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1. Einleitung

Unmittelbar nach Nahrungsaufnahme kommt es zu einer Stimulation der
Insulinproduktion, noch bevor dies durch steigende Glukosewerte im Blut verursacht wird.
Verantwortlich  hierfir sind die in der Schleimhaut des Duodenums gebildeten
Inkretinhormone, welche die B-Zellen im Inselorgan der Pankreas glukoseabhéngig zu einer
verstarkten Sekretion von Insulin veranlassen [1]. Nach der Nahrungsaufnahme ist bei
Stoffwechselgesunden ein biphasischer Verlauf der Insulinsekretion feststellbar: Der erste
"Insulinpeak” hat seine Spitze nach drei bis finf Minuten und dauert nur ca. zehn Minuten
“First Phase®. Danach schlieit eine zweite Phase ,,second Phase* an, die so lange anhélt, wie
eine Hyperglykédmie besteht. Die erste Phase besteht aus den gespeicherten Insulinmolekiilen,
die zweite Phase vor allem aus neu gebildetem Insulin. Die Ausschittung von Insulin, die auf
diesen Mechanismus zurickzufiihren ist, wird als Inkretineffekt bezeichnet. Verantwortlich
hierfur sind im Wesentlichen zwei Inkretinhormone, das Glukagon-like-peptide 1 (GLP-1)
sowie das Glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP). Sie sind Teil eines hormonellen
Systems, welches an der Regulation des Glukosestoffwechsels beteiligt ist. Bei T2DM ist der
Inkretineffekt deutlich vermindert. Die Inkretine GLP-1 und GIP spielen wahrscheinlich bei der
Pathogenese des T2DM eine wichtige Rolle. So wurde bereits eine verminderte
Glukosetoleranz aufgrund einer Stérung der Inkretinregulierung festgestellt noch bevor die
Krankheit manifest wurde [2]. Eine genaue Kenntnis der Inkretineffekte und deren
Veranderungen unter den Bedingungen des T2DM ist daher auch gerade im Hinblick auf neue
Therapiemdglichkeiten von Bedeutung. Bislang ist jedoch noch nicht endgiltig geklart, wie die
Regulationsmechanismen im Einzelnen wirken, welche Bedeutung sie im Rahmen der
gesamten Glukosehomoostase haben und welche Funktionen GLP-1 und GIP im Einzelnen

dabei wahrnehmen.

Bei der Pathogenese des T2DM spielen Insulinresistenz und eine Dysfunktion der
pankreatischen B-Zellen eine Rolle [3]. Insulinresistenz &uRert sich dabei vor allem in einer
verminderten Reaktion der Zielorgane auf physiologisch normale Insulinkonzentrationen
(relativer Insulinmangel). In der Leber wird dabei die Hemmung der Glukoneogenese gestort.
Gleichzeitig vermindert sich auch die Glukoseaufnahmerate der Muskulatur [3]. Die
Abweichungen vom gesunden Stoffwechsel liegen vor allem darin, dass die Glukoseabbauwege
wie Oxidation oder Glycogenbildung behindert sind [3]. Zusétzlich wird die Glukoneogenese
durch hohere Glukagongehalte, aber auch durch eine Insulinresistenz der Leberzellen und ein

vermehrtes Auftreten von freien Fettsauren durch eine verstarkte Lipolyse angeregt. [4]. Dieses
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Ungleichgewicht der Stoffwechsellage wird zundchst durch eine Hyperinsulindmie erfolgreich
kompensiert. Erst im Laufe der Zeit kommt es zu einer Erschopfung der B-Zellen und damit

auch zu einem absoluten Insulinmangel.

Bei Gesunden ist GLP-1, welches in den intestinalen L-Zellen gebildet wird, ein
wichtiger Faktor des Inkretineffekts. Neben der Stimulation der Insulinsekretion hat GLP-1
weitere wichtige physiologische Funktionen. So wird durch GLP-1 gleichzeitig die
Glukagonsekretion unterdriickt [5], die Magenentleerung verzogert [6] und die
Glycogenbildung in Leber und Muskelgewebe gesteigert [7]. AuBerdem fordert GLP-1 (iber das
Hypothalamus-System das Sattigungsgefiihl [8]. GLP-1 erhdht dartber hinaus nicht nur die
Ausschittung von Insulin, sondern verstarkt im Tiermodel zusétzlich die Effektivitat des
Insulins im Hinblick auf die Verlagerung von Glukose in das Zellinnere und die
Glukoneogenese [9]. Eine Stimulation der Insulinsensitivitdt beim Menschen ist jedoch

umschritten.

Von Bedeutung ist, dass die Einfliisse von GLP-1 auf den Glukosestoffwechsel auch bei
Patienten mit T2DM wirksam sind [10]. Dies macht man sich schon langer bei der Therapie mit
oralen Antidiabetika zunutze [11]. So wurde zwar auch eine geringere GLP-1-
Plasmakonzentration bei Diabetespatienten im Vergleich zu Gesunden gefunden [12], neuere
Ergebnisse weisen aber darauf hin, dass GLP-1 beim T2DM nicht reduziert ist [13, 14].
Widersprichliche  Ergebnisse  sind  dabei  mdglicherweise  auf  unterschiedliche
Versuchsbedingungen im Hinblick auf die Art und Weise der Kalorienzufuhr, der
Kalorienmenge und den eingestellten Plasmaglukosewerten zuriickzufiihren. Uber diese
Faktoren sind vielfaltige Einflisse denkbar, insbesondere da die physiologischen Wirkungen
von GLP-1 auch Uber das cholinerge System [15] und die Hypothalamus - Hypophysen —

Nebennierenrinden - Achse [16]wirken.

In diesem Zusammenhang sind auch die so genannten Exendine, die eine dem GLP-1
ahnliche Struktur aufweisen, aus therapeutischer Sicht, aber auch im Rahmen weiterer
Forschung von besonderer Bedeutung. So hat Exendin-4, das zum nativen GLP-1 zu etwa 53
% homolog ist und ebenfalls an den GLP-1-Rezeptor bindet, &hnliche funktionelle
Eigenschaften. Daruiber hinaus besitzt es eine l&ngere Halbwertzeit als GLP-1, da es nicht durch
das Enzym Dipeptidyl-Peptidase-4 (DPP-4) abgebaut wird. Im Rahmen einer
Substitutionstherapie macht man sich die antidiabetischen Eigenschaften von Exendin-4 bei

Diabetikern des Typs 2 zunutze [17]. Exendin (9-39), ein verkirztes Derivat von Exendin-4
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vermag aufgrund seiner Struktur zwar an GLP-1-Rezeptoren zu binden, aktiviert diese aber
nicht. Hierdurch stellt es einen effektiven, kompetitiv spezifisch wirkenden Antagonisten zu
GLP-1 dar [18]. Daher bietet sich Exendin (9-39) an, um experimentell zwischen dem durch
GLP-1 und den durch andere glukosewirksame intestinale Peptide (vor allem GIP) induzierten
Inkretineffekt, zu unterscheiden [19].

GIP ist das zweite Hormon der Darmschleimhaut, das wesentlich am Inkretineffekt
beteiligt ist. GIP wird in den K-Zellen der duodenalen Mucosa gebildet. Ausloser dafir ist die
Anwesenheit von Glukose, Fetten und auch Proteinen im Darmlumen [20]. GIP vermag
ebenfalls die Sekretion von Insulin zu steigern [21] und wie GLP-1, hat GIP auch eine anti-
apoptotische Wirkung auf die f-Zellen des Inselorgans [22]. Im Gegensatz zu GLP-1 hat GIP
jedoch keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Magenentleerung [21]. Auch das Gefihl
von Hunger und Durst wird durch GIP nicht beeinflusst [21]. Andererseits wurde bei
normalgewichtigen Patienten eine Zunahme der Rickveresterung von Fettsduren im
subkutanen Fettgewebe bei leichter Hyperglykdmie nachgewiesen [23]. GIP zeigte auch keinen
Effekt auf den Energiehaushalt, den Abbau von Triglyceriden und Fettsauren [24]. Es scheint
aber dennoch einen Effekt auf die Gewichtszunahme bei hochkalorischer Kost und einen

Schutzfaktor gegen Insulinresistenz zu besitzen [25].

T2DM fihrt offensichtlich zu keiner verminderten GIP-Ausschittung, allerdings scheint
bei Diabetikern die Wirkung von synthetischem GIP auf die Insulinsekretion deutlich geringer
zu sein als bei GLP-1 [10]. Insbesondere wird berichtet, dass GIP &hnlich wie GLP-1 eine
kurzfristige Insulinausschittung nach oraler Glukoseaufnahme auslost. Im Gegensatz zu GLP-1
hat GIP aber bei Diabetespatienten keinen Effekt auf die weitere Insulinsekretion [26].
Dagegen wurde gegentber der GLP-1-Wirkung eine durch GIP hervorgerufene verstérkte
Insulinbildung in Inselzellen bei Gesunden wie auch Diabetikern gefunden [27]. Insgesamt
liegen aber zu wenige Informationen vor, um die Ursache des verminderten Inkretineffekts bei
Diabetikern des Typs 2 befriedigend zu erklaren [28]. Hierbei wird insbesondere die Frage
diskutiert, ob ein verminderter Inkretineffekt beim Diabetes Typ 2 eine Folge oder die Ursache

des Krankheitsgeschehens ist [29]. Die Rolle von endogenem GLP-1 und GIP ist unbekannt.

Glukagon ist das zweite Hormon, welches im Zusammenspiel mit Insulin die
Glukosehomoostase im Blut aufrechterhilt. Es wird in den a-Inselzellen der Pankreas gebildet
und stellt mit seinen physiologischen Wirkungen einen Gegenspieler des Insulin dar, indem es

die Glukogenese und die Glukolyse reguliert. Es ist bekannt, dass auch die Sekretion von
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Glukagon durch GLP-1 und GIP beeinflusst wird [30]. GLP-1 vermindert die Aktivitdt der a-
Zellen, wobei dieser Effekt von der Plasmaglukosekonzentration abhangig ist [30]. Wahrend
die Glukagonausschiittung im hyperglykamischen Zustand von synthetischem GLP-1 besonders
gehemmt wird, kann der Effekt bei Glukosekonzentrationen von weniger als etwa 4 mmol/I
nicht mehr nachgewiesen werden [31]. GLP-1 interagiert also nicht mit der durch die
Hypoglykamie induzierten Glukagon-Stimulation. Der Wirkmechanismus ist im Wesentlichen
eine parakrine Hemmung der A-Zellen durch Somastostatin, dessen Sekretion aus den D-Zellen
durch GLP-1 stimuliert wird, daneben wird heute auch die direkte Wirkung von GLP-1 auf die
A-Zellen diskutiert. GIP vermag die Glukagonbildung in Abhangigkeit von der
Blutglukosekonzentration hingegen eher zu stimulieren [32]. Anders als beim GLP-1 liegen
hier allerdings widerspriichliche Berichte vor, insbesondere was die Abhdngigkeit dieses
Effekts von der Glukosekonzentration angeht. Wahrend ein stimulierender Effekt von GIP auf
die Glukagonausschittung bei Nichtdiabetikern unter physiologischen Glukosekonzentrationen
gefunden wurde [32], konnte dies sowohl bei Diabetikern des Typs 1 als auch bei Gesunden
unter hyperglykamischen Bedingungen nicht nachgewiesen werden [33].Unter Verwendung
des GLP-1-Rezeptor Antagonisten (Ex 9-39) konnte gezeigt werden, dass endogenes GLP-1
nicht nur die postprandiale Glukagonsekretion hemmt, sondern auch eine Hemmung der

Glukagonsekretion durch die A-zellen im niichternen Zustand bewirkt.
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2. Ziel der Studie

Aus den bisherigen Ausflihrungen geht hervor, dass hinsichtlich der Beteiligung des GLP-1
am Inkretineffekt, der Glukosehomgostase und der Pathophysiologie des T2DM erheblicher
Informationsbedarf besteht. Es ist daher das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Rolle von GLP-1
bei der Glukoseregulation durch die Hormone Insulin und Glukagon genauer zu untersuchen.
Von besonderem Interesse ist die Frage nach einem GLP-1-unabhdngigen Inkretineffekt, der
somit durch GIP bedingt sein sollte. Dabei standen bei den durchzufiihrenden Untersuchungen

im Wesentlichen folgende Fragestellungen im Vordergrund:

1. Quantifizierung des durch GLP-1 induzierten Inkretineffekts bei Gesunden und
Diabetikern des Typs 2,

2. Bestimmung der kurzfristigen und nachhaltigen Wirkung der Inkretineffekte auf die
Glukoseregulation und die hierfur relevanten Hormone,

3. Klérung der Frage, welche Auswirkung der veranderte Inkretineffekt auf die
Pathophysiologie beim T2DM hat,

4. Untersuchung der Glukagonsekretion sowie deren Regulation durch GLP-1 im Zustand

der Hyperglykamie bei Gesunden und Diabetikern des Typs 2.
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3. Material und Methoden
3.1. Genehmigungsverfahren und Einverstandniserklarung

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen unter der Projektnummer 073/04 genehmigt. Das
Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte genehmigte die Studie unter der Vorlage-
Nummer 4022386. Die Studie wurde vom Bundesamt fiir Strahlenschutz unter der Nummer Z5
— 22462/2-2005-043 vom 09.11.2005 zur Anwendung radioaktiver Stoffe oder ionisierender
Strahlung am Menschen in der medizinischen Forschung bewilligt. Die Studie wurde von der
DFG mit der Genehmigungsnummer 527/5-2 unterstutzt.

