspieler des Insulins eine entscheidende Rolle. Glukagon fiihrt
durch Abbau von Glykogen und Erhohung der Glukoneogenese zu einer Steigerung des
BZ. Die Aktivierung des autonomen Nervensystems, reflektiert durch eine erhohte
Ausschiittung der Katecholamine Noradrenalin und vor allem Adrenalin aus der
Nebennierenrinde, bewirkt ebenfalls eine Steigerung der hepatischen Glukoneogenese,
eine Hemmung der Glukoseaufnahme in die Peripherie und zusitzlich eine Hemmung
der Insulinsekretion (44). Fillt die Glukagon-Antwort als tragende Séule der
Gegenregulation z.B. bei Patienten mit Typ 1 Diabetes aus (45), so wird der grofite Teil
der Gegenregulation von der Katecholamin-Antwort getragen (46, 47). Als néchste Stufe
in der hierarchischen Abfolge der Gegenregulation erfolgt ein Anstieg der
Somatotropinkonzentration, der letztlich die Insulinsensitivitit in der Peripherie sowie
die Glukoseutilisation in der Leber vermindert (48). ACTH und Kortisol als weitere
Vertreter der neuroendokrinen Stressachse sind ebenfalls Bestandteil der physiologischen
Gegenregulation bei protrahierten Hypoglykidmien (49, 50). Kortisol als Glukokortikoid
stimuliert die Expression bestimmter Enzyme, wodurch die Glukoneogenese in Leber
und Niere sowie die Proteolyse in der Muskulatur zur Bereitstellung von energiereichen
Substraten gesteigert werden. Des Weiteren reduzieren Glukokortikoide die
Insulinsensitivitdt bei gleichzeitiger Erhohung der Sensitivitdt fiir Glukagon und

Katecholamine (51, 52).
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Schlaf und Glukosestoffwechsel

Schlaf wird mehr und mehr als wichtige Einflussgroe in der Regulation des
menschlichen Glukosestoffwechsels angesehen (53, 54). Es mehren sich Hinweise aus
unterschiedlichen epidemiologischen Studien, dass eine chronische Verkiirzung der
nichtlichen Schlafdauer die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes mellitus fordert. So
wurde im Rahmen der Nurses Health Study der Einfluss der durchschnittlichen
Schlafdauer auf die spitere Inzidenz eines Typ 2 Diabetes mellitus untersucht (55). Zu
Studienbeginn im Jahr 1986 wurden insgesamt 70.026 Krankenschwestern beziiglich
ihrer Schlafgewohnheiten befragt und im Rahmen eines Follow-up nach 10 Jahren auf
die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes mellitus getestet. Dabei zeigte sich fiir eine
verkiirzte durchschnittliche Schlafzeit von < 5 h pro Nacht ein um 57 % erhohtes
relatives Risiko fiir die Entwicklung eines Diabetes im Vergleich zu einer
durchschnittlichen Schlafdauer von 8 h pro Nacht. Selbst nach Adjustierung fiir weitere
Einflussfaktoren wie z.B. Alter, Schichtarbeit, Diabetes-Familienanamnese usw. konnte
eine signifikante Assoziation zwischen chronisch verkiirzter Schlafdaver und
Diabetesinzidenz gezeigt werden (Odds Ratio (OR) 1,29; 95 %-Konfidenzintervall (KI)
1,05 — 1,58). Ahnliche Ergebnisse konnten auch in weiteren Studien nachgewiesen
werden, welche einen Zusammenhang zwischen Schlafstérungen und der Entwicklung
von Diabetes zeigen (56-60).

Dennoch ist die experimentelle Studienlage beziiglich der Kausalitdt des
Zusammenhangs zwischen Schlafdeprivation und der Entwicklung eines Typ 2 Diabetes
mellitus noch immer diirftig. Die umfassendste Studie in diesem Zusammenhang wurde
von der Gruppe um Spiegel (61) veroffentlicht. In dieser sorgfiltig durchgefiihrten
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Schlafdeprivation mit 4 Stunden Schlaf pro Tag
tiber 6 Tage hinweg bei jungen gesunden Minnern zu einer signifikanten
Verschlechterung der Glukosetoleranz fiihrte. Diese Abnahme der Glukosetoleranz war
mit einer erhohten Aktivitidt des sympathischen Nervensystems sowie mit erhShten
abendlichen Kortisolspiegeln im Serum verbunden, was als Hinweis auf eine
neuroendokrine Vermittlung des negativen Einflusses von Schlafdeprivation auf den
Glukosestoffwechsel gewertet werden kann.

Neben dem aktivierenden Einfluss auf das neuroendokrine Stresssystem (62, 63)
konnte der zerebrale Energiemetabolismus ein weiterer Angriffspunkt sein, tiber den

Schlafdeprivation den Glukosestoffwechsel beeinflusst. Einerseits stellt der Schlaf und
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insbesondere der Tiefschlaf (auch ,,slow wave sleep, SWS) einen Zeitabschnitt dar, in
dem der zerebrale Glukosebedarf auf ein Minimum reduziert ist (64, 65). Andererseits
wurde postuliert, dass Schlaf ein Auffiillen der zerebralen Glukosespeicher in Form von
astrozytirem Glykogen unterstiitzt (26, 66, 67). Im Gegensatz dazu leert
Schlafdeprivation bzw. Schlafentzug die zerebralen Glykogenspeicher (68) und kénnte
reaktiv eine Hyperglykidmie induzieren, um die Glukosezufuhr zum Gehirn iiber den
Blutstrom zu unterstiitzen (35). Auswirkungen und potentielle Pathomechanismen, iiber
welche Schlafdeprivation den Glukosestoffwechsel beeinflusst sind schematisch in

Abbildung 2 dargestellt.

‘ Verkiirzte Schlafdauer ‘

—

Neuroendokrine Astrocytire
Stresssysteme Glykogenspeicher |
(SNS / HPA-Achse)
Nichtl. Auffiillen astrocyt.
l Glykogenspeicher |
Insulinsekretion §
Insulinsensitivitit { l
l Reaktive Hyperglykémie
DIABETES

Abb. 2: Schematische Darstellung maoglicher Pathomechanismen, iiber welche verkiirzte

Schlafdauer den Glukosestoffwechsel beeinflusst.

Ebenso wurde astrozytidrem Glykogen eine unterstiitzende Rolle im Rahmen der
Hypoglykdmie-Gegenregulation zugesprochen (69). Wihrend in der hypoglykdmen
Phase die astrozytdren Glykogenspeicher geleert werden, kann man wéhrend der post-
hypoglykdmen Phase ein Rebound-Phédnomen mit erhohtem zerebralen Glykogengehalt
nachweisen (70). Dieses Phinomen wurde zumindest teilweise fiir den gut etablierten
Befund einer abgeschwichten neuroendokrinen Gegenregulation nach wiederholten
Hypoglykédmien (71-73) verantwortlich gemacht (69). Dieser wiederum ist hochrelevant
fiir das klinisch beobachtete Syndrom der gestorten Hypoglykédmie-Gegenregulation,

welches hiufig bei Patienten mit Typ 1 Diabetes mellitus gefunden wird (45, 74-76).
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Ziele und Fragestellung

Basierend auf der Annahme, dass Schlafdeprivation zerebrale Glykogenspeicher
entleert sowie eine Neuroglykopenie verschlimmern kann, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass Schlafdeprivation bzw. Schlafentzug zum einen den Aktivititszustand
der neuroendokrinen Stresssysteme erhoht und zum anderen zu einer verstirkten
hormonellen Antwort in der Gegenregulation einer Hypoglykdmie fiihrt. Auch wenn
eine Bestitigung dieser Hypothese von hoher klinischer Relevanz fiir Patienten mit Typ
1 Diabetes mellitus wire, wurde diese Hypothese zunichst an einem
Probandenkollektiv von gesunden jungen Minnern getestet. Begleitfaktoren wie
wiederholte vorangegangene Hypoglykédmieepisoden, welche ebenfalls einen Einfluss
auf die Hypoglykidmie-Gegenregulation haben (71-73), sollten dadurch ausgeschlossen
werden.

Da es vor diesem Hintergrund ebenso relevant erschien, welche speziellen
Schlafstadien im Zusammenhang mit der Hypoglykdmie-Gegenregulation stehen,
wurden die Probanden zum einen einem hypoglykdmischen hyperinsulindmischen
Clampversuch unterzogen, nachdem sie eine Nacht mit komplettem Schlafentzug
(kompletter Schlafentzug) verbracht hatten. Ein weiterer Clampversuch wurde nach
einer Nacht mit einer Schlafdauer von 4,5 Stunden in der ersten Nachthilfte (partieller
Schlafentzug), die typischerweise durch einen hohen Tiefschlafanteil (SWS)
gekennzeichnet ist, durchgefiihrt. Als Kontrollbedingung unterzogen sich die Probanden
schlieBlich einem Clampversuch, nachdem sie eine Nacht mit einer regulidren
Schlafdauer von 7 Stunden (reguldrer Schlaf) im Schlaflabor verbracht hatten.

Folgende Fragestellung wurde dabei eingehend untersucht:

Fiihrt bereits kurzfristige Deprivation (total bzw. partiell) des Schlafes wéhrend

einer Nacht bei jungen, gesunden Ménnern zu:

D einer Erhohung der basalen morgendlichen  Aktivitit der

neuroendokrinen Stresssysteme?

II) einer Veridnderung der hormonellen Antwort auf einen nachfolgenden

metabolischen Stressor in Form einer Hypoglykédmie?
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Methoden

Probanden

Zehn gesunde Minner wurden in drei Néchten und an den darauf folgenden
Vormittagen untersucht. Die Testpersonen wurden {iiber Aushidnge im
Universitétsklinikum Schleswig-Holstein Campus Liibeck sowie aus einer Liste von
ehemaligen Probanden anderer Studien gewonnen. Bei den Probanden handelte es sich
um gesunde Minner im Alter zwischen 20 und 40 Jahren (Durchschnittsalter +
Standardfehler des Mittelwertes: 25,30 Jahre + 1,38 Jahre) und mit einem Body Mass
Index von 20,7 kg/m* bis 25,0 kg/m” (23,8 kg/m* + 0,5 kg/m”). Der Body Mass Index
(BMI) der Probanden zeigte zwischen den einzelnen Versuchen keine signifikanten
Unterschiede (p>0,38). Mittels eines standardisierten Fragebogens und eines
Anamnesegesprichs wurden Informationen zu Lebens- wund insbesondere
Schlafgewohnheiten sowie zu Vorerkrankungen und Erkrankungen in der Familie
erfasst. Im Anschluss wurden eine korperliche Untersuchung und eine Blutentnahme
durchgefiihrt, wobei routinemifBig ein kleines Blutbild, Nierenretentionswerte,
Leberparameter, Blutfettwerte und Elektrolyte bestimmt wurden. Alle Probanden waren
gesund und ohne schwerwiegende oder chronische Vorerkrankungen, die untersuchten
Blutparameter waren im Normbereich. In der Familienanamnese fand sich kein Hinweis
auf Typ 1 Diabetes mellitus oder Typ 2 Diabetes mellitus. Keiner der Probanden nahm
regelméfBig Medikamente ein oder war Raucher. Die Probanden hatten einen geregelten
Schlaf-Wach-Rhythmus und arbeiteten nicht im Schichtdienst. Alle Testpersonen
wurden vor Beginn der Studie ausfiihrlich miindlich sowie schriftlich iiber die
Zielsetzung und den Ablauf der Versuche aufgeklirt. Alle Testpersonen nahmen
freiwillig an der Studie teil und gaben schriftlich ihr Einverstindnis zur Durchfiihrung
der Versuche. Die Probanden nahmen wihrend der Dauer der Studie an keinen weiteren
Studien teil und spendeten in diesem Zeitraum kein Blut. Die Studie wurde gemif der
Deklaration von Helsinki vor Durchfiihrung durch die ortliche Ethikkommission gepriift
und genehmigt. Jeder Proband erhielt nach Abschluss der Studie eine