Es handelt sich um eine randomisierte, einfach-blinde, unizentrische, Placebo-
kontrollierte, single-dose Studie im Crossover Design, die 3 Versuchstage fir die Patienten
beinhaltete. Jeder Studienteilnehmer gab nach ausfuhrlicher &rztlicher Aufklarung seine
schriftliche Einverstdndniserklarung ab.

3.2 Experimentelles Design und Vorgehensweise

Die Studie wurde an insgesamt 24 Probanden (Siehe Tabelle 1) durchgefiihrt, von denen
zwolf Probanden gesund waren und zwdIf einen T2DM aufwiesen. Die Gruppe der Gesunden
bestand aus sieben mannlichen und finf weiblichen Personen, das Durchschnittsgewicht betrug
86,22 kg (= 17,14). Die Gruppe der Diabetes-Probanden bestand aus sechs mannlichen und
sechs weiblichen Personen, das Durchschnittsgewicht betrug 81,05 kg (+ 14,33). Im Rahmen
einer Voruntersuchung im Zusammenhang mit einer entsprechenden Anamnese wurde der

gesundheitliche Status jedes einzelnen Probanden ermittelt.
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Tabelle 1: Probandenuibersicht mit Geschlecht, Alter, Grof3e, Gewicht, BMI und HbAlc

Versuchscode Geschlecht Alter GroRe (m) | Gewicht(KG) | BMI(kg/m2) HbAlc
4B1 m 29 1,74 87 28,7 53
8B1 w 32 1,6 71,6 28,0 5,0
13B1 w 47 1,585 72 28,7 53
18B1 w 56 1,6 67,2 26,3 52
21B1 m 30 1,84 95 28,1 53
28B1 m 31 1,84 91,8 27,1 4,2
34B1 m 54 1,87 84 24,0 53
37B1 m 31 1,8 87 26,9 54

42B1 w 40 1,79 85 26,5 4,8

43B1 w 40 1,77 87 27,8 4,8

46B1 m 52 19 133 36,8 52

47B1 m 51 1,72 74 25,0 54

Mittelwert 41,08 1,75 86,22 27,82 5,10
[Diabetiker |

Versuchscode Geschlecht Alter GroRe (m) | Gewicht(KG) | BMI(kg/m?2) HbAlc

3A1 w 57 1,59 67 26,5 6,2

20A1 w 65 1,66 7 27,9 59
24A1 w 62 1,665 70 25,3 57
25A1 m 62 1,8 103 31,8
29A1 w 54 1,61 98 37,8 8,0
32A1 m 63 1,69 84,6 29,6 55
33A1 w 69 1,58 52 20,8 55
40A1 m 59 1,87 88 25,2 59
49A1 w 64 1,65 88 32,3 6,7
50A1 m 54 1,68 71 25,2 6,4
51A1 m 42 1,85 91 26,6 6,4
53A m 67 1,73 83 27,7 8,0
Mittelwert 59,83 1,70 81,05 28,06 6,38
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3.1.1 Einschlusskriterien fir T2DM

Im Einzelnen galten fir die Teilnehmer an der Studie dabei folgende

Einschlusskriterien:

mannliche oder weibliche Diabetes-Probanden, weibliche Probanden im gebarféahigen Alter
jedoch nur bei chirurgischer Sterilisation oder unter Anwendung von zwei sicheren
Verhitungsmethoden,

Moglichkeit eines mindestens einwdchigen Verzichts auf jegliche Diabetesmedikamente,

(Die Patienten wurden um sofortige Kontaktaufnahme gebeten, wenn die Glyk&mie tber 200 mg/dl

uberschreitet, bei der t&glichen Selbstmessung)

Alter: 30-65 Jahre,

HbA;: 6,5-10 %,

BMI < 40 kg/m?,

Glukosekonzentration im Blut (niichtern) zwischen 7,0 und 12,2 mmol/l (entsprechend 126-
240 mg/dl) bei der Voruntersuchung sowie am ersten Tag der Studie,

Vorlage der unterschriebenen Einverstandniserklarung vor Studienbeginn,

Fahigkeit, mit den Verantwortlichen zu kommunizieren sowie das Akzeptieren der

Vorgaben fir die Studie.

3.1.2 Ausschlusskriterien fir T2DM

Dariiber hinaus galten flr die Probanden folgende Ausschlusskriterien:
Diabetes mellitus Typ 1,
externe Zufuhr von Insulin innerhalb der letzten drei Monate vor Studienbeginn,
Einnahme von Thiazolidinedione innerhalb der letzten drei Monate vor Studienbeginn,
vorliegende Begleiterkrankung oder Komplikationen des Diabetes (z.B. Nephropathien,
Orthostasis etc.),
Triglyceride >5,1 mmol/I (entsprechend >450 mg/dl) innerhalb der letzten vier Wochen vor
Studienbeginn,
Einnahme von systemischen Steroiden oder Schilddriisenhormonen,
friihere Operationen im Gastrointestinalbereich,
Vorliegen einer gastrointestinalen Symptomatik (z.B. Schmerzen, Diarrhoe etc.),
Teilnahme an einer anderen klinischen Untersuchung innerhalb der letzten vier Wochen vor
Studienbeginn,
Spende oder Verlust von 400 ml Blut oder mehr innerhalb der letzten acht Wochen vor
Studienbeginn,
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nicht unerhebliche Erkrankung innerhalb der letzten zwei Wochen vor Studienbeginn,
Auffalligkeiten im EKG oder familiare Disposition fir eine QT-Verlangerung,

Hinweise auf eine Arzneimittelunvertraglichkeit oder atopische Allergien,

chirurgische Eingriffe oder Erkrankungen, welche die Absorption, Verteilung, den
Metabolismus oder die Ausscheidung von Medikamenten verandern,

Granulozyten < 1.500/pl, Thrombozyten < 100.000/ul,

Beeintrachtigungen des Immunsystems oder positiver HIV-Test,

Hinweis auf eine Lebererkrankung, gemessen an den Parametern SGOT, SGPT, y-GT,
alkalische Phosphatase und Serumbilirubin,

positiver Test auf Hepatitis B (HbsAg) oder Hepatitis C,

Drogen- oder Alkoholmissbrauch innerhalb der letzten zwoIf Monate vor Studienbeginn.

3.1.3 Einschlusskriterien fiir Gesunde

Im Einzelnen galten fir die Teilnehmer an der Studie dabei folgende

Einschlusskriterien:

mannliche oder weibliche Gesunden-Probanden, weibliche Probanden im gebérfahigen
Alter jedoch nur bei chirurgischer Sterilisation oder unter Anwendung von zwei sicheren
Verhitungsmethoden,

Keine Einnahmen von Medikamenten, die die Magen-Darm-Motilitat beeinflusst (z.B.
acetaminophen, erythromycin)

Alter: 30-70 Jahre,

HbAlc < 6%

BMI < 40 kg/m?,

Glukosekonzentration im Blut (nlichtern) zwischen 7,0 und 12,2 mmol/l (entsprechend 126-
240 mg/dl) bei der Voruntersuchung sowie am ersten Tag der Studie,

Vorlage der unterschriebenen Einverstandniserklarung vor Studienbeginn,

Féahigkeit, mit den Verantwortlichen zu kommunizieren sowie das Akzeptieren der

Vorgaben fir die Studie.
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3.1.4 Ausschlusskriterien fir Gesunde

T1DM, Diabetes als ein Ergebnis einer Pankreasverletzung oder sekundare Formen einer

Diabetes (z. B. Cushing, Akromegalie)
T2DM oder familidre Vorbelastung von T2DM (Eltern oder Kinder), OGTT Verringerung
der Plasma Glukose (PG) > 100mg/dl 120 min>140 mg/dlI

Starke Begleiterscheinungen oder Komplikationen von Diabetes (z. B. Nephropathie,
autonome Dysfunktion, Orthostasis).

Verringerung Triglyceride >5.1 mmol/L (>450 mg/dL) wéhrend er letzten 4 Wochen.
Einnahme von systemischen Steroiden und Schilddriisenhormonen (unregelmafiiige
Dosierung).

Patienten, die frihere gastrointestinal Operationen hatten (z. B. partielle Darmresektion,
partielle Magenresektion).

Klinische gastrointestinal Symptome (z. B. Blutungen).

Teilnahme an einer klinischen Untersuchung wahrend er letzten 4 Wochen oder langer
falls die lokale Versorgung es notwendig machte, vor Medikamenteneinnahme der
Studie.

Blutspende oder Blutverlust von 400 mL oder mehr wahrend der letzten 8 Wochen vor
Medikamenteneinnahme der Studie.

Nicht unerhebliche Erkrankung innerhalb der letzten zwei Wochen vor Studienbeginn.
Auffélligkeiten im EKG oder familidre Disposition fir eine QT-Verlangerung.

Hinweise auf eine Arzneimittelunvertraglichkeit oder atopische Allergien und eine
bekannte Hypersensibilitdt gegenliber dem Studien-Medikament oder Medikamenten,
die dhnlich wie das Studien-Medikament wirken.