Aufwandsentschidigung von insgesamt 300.- €.
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Studiendesign und Versuchsanordnung

Die Durchfithrung der Versuchsbedingungen ,kompletter Schlafentzug®, ,,partieller
Schlafentzug“, sowie ,reguldrer Schlaf* erfolgte randomisiert und balanciert. Der
Abstand zwischen den einzelnen Versuchsbedingungen betrug dabei jeweils mindestens
14 Tage. Bei der Versuchsbedingung ,,partieller Schlafentzug* wurden die Testpersonen
zuvor nicht unterrichtet, dass sie bereits nach 4,5 Stunden Schlaf geweckt wiirden und
den Rest der Nacht bis zu Beginn des Clampversuches wachen miissten. So sollte eine
Beeinflussung des Schlafs in der ersten Nachthilfte vermieden werden. Bei der
Versuchsbedingung ,.kompletter Schlafentzug* verbrachten die Probanden ebenfalls die
Nacht im Schlaflabor. Allerdings erfolgte hierbei keine Aufzeichnung der Hirnstrome.
Wihrend der Wachbedingungen durften die Probanden Illustrierte sowie Zeitungen
lesen oder sich mit dem jeweiligen Betreuer unterhalten. Des Weiteren war es erlaubt,
aus einem vorsortierten Repertoire an Spielfilmen zu wéhlen. Nicht gestattet waren
korperliche Betitigung oder Nahrungsaufnahme.

Die Probanden wurden instruiert, an den Tagen vor dem Versuch keine schwere
korperliche Arbeit zu verrichten und nicht spiter als 23.00 Uhr zu Bett zu gehen sowie
am Abend des Versuchbeginns ein fiir sie normales Abendessen einzunehmen.

An den Versuchstagen wurden die Testpersonen um 21.00 Uhr ins Schlaflabor
der Station 41c des Universititsklinikums Schleswig-Holstein Campus Liibeck gebeten.
Zunichst wurde das Korpergewicht gemessen sowie eine kurze Zwischenanamnese zur
aktuellen Befindlichkeit erhoben. Nach dem Eintreffen im Schlaflabor um 21.00 Uhr
blieben die Probanden niichtern, d.h. sie nahmen nur noch Wasser oder ungesiifiten Tee
zu sich. Den Studienteilnehmern wurden im Anschluss fiir die polysomnographische
Schlafdokumentation standardisiert Elektroden auf die Kopthaut
(Elektroenzephalogramm, EEG), um die Augen (horizontales and vertikales
Elektrookulogramm, EOG), und am Kinn (Elektromyogramm, EMG) angeklebt (8). Die
Probanden lagen in einem schallgedimpften Raum, der iiber eine kleine Offnung in der
Wand mit dem Labor verbunden war, im Bett. Durch diese Offnung waren die EEG-
Elektroden mit dem Verstiarker und Aufnahmegerit (EEG-Serie 4400, Nihon Kohden
GmbH, Germany) im benachbarten Labor verbunden. Der Schlaf der Probanden wurde
zu keinem Zeitpunkt der Studie durch die Laborarbeiten und die dadurch verursachten
Geridusche gestort. Zu jedem Zeitpunkt des Versuches konnte der Patient durch eine

Infrarotkamera vom Labor aus iiberwacht werden. Nach Beenden der Vorbereitungen
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wurde um 22.00 Uhr das Licht geldscht. Je nach Versuchsbedingung wurden die
Probanden entweder nach 4,5 Stunden oder nach 7 Stunden Schlaf geweckt. Die
Probanden hatten die Moglichkeit zur Morgentoilette.

Um 07.00 Uhr wurde jeweils mit dem hyperinsulinimischen hypoglykédmischen
Clampversuch begonnen, wobei zunichst zu Beginn und am Ende einer 30-miniitigen
Baselinephase Blutproben gewonnen sowie Symptomscores erhoben wurden. Des
Weiteren wurden in der Baselinephase, wihrend der Hypoglykédmieplateaus und am
Ende des Versuches die Herzfrequenz mittels Palpation sowie der Blutdruck nach der
Riva-Rocci-Methode gemessen. Im Anschluss an die Baselinephase wurde iiber einen
Perfusor (Braun Perfusor Secura FT, B. Braun Melsungen AG, Germany) fiir 2 Minuten
ein Insulinbolus von 0,01 IU/kg KG intravends infundiert und danach kontinuierlich 1,5
mlU/kg KG/min Insulin zugefiihrt. Wihrend des gesamten Versuches wurde die
Blutglukosekonzentration in fiinfminiitigen Abstinden mittels HemoCue (HemoCue B-
Glucose-Analyzer, Angelholm, Schweden) kontrolliert und die intravenose
Glukosezufuhr bedarfsgerecht reguliert.

Die Einstellung der Blutglukosekonzentration iiber die Zeit erfolgte nach der
von DeFronzo (77) ausfiihrlich beschriebenen standardisierten Clamptechnik, wobei es
sich in unserer Studie um einen hyperinsulinimischen, hypoglykédmischen
Clampversuch handelte (Abb. 3). Dazu wurde den Probanden eine Venenverweilkaniile
(Brauniile) in eine Unterarmvene des dominanten Arms gelegt. Diese diente der
Infusion von Insulin (Insuman rapid, Aventis, Bad Soden, Germany) und
bedarfsadaptiert von Glukoselosung (Glukose-Lésung 20%, Delta Pharma, Pfullingen,
Deutschland). Eine zweite Brauniile wurde an der gleichen Stelle des kontralateralen
Armes angelegt. Dieser Arm wurde mit Hilfe einer beheizten Box (50 — 55°C) erwirmt,
wodurch eine ,,Arterialisierung des vendsen Blutes erreicht werden sollte (78). Durch
diesen Zugang konnte Blut zur Bestimmung des Blutglukosespiegels und der zu
untersuchenden Hormone Insulin, C-Peptid, Adrenalin, Noradrenalin, ACTH, Kortisol,
Glukagon und Somatotropin aus Serum bzw. Plasma gewonnen werden sowie zur
Priavention einer insulininduzierten Hypokalidmie eine kaliumhaltige Losung (Ringer-
Losung, Berlin-Chemie AG, Germany) verabreicht werden. Die Infusionen und
Blutabnahmen wurden iiber 2 m lange, 1x2 mm diinne Kunststoffinfusionsschlduche
(Combidyn Druckschlauch, Pressure Monitoring Tubing PE 1x2 mm, 200 cm,
transparent, B. Braun Melsungen A.G., Germany) vorgenommen, welche zusammen

mit den EEG-Kabeln durch die Wandoffnung ins Labor gefiihrt wurden. So war es uns
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moglich, dem Probanden wihrend des Clampversuches Insulin und Glukose zu

verabreichen, ohne dass ihm die aktuelle Blutglukosekonzentration bekannt war.

Hypoglykdmischer Clampversuch
Bedingung Blutglukosespiegel

4,2 3,6 3,1 2,5 mmol/l

Regulirer Schlaf

Partieller | ----------------1
Schlafentzug

Kompletter
Schlafentzug

1 = — it > O
.

T T
22.00 07.00 11.00
Abb. 3: Organigramm des Studienablaufs

Zunichst wurde innerhalb von 30 Minuten ein Blutglukosewert von 4,2 mmol/l
erreicht und dieses Plateau fiir weitere 30 Minuten aufrechterhalten. Es folgte weiterhin
jeweils eine 30-miniitige Absenkung auf das néchst niedrigere Plateau (3,6 mmol/l,
3,lmmol/l, 2,5 mmol/l) mit anschlieBendem 30-miniitigem Aufrechterhalten des
Plateaus. Zu Beginn und am Ende eines Plateaus erfolgte die Gewinnung von
Blutproben fiir die Bestimmung der zu untersuchenden Hormone. Das abgenommene
Blut wurde in gekiihlten Polystyrolrohrchen gesammelt und kiihl gelagert. Die
gesammelten Blutproben wurden spitestens nach zwanzig Minuten bei 4°C und 2000xg
zentrifugiert (Sigma ZK 15, SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Germany) und in 1,5 ml
groBe Eppendorfgefile pipettiert. Die gewonnenen Proben wurden anschlieend
eingefroren und bis zur Durchfithrung der Analysen in Kiihltruhen bei -80°C gelagert.
Wihrend der Plateaus wurden auflerdem akustisch evozierte Potentiale, kognitive
Funktionstests (N. Bandorf, unvertffentlichte Daten) und Symptomscores erhoben bzw.
durchgefiihrt. Am Ende des letzten Plateaus (2,5 mmol/l) wurde die Insulinzufuhr
gestoppt. Die Probanden erhielten nach Beendigung der Insulininfusion ein

standardisiertes Friihstiick (1800 kcal) und durften ad libitum essen.
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Blutzucker- und Hormonbestimmungen

Die Blutglukosekonzentrationen wurden mit Hilfe der Glukose-Dehydrogenase-
Methode gemessen (HemoCue B-Glucose-Analyzer, Angelholm, Schweden). Die intra-
und inter-assay Variationskoeffizienten (VK) betrugen hierbei <3,5 % bzw. <2,7 %. Die
Serumkonzentrationen von Insulin, C-Peptid, Kortisol und Somatotropin wurden mit
kommerziell erhiltlichen Immunoassays (Immulite, DPC, Los Angeles, USA)
bestimmt. Die intra- bzw. inter-assay Variationskoeffizienten und analytischen
Sensitivitidten (aS) betrugen hierbei: Insulin: VK <5,2 % bzw. <6,1 %, aS 12,0 pmol/l;
C-Peptid: <7,6 % bzw. <10,5 %, aS 0,1655 mmol/l; Kortisol: <5,8 % bzw. <6,3 %, aS
5,518 mmol/l; Somatotropin: <5,8 % bzw. <55 %, aS 0,05 pg/l. Die
Plasmakonzentrationen von ACTH wurden ebenfalls mittels Immunoassay bestimmt
(Immulite, DPC, Los Angeles, USA). Hier betrug der intra-assay VK <6,1 % und der
inter-assay VK <94 %, die analytische Sensitivitit lag bei 14,5 ng/l. Die
Plasmakonzentrationen von Glukagon wurden mit Hilfe eines Radio-Immunoassay
(Adaltis, Montreal, Kanada) bestimmt, wobei der intra-assay VK <8,0 % und der inter-
assay VK <8,2 % betrug. Die Plasmaspiegel von Adrenalin und Noradrenalin wurden
mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographen mit elektrochemischem Detektor
(Chromosystems, Miinchen, Deutschland) bestimmt. Die intra- bzw. inter-assay VK

betrugen <2,9 % bzw. <4,2 % fiir Adrenalin und <2,6 % bzw. <3,9 % fiir Noradrenalin.
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Schlafstadienauswertung

Die polysomnographischen Aufzeichnungen wurden nach den von Rechtschaffen und
Kales veroffentlichten Leitlinien ausgewertet (8). Jede Auswertung wurde zusitzlich
durch eine weitere Person iiberpriift, um Fehler bei der Schlafstadienzuordnung zu
vermeiden. Fiir die Auswertung des Schlafes wurden folgende Parameter definiert:
Wach, Schlafstadien S1, S2, S3, S4, SWS (slow wave sleep, zusammengesetzt aus den
Schlafstadien S3 und S4) sowie REM-Schlaf.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit SPSS 12.0 fiir Windows.
Die Hormondaten wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA) nach dem allgemeinen
linearen Model mit den Faktoren ,Hypo* (dieser reprisentierte den Verlauf der
Messergebnisse der einzelnen Bestimmungen wihrend des hypoglykdmischen
Clampversuches) und ,,Schlaf“ (dieser reprisentierte die drei Grundbedingungen
regulédrer Schlaf, partieller Schlafentzug und kompletter Schlafentzug) ausgewertet. Fiir
paarweise Vergleiche wurde der T-Test fiir gepaarte Stichproben bzw. der Chi-Quadrat-
Test verwandt. Die Ergebnisse wurden, falls notwendig, nach dem Greenhouse-Geisser-
Verfahren korrigiert. Alle Ergebnisse werden, soweit nicht anders beschrieben, in
Einheiten des Systéme international (SI) als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. In
der statistischen Auswertung der Baselinewerte werden, falls nicht anders angegeben,
immer die  Mittelwerte der  Baselinephase (t = 0 min und
t = 30 min) beriicksichtigt. Die graphische Auftragung der Daten erfolgte mit Sigma
Plot 9.0 fiir Windows.
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Ergebnisse

Schlafstadien

Wihrend der Bedingung ,reguldrer Schlaf* schliefen die Probanden im Schnitt
insgesamt 423 + 11 Minuten, wobei die Verteilung der einzelnen Schlafstadien im
Verlauf der Nacht der Verteilung bei gesunden jungen Menschen entsprach. Dem
gegeniiber stand die Bedingung mit partiellem Schlafentzug in der zweiten Nachthilfte.
Hierbei schliefen die Probanden wéhrend der ersten Nachthilfte insgesamt 275 + 8
Minuten. Da bei einem gesunden Schlafstadienprofil die Tiefschlafstadien (SWS)
tiberwiegend in der ersten Nachthilfte auftreten, die REM-Schlafstadien dagegen
bevorzugt in der zweiten Nachthilfte, konnte durch die Deprivation des Schlafes in der
zweiten Nachthilfte bei den Probanden eine gezielte Reduktion der REM-Schlafstadien
erreicht werden. Die absolute Zeitdauer, zu der sich die Probanden im Tiefschlaf
befanden, war in den genannten Bedingungen nahezu identisch (73 £ 9 vs. 73 = 7
Minuten; p>0,99). Dagegen verbrachten die Probanden wihrend der 7 h Schlaf deutlich
mehr Zeit im REM-Schlaf als in der partiellen Schlafentzugs-Bedingung (48 + 8 vs. 13
+ 3 Minuten, p<0,001). Anteilig an der Gesamtschlafdauer hatten die Probanden somit
in der Nacht mit reguldrem Schlaf signifikant mehr REM-Schlaf als in der Nacht mit
partiellem Schlafentzug (11,3 £ 1,7 vs. 4,8 + 1,1 %; p<0,001), der relative Anteil an
SWS in der partiellen Schlafentzugs-Bedingung gegeniiber der reguldren Schlaf-
Bedingung war jedoch signifikant erhoht (26,3 + 3,1 vs. 17,3 £ 2,0 %; p=0,041; Tab. 1).
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partieller

regulédrer Schlaf Schlafentzug p-Wert

TST (min) 423 £ 11 275 +£8 p<0,001

WASO (min) 4,0+28 05+04 p=0,225

WASO (%) 0,9+0,6 0,2+0,1 p=0,278

S1 (min) 48,4 + 8,3 524+174 p=0,758

S1 (%) 11,5+2,0 19,3 £ 6,6 p=0,169

S2 (min) 233,7+11,4 128,1 £ 13,2 p<0,001

S2 (%) 552+22 45,8 +4,2 p=0,048

SWS (min) 72,77 +17,7 72,6 £ 89 p=0,993

SWS (%) 17,3+2,0 26,3+ 3,1 p=0,041

REM (min) 47,7 +7,8 13,1 +2.8 p<0,001

REM (%) 11,3+1,7 48 +1,1 p<0,001

Movement arousal 162 2,7 10,1 £2,0 p=0,122
(min)

Movement arousal (%) 3,8+0,6 3,6 0,7 p=0,878

Tabelle 1: Schlafparameter wihrend der reguliren Schlaf-Nacht und der Nacht mit partiellem
Schlafentzug. TST=Gesamtschlafdauer; WASO (wake after sleep onset)=Zeit im Stadium
»Wach* nach Schlafbeginn, S1=Schlafstadium 1; S2=Schlafstadium 2; SWS (slow wave
sleep)=Tiefschlaf; REM=rapid eye movement-Schlaf; Movement arousal
(M)=Bewegungsartefakte wdihrend TST (p-Werte wurden mittels T-Test fiir gepaarte

Stichproben ermittelt).
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Blutglukose, Insulin und C-Peptid

Die Mittelwerte der vormittiglichen Blutglukosekonzentrationen (BZ) waren sowohl fiir
die Baselinephase (normale Schlafdauer: 4,7 £ 0,1 mmol/l; partieller Schlafentzug: 4,6
+ 0,1 mmol/l; kompletter Schlafentzug: 4,6 + 0,2 mmol/l; p=0,30) als auch fiir die Zeit
des hypoglykdmischen Clampversuches in allen drei Versuchsbedingungen gut

vergleichbar (p=0,63 fiir ANOVA iiber alle Bedingungen; Abb.4).

5.0 -

4,2 3,6 3,1 2,5
mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l

4.0

3.5 1

3.0 A

Blutglukosespiegel (mmol/l)

251 ---@--- kompletter Schlafentzug

—(O— regularer Schlaf

—A— partieller Schlafentzug
2-0 T T T T T T T T T 1
-30 0 30 60 90 120 150 180 210 240

Zeit (min)

Abb. 4: Verlauf der Blutglukosekonzentrationen in der Baselinephase und wdhrend des

hypoglykdmischen Clampversuches.
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Die basalen Insulinkonzentrationen im Serum unterschieden sich nicht zwischen
den einzelnen Versuchsbedingungen (normale Schlafdauer: 40 = 10 pmol/l; partieller
Schlafentzug: 43 + 9 pmol/l; kompletter Schlafentzug: 40 + 6 pmol/l; p=0,39). Zu
Beginn des hypoglykdmischen, hyperinsulinimischen Clamps konnte in allen drei
Bedingungen gleichermaen (p=0,45; Abb. 5) ein steiler Anstieg der

Insulinkonzentrationen infolge der Insulinapplikation beobachtet werden.

800
600 -
— -
=
o
£
e
= 400
S
(2]
£
200
---@--+ kompletter Schlafentzug
—(O—regularer Schlaf
—A— partieller Schlafentzug

T T T T T T T T T 1

-30 0 30 60 9 120 150 180 210 240
Zeit (min)

Abb. 8: Insulinkonzentrationen im Serum in der Baselinephase und wdhrend des

hypoglykdmischen Clampversuches.
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Die morgendlichen C-Peptid Basalwerte waren nach den jeweiligen
Schlafbedingungen tendenziell unterschiedlich (p=0,062 ANOVA Baselinewerte).
Dabei zeigten sich nach komplettem Schlafentzug tendenziell niedrigere C-Peptid-
Spiegel als nach normalem Schlaf (0,34 + 0,04 vs. 0,47 + 0,07 nmol/l; p=0,090) und
nach partiellem Schlafentzug (0,51 + 0,07 nmol/l; p=0,047 vs. kompletten
Schlafentzug). Die C-Peptid-Verldufe im Serum wurden durch die Schlafdeprivation
signifikant veréndert (p<0,015 fiir den ,,Hypo* x ,,Schlaf* Effekt in der ANOVA {iber
alle Bedingungen, Abb. 6) und zeigten wihrend der Hypoglykédmie gleichermallen nach
normalem Schlaf wie auch partiellem Schlafentzug einen Abfall auf Werte unterhalb
der Nachweisgrenze (p<0,001 fiir den Faktor ,Hypo*“, p=0,65 fiir den Vergleich
zwischen beiden Bedingungen). Auch bei den C-Peptid-Spiegeln nach komplettem
Schlafentzug konnte ein Abfall beobachtet werden, dieser verfehlte jedoch knapp das
Signifikanzniveau (p=0,074). Entsprechend waren die Absolutwerte der C-Peptid-
Antwort nach komplettem Schlafentzug hoher als die Werte nach normalem Schlaf und
partiellem  Schlafentzug  (p<0,035 fiir die entsprechenden  Vergleiche).
Einzelpunktvergleiche zeigten hingegen keinerlei signifikante Unterschiede zwischen

den einzelnen Bedingungen (p>0,21 fiir alle Vergleiche).
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Abb. 6: C-Peptid-Plasma-Konzentrationen wdhrend der Baselinephase und wdhrend des

hypoglykdmischen Clampversuches.
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Glukoseinfusionsraten

Die Infusionsraten an Glukoselosung wihrend des hypoglykdmischen Clampversuches
unterschieden sich nicht zwischen den einzelnen Bedingungen. Auch die kumulative
Menge an zugefiihrter Glukose wihrend des Clampversuches war in allen drei
Bedingungen annihernd gleich (normaler Schlaf: 128 + 11 g vs. kompletter
Schlafentzug: 131 + 17 g vs. partieller Schlafentzug: 136 + 16 g; p>0.85 fiir alle
Vergleiche, Tab. 2).

normaler kompletter partieller

Schlaf Schlafentzug Schlafentzug p-Wert
Mittlere P>0,58
Infusionsrate 0,53 +£0,05 0,54 £ 0,07 0,57 £0,07 zwischen allen
(g/min) Bed.
Infundierte P>0,88
Glukose 1,57 +0,14 1,61 £0,20 1,65 +0,21 zwischen allen
(glkg KG) Bed.
p>0,85
Infundierte
128 £ 11 131 17 136 + 16 zwischen allen
Glukose (g) Bed
ed.