Chirurgische Eingriffe oder Erkrankungen, welche die Absorption, Verteilung, den
Metabolismus oder die Ausscheidung von Medikamenten verandern und die den
Studienteilnehmer gefédhrden kénnten. Der Studienleiter musste folgende Faktoren in

die Untersuchung miteinbeziehen und Giberwachen:

e Frihere Symptome eines entzindlichen Darms, Gastritis, Geschwire und
gastrointestinal oder rektale Blutungen;

e Frihere groBe Operationen wie Gastrektomie, Gastroenterostomie oder
Darmresektion;

e Frihere Symptome oder Klinischer Befund einer Pankreasverletzung oder
Pankreatitis;

e Frihere Symptome oder das Vorhandensein einer Fehlfunktion der Nieren, die
durch abnormale Kreatin- oder Harnstoffwerte belegt sind oder abnormale
Harnstoffbestandteile (z. B. Albuminuria)
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Befund einer Harnabflussbehinderung oder andere Probleme der Blasenentleerung;
Granulozyten < 1.500/ul, Thrombozyten < 100.000/ul wéhrend des Screening und
Baseline.Erhebung;

Beeintrachtigungen des Immunsystems oder positiver HIV-Test;

Hinweis auf eine Lebererkrankung, gemessen an den Parametern SGOT, SGPT, y-GT,
alkalische Phosphatase und Serumbilirubin, SGPT muss innerhalb des normalen
Bereichs liegen and GGT und alkaline Phophatase dirfen nicht zweifach Uber der
oberen Grenze des normalen Bereichs liegen, und Serumbilirubin sollte den Wert 27
pmol/L (1.6 mg/dL) nicht Gberschreiten;

Kein Drogen- oder Alkoholmissbrauch innerhalb der letzten zwolf Monate vor
Studienbeginn durch Befunderhebung mittels Labortest wahrend des Screening oder der

Baseline Untersuchung.
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3.1.5 Experimentelles Design

Die Studie wurde randomisiert und unter Placebokontrolle an allen Probanden in
gleicher Weise durchgefuhrt. Alle 24 Probanden wurden an je drei Versuchstagen
unterschiedlichen Behandlungen unterzogen (s. Tabelle 2). Dabei erhielt jeder Proband an zwei
Tagen Uber eine Duodenalsonde ein Erndhrungssubstrat (Glukose + Lipid: Siehe 2.13) Die
duodenale Perfusion wurde zur Vermeidung der Interaktion mit der Magenentleerung benutzt,
die durch GLP-1 beeinflusst werden kann. Darunter wurde ein identischer Stimulus zur
Freisetzung der Inkretinhormone gewébhrleistet. Die duodenale Perfusion wurde so dosiert, dass
sich eine Brennwertzufuhr von 2,03 kcal/min ergab. Parallel dazu wurde an einem der beiden
Tage i.v. 600 pmol/kg/min Exendin (9-39), am anderen physiologische Kochsalzldsung
intravends verabreicht (s. Tabelle 1). Am dritten Tag wurde als Kontrolluntersuchung sowohl
Uber die Duodenalsonde wie auch i.v. lediglich physiologische Kochsalzlésung (Placebo)
verabreicht. 60 min nach Start der intravendsen Infusion (Exendin(9-39) oder NaCl 0.9%) und
30 min nach Start der duodenalen Mahlzeitperfusion wurde an allen Tagen durch intravendse
Infusion von Glukose 20% eine stabile Hyperglykdmie von 180 mg/dl induziert und aufrecht
erhalten (isoglykédmischer hyperglykamischer Clamp). Zwischen den einzelnen Versuchstagen
wurde jeweils eine Pause von mindestens zwei Tagen eingehalten. Die Versuche starteten

jeweils morgens und dauerten etwa vier Stunden.

Tabelle 2: Behandlungen der Probanden an den drei Versuchstagen

Tag | Zufuhr tber Intraduodenalsonde i.v. Infusion
1 | 2,03 kcal/min 600 pmol/kg/min Exendin (9-39)
2 | 2,03 kcal/min physiologische Kochsalzlésung
3 physiologische Kochsalzlésung physiologische Kochsalzlésung

Die oben beschriebene Glukose-Clamp-Technik diente der Quantifizierung der
Insulinsekretion. Die Insulin-bzw. C-Peptid-Differenz zwischen den Tagen mit duonenaler
Mahlzeitperfusion (Tag 1 bzw. Tag 2) und dem isoglykdamischen Kontrollexperiment unter

Nuchternbedingungen (Tag 3) entspricht dem Inkretineffekt.

3.1.6 Praktische Versuchsdurchfiihrung

Am Morgen eines jeden Versuchstages wurde fur die Verabreichung von Exendin (9-

39) und Glukoselosung jeweils eine Venenverweilkanule in einer Ellenbogenvene angelegt.
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Eine weitere Verweilkanile, die der Blutentnahme diente, wurde in einer Handriickenvene des
kontralateralen Arms angelegt. Zehn Minuten vor jeder Blutentnahme wurde jeweils die
,Heated-Hand‘-Technik angewandt, um das Blut zu arterialisieren. Dabei wurde die Hand
jeweils mit einem sensorkontrollierten Biothermostaten und einer mit diesem Sensor

verbundenen Infrarotlampe auf exakt 40 °C erhitzt.

Die Vorgehensweise und der zeitliche Ablauf ist in Abbildung 1 grafisch dargestellt.
Wahrend der Versuche wurde der Blutglukosespiegel mit Hilfe der sog. Glukose-Clamp-
Technik fur 180 Minuten auf 10 mmol/l (entsprechend 180 mg/dl) eingestellt und konstant
gehalten (s. Abbildung 1). Erreicht wurde dies durch eine Glukose-Grundinfusion, auf die eine
variabel einstellbare Infusion einer 20%-igen Glukoseldsung folgte. Die genaue Einstellung der
Glukoseinfusionsrate wurde dabei mit Hilfe einer servokontrollierten negativen Feedback-
Formel durchgeflhrt, wie es von DeFronzo et al.[34], beschrieben wurde. Der Proband war
jeweils mit einer in der Geschwindigkeit regelbaren Infusionspumpe verbunden, an welcher die
berechneten Infusionsraten eingestellt wurden. Als Berechnungsgrundlage dienten die

Blutglukosekonzentrationen, welche im Abstand von jeweils funf Minuten bestimmt wurden.

Jeder Versuchstag begann mit einer 30-mindtigen niichternen Phase (Minute -90 bis -60 in
Abbildung 1). Die iv. Verabreichung von Exendin (9-39) bzw. physiologischer
Kochsalzlosung zur Kontrolle wurde eine Stunde vor der Fixierung der Glukosekonzentration
auf 10 mmol/l gestartet (Minute -60 in Abbildung 1) und tber 180 Minuten aufrecht erhalten.

Die Nahrungszufuhr Uber die Duodenalsonde begann eine halbe Stunde vor der
Fixierung der Blutglukosewerte auf 10 mmol/l (Minute -30 in Abbildung 1) und wurde bis zum
Ende des Untersuchungstages (180. Minute) aufrecht erhalten (s. Abbildung 1). Als
intraduodenale Nahrung diente eine L&sung bestehend aus 235,6 ml Lipovends (20 %) und 37,5
g Glukosemonohydrat, die auf 900 ml Leitungswasser aufgefillt wurden. Diese Ldsung
verfugte Uber einen Brennwert von 0,675 kcal/ml und wurde mit einer Geschwindigkeit von
3ml/min (2,03kcal/min) infundiert. Die Positionierung der Sonde wurde zum Teil durch eine

Rdntgenaufnahme oder durch Manometrie kontrolliert (s. Tabelle 3).
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[ Study Design ]

Day 1: Duodenal Perfusion at 2.03 kcal/min and IV saline
Day 2: Duodenal Perfusion with saline and IV saline
Day 3: Duodenal Perfusion at 2.03 kcal/min and IV Exendin(9-39) at 600 pmol/kg/min

Blood samples
GLP-1, insulin, C-peptide, glucagon, GIP, glucose™®

AR I 1R R 2 2 T T S SR AN SN S
* % %k %k %k kkkkkhkkhkkhkhkkhkkkhkkkhkkkhkkkkhkkkkkkkkkkk
Hyperglycemic clamp (180 mg/dl = 10 mmol/l)
[
Priming Exendin(9-39) or saline IV

I I ——

Duodenal meal (2.03 kcal/min) or saline
A
L 1 1 1 1 1 1 [ ] 1 ]
] ] I 1 ] I I ] ] 1
-90 60 -30 0 30 60 90 120 150 180
time (min)

Parameter: Insulin, C-Peptide, GLP-1, Glucagon, GIP
(5 ml EDTA plus aprotinine)

Abbildung 1: Ubersicht tiber das experimentelle Design:

Blutproben von jeweils 5 ml wurden in der -70. Minute, im Zeitraum -60 bis 0 Minuten
viertelstindig, im Zeitraum 0 bis 10 Minuten alle 2,5 Minuten und ab der 15. bis zur 180.
Minute viertelstiindig, zusétzlich aber noch einmal in der 20. Minute genommen (s. Abbildung
1). Dies ergab uber den gesamten Versuchszeitraum verteilt insgesamt 23 Blutproben pro
Proband und Versuchstag mit einer Konzentration der Messwerte in den ersten zehn Minuten

nach Erreichen des hyperglykédmischen Zustands.



Tabelle 3: Strahlenbelastung

Code | Geschlecht | Strahlenbelastung Code | Geschlecht | Strahlenbelastung
4B m 0.078 mSv 3A w 0.312 mSv
5B w 0.023 mSv 20A w 0.005 mSv
6B w 0.034 mSv 24A w durch Manometrie
Kontrolliert
8B w 0.017 mSv 25A m durch Manometrie
Kontrolliert
durch Manometrie
13B m 0.013 mSv 29A w Kontrolliert
18B m 0.004 mSv 32A m durch Manometrie
Kontrolliert
durch Manometrie durch Manometrie
218 m Kontrolliert 33A W Kontrolliert
durch Manometrie durch Manometrie
288 m Kontrolliert 40A m Kontrolliert
durch Manometrie durch Manometrie
34B W Kontrolliert 49A W Kontrolliert
durch Manometrie durch Manometrie
378 W Kontrolliert S0A m Kontrolliert
durch Manometrie durch Manometrie
428 m Kontrolliert sl m Kontrolliert
durch Manometrie durch Manometrie
e m Kontrolliert s m Kontrolliert
durch Manometrie
Hele m Kontrolliert
durch Manometrie
418 W Kontrolliert
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3.2 Probenaufbereitung und Analysen

Das Blut wurde in eisgekuhlten EDTA-Monovetten gesammelt, welche 350 pl Trasylol
(entsprechend 500 KIE/ml Blut) und 350 pl einer 3 mmol Diprotin A - Ldsung zum Schutz des
GIP enthielten. Die Rohrchen wurden sofort nach der Blutgewinnung 15 Minuten bei 5.000
Upm zentrifugiert, das Plasma in Eppendorf-Cups mit einem Volumen von 300 pl uberflhrt
und bis zur weiteren Aufbereitung fur die einzelnen Messungen bei -20 °C eingelagert.

Die  Blutglukosekonzentration des arterialisierten  Blutes wurde  mittels
Glukoseoxidasemethode bestimmt. Dazu wurde ein Glukoseanalysator der Firma Bayer Vital
GmbH, Contour®, Basel 4002, Switzerland.

Synthetisch in pharamzeutischer Qualitidt hergestelltes Exendin(9-39)amid wurde
kommerziell von der Firma Clinalfa Products (Laufelfingen, Schweiz) erworben (Product
Number C-S-280). Der Peptidgehalt von Exendin (9-39) betrug 100% bei einer Peptidreinheit
von 99.5%.

Die Bestimmung der Immunreaktivitdt von bioaktivem GLP-1(7-36) wurde nach
Alkoholextration des Plasmas durch einen Sandwich-Immuno-Lumineszenz-Assay (ILMA)
unter Verwendung eines Capture-Antikdrpers und eines Detectio-Antikérpers gemessen. Alle
Antikdrper stammen von BioPorto Diagnostics A/S, Grusbakken 8, DK-2820 Gentofte,
Denmark.. Der Assay wurde von Gerald Spottl, Medizinische Klinik 1, Klinikum der
Universitat Minchen, Campus GroRRhadern, entwickelt. Er kreuzreagiert zu 1005 mit GLP-1(7-
36)amid, nicht aber mit GLP-1(7-37)amid, GLP-1(9-37)amid, GLP-2(1-33)amid, GIP(3-
42)amid, Glucagon(1-29)amid und Exendin(9-39)amid (jeweils nicht messbar). Die lower
detection Imit ist 0.4 pM mit einem linearen Anstieg der RLU (relative light units) von 0.4-50
pM.