Tabelle 2: Infusion einer 20%igen Glukoselosung wdihrend des hypoglykidmischen

Clampversuches.
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Hormone der Hypoglykimie-Gegenregulation

Schlafentzug hatte keinen Einfluss auf die Adrenalinkonzentrationen im Plasma (p=0,61
fiir den Interaktionseffekt ,,Hypo* x ,,Schlaf* in der ANOVA iiber alle Bedingungen).
Weiterhin zeigten sich in Einzelvergleichen keine Unterschiede zwischen den
morgendlichen Basalwerten in den einzelnen Bedingungen (p>0,33 fiir alle Vergleiche).
Wihrend des hypoglykdmischen Clampversuches stiegen die Adrenalinkonzentrationen
in allen Bedingungen signifikant an (p<0,001), wobei sich dieser Anstieg zwischen den

einzelnen Bedingungen nicht unterschied (p>0,42 fiir alle Vergleiche; Abb. 7).
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Abb. 7: Adrenalinkonzentrationen im Plasma wdhrend der Baselinephase und wdihrend des

hypoglykdmischen Clampversuches.
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Ergebnisse

Die Noradrenalinkonzentrationen im Plasma verhielten sich dhnlich wie die
Adrenalinspiegel: Es gab keine signifikanten Unterschiede in den Basalwerten zwischen
den drei Bedingungen (p>0.73 fiir alle Vergleiche), und auch im Verlauf zeigten sich

keine Differenzen (p>0.59 fiir alle Vergleiche, Abb. 8).
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Abb. 8: Noradrenalinkonzentrationen im Plasma wihrend der Baselinephase und wihrend des

hypoglykdmischen Clampversuches.
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Ergebnisse

Der zeitliche Verlauf der ACTH-Konzentrationen im Plasma unterschied sich
nicht zwischen den drei Versuchsbedingungen (p>0,17 fiir den Interaktionseffekt
,»Hypo“ x ,Schlaf in der ANOVA iber alle Bedingungen). Nach partiellem
Schlafentzug waren die morgendlichen ACTH-Spiegel allerdings signifikant niedriger
als nach reguldrem Schlaf (5,2 + 1,5 vs. 9,8 £ 1,6 pmol/l; p=0,030) und hielten dieses
Niveau wihrend der ersten 210 Minuten des Clampversuches. Die Baselinewerte nach
komplettem Schlafentzug waren vergleichbar mit denen nach reguldrem Schlaf (9,8 +
3,0 pmol/l; p=0,84), erreichten wegen erhohter Varianz jedoch im Vergleich zu den
Werten nach partiellem Schlafentzug keine Signifikanz (p=0,19). Sowohl in der
regulédren Schlaf- als auch in der kompletten Schlafentzugs-Bedingung erfolgte wihrend
der ersten 30 Versuchsminuten ein Abfall der ACTH-Spiegel auf das Niveau der
partiellen Schlafentzug-Bedingung. Nach 150 Minuten des Clampversuches konnte ein
signifikanter Anstieg der ACTH-Spiegel in allen Bedingungen (p<0,007) beobachtet
werden, wobei dieser Anstieg in den einzelnen Bedingungen vergleichbar erfolgte

(p>0,16 fiir alle Vergleiche; Abb. 9).
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Abb. 9: ACTH-Konzentrationen im Plasma in der Baselinephase und wdhrend des

hypoglykdmischen Clampversuches; * p<0,05 fiir reguldrer Schlaf vs. partieller Schlafentzug.
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Ergebnisse

Die Kortisol-Spiegel im Serum zeigten wihrend des Versuches in den drei
Bedingungen unterschiedliche zeitliche Verldufe (p=0,038 fiir den ,,Hypo* x ,,Schlaf*-
Effekt in der ANOVA iiber alle Bedingungen), wobei dieser Interaktionseffekt durch
grundlegende Unterschiede in den morgendlichen Kortisolkonzentrationen bedingt ist.
Dabei fanden sich nach partiellem Schlafentzug signifikant niedrigere morgendliche
Werte als nach reguldrem Schlaf (338 £ 63 vs. 602 + 43 mmol/l, p<0,001). Die Werte
nach komplettem Schlafentzug lagen zwischen denen der beiden anderen Bedingungen
(503 £ 33 mmol/l). In den ersten 150 Minuten des Clampversuches nahmen die Werte
nach reguldrem Schlaf sowie nach komplettem Schlafentzug auf das morgendliche
Niveau nach partiellem Schlafentzug ab, wihrend sich die Werte nach partiellem
Schlafentzug nicht verdnderten. Im weiteren Verlauf stiegen die Kortisol-Spiegel in
allen drei Bedingungen bis zum Ende das Clampversuches signifikant an (p<0,001 fiir
alle Bedingungen), ohne dass sich zwischen den Bedingungen Unterschiede in der

Dynamik des Anstiegs feststellen lieBen (p>0,23; Abb. 10).
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Abb. 10: Kortisol-Spiegel im Serum in der Baselinephase und wdihrend des hypoglykdmischen
Clampversuches; * p=0,018 fiir kompletter Schlafentzug vs. reguldrer Schlaf, ** p<0,001 fiir

partieller Schlafentzug vs. reguldrer Schlaf.

26



Ergebnisse

Die Basalwerte von Somatotropin im Serum zeigten fiir keinen Vergleich
zwischen den drei Bedingungen signifikante Unterschiede (p>0,18). Wihrend des
Clampversuches stiegen die Werte in allen drei Bedingungen signifikant an (p<0,007),
wobei sich zwischen den einzelnen Bedingungen keine Unterschiede in der Dynamik

des Anstieges feststellen lieBen (p>0,18 fiir alle Vergleiche; Abb. 11).
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Abb. 11: Somatotropin-Spiegel im Serum in der Baselinephase und wdhrend des

hypoglykdmischen Clampversuches.
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Ergebnisse

Fiir die Plasmakonzentrationen von Glukagon ergaben sich in der ANOVA iiber
alle Bedingungen ausgeprigte isolierte Effekte fiir den Faktor ,,Hypo* (p=0,005) und
fir den Faktor ,Schlaf“ (p<0,046). Allerdings konnte kein signifikanter
Interaktionseffekt festgestellt werden (p=0,33). Nach komplettem Schlafentzug waren
die Basalwerte von Glukagon signifikant niedriger als nach reguldrem Schlaf (130 + 18
vs. 155 = 18 ng/l; p=0,022), wobei die Basalwerte nach partiellem Schlafentzug
dazwischen lagen
(140 = 21 ng/l). Wihrend der ersten 180 Minuten des Clampversuches fielen die
Absolutwerte in allen drei Bedingungen signifikant ab (p<0,003). Dabei waren die
Werte nach reguldrem Schlaf konstant hoher als die nach komplettem Schlafentzug
(p<0,025) bzw. nach partiellem Schlafentzug (p<0,040). Am Ende des Clampversuches
stiegen die Glukagon-Spiegel in allen drei Bedingungen signifikant an (p<0,001), wobei
sich diese Dynamik zwischen den Bedingungen nicht unterschied (p=0,34; Abb. 12).
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Abb. 12: Glukagon-Spiegel im Plasma in der Baselinephase und wdihrend des
hypoglykdmischen Clampversuches; * p<0.05 fiir reguldrer Schlaf vs. kompletter Schlafentzug.
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Herzfrequenz und Blutdruck

Die Basalwerte der Herzfrequenz waren nach komplettem Schlafentzug und nach
reguldrem Schlaf gut vergleichbar (p=0.50). Nach partiellem Schlafentzug lagen die
morgendlichen Werte jedoch tendenziell niedriger als nach komplettem Schlafentzug
(58 £2 vs. 63 £ 3 S/min; p=0,09). Die Herzfrequenz stieg wihrend des Clampversuches
in allen Bedingungen an (p<0,001), es konnte jedoch zwischen den einzelnen

Bedingungen kein Unterschied im Verlauf nachgewiesen werden (p=0,87; Abb. 13).
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Abb. 13: Herzfrequenzverlauf in der Baselinephase und wdihrend des hypoglykimischen

Clampversuches.
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Ergebnisse

Bei den systolischen Blutdruckwerten fanden sich weder bei den Basalwerten,
noch im Verlauf des Clamps signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Bedingungen (p>0,41), die Hypoglykidmie schien nur tendenziell Einfluss zu haben
(p=0,091). Auch fiir die diastolischen Werte lieBen sich weder zwischen den
Bedingungen noch im Verlauf der Hypoglykdmie Unterschiede feststellen (p>0,31;
Abb. 14).
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Abb. 14: Blutdruckwerte in der Baselinephase und wdihrend des hypoglykdmischen

Clampversuches.
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Symptome

Die mittels Ratingskalen erhobenen autonomen Symptome wurden durch die
unterschiedlichen Schlafbedingungen nicht verdndert (p=0,21 fiir den Faktor ,,Schlaf* in
der ANOVA iiber alle Bedingungen). Die Symptomscores stiegen wie erwartet wihrend
der Hypoglykdmie an (p=0,008; Abb. 15A), wobei es fiir diesen Anstieg keinen
Unterschied zwischen den Bedingungen gab (p=0,51 fiir den ,Schlaf* x ,Hypo*
Interaktionseffekt). Im Gegensatz dazu wurde das Empfinden neuroglykopener
Symptome durch die jeweilige Schlafbedingung deutlich beeinflusst (p=0,005 fiir den
Faktor ,,Schlaf*). Diese Unterschiede zeigten sich nicht nur wihrend der morgendlichen
Baselinephase, sondern waren auch wihrend der gesamten hypoglykédmischen Periode
nachweisbar (p=0,77 fiir den ,,Schlaf* x ,,Hypo* Effekt; Abb. 15B). Einzelvergleiche
der morgendlichen Ausgangswerte ergaben deutlich hohere Werte nach komplettem
Schlafentzug als nach der Kontrollbedingung (7,0 £ 1,7 vs. 4,7 £ 1,2; p=0,036). Die
Werte nach partiellem Schlafentzug (5,8 + 1,5) lagen zwischen denen der beiden
anderen Bedingungen. Wihrend der anschlieBenden Hypoglykidmie schienen die
neuroglykopenen Symptomscores in allen Bedingungen anzusteigen, auch wenn dieser

Anstieg kein Signifikanzniveau erreichte (p=0,11).
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Abb. 15: Autonome (A) und neuroglykopene (B) Symptome in der Baselinephase und wdhrend
des hypoglykdimischen Clampversuches.
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Ergebnisse

Die statistische Auswertung einzelner Symptome ergab, dass Hunger und
Miidigkeit von den erfassten Symptomen als einzige durch die einzelnen
Schlafbedingungen beeinflusst wurden (p<0,03 fiir den Faktor ,Schlaf* in den
jeweiligen Vergleichen). Zu Versuchsbeginn am Morgen verspiirten die Probanden nach
komplettem Schlafentzug deutlich mehr Hunger als nach regulirem Schlaf oder
partiellem Schlafentzug (4,1 £ 0,6 vs. 1,5 + 0,3 vs. 1,8 + 0,5; p<0,018 fiir paarweise
Einzelpunktvergleiche). Wihrend der Hypoglykidmie stiegen die Hungergefiihle an
(p<0,001), wobei dieser Anstieg nach den Néchten mit reguldrem Schlaf und partiellem
Schlafentzug ausgeprigter war als nach komplettem Schlafentzug (p<0,034 fiir den
»dchlaf* x ,,Hypo* Effekt; Abb.16A). Somit war das Niveau der Hungergefiihle am
Ende der Hypoglykdmie in allen Versuchsbedingungen vergleichbar (p>0,17).
Erwartungsgemidll war der Grad der Miidigkeit wéihrend des gesamten
Versuchszeitraumes nach komplettem Schlafentzug am hochsten (p<0,001 fiir den
Faktor ,,Schlaf*, p=0,27 fiir den ,,Schlaf* x ,,Hypo* Interaktionseffekt). Dabei erreichten
die Probanden nach komplettem Schlafentzug Miidigkeitslevel von 5,0 + 0,4, sowie 3,6
+ 0,5 nach partiellem Schlafentzug und 1,8 + 0,4 nach reguldrem Schlaf. Der Grad der
Miidigkeit dnderte sich dabei nicht wihrend der nachfolgenden Hypoglykémie (p=0,10;
Abb. 16B).
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Abb. 16: Hunger (A) und Miidigkeit (B) in der Baselinephase und wdhrend des
hypoglykdmischen Clampversuches.
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Diskussion

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden der Einfluss von kurzzeitigem komplettem bzw.
partiellem Schlafentzug auf die morgendliche sekretorische Aktivitit des
neuroendokrinen Stress-Systems sowie die hormonelle Hypoglykdmie-Gegenregulation
bei jungen gesunden Minnern untersucht. Ausgangspunkt war die Hypothese, dass
Schlafentzug aufgrund erhdhter metabolischer Anforderungen wihrend der verlidngerten
Wachphase neuroendokrine Systeme aktiviert, welche Glukose mobilisieren und somit
die Energieversorgung des Gehirns iiber den Blutkreislauf sichern. Es konnte gezeigt
werden, dass Schlafentzug einen signifikanten Einfluss auf die Basalwerte von
Hormonen der Hypoglykdmie-Gegenregulation, wie der Hormone der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA-Achse), und auf die Sekretion von Glukagon
hat. Die absolute hormonelle Antwort auf eine metabolische Stresssituation in Form
einer Hypoglykdmie wurde jedoch nicht verédndert.