Die Messung der Plasmaimmunoreaktivitaten von Insulin und C-Peptid erfolgten
ebenfalls mit hoch-spezifischen und -sensitiven Sandwich-Immuno-Lumineszenz-Assay
(ILMA). Kommerzielle Kits fur Glukagon (Ria, Glukagon RIA Kit, human, Linco Research
(Cat. # GL-32K)) und GIP (ELISA, Human GIP (total) ELISA Kit, Linco Research (Cat. #
EZHGIP-54K)) wurden von der Firma Biotrend, Hamburg, Deutschland k&uflich erworben

wurden.
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3.3. Auswertung und Statistik:

Alle Daten wurden berechnet als Mittelwert + SEM (SEM: Standardabweichung des
Mittelwerts). Die Blutzuckerkonzentrationen und der Glukoseverbrauch wurden als absolute
Werte berechnet, ebenso die Plasmhormonkonzentrationen vor Start des hyperglyk&mischen
Clamp. Der Glukoseverbrauch (,total glucose load”) ist die Summe der intestinalen

Glukoseperfusion und der im hyperglykédmischen Clamp intravends applizierten Glukose.

Bei der Analyse der Plasmahormonkonzentrationen nach Start des hyperglykamischen Clamp
wurde in Analogie zur , first-phase-Insulinsekretion” und zur ,,second-phase-Insulinsekretion*
eine akute Reaktion (ARH: acute reaction to hyperglycemia) wahrend der ersten 10min (0-10
min) der Hyperglykdmie und eine anhaltende Reaktion (SRH) im steady state der
Hyperglykdmie  von  60-120 min  getrennt  berechnet.  Ver&nderungen  der
Plasmahormonkonzentrationen in diesen Perioden wurden entsprechend der Trapezregel als
Uber die individuellen Basalwerte ansteigende AUC (area under the curve) berechnet. Basale
Plasmakonzentrationen sind definiert als der Mittelwert der Plasmakonzentrationen zum

Zeitpunkt -70 und -60 min des jeweiligen Untersuchungstags.

Der Inkretineffekt mit und ohne Ex-9 wurde — getrennt fur Insulin und C-Peptid — als Differenz
zwischen den AUC unter duodenaler Mahlzeitperfusion und unter duodenaler Perfusion mit
0.154 M NacCl (isoglykamische Kontrolle) berechnet. Unter den isoglykdmischen Bedingungen
des hyperglykdmischen Clamp entspricht er somit der durch die Freisetzung der

Inkretinhormone zusatzlich verursachten Insulinsekretion.

Als Statistik-Software wurde SigmaStat fur Windows, Version 2.03, eingesetzt (SPSS
inc.). Die Normalverteilung der Daten wurde zundchst mit dem Kolmogoroff-Smirnov-Test
Uberprift. Effekte von Ex-9 sowie Unterschiede zwischen Gesunden und Diabetikern wurden
untersucht mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse fir wiederholte Messungen und ein-
Faktor-Wiederholung (2way RM ANOVA, one factor repetition). Die unabhéngigen Faktoren
waren die Kombination aus intravendser Infusion und duodenaler Perfusion (duodenale
Mahlzeit/intravengses 0.154 M NaCl oder duodenale Mahlzeit/intraventses Ex-9 oder
duodenales 0.154 M NaCl/ intravendses 0.154 M NaCl = isoglykdmische Kontrolle) sowie der
Diabetes-Status (Gesunde oder T2DM). Wenn der ANOVA einen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Infusion/Perfusion beschrieb, wurden Subgruppen-Unterschiede mit dem

Student-Newman-Keuls-multicomparison-Test als posthoc-Test analysiert. Der 2way ANOVA
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erlaubt eine Subgruppenanalyse unter Bericksichtigung einer signifikanten Interaktion
zwischen den Faktoren. Wenn der ANOVA eine signifikante Interaktion zwischen den beiden
Faktoren zeigte — das bedeutet: Effekte der Infusion sind abh&ngig vom Diabetes-Status -,
wurden Subgruppen-Unterschiede ebenfalls mit dem Student-Newman-Keuls-Test analysiert
(all-pairwise comparison).

Unterschiede waren bei P<0.05 signifikant.

Die Daten vor Start des hyperglykamischen Clamp, wahrend der akuten Hyperglykamieperiode
(ARH) und der steady-state Hyperglykdmie (SRH) sind inklusive der o.g. statistische Analyse
in den Tabellen 4, 5 und 6 zusammen gestellt. Allen im Text genannten Unterschieden sowie
allen in den Graphiken erkennbaren Unterschiede liegt die in diesen Tabellen gezeigte

statistische Analyse zugrunde.
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4. Ergebnisse

Zwolf gesunde Probanden und 12 Probanden mit T2DM wurden an drei Versuchstagen
Untersuchungen unterzogen, um den Anteil von endogenem GLP-1 am Inkretineffekt zu
untersuchen. Der Inkretineffekt ist die Differenz zwischen der postprandialen Insulinsekretion
und der isoglykdmischen nichternen Insulinsekretion. Die Stimulation von GLP-1 und GIP
erfolgte an zwei Tagen durch eine duodenale N&hrstoffperfusion (2.03 kcal/min), die Wirkung
auf die Insulinsekretion wurde unter einer Hyperglykdmie von 180 mg/dl untersucht
(hyperglykadmischer Clamp): siehe Abbildung 1 fiir das Versuchsdesign. An einem dieser Tage
wurde der GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39), an dem anderen NaCl 0.9% intravends
verabreicht. Ein dritter Tag, an dem statt Nahrung NaCl 0.9% duodenal perfundiert wurde,
diente als Kontrolle der allein durch Hyperglykdamie stimulierten Insulinsekretion, um den
Inkretineffekt zu errechnen.

Zwei gesunde Probanden schieden nach dem ersten Versuchstag aus wegen Intoleranz
der nasoduodenalen Sonde. Die ubrigen Probanden absolvierten alle Untersuchungen.
Exendin(9-39) wurde gut und nebenwirkungslos vertragen. Die korrekte Lage der
nasoduodenalen Sonde wurde berwiegend manometrisch anhand des typischen Musters der
antroduodenalen Motilitat kontrolliert (die Sonde diente gleichzeitig als Manometriesonde) ;
nur zu Beginn der Studie wurde die Sondenlage zusatzlich unter Durchleuchtung kontrolliert.
Die damit verbundene Strahlenbelastung ist Tabelle 3 zu entnehmen. Diese Daten wurden dem

Bundesamt fur Strahlenschutz mitgeteilt.
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4.1. Wirkung von Exendin(9-39) wdhrend der Niichternperiode und wahrend

duodenaler Nahrstoffperfusion (vor hyperglykamischem Clamp)

Tabelle 4 zeigt die Daten sowie die Ergebnisse der statistischen Analyse.

Die Gesunden begannen die Untersuchungen normoglykdmisch (Blutglukose-
konzentration 84 + 3 mg/dl), die Patienten mit T2DM zeigten hingegen erwartungsgemal eine
Nichternhyperglykdmie (Blutglukosekonzentration 122 + 6 mg/dl). Ebenso waren die basalen
Plasmakonzentrationen von Insulin und C-Peptid bei den Diabetikern im Vergleich zu den
Gesunden signifikant erhdht. Exendin(9-39) steigerte signifikant die Nichternglukose sowohl
bei den Gesunden als auch bei den T2DM um etwa 7 mg/dl bis 11 mg/dl. Gleichzeitig steigerte
Exendin(9-39) die Plasmaglukagonkonzentration in Gesunden und Diabetikern. Die niichternen
Plasmakonzentrationen von Insulin und C-Peptid blieben bei den Gesunden unter Exendin(9-
39) unverédndert, bei den T2DM wurde Insulin tendentiell, aber nicht signifikant erniedrigt, die
Plasmakonzentration von C-Peptid nahm hingegen signifikant ab.

Die duodenale Mabhlzeitperfusion steigerte binnen 30 min signifikant die
Blutglukosekonzentration sowie die Plasmakonzentration von Insulin und C-Peptid sowohl bei
den Gesunden als auch bei den Diabetikern. Die Plasmakonzentration von Glukagon blieb bei
den Gesunden unbeeinflusst von der duodenalen Mabhlzeit, stieg hingegen bei den Diabetikern
nicht-signifikant an. Unter duodenaler Mahlzeitstimulation waren die Glukagon-Spiegel bei den
Diabetikern jedoch signifikant hoher als bei den Gesunden.

Die Nuchternspiegel von GLP-1 und GIP waren bei Gesunden und Diabetikern gleich.
Als Pramisse vorliegender Arbeit wurde die Freisetzung von GLP-1 und GIP durch die
duodenale Mahlzeitperfusion deutlich gesteigert: die Plasmakonzentration von GLP-1 stieg
sowohl bei den Gesunden als auch bei den Diabetikern etwa um den Faktor 5, die von GIP etwa
um das sechsfache. Wéhrend der kurzen Phase der Exendin(9-39)-Aufséttigung und der
30minutigen Néhrstoffperfusionsphase unterschied sich die Dynamik der GIP und GLP-1-
Plasmaspiegel nicht zwischen Diabetikern und Gesunden. Unter Exendin(9-39) waren die GLP-
1-Plasmaspiegel bereits in den ersten 30 min der Nahrstoffperfusion bei Patienten und

Gesunden hoher als unter NaCl 0.9%, der Unterschied war aber nicht signifikant.
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Tab 4. : Wirkungen von intraventésem Exendin(9-39) (Ex-9) und der duodenalen Mahlzeit
auf die Blutglukose- und Plasmahormonkonzentrationen in Gesunden und Patienten mit
T2DM vor Initiierung des hyperglykamischen Clamp

Nichtern Nichtern Duodenale Perfusion
(Mahlzeit)
basal intravendse Infusion (NaCl 0.9% oder Ex-9)
-70/-60 min -30 min 0 min
NaCl NacCl NaCl Ex-9 NaCl 0.9% Ex-9
0.9% 0.9% 0.9%
(Ex-9)
Gesunde Probanden
Blutglukose *
(ma/d) 84+3 85+2 85+3 9243 0243 § 08+3 §
Insulin 9.1+42.0 |10.8+1.6 |8.8+2.0 |10.0+1.8 |16.1#208§ |13.7+2.3§
(LU/ml)
C-peptide 1.9+0.2 |1.9+02 |1.9+02 |1.6+0.2 324038 |2.7+0.4 §
(pg/ml)
g';/ﬁ?(’” 38.747.5 |33.246.6 |33.548.6 |414+73% |35.9+7.2 |37.3+4.9
GLP-1 0.29£0.06 |0.320.06 |0.53+0.1 |0.45:0.08 |25:068 |3.0:088§
(pmol/l)
GIP 2744 2643 2345 2543 141418 § | 14622 §
(pg/ml)
T2DM
?r:]‘g%:;kose 122+6 # | 122+5# |118+6# |1209+5%4 |126+6#8 |145+4 *us
Insulin 49+19# |3.7+24# |53+22# |25+1.4# |10.1+3.1§ |11.5+5.08§
(LU/ml)
ggﬁrﬁ’l;'de 42+05# |4.3+0.8# |4.2+06# | 33+05*# |5.0+078 |5.7+1.78§
Glukagon %
44+6 46+7 4745 60+7 54+7 # 64+7 #

(pg/ml)
GLP-1 0.22+0.05 | 0.3+0.07 |0.7+0.3 |0.9+0.2 2.4+0.78 |4.0+1.38
(pmol/1)
GIP 24+4 26+6 24+5 2346 166434 § | 221450 §
(pg/ml)

Mittelwert + SEM der absoluten Daten von 12 Gesunden und 12 Patienten mit T2DM.
ANOVA (siehe 2.3 fiir Erlauterungen):

*.p<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach Beriicksichtigung
von Effekten des Diabetes-Status
#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach

Berticksichtigung von Effekten der intravenésen Infusion.

§8:P<0.05: signifikante Ungterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem
NaCl 0.9% nach Berticksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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4.2. Wirkung von Exendin(9-39) wiahrend der duodenalen Nahrstoffperfusion unter

isoglykdmischer Hyperglykimie

In Analogie zur first-phase-Insulinsekretion, einer frihen schnellen Phase der
Insulinsekretion nach akuter Glukosebelastung, und zur second phase Insulinsekretion, die die
Insulinsekretion unter stabiler Hyperglykdmie im steady state beschreibt, wurde in vorliegender
Arbeit die Periode des Hyperglykdmischen Clamp in zwei Phasen unterteilt:

ARH (Acute Response to Hyperglycemia) beschreibt die akute Phase der
isoglyk&dmischen Hyperglykamie wahrend der ersten 10 Minuten des Clamp.

SRH (Sustained Response to Hyperglycemia) beschreibt die steady-state-Phase der
isoglyk&dmischen Hyperglykamie wahrend der zweiten Stunde (60 bis 120 Minuten) des Clamp.

Tabelle 5 (ARH) und 6 (SRH) zeigen die entsprechenden Daten sowie die Ergebnisse
der statistischen Analyse.

4.2.1 Blutglukosekonzentration und Glukoseverbrauch

Nach Start des Glukose-Clamp mit Zielkonzentration 180 mg/dl via Glukosebolus kam
es unter den drei experimentellen Bedingungen (duodenale Mahlzeit mit NaCl 0.9%, duodenale
Mahlzeit mit Exendin(9-39), isoglykdamische Kontrolle) wahrend der ARH (Tab. 5) zu einem
schnellen Anstieg der Blutglukosekonzentration auf im Mittel 194 + 4 mg/dl, 193 + 3 mg/dl
und 190 + 4 mg/dl bei den Gesunden und auf 192 + 3 mg/dl, 191 + 2 mg/dl und 191 + 4 mg/dlI
bei den T2DM. Im steady state der Hyperglykdmie (SRH, Tab. 6) lagen die
Blutglukosekonzentrationen bei 178 + 1.2 mg/dl, 177 + 0.5 mg/dl und 178 £+ 0.4 mg/dl bei den
Gesunden und bei 180 = 1 mg/dl, 187 £ 2.7 mg/dl und 181 + 0.8 mg/dl bei den T2DM.
Abgesehen von einer gering, aber signifikant erhthten Blutglukose bei den T2DM wahrend
SRH unter Exendin(9-39) lagen somit identische Bedingungen bei Diabetikern und Gesunden
unter allen experimentellen Bedingungen der Studie vor.

Der Glukoseverbrauch, d.i. die Menge an intravendser Glukose, die erforderlich war,
zur 0.g. stabilen Hyperglykamie war bei den Gesunden wahrend der ARH unter duodenaler
Mahlzeitperfusion gleich zu dem isoglykdmischen Kontrollexperiment ohne duodenale
Mahlzeit und im steady state (SRH) sogar doppelt so hoch (Tab. 5 und 6). Dies verdeutlicht die
Konsequenz des Inkretineffekts: unter duodenaler Mahlzeit- und somit auch Kohlenhydratgabe
ist die Menge der zur Isoglyk&dmie erforderlichen intravendsen Glukose gleich oder deutlich

hoher als ohne Mahlzeit, obwohl die Mahlzeit selbst schon Kohlenhydrate enthélt. Im
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Vergleich zu den Gesunden war bei den Patienten mit T2DM der Bedarf an intravendser
Glukose erwartungsgemald deutlich niedriger. Im Unterschied zu den Gesunden wurde bei den
T2DM wahrend der ARH weniger Glukose bendtigt mit duodenaler Mahlzteit als in der
isoglyk&mischen Nuchtern-Kontrolle. Wahrend SRH lag der Glukoseverbrauch bei den T2DM
zwar unter Mahlzeitperfusion zwar noch hoher als in der isoglykdmischen Kontrolle, der
Unterschied war aber bei weitem nicht so grol} wie bei den Gesunden. Somit gibt bereits der
Glukoseverbrauch wahrend der Hyperglykdamie einen Hinweis auf den gestorten Inkretineffekt
bei Patienten mit T2DM.

Exendin(9-39) als GLP-1-Rezeptorantagonist reduzierte den Glukoseverbrauch sowohl
bei Gesunden als auch bei Diabetikern. Endogenes GLP-1 interagiert also sowohl bei Gesunden
als auch bei Patienten mit T2DM mit dem isoglyk&mischen Glukoseverbrauch als indirektem
Mafstab fiir den Inkretineffekt.
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Tab. 5. : Wirkungen von intravenésem Exendin(9-39) (Ex-9) auf die postprandialen
Blutglukose- und Plasmahormonkonzentrationen und auf den Inkretineffekt wahrend der
akuten Phase der isoglykdmischen Hyperglykdmie (ARH) in Gesunden und Patienten

mit T2DM

Isoglyk&mische
Kontrolle:

Duodenale Mahlzeit-Perfusion

Duodenale NaCl
0.9% Perfusion

intravenoses intravenoses intravendses
NaCl 0.9% Ex-9 NaCl 0.9%

Gesunde Probanden
Blutglukose 194+ 4 193 + 3 190+ 4
(mg/dl)
Glukoseverbrauch 211 + 9 188 + 7 * 204 + 6
(mg/kg) ~ ~ ~
Insulin *
(LU/ml-min) 599 +158 § 383 + 82 *§ 255 + 81
C-Peptid 85.2+194§ |53.9+10.1+§ 43.8 +11.0
(pg/ml-min)
Inkretin-Effect:
Insulin (LU/ml-min) 345 + 101 128 £+ 62 * -
C-Peptid (pg/ml-min) 41.5+15.3 10.2£9.0 -
T2DM
Blutglukose 192 +3 191 +2 191 +4
(mg/dl)
Glukoseverbrauch 129 + 13 §# 86 + 10 *§# 148 + 13 #
(mg/kg)
Insulin N
(uU/ml-min) 145 + 52 §# 975+ 35.8 *§# 18.2+17.9 #
C-Peptid 23.3+10.08% |17.3+85*s# 16+31#
(pg/ml-min)
Inkretin-Effect:
Insulin (LU/ml-min) 127 £ 44 79+28* -
C-Peptid (pg/ml-min) 21.7+7.9 157+6.7* -

Mittelwert + SEM wahrend der ersten 10 Minuten des hyperglykamischen Clamp bei 12 ge-
sunden Probanden und 12 Patienten mit T2DM. Blutglukosekonzentration und Glukosever-
brauch sind als absolute Mittelwerte angeben, die Plasmahormonkonzentrationen als tber die
nldchtern basalen Werte ansteigende AUC. Der Inkretineffekt ist berechnet als die Differenz
zum isoglykamischen Kontrollexperiment. 2 way RM ANOVA (siehe 2.3 flir Erlauterungen):

*.p<0.05: signifikanter Unterschied verglichen mit intravenéser NaCl 0.9%/duodenaler

Mabhlzeit

8:P<0.05: signifikanter Unterschied verglichen mit dem isoglykédmischen

Kontrollexperiment

#:P<0.05: signifikanterUnterschied zwischen Diabetikern und Gesunden
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Tab. 6.: Wirkungen von intravendsem Exendin(9-39) (Ex-9) auf die postprandialen
Blutglukose- und Plasmahormonkonzentrationen und auf den Inkretineffekt im steady-state
der isoglykamischen Hyperglyk&dmie (SRH) in Gesunden und Patienten mit T2DM

Isoglyk&mische
Kontrolle:

Duodenale Mahlzeit-Perfusion

Duodenale NaCl
0.9% Perfusion

intravendses intravendses intravendses
NaCl 0.9% Ex-9 NaCl 0.9%

Gesunde Probanden
Blutglukose (mg/dl) 178 +1.2 177 +0.5 178+ 0.4
Glukoseverbrauch (mg/kg) 770+98 § 675+50 § 3434
Insulin (mU/ml-min) 6.4+108 35+0.4*s 1.3+0.5
C-Peptid (ng/ml-min) 1.9+048§ 09+0.1%*s 0.5+0.1
Glukagon (pg/ml-min) -837 + 361 § 224 + 283 *§ -1091 + 220
GLP-1 (pM-min) 83.3+2498 113.7 £ 30.0 *§ -8.2+5.2
GIP (ng/ml-min) 126+1.68 128+188 -0.8+0.1
Inkretin-Effect:
Insulin (mU/ml-min) 51+0.8 21+04* -
C-Peptid (ng/ml-min) 1.3+£0.3 04+01* -
T2DM
Blutglukose (mg/dl) 180+1.0 187 + 2.7 *8# 181+£0.8
Glukoseverbrauch (mg/kg) 180+ 26 # 121+ 14 # 110+ 11 #
Insulin (mU/ml-min) 25+0.8 8# 1.3+0.4 *8# 05+0.2
C-Peptid (ng/ml-min) 0.7+0.2 8# 0.4+0.1*8 0.2 +0.08
Glukagon (pg/ml-min) 54 + 216 §# 942 + 213 *8# -838 £ 220 #
GLP-1 (pM-min) 128 +24 8§ 204 + 38 *§ 10.2+9.3
GIP (ng/ml-min) 13.8+2.38 121+1.78 -0.5+0.2
Inkretin-Effect:
Insulin (mU/ml-min) 20+0.7# 08+£0.2* -
C-Peptid (ng/ml-min) 05+0.1# 0.2+0.06* -

Mittelwert + SEM wahrend der ersten 10 Minuten des hyperglykamischen Clamp bei 12 Gesun-
den und 12 Patienten mit T2DM. Blutglukosekonzentration und Glukoseverbrauch sind als

absolute Mittelwerte angeben, die Plasmahormonkonzentrationen als Uber die niichtern basalen
Werte ansteigende AUC. Der Inkretineffekt ist berechnet als die Differenz zum isoglykamischen
Kontrollexperiment. 2 way RM ANOVA (siehe 2.3 fur Erlauterungen):

*.p<0.05: signifikanter Unterschied verglichen mit intraventser NaCl 0.9%/duodenaler Mahlzeit;

§:P<0.05: signifikanter Unterschied verglichen mit dem isoglykédmischen Kontrollexperiment
#:P<0.05: signifikanterUnterschied zwischen Diabetikern und Gesunden
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4.2.2 Insulin, C-Peptid und Inkretineffekt

4.2.2.1 ARH: akute Insulin response auf Hyperglykamie

Tabelle 5 zeigt die entsprechenden Daten sowie die Ergebnisse der statistischen
Analyse. Die Abbildungen 2 und 3 zeigen den zeitlichen Verlauf der Plasmakonzentationen
von Insulin und C-Peptid.

Nach Initiierung des hyperglykdmischen Clamp mit Gabe des Glukosebolus kam es bei
den Gesunden zu einem raschen und tempordren Anstieg der Plasmainsulin- und C-
Peptidkonzentration, die etwa 10 min andauerte, entsprechend einer first-phase der
Insulinsekretion. Diese ,,acute insulin response to hyperglycemia* (ARH) war bei den Patienten
mit T2DM allenfalls angedeutet oder fehlte.

Sowohl bei den Gesunden als auch den Diabetikern war die ARH von Insulin und C-
Peptid signifikant und deutlich stérker ausgepréagt unter duodenaler Mahlzeitperfusion als in der
isoglykdmischen Kontrolle unter Nichternbedingungen. Die resultierende Differenz entspricht
dem Inkretineffekt (Tab. 5). Bei den Gesunden betrug der Inkretineffekt basierend auf Insulin
345+101 pU/ml min, basierend auf C-Peptid 54.5+15.3 pg/ml min. Dies enstprach 58% bz.
49% der postprandialen Insulinsekretion. Bei den Patienten mit T2DM war der Inkretineffekt
um mehr als die Halfte niedriger als bei den Gesunden und betrug basierend auf Insulin 127+44
pU/ml min, basierend auf C-Peptid 21.7+7.9 pg/ml min. Der relative Anteil des Inkretineffekts
an der postprandialen Insulinsekretion war dabei bei den Diabetikern sogar héher als bei den
Gesunden und entsprach 88% (Insulin) bzw. 94% (C-Peptid) der postprandialen
Insulinsekretion.