Am deutlichsten zeigten sich die Effekte von Schlafentzug in einer Verringerung
der morgendlichen C-Peptid- und Glukagonspiegel, sowie einer Erhdhung des
morgendlichen Hungergefiihls. Dagegen konnte bei den Insulinkonzentrationen ebenso
wie bei den ACTH-, Kortisol-, Noradrenalin- und Adrenalinspiegeln kein
Zusammenhang mit der vorhergehenden Schlafdauer nachgewiesen werden. Wihrend
der Hypoglykdmie kam es in allen Versuchsbedingungen zu einem Anstieg von
Glukagon, Wachstumshormon und HPA-Achsen-Aktivitdt, wobei sich entgegen der
Hypothese keine Unterschiede in der gegenregulatorischen Antwort der einzelnen

Versuchsbedingungen feststellen lieSen.

Schlafentzug und basale neuroendokrine Sekretionsmuster

Nach einer Nacht Schlafentzug konnte eine signifikante FErniedrigung der
morgendlichen C-Peptid-Konzentrationen im Plasma feststellt werden. Man kann
annehmen, dass wihrend der verldngerten Wachphase bei Schlafentzug, die noch dazu
mit Nahrungskarenz verbunden ist, der Glukoseverbrauch des zentralen Nervensystems
(ZNS) und auch anderer Organe im Vergleich zur Schlafbedingung erhoht war (79, 80).
Der gesteigerte Energiebedarf wird dabei durch ein Entleeren der korpereigenen

Glukosespeicher gedeckt. In diesem Falle konnte eine gesteigerte hepatische
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Glukoneogenese, getriggert durch eine Reduktion der sekretorischen B-Zell-Aktivitit,
wesentlich dazu beitragen, den erhohten Energiebedarf zu decken. Obwohl die
erniedrigten C-Peptidspiegel nach Schlafentzug auf eine Verringerung der
sekretorischen  P-Zell-Aktivitdit hindeuten, konnte nach Schlafentzug keine
Verringerung der Insulinkonzentrationen gefunden werden. Uberdies waren die
Plasmakonzentrationen von Glukagon, dem stdrksten hormonellen Stimulus der
hepatischen Glukoneogenese, nach Schlafentzug nicht erhoht, sondern merklich
erniedrigt. Ebenso war nach Schlafentzug die Aktivitit zweier weiterer
Schliisselsysteme fiir die Bereitstellung von Glukose in Stresssituationen, ndamlich des
sympatho-adrenalen Systems und der HPA-Achse, unverindert oder sogar erniedrigt.
Entgegen der Ausganghypothese wurde die hormonelle Antwort der neuroendokrinen
Gegenregulationssysteme auf eine Hypoglykdmie durch die untersuchten
Schlafentzugsbedingungen in ihrer absoluten Amplitude nicht veridndert.

Der bemerkenswerteste Befund dieser Arbeit ist sicherlich der eindeutig inverse
Zusammenhang  zwischen  der  Schlafdauer und den  morgendlichen
Plasmakonzentrationen von Glukagon. Bislang ging man davon aus, dass die
Ausschiittung von Glukagon aus den a-Zellen durch den Einfluss von zahlreichen
endokrinen und neuronalen Signalen gesteuert wird, welche in erster Linie mit der
Aufrechterhaltung der Energiehomdostase in Verbindung gebracht werden (81). Eine
derart feste Verkniipfung der Glukagonsekretion mit der nichtlichen Schlafdauer ist in
der wissenschaftlichen Literatur bis jetzt nicht beschrieben. Ob dieser Effekt iiber das
autonome Nervensystem oder iiber andere Mechanismen vermittelt wird, kann anhand
der hier erfassten Daten nicht abschlieBend geklart werden und bedarf weiterer
Forschung. Weiterhin liegt die physiologische Bedeutung dieses neuen und durchaus
unerwarteten Befundes noch im Dunkeln.

Es konnte in dieser Arbeit kein Einfluss von Schlafentzug auf die
Plasmakonzentrationen von Adrenalin und Noradrenalin nachgewiesen werden. Die
basale sekretorische Aktivitdt der HPA-Achse, welche sich in den Sekretionsmustern
von ACTH und Kortisol widerspiegelt, war nach partiellem Schlafentzug sogar
vermindert. Die fehlende Aktivierung dieser beiden essentiellen neuroendokrinen
Stresssysteme deutet darauf hin, dass Schlafentzug von einer Nacht fiir den
menschlichen Korper im Hinblick auf metabolische Bediirfnisse keinen nachhaltigen
Stressreiz  darstellt. Anscheinend ist das Ausmall der Depletion zerebraler

Energieressourcen durch eine Nacht Schlafentzug per se nicht ausreichend, um eine
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entsprechende  gegenregulatorische  Antwort der hormonellen Stresssysteme
hervorzurufen.

Besonders nach partiellem Schlafentzug war die sekretorische Aktivitit der
HPA-Achse erniedrigt, was jedoch weniger als Konsequenz der verkiirzten Schlafdauer,
sondern vielmehr als eine verdnderte zeitliche Dynamik der HPA-Antwort auf das
Erwachen zu interpretieren ist. Die Probanden wurden in der Bedingung mit partiellem
Schlafentzug 2,5 Stunden frither (ca. gegen 03.30 Uhr) geweckt als in der
Kontrollbedingung mit reguldrer Schlafdauer. Es ist gut belegt, dass Erwachen einen
starken Einfluss auf die sekretorische Aktivitdt der HPA-Achse hat. Frithere Studien
konnten eine deutliche Abschwichung der endogenen morgendlichen Aktivierung des
HPA-Systems durch verfrithtes Wecken mit nachfolgender Wachheit zeigen (82, 83).
Weiterhin ~ induziert unerwartetes Wecken einen steilen Anstieg der
Kortisolkonzentration, welchem ein rapider Abfall folgt (84). Nach partiellem
Schlafentzug reprisentieren die basalen Messungen um 07.00 Uhr somit den Zustand
maximaler HPA-Suppression nach dem Erwachen. Diese Sichtweise wird zudem von
der Tatsache gestiitzt, dass die morgendliche HPA-Aktivitit nach komplettem
Schlafentzug, also ohne Aufwachreaktion der Probanden, vergleichbar ist mit dem

Aktivitétslevel nach der Kontrollbedingung.

Schlafentzug und Hypoglykimie-Gegenregulation

Auch wenn Schlafentzug deutlichen Einfluss auf die basalen Sekretionsmuster der
beschriebenen neuroendokrinen Systeme hat, wurde die absolute Amplitude ihrer
gegenregulatorischen Antwort auf eine Hypoglykdmie durch die einzelnen
Schlafbedingungen nicht verdndert. Dieses Resultat steht im Gegensatz zur
Ausgangshypothese, dass eine durch Schlafentzug herbeigefiihrte Depletion
zentralnervoser Glykogenspeicher die gegenregulatorische Hormonantwort auf eine
Hypoglykdmie verstirken wiirde. Andererseits konnten diese Daten auch gegen die
Beteiligung zentralnervoser Glykogenspeicher an der Hypoglykédmie-Gegenregulation
sprechen. Ferner deuten die beschriebenen Unterschiede zwischen den basalen und
stressinduzierten neuroendokrinen Sekretionsmustern nach Schlafentzug an, dass es
durch moderaten Schlafentzug primér zu einer adaptiven Modulation im Grundtonus
neuroendokriner Regulationssysteme kommt. Im Gegensatz dazu wird die dynamische

Antwort auf einen starken Stressreiz, wie hier auf eine Hypoglykdmie, wohl durch
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inhdrente Mechanismen geregelt. Diese phasischen Reaktionsmuster sind offensichtlich
nicht durch schwache Schwankungen im tonischen Sekretionsmuster beeinflussbar. Das
Phinomen, dass Modulationen im basalen Tonus nicht zwingend mit Verdnderungen
der dynamischen Antwort auf einen starken Stressstimulus verkniipft sind, ist aus der
Stressforschung bekannt (85, 86). Die dynamische Stressantwort als ,,Notfallreaktion*
auf einen potentiell bedrohlichen Stimulus lauft dabei offenbar als duBerst stabiles
Muster ab, ohne in der Antwortamplitude wesentlich durch die Ausgangslage des
Systems beeinflusst zu werden. Kurzfristiger Schlafentzug scheint ein Faktor zu sein,
der zwar in der Lage ist, den basalen Tonus der Stressachse zu veridndern, nicht aber die
dynamische Antwort auf eine Hypoglykidmie, welche fiir den Organismus einen

potentiell bedrohlichen Stimulus darstellt.

Schlafentzug und Hungergefiihl

Erhohte Hungergefiihle nach Schlafentzug sind ein weiterer beachtenswerter Befund.
Im Gegensatz zu den oben beschriebenen hormonellen Sekretionsmustern spricht die
beobachtete Steigerung des Hungergefiihls fiir die Hypothese, dass Schlafentzug zu
einer Depletion zentralnervoser Glykogenspeicher fiihrt, welche anschlieBend durch
eine erhohte Nahrungsaufnahme kompensiert werden muss. Dieser Befund deckt sich
auch mit Beobachtungen aus der Gruppe um Spiegel, nach denen zwei Tage
Schlafentzug bei jungen Minnern zu einer Steigerung von Hunger und Appetit fiihrten
(87). In meiner Arbeit zeigte sich dariiber hinaus, dass das Hungergefiihl der Probanden
nach Schlafentzug nur wihrend der euglykédmischen Baselinephase hoher war als in der
Kontrollbedingung. Wihrend der Hypoglykdmie, welche per se zu einem starken
Anstieg des Hungergefiihls fiihrte, verschwand dieser Effekt. Somit war die Erhohung
des Hungergefiihls nach Schlafentzug analog zu den hormonellen Verdnderungen
lediglich wéhrend der Baselinephase vorhanden und wurde anschlieBend durch den

Hypoglykédmie-induzierten Anstieg des Hungergefiihls iiberdeckt.