Der GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39) reduzierte die postprandialen
Plasmakonzentrationen von Insulin und C-Peptid wahrend der ARH sehr deutlich und
signifikant sowohl bei Gesunden als auch bei T2DM (Tab. 5). Jedoch waren selbst unter GLP-
1-Rezeptorblockade die postprandialen Plasmainsulin- und C-Peptid-Konzentrationen
signifikant hoher als unter der isoglykdmischen Nuchtern-Kontrolle, und zwar sowohl bei

Gesunden als auch bei den Patienten mit T2DM. Der absolute Inkretineffekt wurde durch

Exendin(9-39) bei den Gesunden von 345+101 auf 128+62 pU/ml min und bei den Diabetikern

von 127444 auf 79+28 pU/ml min reduziert (jeweils p<0.05), war also auch bei den
Diabetikern unter Exendin(9-39) noch deutlich nachweisbar. Entsprechendes fand sich fir C-
Peptid (Tab. 5). Der prozentuale Anteil des Inkretineffekt an der gesamten postprandialen
Insulinsekretion unter Exendin(9-39) betrug bei den Gesunden 33% (Insulin) bzw. 19% (C-
Peptid), bei den Diabetikern 81% (Insulin) bzw. 91% (C-Peptid).
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Setzt man den absoluten Inkretineffekt unter NaCl 0.9% und Exendin(9-39) in Relation
zur gesamten postprandialen Insulinsekretion unter NaCl 0.9%, dann betrug der GLP-1-
unabhéngige Inkretineffekt bei den Gesunden 21% (Insulin, Gesamt-Inkretineffekt 58%) bzw.
12% (C-Peptid, Gesamt-Inkretineffekt 49%). Bei den Diabetikern war das 55% (Insulin,
Gesamt-Inkretineffekt 88%) bzw. 67% (C-Peptid, Gesamt-Inkretineffekt 94%).

Dies bedeutet, dass Patienten mit T2DM zwar eine im Vergleich zu Gesunden deutlich
reduzierte akute Insulin-Antwort auf Glukose haben; diese ist aber sogar starker gepragt vom
Inkretineffekt als bei den Gesunden und selbst nach GLP-1-Rezeptorblockade noch deutlich

nachweisbar, also nur teilweise abhingig von GLP-1.
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Abbildung 2: Plasmakonzentration von Insulin in 12 gesunden Probanden
(A) und 12 Patienten mit T2DM (B), Mittelwert + SEM
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Abbildung 3: Plasmakonzentration von C-Peptid in 12 gesunden Probanden
(A) und 12 Patienten mit T2DM (B), Mittelwert + SEM

36



4.2.2.1 SRH: Insulin response im steady state der Hyperglykéamie

Tabelle 6 und die Abbildung 2 und 3 zeigen die entsprechenden Daten sowie die
Ergebnisse der statistischen Analyse. SRH = sustained response to hyperglycemia = Insulin-
und C-Peptid-Plasmakonzentrationen wéhrend des steady state der Hyperglykdmie (60-120min
nach Start des Clamp), was der ,,second-phase‘ der Insulinsekretion entspricht.

Die postprandialen Plasmakonzentrationen von Insulin und C-Peptid wéhrend der SRH
waren erwartungsgemal bei den Diabetikern deutlich niedriger als bei den Gesunden (Tab. 6).
Sowohl bei Diabetikern als auch bei Gesunden waren Insulin und C-Peptid unter duodenaler
Mahlzeitperfusion deutlich hoher als unter der entsprechenden isoglyk&mischen Nichtern-
Kontrolle. Die Differenz entspricht dem Inkretineffekt (Tab. 6). Wie die Gesamt-
Insulinsekretion, so war auch der Inkretineffekt - also die quantitaive Insulinsekretion bedingt
durch gastrointestinale Né&hrstoffe - signifikant groBer bei den Gesunden als bei den
Diabetikern.

Bei den Gesunden betrug der Inkretineffekt basierend auf Insulin 5.1+0.8 mU/ml min,
basierend auf C-Peptid 1.3+0.3 ng/ml min. Dies enstprach 79% bzw. 72% der postprandialen
Insulinsekretion. Bei den Patienten mit T2DM war der Inkretineffekt um mehr als die Hélfte
niedriger als bei den Gesunden und betrug basierend auf Insulin 2.0£0.7 mU/ml min, basierend
auf C-Peptid 0.5+£0.1 ng/ml min. Der relative Anteil des Inkretineffekts an der postprandialen
SRH-Insulinsekretion war dabei bei den Diabetikern gleich dem der Gesunden und entsprach
82% (Insulin) bzw. 72% (C-Peptid) der postprandialen Insulinsekretion.

Der GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39) reduzierte die postprandialen
Plasmakonzentrationen von Insulin und C-Peptid wahrend der SRH sehr deutlich und
signifikant sowohl bei Gesunden als auch bei T2DM (Tab. 6). Jedoch waren selbst unter GLP-
1-Rezeptorblockade die postprandialen Plasmainsulin- und C-Peptid-Konzentrationen
signifikant hoher als unter der isoglykdmischen Nuchtern-Kontrolle, und zwar sowohl bei
Gesunden als auch bei den Patienten mit T2DM. Der absolute Inkretineffekt wéahrend SRH

wurde durch Exendin(9-39) bei den Gesunden von 5.1+0.8 auf 2.1+0.4 mU/ml min und bei

den Diabetikern von 2.0£0.7 auf 0.8+£0.2 mU/ml min reduziert (jeweils p<0.05), war also auch
bei den Diabetikern unter Exendin(9-39) noch deutlich nachweisbar. Entsprechendes fand sich
fur C-Peptid (Tab. 6). Der prozentuale Anteil des Inkretineffekt an der gesamten postprandialen
Insulinsekretion unter Exendin(9-39) betrug bei den Gesunden 62% (Insulin) bzw. 41% (C-
Peptid), bei den Diabetikern 65% (Insulin) bzw. 51% (C-Peptid).

Setzt man den absoluten Inkretineffekt unter NaCl 0.9% und Exendin(9-39) in Relation

zur gesamten postprandialen Insulinsekretion unter NaCl 0.9%, dann betrug der GLP-1-
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unabhéngige Inkretineffekt bei den Gesunden 34% (Insulin, Gesamt-Inkretineffekt 79%) bzw.
19% (C-Peptid, Gesamt-Inkretineffekt 72%). Bei den Diabetikern war das 34% (Insulin,
Gesamt-Inkretineffekt 82%) bzw. 29% (C-Peptid, Gesamt-Inkretineffekt 72%).

Dies bedeutet, dass Patienten mit T2DM zwar eine im Vergleich zu Gesunden deutlich
reduzierte second-phase (SRH) Insulin-Antwort auf Hyperglykdmie zeigen; diese ist aber
nahezu dentisch wie bei Gesunden stark gepragt vom Inkretineffekt und selbst nach GLP-1-
Blockade noch deutlich nachweisbar, also nur teilweise abhéngig von GLP-1.

Abbildung 4 zeigt den Zeitverlauf des Inkretineffekts bei Gesunden und Diabetikern mit

und ohne GLP-1-Rezeptorblockade im Vergleich zum gesamten postprandialen Insulinoutput.
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Abbildung 4: Inkretin-Effekt: Plasmakonzentration von Insulin in 12
gesunden Probanden (A) und 12 Patienten mit T2DM (B): die
gesamte postprandiale Insulinsekretion unter duodenaler Mahlzeit
(blau), der gesamte Inkretineffekt (rot) sowie der Inkretineffekt
unter GLP-1-Rezeptorblockade (gelb) im Zeitverlauf. Mittelwert £

SEM
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4.2.3 Plasmakonzentrationen von Glukagon

Tabelle 6 und die Abbildung 5 zeigen die entsprechenden Daten sowie die Ergebnisse
der statistischen Analyse. SRH = sustained response to hyperglycemia = Glukagon-
Plasmakonzentrationen wahrend des steady state der Hyperglykamie (60-120min nach Start des
Clamp).

Die postprandialen Plasmakonzentrationen von Glukagon wéhrend der Hyperglykamie
waren bei den Patienten mit T2DM signifikant hoher als bei den Gesunden. Wéhrend die
isoglykdmische Hyperglykédmie die Plasmakonzentrationen von Glukagon bei den Gesunden
reduzierte, hatte die Hyperglykdamie keinen Einfluss auf das Plasmaglukagon bei den T2DM.
Im Gegensatz zu den Gesunden bewirkte die duodenale Mahlzeitperfusion bei den T2DM einen
signifikant hoheren Glukagonspiegel als die duodenale Perfusion von NaCl 0.9%. Hohere
Plasma-Glukagonspiegel, mangelnde Suppression durch Hyperglykdmie und ein paradoxer
postprandialer Glukagon-Anstieg belegen die beim Diabetes mellitus pathophysiologisch
relevante mangelnde Suppression des Glukagon mit der Folge eines konsekutiv gesteigerten
hepatischen Glukose-output.

Der GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39) steigerte die Plasmakonzentrationen von
Glukagon signifikant sowhl bei den Gesunden als auch bei den Patienten mit T2DM.. Dies
zeigt, dass die Suppression der endogenen Glukagonsekretion durch endogenes GLP-1
unverdndert auch bei Patienten mit T2DM intakt ist. Es ergibt sich somit kein Hinweis, dass
eine unzureichende Wirkung von endogenem GLP-1 pathophysiologisch beteiligt ist an der

oben genannten mangelhafte Glukagonsuppression unter Hyperglykdmie bei T2DM.
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Abbildung 5: Plasmakonzentration von Glukagon in 12 gesunden Probanden
(A) und 12 Patienten mit T2DM (B), Mittelwert + SEM
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4.2.4 Plasmakonzentrationen von GLP-1(7-36) und GIP

Tabelle 6 und die Abbildungen 6 und 7 zeigen die entsprechenden Daten sowie die
Ergebnisse der statistischen Analyse. SRH = sustained response to hyperglycemia = GLP-1-
und GIP-Plasmakonzentrationen wahrend des steady state der Hyperglykamie (60-120min nach
Start des Clamp).

Beide Inkretinhormone - -GLP-1 und GIP — zeigten unter duodenaler Mahlzeitperfusion
einen raschen Konzentrationsanstieg im Plasma. Spitzenspiegel wurden unter kontinuierlicher
Perfusion nach 30min (GLP-1) bzw. 45min (GIP) erreicht. Doe Plasmaspiegel blieben wahrend
der Perfusion weitgehend kontinueirlich erhoht.

Patienten mit T2DM zeigten tendentiell hohere postprandiale GLP-1-Plasmaspiegel als
Gesunde, dieser Unterschied war aber statistisch nicht signifikant. Der Anstige von GIP war bei
Diabetikern und Gesunden hingegen nahezu identisch.

Der GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39) steigerte die GLP-1-
Plasmakonzentrationen sowohl bei den Diabetikern als auch bei den Gesunden signifikant.
Exendin(9-39) hatte hingegen keinen Einfluss auf die Plasmakonzentrationen von GIP. Erhdhte
GLP-1-Plasmakonzentrationen unter dem GLP-1-Rezeptorantagonist sind bei Gesunden
bekasnnt und wahrscheinlich das Resultat Blockade einer Autofeedbackhemmung von GLP-1.