Methodische Einschrinkungen

Einige methodische Einschrinkungen der vorliegenden Untersuchung sollten erwihnt
werden. Die These, dass Schlafentzug nicht nur ein Auffiillen der astrozytiren
Glykogenspeicher verhindert, sondern diese vielmehr weiter entleert (26), konnte
mangels der direkten Messung dieser zentralnervdsen Speicher weder bestitigt noch
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widerlegt werden. Ebenso ist es daher auch nicht moglich, eine abschlieBende
Beurteilung iiber die Beteiligung astrozytidrer Glykogenspeicher an der Gegenregulation
withrend einer Hypoglykédmie zu treffen (69, 70). Die (hier fehlende) Auswirkung von
Schlafentzug auf dynamische Verdnderungen des neuroendokrinen Systems als Antwort
auf eine Hypoglykédmie mag unter Umsténden auch vom Zeitpunkt der Hypoglykémie
beeinflusst werden. Der Einfluss von Schlafentzug unterliegt zumindest im Bereich der
Vigilanz und subjektiven Miidigkeit tageszeitlichen Schwankungen (88), sodass nicht
auszuschlieBen ist, dass eine spiter am Tag induzierte Hypoglykdmie mit einer anderen
hormonellen Antwort einhergegangen wére, bzw. dass Schlafentzug das metabolische
Antwortmuster des Stresssystems zu einem anderen Zeitpunkt durchaus destabilisieren
konnte. Des Weiteren wurde in diesen Experimenten ein sehr moderater Schlafentzug
von lediglich einer Nacht bei jungen, gesunden und belastbaren Probanden induziert. Es
ist durchaus moglich, dass diese Intervention zu schwach war, um eine deutliche
Destabilisierung  des  Stresssystems, d.h. eine Steigerung der basalen
Katecholaminausschiittung und eine damit verbundene Erhohung von Herzfrequenz und
Blutdruck, herbeizufiihren.

Die Daten dieser Arbeit belegen dennoch, dass kurzzeitiger Schlafentzug zu
ausgeprigten Verdnderungen in metabolischen Hormonsystemen und im Empfinden
von Hunger am nachfolgenden Morgen fiihrt, auch wenn die Antwort auf einen starken
metabolischen Stressreiz in Form einer Hypoglykémie unveréndert bleibt. Da die Dauer
des Schlafentzugs in dieser Arbeit auf lediglich eine Nacht beschrinkt war, lassen sich
aus den dargestellten Ergebnissen keine Aussagen iiber Verdnderungen von
Hormonsystemen oder das Verhalten bei langfristigem Schlafentzug treffen. Entgegen
der Erwartungen hatte Schlafentzug keinen Einfluss auf die Spiegel von Insulin sowie
der Stresshormone. Die Konzentrationen von C-Peptid und Glukagon waren bisher noch
nicht in Zusammenhang mit Schlafentzug gebracht worden, zeigten jedoch eine

deutliche Abhingigkeit von der Schlafdauer.

Ausblick

Wie in dieser Arbeit gezeigt, haben Schlaf bzw. sein Ausbleiben deutlichen Einfluss auf
basale  Sekretionsmuster neuroendokriner Hormone zur Regulation des
Glukosestoffwechsels. Da der Glukosestoffwechsel wesentlicher Bestandteil der
Energiechomoostase ist, wird Schlafmangel auch zunehmend als Einflussfaktor auf die

Gewichtsregulation wahrgenommen (89). So wurde in einer Reihe epidemiologischer
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Diskussion

Studien eine Assoziation von kurzer Schlafdauer und Adipositas sowohl bei
Erwachsenen (90, 91) als auch bei Kindern (92, 93) gezeigt. Die Mechanismen, iiber
welche Adipositas, Hungergefiihle und Schlafdauer verkniipft sind, sind Gegenstand
aktueller Forschung. Die hier aufgezeigten Veridnderungen im Glukosestoffwechsel sind
eine von vielen Moglichkeiten, iiber welche Schlaf Einfluss auf die Gewichtsregulation
nehmen kann. Aber auch direkte Einfliisse von Schlaf auf die Sekretion von Hormonen,
welche die Nahrungsaufnahme beeinflussen, sind beschrieben worden (87, 94). Bis zum
heutigen Zeitpunkt gibt es jedoch keine Untersuchung zum Einfluss des Schlafs auf das
spontane Nahrungsaufnahmeverhalten. Moglicherweise konnen Daten aus solch einer
Studie in Verbindung mit Ergebnissen aus Untersuchungen zum Einfluss des Schlafs
auf metabolische Faktoren in Zukunft weitere Einblicke in die Regulation von

Korpergewicht und Energiestoffwechsel geben.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Eine steigende Anzahl an Studien deutet auf mogliche adipogene und diabetogene
Auswirkungen von verkiirzter néchtlicher Schlafdauer hin, wobei Modulationen
neuroendokriner Mechanismen als mogliche Vermittler dieser Effekte diskutiert
werden. In der vorliegenden Studie wurden die Auswirkungen kurzfristigen
Schlafentzugs auf die neuroendokrine Regulation des Blutzuckerspiegels in Ruhe und
wihrend Hypoglykdmie vor der Hypothese untersucht, dass Schlafentzug iiber die
Aktivierung von neuroendokrinen Signalwegen zu einer Erhohung des Energieangebots
an das ZNS fiihrt.

Bei 10 jungen, gesunden Minnern wurden je 3 stufenweise, hyperinsulindmisch-
hypoglykdmische Clampversuche durchgefiihrt. In der Nacht vor dem jeweiligen
Clampversuch mussten die Probanden einmal die komplette Nacht wach bleiben
(,, kompletter Schlafentzug®), einmal durften sie 4,5 Stunden in der ersten Nachthélfte
(,,partieller Schlafentzug®) und einmal regulédr 7 Stunden schlafen (,,regulédrer Schlaf*).

Die morgendlichen Plasmaspiegel von C-Peptid und Glukagon waren nach
komplettem Schlafentzug deutlich niedriger als nach regulirem Schlaf, die
Konzentrationen nach partiellem Schlafentzug lagen dazwischen. Weiterhin waren die
morgendlichen Konzentrationen von ACTH und Kortisol nach partiellem Schlafentzug
deutlich vermindert, wobei davon auszugehen ist, dass durch das verfriihte Aufwecken
lediglich eine =zeitliche Verschiebung der Stressachsen-Antwort in die frithen
Morgenstunden stattgefunden hat und die Aufwachreaktion per se analog zur
Kontrollbedingung abgelaufen ist. Die Basalwerte von Adrenalin, Noradrenalin und
Wachstumshormon waren in allen Bedingungen gut vergleichbar. Wider Erwarten
wurde die absolute neuroendokrine Hypoglykdmie-Gegenregulation durch Schlafentzug
nicht beeinflusst.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass kurzfristiger Schlafentzug die
basalen Sekretionsmuster Blutzucker-regulierender Hormone deutlich beeinflusst,
wobei die morgendlichen Glukagonspiegel iiberraschenderweise vermindert werden.
Die absolute Reagibilitit der neuroendokrinen Stressantwort auf eine Hypoglykimie
wird jedoch nicht erhoht. Die ausgeprigten Verdnderungen im basalen Sekretionsmuster
von C-Peptid und Glukagon deuten auf eine besondere Rolle dieser endokrinen
Parameter im Zusammenspiel von Schlaf und hormoneller Regulation des

Energiehaushaltes hin.
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Abstract

Context: Sleep loss has immediate effects on metabolic function which in the long run

may contribute to the development of obesity and type 2 diabetes.

Objective: To explore the neuroendocrine mechanisms mediating the acute effects of

sleep deprivation on blood glucose regulation under basal and hypoglycemic conditions.

Methods: In a randomized, cross-over study in 10 healthy young men, plasma
concentrations of relevant hormones were examined during basal rest, a subsequent
stepwise hypoglycemic clamp following one night of total sleep deprivation (‘SD’) and

one night of regular sleep.

Results: Basal glucagon concentrations were decreased (P=0.022) and C-peptide levels
were slightly reduced after SD (P=0.085), compared with regular sleep. During
hypoglycemia after SD, the glucagon increase relative to baseline was enhanced
(P=0.034) and the relative decrease in C-peptide was reduced (P=0.013). Also, the
relative increase in norepinephrine was reduced (P=0.031). SD did not affect
epinephrine, ACTH, cortisol, lactate, B-hydroxy-butyrate, nor non estified fatty acid
(NEFA) during hypoglycemia, but overall plasma NEFA levels were reduced after SD
(P=0.009). SD markedly increased rated hunger during basal rest (P<0.008), resulting in
a dampened relative increase during hypoglycemia (P<0.009). Unexpectedly, despite
distinct alterations in basal secretory activity, the absolute amplitude of hormonal

counterregulation and hunger responses to hypoglycemia was not affected by SD.

Conclusion: Short-term SD distinctly alters hormonal glucose regulation, affecting
especially pancreatic islet secretion and also increases hunger. Immediate perturbations
in the dynamic regulation of energy metabolism caused by acute sleep curtailment may

contribute to the association between chronic sleep loss and metabolic disorders.
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Introduction

A growing body of data indicates that
sleep  considerably  impacts  the
regulation of glucose metabolism (1; 2).
Epidemiological studies (3-8) suggest
that a chronic sleep deficit can promote
the development of type 2 diabetes.
Experimental attempts to enlighten the
causality of this relationship are still
rare. A most compelling study on this
issue was performed by Spiegel et al. in
healthy young men (9). In these
experiments, a limitation of sleep to 4
hours per night for 6 consecutive days
markedly impaired glucose tolerance.
The effect was accompanied by
increased activity of the sympathetic
nervous system (SNS) and by increased
evening plasma  cortisol  levels,
suggesting a neuroendocrine mediation
of the detrimental influence of sleep
loss on glucose metabolism.

Beside its activating influence
on neuroendocrine stress systems, sleep
loss may affect glucose regulation by
influencing cerebral glucose utilization
and storage. Sleep, and especially slow
wave sleep (SWS), i.e., the deepest
form of non-rapid eye movement
(NonREM) sleep, represents a state
when the brain’s glucose demand is at a
minimum (10; 11). Although data are
not unequivocal (12), it has been
proposed that brain glucose stores, in
form of astrocytic glycogen, are
replenished during sleep (13; 14). Sleep
loss characterized by a wake-associated
globally increased energy demand may
thus prevent replenishment and induce
further depletion of energy stores.
Accordingly, sleep loss is expected to
promote neuroendocrine  regulation
towards hyperglycemia, thereby
enhancing the supply of glucose to the
brain via the blood stream (15).
Specifically, availability of blood
glucose to the brain can be enhanced by
reducing the release of insulin and
increasing the release of glucagon and
neuroendocrine stress hormones such as
cortisol and catecholamines (16). In
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addition to these neuroendocrine
adaptive processes, increases in hunger
and food intake after sleep loss may
serve to ensure sufficient energy supply
to the brain (17). Such hormonal and
behavioral responses to sleep loss may
not only occur during basal rest
conditions, but might be particularly
pronounced when the organism is
challenged by additional metabolic
stress such as hypoglycemia enforcing
acute counterregulation.

Based on the assumption that
sleep loss depletes brain glycogen stores
and aggravates neuroglycopenia, we
hypothesized that depriving subjects of
sleep during a single night enhances

basal activity of metabolic
neuroendocrine systems as well as the
counterregulatory response to

hypoglycemia on the following day. In
order to test this hypothesis, 10 healthy
men were tested during a baseline
period and a subsequent stepwise
hypoglycemic clamp following one
night of total sleep deprivation (SD) or
a control night with 7 h of regular sleep.

Research design and methods

Subjects

We studied 10 healthy young men aged
20 to 40 years (mean = SEM: 25.3 + 1.4
years) with a mean body mass index
between 20.7 and 25.0 kg/m2 (23.8 £
0.5 kg/m?). All subjects had a regular
sleep-wake cycle during the last four
weeks before the experiment. Exclusion
criteria were chronic or acute illness,
current medication of any kind,
smoking, alcohol or drug abuse, obesity
and diabetes in first degree relatives.
The study protocol was approved by the
ethics committee of the University of
Luebeck and all participants gave
written informed consent.

Study Design and Procedure

Participants were tested after a night of
total sleep deprivation (‘SD’) and after a
night with 7 h regular sleep (‘regular
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sleep’). Conditions were spaced at least
2 weeks apart and performed in a
randomized and balanced order. After
each night, subjects were exposed to a
stepwise hypoglycemic clamp
experiment performed as described
below. Results of a further experimental
condition including partial sleep
deprivation (4.5 h sleep) are not
reported since this condition essentially
yielded intermediate effects that appear
to be of minor relevance.

Participants arrived at the
research unit at 2100 h. Before arriving
subjects had eaten a light dinner and
after 2100 h they were only allowed to
drink water. Following preparation of
polysomnographical recordings
participants went to bed. In the regular
sleep condition, lights were turned off at
2200 h and subjects were allowed to
sleep until 0600 h with concomitant
polysomnographic sleep recordings that
were scored offline according to
standard criteria (18). During the SD
condition, subjects were allowed to read
and watch movies in a sitting position
while brisk physical activities and food
intake  were not allowed, and
participants were monitored by the
experimenter throughout the night. In
the morning following both SD and
regular sleep, participants went outside
the building for a standardized 5-min

walk in the company of an
experimenter. Subsequently,
preparations for the hypoglycemic

clamp started (0630 h) with the subjects
again sitting on the bed.

Hypoglycemic clamp procedure

The stepwise hypoglycemic clamp
procedure followed a standardized
protocol previously described in detail
(19). Briefly, after a 30-min baseline
period starting at 0700 h, a bolus of 0.01
IU per kg body weight (BW) human
insulin  (Insuman Rapid, Aventis,
Strasbourg, France) was given over 2
min. Thereafter, insulin was infused at a
constant rate of 1.8 mIU per kg BW per
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min. A 20% dextrose solution was
simultaneously infused at a variable rate
to control blood glucose levels.
Arterialized blood was drawn at 5
minute intervals to measure blood
glucose concentration (HemoCue B-
Glucose-Analyzer, Angelholm,
Sweden). Blood glucose levels were
reduced in a stepwise fashion to achieve
4 plateaus of 75, 65, 55, and 45 mg/dl
[4.2, 3.6, 3.1, and 2.5 mmol/],
respectively.  Each  plateau  was
maintained for a 30-min period with the
next lower plateau gradually induced
within the subsequent 30 minutes.
Blood samples were drawn twice
during baseline and at the beginning and
end of each hypoglycemic plateau.
Insulin, C-peptide, glucagon, ACTH,
cortisol and growth hormone were
measured by enzyme-linked
immunoassays, non estified fatty acid
(NEFA) concentrations were measured
by enzymatical assays, and plasma
catecholamines were measured by
standard  high-performance  liquid
chromatography as previously described
(20; 21). Plasma B-hydroxy-butyrate
and lactate  concentrations  were
measured by commercial enzymatical
assays (Randox Laboratories Ltd., Co.
Antrim, United Kingdom and Abbott,
Wiesbaden, Germany) with the
following intra-assay and inter-assay
coefficients of variation (CV): B-
hydroxy-butyrate: < 1.4 %; lactate: <
1.3% and < 1.7%; limit of sensitivity
(LOS) was 0.1mmol/l and 0.005 mg/dl,
respectively. Subjective responses to
hypoglycemia were assessed at the
beginning and end of each
hypoglycemic plateau by standard
questionnaire (22). Subjects rated from
0 (not at all) to 9 (severely) on the
following 11 symptoms: dizziness,
tingling, blurred vision, difficulty in
thinking, faintness, anxiety, palpitation,
hunger, sweating, irritability, and
tremor. Consistent with categories used
by previous investigators (23) the first
five  symptoms are  considered
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neuroglycopenic, the Ilatter  six

autonomic symptoms.

Statistical analyses

Values are expressed as mean + SEM.
Analyses were generally based on
analyses of variance (ANOVA) for
repeated measures, including the factors
‘sleep’ (for ‘regular sleep’ vs. ‘SD’) and
‘hypo’ (for the repeated measurements
during the clamps). Baseline values
were compared using Student’s t-tests.
To compare changes of hormone levels
and symptom scores between conditions
during the clamp with respect to
potential baseline differences data were
transformed to relative changes from
baseline (as percentage) and then
included in the ANOVA models. A P-
value less than 0.05 was considered
significant. All calculations were done
with SPSS 12.0 for Windows.

Results

Sleep, blood glucose, insulin, and
dextrose infusion rates

On the regular sleep condition, subjects
slept on average 423 + 11 min (Range:
374 — 462 min), while they stayed
completely awake on the SD condition.
During baseline, blood glucose levels
were similar after SD and regular sleep
(82 = 3 mg/dl [4.6 £ 0.2 mmol/I] vs. 85
+ 2 mg/dl [4.7 = 0.1 mmol/l], P = 0.22).
Basal serum insulin levels were
likewise not affected (6.5 + 1.0 uU/ml
[39.1 £ 5.7 pmol/l] vs. 6.7 £ 1.6 pU/ml
[40.4 £ 9.8 pmol/l], P = 0.88). During
the hypoglycemic clamp, the stepwise
decrease in glucose levels was very
similar in the two study conditions (Fig.
1A). As expected, serum insulin levels
markedly  increased  during the
hypoglycemic clamp without significant
difference between conditions (P =
0.77; Fig. 1B). As shown in Figure 1C,
dextrose infusion rates required to
achieve target glucose levels during the
hypoglycemic clamp also did not differ
between conditions. Thus, the total
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amount of dextrose infused during the
clamp was almost identical between the
SD and the regular sleep condition (131
+17gvs. 128+ 11 g; P =0.85).

C-peptide and glucagon

During baseline, C-peptide levels
tended to be lower after SD than after
regular sleep (1.03 £ 0.15 ng/ml [0.34 +
0.04 nmol/1] vs. 1.42 +0.21 ng/ml [0.47
+ 0.07 nmol/I]; P = 0.085; Fig. 2A).
Here, due to the relatively large
interindividual variability in insulin
levels, the C-peptide/insulin ratio,
reflecting hepatic insulin clearance (24;
25), did not differ between the two
conditions (10.5+1.4vs. 11.7+2.2; P
= 0.68). During the hypoglycemic
clamp, C-peptide levels decreased (P =
0.005) with this decrease being
distinctly less pronounced after SD than
after regular sleep (P = 0.013 for the
‘sleep x hypo’ interaction; Fig. 2A).

Basal glucagon levels were
significantly reduced after SD in
comparison to the regular sleep

condition (130 = 18 pg/ml [130 + 18
ng/l] vs. 155 £ 18 pg/ml [155 = 18 ng/l];
P = 0.022; Fig. 2B) This difference
persisted during the entire
hypoglycemic clamp (P = 0.048 for the
main effect ‘sleep’). Analyses of
baseline-adjusted relative changes in
plasma concentrations during
hypoglycemia revealed that after an
initial decrease in both conditions,
plasma glucagon levels showed a
stronger increase after SD than after
regular sleep (P = 0.034 for the
interaction ‘sleep x hypo’; Fig. 2B’).
Epinephrine, norepinephrine, ACTH,
cortisol, and GH

Overall, there was no influence of SD
on plasma epinephrine or
norepinephrine concentrations during
baseline and hypoglycemia (all P >
0.10, Fig 3A,B). However, baseline
adjustment of the data revealed a
reduced norepinephrine response to
hypoglycemia after SD (P = 0.031 for
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the interaction ‘sleep x hypo’; Fig. 3B’).
While basal ACTH levels were similar
after SD and regular sleep (44.5 £ 13.6
pg/ml [9.8 = 3.0 pmol/l] vs. 42.2 + 7.3
pg/ml [9.3 £ 1.6 pmol/l]; P = 0.84; Fig.
3C), cortisol concentrations were
significantly reduced after SD (18.24 +
1.19 pg/dl [503 + 33 mmol/l] vs. 21.82
+ 1.54 pg/dl [602 £ 43 mmol/l]; P =
0.048; Fig. 3D). ACTH and cortisol
responses to hypoglycemia were not
affected by SD (both P > 0.43 for the
interaction ‘sleep x hypo’; Fig 3C’,D’)

Basal serum growth hormone
concentrations did not significantly
differ after SD and regular sleep (2.0
1.5 pg/l [ng/ml] vs. 0.6 £ 0.3 pg/l
[ng/ml]; P = 0.33). During
hypoglycemia, GH levels showed the
expected increase in both conditions (P
= 0.010; Fig. 3E). Baseline-adjusted
relative changes in GH levels during
hypoglycemia revealed a tendency
towards a more pronounced increase
after SD that was apparently due to an
earlier start of the response in this
condition (P = 0.054 for the condition
main effect; Fig. 3E”).

Lactate, NEFA, and 3-hydroxy-butyrate
Figure 4 shows the plasma levels of
lactate, NEFA, and B-hydroxy-butyrate
at baseline and at the end of the
hypoglycemic clamp. SD had no effect
on basal plasma lactate levels (0.99 +
0.11 mmol/l vs. 1.19 +0.15 mmol/l; P =
0.27). During hypoglycemia, lactate
levels increased (P = 0.004) with no
difference between conditions (P = 0.19
for the interaction ‘sleep x hypo’; Fig.
4A). Also, SD had no significant effect
on basal B-hydroxy-butyrate levels
(0.87 £ 0.21 mg/dl [84.0 £ 20.3 umol/I]
vs. 1.60 * 0.63 mg/dl [153.9 + 60.7
pumol/ll; P = 0.33). During
hypoglycemia, B-hydroxy-butyrate
levels decreased (P = 0.015 for the main
effect ‘hypo’) in both conditions (P =
0.41 for the interaction ‘sleep x hypo’;
P = 0.26 for the main effect ‘sleep’).
Pairwise comparison of B-hydroxy-
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butyrate levels at the end of the
hypoglycemic clamp revealed
significantly lower levels in the SD than
regular sleep condition (0.31 #+0.03
mg/dl [29.8 £ 3.1 umol/l] vs. 0.47 +
0.06 mg/dl [44.7 £ 5.7 pmol/l]; P =
0.013; Fig. 4B). Overall, NEFA levels
were significantly lower after SD than
regular sleep (P = 0.009 for the main
effect ‘sleep’) with this difference
reaching significance at the end of the
hypoglycemic clamp (Fig. 4C). During
hypoglycemia NEFA levels generally
decreased (P = 0.002) with the extent of
this decrease being similar in both
conditions (P = 0.77 for the interaction
term ‘sleep X hypo’).

Symptoms

The pooled autonomic symptoms score
during the baseline period tended to be
higher after SD than after regular sleep
(7.0 £ 1.1 vs. 4.6 = 1.4; P = 0.084; Fig.
4A). However, the respective increase
during hypoglycemia (P = 0.022 for the
main effect ‘hypo’) was not affected by
SD (P = 0.65 for the interaction term
‘sleep x hypo’; Fig. 4A’). The pooled
neuroglycopenic symptoms score was
higher after SD than regular sleep at
baseline (6.8 + 1.2 vs. 4.6 = 1.0; P =
0.032), with this difference persisting
throughout the hypoglycemic clamp (P
= 0.008 for the main effect ‘sleep’; P =
0.61 for the interaction term ’sleep x
hypo’; Fig. 4B,B’) which in both
conditions was accompanied by a trend
towards enhanced neuroglycopenic
symptom perception (P = 0.097 for the
main effect ‘hypo’).