Erstmals wurde gezeigt, dass dieses Phdnomen identisch auch bei Diabetikern existiert.
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Abbildung 6: Plasmakonzentration von GLP-1(7-36) in 12 gesunden
Probanden (A) und 12 Patienten mit T2DM (B), Mittelwert £ SEM
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Abbildung 7: Plasmakonzentration von GIP in 12 gesunden Probanden (A) und
12 Patienten mit T2DM (B), Mittelwert £ SEM
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5. Diskussion

Nach Nahrungsaufnahme wird mehr Insulin freigesetzt als unter isoglyk&mischen
Nuchternbedingungen. Der resultierende Inkretineffekt ist die Differenz zwischen der
postprandialen Insulinsekretion und der isoglykédmischen niichternen Insulinsekretion. Beim
Menschen gibt es zwei Darmhormone — GLP-1 und GIP -, die als Inkretinhormone die
postprandiale Insulinsekretion zusatzlich stimulieren. Der Inkretineffekt ist bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) reduziert [35]. Einerseits zeigte synthetisches GIP bei
Patienten mit T2DM eine fehlende oder verminderte insulinotrope Wirkung [10, 36, 37]. Im
Gegensatz zu GIP wirkt synthetisches GLP-1 auch bei Patienten mit T2DM insulinotrop [10,
38, 39]. Andererseits scheint die postprandiale Freisetzung von GIP bei Patienten mit T2DM
weitgehend normal zu sein [40, 41], wohingegen mehrere Studien verminderte postprandiale
GLP-1-Plasmakonzentrationen beschrieben haben [40, 42, 43]. Die erhaltene insulinotrope
Wirkung von GLP-1 war die entscheidende Grundlage fir die Entwicklung von GLP-1-
basierten Antidiabetika, die die pharmakologische Therapie des T2DM in den letzten flnf
Jahren entscheidend gepragt haben (GLP-1-R-Agonisten, DPP-4-Inhibitoren). Es ist allerdings
bis heute unklar, inwiefern eine spezifische Storung der enteroinsulindren Achse zur
Pathophysiologie des Diabetes mellitus beitragt. Daruberhinaus ist der Anteil, den die
endogenen Inkretinhormone an der postprandialen Insulinfreisetzung bei Patienten mit T2DM

haben, unbekannt.

Mit der vorliegenden Studie soll der Anteil von GLP-1 und non-GLP-1 (GIP) am
Inkretineffekt bei gesunden Menschen und Patienten mit T2DM ermittelt und dessen Rolle bei
der Pathophysiologie des T2DM untersucht werden. Dazu wurde die Wirkung des endogenen
GLP-1 mit dem spezifischen und kompetitiven GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39)
geblockt [18]. Jeweils zwolf gesunde Probanden und Patienten mit T2DM wurden an drei
Tagen unter einer identischen Hyperglykamie mittels hyperglykdmischen Clamp [34]
untersucht. An zwei Tagen erfolgte eine duodenale Sondenernahrung zur Sicherstellung einer
identischen intestinalen Nahrstoffzufuhr als Stimulus fur die Freisetzung der Inkretinhormone.
An einem dieser beiden Tage wurde dabei Exendin(9-39) intravends verabreicht, um den Anteil
der durch GLP-1 verursachten Effekte am gesamten Inkretineffekt zu quantifizieren. An einem
weiteren Tag (Tag 3) wurde statt der duodenalen N&hrstoffe physiologische Kochsalzlésung
duodenal perfundiert (Kontrolle), um den Effekt der alleinigen Hyperglykdmie auf die

Insulinsekretion zu quantifizieren.
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Der gesamte Inkretineffekt ist die Differenz zwischen dem postprandialen Insulinoutput
an Tag 1 und dem Insulinoutput des Kontrollexperiment mit duodenaler Kochsalzperfusion
(Tag 3). Der GLP-1-unabhangige Inkretineffekt ist die Differenz zwischen dem postprandialen
Insulinoutput an Tag 2 (Exendin(9-39) und dem Insulinoutput des Kontrollexperiment mit
duodenaler Kochsalzperfusion (Tag 3). Da weitere Inkretine beim Menschen nicht bekannt
sind, kann der Anteil des Inkretineffekts, der nicht von GLP-1 verursacht wird, als GIP-

induziert angesehen werden.

5.1. Enteroinsulindre Achse: Insulin und Inkretineffekt

In  der Nichternperiode hatte Exendin(9-39) keinen Einfluss auf die
Insulinplasmakonzentrationen, weder bei den Gesunden noch bei den Diabetikern. Dies ist auch
nicht zu erwarten, da die insulinotrope Wirkung von GLP-1 glukoseabhdngig erfolgt.
Exendin(9-39) bewirkte zwar bereits nichtern sowohl bei den Gesunden als auch den
Diabetikern einen diskreten, aber signifikanten Anstieg der Blutglukosekonzentration (um im
Mittel 7 bzw. 11 mg/dl). Dies ist Folge einer Stimulation von Glukagon unter Exendin(9-39),
da bereits basale GLP-1-Plasmaspiegel eine tonische Glukagonhemmung bewirken [18, 44].
Wie ebenfalls von friheren Studien in Gesunden bekannt, wirken bereits basale
Nichternspiegel von endogenem GLP-1 dann insulinotrop, wenn simultan die
Blutglukosekonzentration erhéht ist [18]. Das bedeutet, dass Exendin(9-39) bereits nlichtern die
Insulinsekretion reduziert, vorausgesetzt, es liegt eine Hyperglykamie vor. Der diskrete Anstieg
der Blutglukosekonzentration unter Exendin(9-39) in der Nichternperiode reichte bereits aus,
um bei den ohnehin hyperglykamischen Diabetikern die Plasmakonzentrationen von C-Peptid
signifikant zu reduzieren, tendentiell auch die von Insulin (Tab. 4). Die Ergebnisse der
aktuellen Arbeit zeigen, dass die Insulinsekretion von Patienten mit T2DM sehr sensitiv auf
eine Blockade bereits basaler GLP-1-Plasmaspiegel im Nichternzustand reagiert. Dies wurde
auch kurzlich von einer amerikanischen Arbeitsgruppe gezeigt, die den GLP-1-
Rezeptorantagonisten langerfristig niichternen Patienten mit T2DM verabreicht hat [14]. Auch
die B-Zelle von Diabetikern steht also unter einer tonischen stimulierenden Wirkung von

endogenem GLP-1.

Die duodenale Nahrstoffperfusion fihrte zu einer prompten und gleichartigen
Freisetzung von GLP-1 und GIP bei den Gesunden und Diabetikern. Entsprechend den
studienbedingten Voraussetzungen vorliegender Arbeit bewirkte die exogene Glukoseinfusion
wéhrend des hyperglykdmischen Clamp identische Blutglukosekonzentrationen bei Gesunden

und Diabetikern (Tabelle 5 und 6).
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Erstmals wurde in vorliegender Studie die Wirkung der endogenen Inkretinhormone auf
die akute Phase der Insulinsekretion (ersten 10 Minuten des Clamps, ARH) und die spate Phase
der Insulinsekretion (60 bis 120 Minuten, steady state, SRH) getrennt untersucht. Wahrend die
akute Phase (ARH) ein MaR flr die Sekretion von gespeichertem Insulin ist, ist die spate

Reaktion (SRH) ein Mal fur die Insulinsynthese.

Die Versuchsergebnisse zeigen erwartungsgema, dass unter isoglykédmischer
Hyperglykéamie mit und ohne duodenale Nahrstoffperfusion die Insulinproduktion bei Patienten
mit T2DM im Vergleich zu gesunden Probanden deutlich vermindert ist (s. Abbildung 2). Dies
war sowohl bei der akuten Phase (ARH) als auch bei der steady-state-Phase (SRH) festzustellen
(s. Tabellen 5 und 6). Gerade der Verlust der first-phase-Insulinsekretion gilt als typisches
Frihmerkmal des Diabetes mellitus. Auch der gesamte Inkretineffekt als Differenz zwischen
der Insulinmenge zwischen Nahrstoffperfusion und im  Kontrollexperiment mit
Kochsalzperfusion war bei den Diabetikern erwartungsgemal? deutlich niedriger als bei den
gesunden Probanden (s. Abbildung 4, Tabellen 5 und 6). Dies entspricht Ergebnissen friiherer
Arbeiten [14, 35, 45]. Erstmals wurde darliber hinaus gezeigt, dass dies nicht nur den
Inkretineffekt im steady state, sondern auch wéhrend der friihen first-phase-Sekretion betrifft.
Die Reduktion des Inkretineffekts beim T2DM betrifft also analog der bekannten
Einschrankung der 3-Zell-Funktion beide Phasen der Insulinsekretion. Zu betonen ist, dass die
Plasmakonzentrationen von GLP-1 und GIP bei Diabetikern und Gesunden nahezu identisch
waren (siehe hierzu auch 5.2.). Somit ist dies ein erster strenger Hinweis, dass beim T2DM
keine spezifische Stérung der enteroinsulindren Achse vorliegt, sondern der verminderte

Inkretineffekt eine Folge einer gestorten 3-Zell-Funktion ist.

In friheren Studien, in denen der Inkretineffekt eines oralen Glukosetoleranztests von
Diabetikern mit dem von Gesunden verglichen wurde, zeigte er sich bei den Diabetikern
sowohl absolut als auch relativ vermindert [35]. Das bedeutet, dass nicht nur die absolute
Zunahme der postprandialen Insulinsekretion durch Inkretinhormone vermindert war, sondern
dartiberhinaus auch deren relativer Anteil an der postprandialen Insulinsekretion. Im Gegensatz
dazu war in der vorliegenden Arbeit der absolute Inkretineffekt wahrend der first-phase und der
second-phase-Insulinsekretion bei den Diabetikern vermindert, der relative Anteil des
Inkretineffekts an der Nahrstoff-induzierten Insulinsekretion war bei den Diabetikern wahrend
der ARH sogar deutlich groRer als bei den Gesunden (Insulin-basiert 88% vs 58%), und
waéhrend der SRH war er gleich (82% vs 79%). Der Grund dieses Unterschiedes drfte in der
Intensitat der R-Zell-Stimulation durch die Testmahlzeit liegen: die in friheren Studien

verwendete orale Glukosemahlzeit [35] diirfte die Grenze der maximalen sekretorischen 3-Zell-
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Kapazitéat bei den Diabetikern tberschreiten. Das bedeutet, dass die Insulinsekretion unter dem
entsprechenden isoglykdmischen Clamp bei den Diabetikern stérker ansteigt als die limitierte
Sekretion nach der oralen Mahlzeit ansteigen kann. Konsekutiv flhrt dies zu einer Reduktion
des relativen Anteils des Inkretineffekts an der gesamten postprandialen Insulinsekretion, die
dann jedoch als artefiziell zu werten ist. Dies ist dariiber hinaus umso eher zu erwarten, je
schlechter die diabetische Stoffwechsellage der untersuchten Diabetiker ist. In vorliegender
Arbeit wurde bewusst ein Hyperglykdamie-Level gewéhlt, das die maximale Insulin-
sekretorische Kapazitat auch bei den Diabetikern unterschreitet. Im Gegensatz zu Nauck et al.
[35] wurden daruberhinaus Diabetiker mit gut eingestellter Stoffwechsellage untersucht
(mittlerer HbAlc 6.4% statt >8% bei Nauck). Ahnlich wie in vorliegender Arbeit zeigte sich
bei Patienten mit T2DM unter submaximaler glykdmischer Stimulation (90 mg/dl oberhalb der
Niichternglukose) auch in einer aktuellen anderen Arbeit keine Anderung des relativen, sondern
nur eine Reduktion des absoluten Anteils des Inkretineffekts [14] Ob eine Reduktion nicht nur
des absoluten sondern auch des relativen Anteil des Inkretineffekts eher ein Phdnomen des
fortgeschrittenen Diabetes mellitus ist oder schlicht Folge eines Methoden-bedingten
Uberschreiten der Insulin-sekretorischen Kapazitat, kann derzeit nicht beantwortet werden.
Hierzu waren Studien erforderlich, die bei denselben Diabetikern den Inkretineffekt unter
unterschiedlichen Testmahlzeiten untersuchen. Ein gemeinsamer Befund ist jedenfalls die
deutliche Reduktion des absoluten Inkretineffekts. Dieser wiederum ist zwanglos durch eine
gestorte R-Zell-Funktion erklarbar und bedarf nicht einer zusatzlichen Stérung der

enteroinsulindren Achse.

Hyperglykamie fuhrt zu einer deutlichen Hemmung der Magenentleerung und somit
auch der Inkretinfreisetzung [46-48]. Studien, die den Inkretineffekt bei Diabetikern unter
hyperglykamischen Bedingungen untersuchen, nehmen in Kauf, dass Uber eine langsamere
Magenentleerung bei den Diabetikern auch geringere Mengen an Inkretinhormonen freigesetzt
werden. Auch dies ist ein mdglicher Grund, warum in friiheren Studien bei Diabetikern
geringere relative Inkretineffekte gefunden wurden als bei Gesunden. In vorliegender Arbeit
wurden Hyperglykamie-bedingte Effekte auf die Magenentleerung durch die duodenale
Néahrstoffperfusion vermieden, um endogene Inkretineffekte von Gesunden mit denen von

Patienten mit T2DM mdglichst objektiv vergleichen zu kénnen.