Separate analysis of individual
symptoms, all of which were included
in the pool scores of autonomic and
neuroglycopenic symptoms, revealed
that feelings of hunger and fatigue were
particularly affected by SD (both P <
0.04 for the main effect ‘sleep’). At
baseline, subjects reported more hunger
after SD than regular sleep (4.1 £ 0.6 vs.
1.5 £ 0.3; P < 0.008; Fig. 4C). During
hypoglycemia, hunger scores increased
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(P < 0.001 for the main effect ‘hypo’)
with this increase being markedly
reduced after SD (P < 0.009 for the
interaction ‘sleep x hypo’; Fig. 4C).
However, absolute values of hunger
scores were similar at the end of
hypoglycemia (6.1 + 0.7 vs. 5.3 £ 0.6; P
= 0.27; Fig. 4C). Fatigue, as expected,
was markedly increased after SD during
baseline (5.0 + 04 vs. 1.8 £ 04; P <
0.001) and throughout the
hypoglycemic epoch (P < 0.001 for the
main effect ‘sleep’, P = 0.24 for the
interaction ‘sleep x hypo’; Fig. 4D).
During hypoglycemia per se, fatigue
scores merely showed a slight decline
(P = 0.10 for the main effect ‘hypo’;
Fig. 4D’).

Discussion

We assessed the influence of one night
of SD on basal morning secretory
activity  of  glucose  regulatory
neuroendocrine systems as well as on
the counterregulatory hormonal
response to hypoglycemia in healthy
men. We hypothesized that due to
increased metabolic demands during
extended periods of wakefulness, SD
stimulates neuroendocrine stress
systems that mobilize glucose and
thereby ensure energy supply to the
brain via the circulation. However, the
observed alterations in  different
hormone levels after SD do not concur
with this hypothesis. SD significantly
decreased basal glucagon and tended to
reduce basal C-peptide levels. Basal
cortisol levels were even lower after SD
than after awakening from regular sleep.
Basal glucose, insulin, ACTH,
catecholamines, lactate, B-hydroxy-
butyrate and NEFA Ilevels remained
unaffected by SD. While relative
counterregulatory responses of
glucagon and growth hormone to
hypoglycemia were increased after SD,
relative C-peptide and norepinephrine
responses were reduced. After SD,
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subjects reported distinctly more hunger
and fatigue, but the relative increase in
rated hunger during hypoglycemia was
reduced by SD. Contrary to our
expectations absolute amplitudes of
hormonal and hunger responses to
hypoglycemia were not changed after
SD. Although the present results in sum
do not support our initial hypothesis of
an increased activity of neuroendocrine
stress systems after SD, the observed
endocrine, metabolic, and
neurocognitive effects of SD shed new
light on the regulatory influence of
sleep on metabolic functions by
pointing toward a particular sensitivity
of pancreatic islet secretion to the
immediate effect of SD.

A most remarkable finding of
our study is the clear-cut reduction of
glucagon levels after SD. The release of
this hormone by the pancreatic a-cells is
well-known to depend on endocrine and
neuronal signals primarily related to
energy homeostasis (26). To the best of
our knowledge this is the first
observation indicating a dependence of
glucagon release on prior sleep. As a
consequence of lowered basal glucagon
levels, the relative counterregulatory
response  to  hypoglycemia  was
enhanced after SD. This finding is
particularly surprising in conjunction
with the attenuated decrease in C-
peptide levels during hypoglycemia
which reflects that the suppression of
endogenous insulin secretion is reduced.
Since the acute reduction in B-cell
insulin secretion during hypoglycemia
is a crucial signal for counterregulatory
a-cell glucagon release (27-30),
glucagon levels should be expected to
be attenuated rather than enhanced in
the presence of markedly elevated C-
peptide levels during hypoglycemia.
Hence, our data point to a differential
influence of SD on o- and B-cell
secretory activity and presumably also
on the interplay between both cell types.
Whether this surprising effect of sleep
loss on pancreatic islet functions is
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established via autonomic nervous
system pathways or relies on other
mediators remains to be investigated.
Contrary to expectations, SD
exerted only weak influences on the
activity of neuroendocrine  stress
systems, i.e., the sympathico-adrenal
system and the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis. Rather than being
increased, basal cortisol levels were
reduced after SD. In this context, it has
to be considered that in the regular sleep
condition, the first cortisol sample was
collected approximately 30 min after
awakening. As awakening is tightly
associated with a strong rise in
circulating cortisol levels (31; 32),
reduced basal cortisol levels after SD
most probably reflect the missing sleep-
wake transition, i.e., there was no
awakening in this condition.
Norepinephrine levels showed a slightly
attenuated response to hypoglycemia
after SD. However, absolute levels at
the end of the hypoglycemic clamp
were comparable between conditions
(Fig. 3B), suggesting that the
diminished response was largely due to
the slightly elevated (P = 0.10) baseline
levels after SD. At first glance, our
findings revealing essentially similar
activity of the neuroendocrine stress
systems after SD are at odds with those
of previous studies indicating increased
neuroendocrine stress system activity
(9; 33; 34). However, in contrast with
these studies, in our experiments the
neuroendocrine stress response was not
assessed in the evening, but in the
morning when effects of sleep loss may
not have fully developed. Also, our data
do not rule out that sleep restriction for
a longer period might amplify
counterregulatory activity. Despite these
limitations, the present data suggest that
the HPA response to a strong stressor
like hypoglycemia is regulated by
mechanisms independent of slight
fluctuations in the basal tone. It is well
known that a modulation of baseline
activity of the stress systems is not
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obligatorily linked to changes in the
acute response to strong stressors (35;
36). Short-term sleep loss appears to be
a metabolic stressor strong enough to
modulate the basal tone, but its effects
become blurred if a strong stressor calls
for an immediate response, as in the
case of an imminent lack of brain
energy supply during hypoglycemia.

Effects of SD on lactate, NEFA,
and B-hydroxy-butyrate have so far not
been investigated. Lactate levels in
general as well as basal levels of NEFA
and B-hydroxy-butyrate were not
affected by SD, but there was a
reduction of NEFA levels in response to
hypoglycemia following SD. Plasma -
hydroxy-butyrate levels revealed a
comparable, although less pronounced
pattern. This result may be taken as an
indication that already decreased
lipolysis after SD is further promoted by
hypoglycemia. Alternatively,
hypoglycemia after SD might trigger
increased  utilization of lipolytic
products. Clearly, these observations are
in need of further investigation.

The distinct increase in rated
hunger assessed after SD, unlike the
hormonal changes, is in line with the
view of central nervous energy
depletion after sleep loss that has to be
compensated for by increased food
intake. This finding also fits well with
previous observations by Spiegel and
coworkers of increased hunger and
appetite in healthy men after sleep
curtailment during 2 nights (17).
Notably, although absolute values in
response to hypoglycemia reached the
same level, the relative increase in rated
hunger during the clamp period was
flattened after SD. This finding may be
of clinical relevance assuming that it
also pertains to diabetic patients who
are at high risk of severe hypoglycemia
episodes (37). Hunger represents an
important warning signal of emerging
hypoglycemia, eliciting food intake that
counteracts a further decline in
circulating glucose levels. A reduced
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ability to  adequately  perceive
hypoglycemia triggered increases in
hunger that add to the orexigenic impact
of sleep loss per se might thus elevate
the risk of severe hypoglycemia in these
patients under conditions of sleep debt.

In sum, the present data show
distinct  alterations in  metabolic
endocrine signaling and feelings of
hunger due to short-term sleep loss that
are particularly manifest under basal
rest conditions. While  maximal
neuroendocrine responses to
hypoglycemia are not affected, relative
changes with regard to baseline levels
are likewise modulated by SD.
Contrasting with the minor changes in
activity of neuroendocrine stress system
after SD, our results reveal a particular
sensitivity of glucagon secretion to
sleep loss that has not been scrutinized
in previous studies. The physiological
significance of our findings and their
relationship to the interplay between
chronic sleep debt and metabolic
disorders like obesity and type 2
diabetes remain to be established.
However, our results strongly support
the notion that sleep plays a pivotal role
in the regulation of metabolic functions
in humans.
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Figure Legends

Figure 1. Mean + SEM concentrations of blood glucose (A), serum insulin (B) and
glucose infusion rate (C) during a 30-minute baseline period and the subsequent 240-
minute stepwise hypoglycemic clamp. The clamps were performed in 10 healthy men
after a night of regular (7 h) sleep (white circles) and after one night with sleep
deprivation (black circles). Target blood glucose plateaus were 4.2 mmol/l (30-60 min),
3.6 mmol/l (90-120 min), 3.1 mmol/l (150-180 min), 2.5 mmol/l (210-140 min). (To
convert values for blood glucose to mg/dl, multiply by 18.01; to convert values for
insulin to pU/ml, multiply by 0.167)

Figure 2. Mean + SEM concentrations of plasma C-peptide (A) and plasma glucagon
(B) during a 30-minute baseline period and the subsequent 240-minute stepwise
hypoglycemic clamp. Panels A’ and B’ show relative changes during the clamp with
regard to respective baseline values. The clamps were performed in 10 healthy men
after a night of 7 h sleep (white circles) and after one night with sleep deprivation (black
circles). (To convert values for C-peptide to ng/ml, multiply by 3.021; to convert values
for glucagon to pg/ml, multiply by 1.0)

Figure 3. Mean + SEM concentrations of plasma epinephrine (A), plasma
norepinephrine (B), plasma ACTH (C), serum cortisol (D), and serum growth hormone
(E) during a 30-minute baseline period and the subsequent 240-minute stepwise
hypoglycemic clamp. The responses to hypoglycemia expressed as changes relative to
baseline are depicted in panels A’-E’. The clamps were performed in 10 healthy men
after a night of regular (7 h) sleep (white circles) and after one night with sleep
deprivation (black circles). (To convert values for epinephrine to pg/ml, multiply by
0.183; to convert values for norepinephrine to pg/ml, multiply by 169.18; to convert
values for ACTH to pg/ml, multiply by 4,54; to convert values for cortisol to pg/dl,
multiply by 0.0362; to convert values for growth hormone to ng/ml, multiply by 1.0)

Figure 4. Mean + SEM concentrations of lactate (A), B-hydroxy-butyrate (B), and
NEFA (C) during a 30-minute baseline period (Baseline) and at the end of a subsequent
240-minute stepwise hypoglycemic clamp (Hypo). The clamps were performed in
healthy men after a night of regular (7 h) sleep (white bars) and after one night with
sleep deprivation (black bars). (To convert values for lactate to mEq/l, multiply by 1.0)

Figure 5. Mean = SEM scores of autonomic symptoms (A), neuroglycopenic symptoms
(B), feelings of hunger (C), and fatigue (D) during a 30-minute baseline period and the
subsequent 240-minute stepwise hypoglycemic clamp. The responses to hypoglycemia
expressed as difference values with regard to baseline levels are depicted in panels A’-
D’. The clamps were performed in 10 healthy men after a night of regular (7 h) sleep
(white circles) and after one night with sleep deprivation (black circles).
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