Erstmals wurde in der vorliegenden Arbeit der Anteil von GLP-1 am Inkretineffekt bei
T2DM Patienten quantitativ erfasst. Dies erfolgte parallel zu einer Studie einer amerikanischen
Arbeitsgruppe, die zwar auch den GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39), darlberhinaus

aber eine andere Methodik einsetzte [14], bei der eine Mahlzeit wéhrend eines laufenden
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hyperglykamischen Clamps verabreicht wurde. Neu ist weiterhin die differenzierte
Untersuchung von ARH und SRH. Exendin(9-39) reduzierte den Insulin-basierten
Inkretineffekt in der ARH bei den Gesunden von 345 + 101 auf 128 + 62 pU/ml min um 63%,
den der Diabetiker von 127 = 44 auf 79 = 28 pU/ml min um 38%. Der C-Peptid-basierte
Inkretineffekt der ARH wurde bei den Gesunden um 75%, bei den Diabetikern um 28%
gesenkt. Wéhrend der SRH betrug die Reduktion des Inkretineffekts bei den Gesunden 58%
(Insulin) bzw. 73% (C-Peptid), bei den Diabetikern war die relative Reduktion vergleichbar mit
jeweils 59% fur Insulin und C-Peptid. Auch bei den Patienten mit T2DM blieb also ein
deutlicher Inkretineffekt unter GLP-1-Rezeptorblockade nachweisbar, sowohl wahrend der
ARH als auch wahrend der SRH. Der unter Exendin(9-39) GLP-1-unabhangige Inkretineffekt
betrug basierend auf Insulin wéhrend der SRH bei Gesunden 62%, bei den Diabetikern 65% der
postprandialen Insulinsekretion, wéhrend der ARH war er bei den Diabetikern sogar gréRer als
bei den Gesunden (81% vs 33%).

Beides, der gesamte und der GLP-1-abhangige Inkretineffekt ist quantitativ bei
Gesunden groRer als bei den Diabetikern, der relative Anteil des gesamten und GLP-1-
abhéangigen Inkretineffekts an der gesamten postprandialen Insulinsekretion ist jedoch bei den
Diabetikern &hnlich dem der Gesunden. Bereits in einer friheren Studie in Gesunden, bei der
eine duodenale Glukoseperfusion benutzt wurde, hatte der GLP-1-abhéngige Inkretineffekt mit
ca. 60% einen etwas hoheren Anteil als der GLP-1-unabhdngige Inkretineffekt [44].
Grundsatzlich entsprechen diese Daten wahrend der SRH auch denen der amerikanischen
Abeitsgruppe, bei denen die postprandiale Insulinsekretion unter Exendin(9-39) sowohl bei
Gesunden als auch bei Patienten mit T2DM um etwa die Hélfte reduziert wurde [14].
Methodisch bedingt wurde allerdings wahrscheinlich in beiden Arbeiten — der vorliegenden und
der von Salehi et al. [14] - der Inkretineffekt nicht absolut korrekt gemessen: Salehi et al.
verabreichten eine orale Mabhlzeit wahrend einens laufenden hyperglykédmischen Clamp. Als
Inkretineffekt wurde die Differenz zwischen dem Insulin wahrend der Mahlzeit und den
extrapolierten mutmaRBlichen Insulinkonzentrationen des Clamp gemessen, wére der Clamp
nichtern fortgefiihrt worden. Diese Methodik spart einen zusatzlichen Nichternversuch ein,
setzt aber stabile Insulinplasmakonzentrationen wahrend Hyperglykdmie voraus. Da
Plasmainsulinkonzentrationen aber unter fortlaufender Hyperglykamie stetig ansteigen, durfte
diese Methode zu einer (geringen) Uberschitzung des Inkretineffekts fithren. Allerdings steht
dieser wahrscheinlich eher geringen Fehleinschatzung die Messungenauigkeit durch die
Htraditionelle” Messung des Inkretineffekts an zwei Tagen — orale/duodenale Testmahlzeit an
einem Tag und isoglykdmische Nuchternhyperglykdmie am zweiten Tag — entgegen.

Untersuchungen haben gezeigt, dass allein die Verlangerung der Messdauer auf zwei Tage zu
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hochsignifikanten Unterschieden bei den Probanden fihren kann [49]. Salehi et al.
verwendeteten auBerdem eine niedrigere Dosis Exendin(9-39), die wahrscheinlich das
endogene GLP-1 nicht komplett hemmt (siehen unten). Auch dies fiihrt zu einer Uberschatzung
des GLP-1-unabhdngigen Inkretineffekts. Da Hyperglykamie ein potenter Inhibitor der
Magenentleerung ist und die intestinale Inkretinfreisetzung abhdangig ist von der
Magenentleerungsgeschwindigkeit, dirfte  wiederum  die Mahlzeitgabe unter
hyperglykamischen Bedingungen zu einer Unterschatzung des Inkretineffekts gefiihrt haben.
Andererseits haben Salehi et al. gezeigt, dass unter hyperglyk&dmischen Bedigungen Exendin(9-
39) auch bei Diabetikern bereits niichtern die Insulinplasmakonzentrationen senkt, basale GLP-
1-Spiegel also unter Hyperglykdmie einen tonisch stimulatorischen Einfluss auf die
Insulinsekretion haben. In vorliegender Studie wurde dieser Effekt des basalen GLP-1 auf die
hyperglykamische Nuchterinsulinsekretion vernachléssigt, da der Kontrollversuch mit
duodenaler Kochsalzperfusion nicht mit Exendin(9-39) durchgefuhrt wurde. Ergo mussen wir
davon ausgehen, dass in vorliegender Arbeit der GLP-1-unabhangige Inkretineffekt eher etwas
uberschatzt wird. Quantitativ durfte die insulinotrope Wirkung des basalen GLP-1 unter
Hyperglykamie aber eher vernachlassigbar gering sein im Vergleich zur insulinotropen
Wirkung des stimulierten GLP-1.

Unter GLP-1-Rezeptorblockade existiert also auch beim T2DM ein Inkretineffekt. Es
stellt sich die Frage, ob dieser Rest-Inkretineffekt bei T2DM tatséchlich GLP-1-unabhangig ist
oder einer inkompletten Blockade des GLP-1-Rezeptors entspricht. In einer grundsatzlichen
ersten friiheren Studie bei gesunden Probanden wurde gezeigt, dass Exendin(9-39) in der Dosis
300 pmol/kg min die insulinotrope Wirkung von synthetischem GLP-1 um etwa 85%
reduzieren kann [18]. Kdirzlich wurde diese Studie erganzt durch Untersuchungen zur
antagonistischen Wirksamkeit von Exendin(9-39) in einer Dosis bis 1200 pmol/kg min. Dabei
zeigte sich, dass eine Dosis von 600 pmol/kg/min Exendin(9-39) die GLP-1-Aktivitat um
mindestens 95% reduziert [50]. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde auch in der vorliegenden
Untersuchung auf diese Dosis zurlickgegriffen, so dass eine subtotale Hemmung der GLP-1-

Rezeptoren vorausgesetzt werden konnte.

Mit vorliegender Studie wird gezeigt, dass GLP-1 beim T2DM ein Inkretinhormon ist.
Dariiberhinaus wird gezeigt, dass es auch beim T2DM einen GLP-1-unabhéngigen
Inkretineffekt gibt. Wir vermuten, dass GIP diesen GLP-1-unabhdngigen Inkretineffekt
vermittelt. Bewiesen werden konnte das beim Menschen nur durch einen GIP-
Rezeptorantagonisten, den es aber nicht gibt. Die Vermutung von GIP als endogenem

funktionell aktivem insulinotropen Inkretinhormon auch beim T2DM kontrastiert mit
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Ergebnissen, die mit synthetischem GIP bei Diabetikern gewonnen wurden. So gibt es mehrere
Studien in T2DM, die eine im Vergleich zu Gesunden fehlende oder deutlich reduzierte
insulinotrope Wirksamkeit von GIP zeigen [10, 51]. Auch die insulinotrope Wirksamkeit von
synthetischem GLP-1 war reduziert, konnte aber scheinbar durch supraphysiologische
Dosierungen ausgeglichen werden [10, 39]. Als Grinde hierfir konnte ein fortgeschrittener
oder nicht gut behandelter Diabetes, eine zu geringe Dosierung von GIP oder eine
unzureichende Reinheit des verwendeten GIP angenommen werden. Insbesondere die Frage der
Dosierung scheint von Bedeutung zu sein, da in den genannten Veroffentlichungen die
verabreichten GLP-1-Konzentrationen erheblich Uber den (Ublichen physiologischen
Konzentrationen lagen. Mittlerweile ist bekannt, dass tUber 80% der zirkulierenden GLP-1-
Immunoreaktivitat biologisch inaktive Abbauprodukte der DPP-4 sind [52, 53]. Wenn in den
90er Jahren angenommen wurde, dass mit der damals tiblichen Dosis an synthetischem GLP-1
von 0.3 bis 0.4 pmol/kg min physiologische postprandiale Plasmaspiegel imitiert wurden [10,
18], so betraf dies die damals messbare GLP-1-Plasmagesamtkonzentration, d.i. die Summe
von biologisch aktivem GLP-1(7-36) und biologisch inaktivem GLP-1(9-36). Bereits durch die
niedrig-dosierte ,,physiologische* Infusion von biologisch aktivem GLP-1(7-36) mit dem Ziel
physiologischer Plasmakonzentrationen wurden in diesen Studien somit deutlich
pharmakologische GLP-1-Konzentrationen erzeugt. So verwendete Nauck 1993 [10] GLP-1 in
der Dosis von 0.4 und 1.2 pmol/kg min, um zu zeigen, dass synthetisches GLP-1 insulinotrop
beim T2DM ist. Ob synthetisches GIP in der damaligen Studie (0.8 und 2.4 pmol/kg min) in
einer der GLP-1-Dosis vergleichbaren supraphysiologischen Dosis gegeben wurde, ist dagegen
zumindest zweifelhaft. Neuere Studien, die GIP in héherer Dosierung — insbesondere auch als
Bolus — eingesetzt haben, konnten zeigen, dass synthetisches GIP auch bei Patienten mit T2DM
insulinotrop wirkt [37, 51]. Allerdings scheint synthetisches GIP auch die Glukagonsekretion
zu stimulieren, so dass hochdosiertes GIP trotz Insulinsstimulation beim Diabetiker nicht in
einer Blutzuckersenkung resultiert. Ein spezifischer GIP-Rezeptordefekt beim Diabetiker
scheint jedenfalls unwahrscheinlich [51]. Grundsatzlich ist ein Rickschluss von einer
vorhandenen oder fehlenden Wirkung eines synthetischen Peptids in pharmakologischer Dosis
auf die Wirkung des endogenen Peptids nicht oder allenfalls sehr eingeschrankt mdglich.
Insofern sprechen diese Studien unter Verwendung von synthetischem GIP nicht gegen eine

insulinotrope Rolle von endogenem GIP.

Zusammengefasst ist der Inkretineffekt bei Patienten mit Diabetes mellitus im Vergeich
zu Gesunden reduziert. Wie bei Gesunden beruhen etwa 60% des Inkretineffektes auf GLP-1
und etwa 40% sind unabhé&ngig von GLP-1. Bei dem GLP-1-unabhéngigen Inkretineffekt

handelt es sich wahrscheinlich um einen Effekt des endogenen GIP. Aus diesen Daten ergibt
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sich kein Anhalt fur einen spezifischen Defekt der enteroinsulinaren Asche in der
Pathophysiologie des T2DM.

5.2. Enteroinsulindre Achse: Sekretion von GLP-1 und GIP.

Die duodenale Nahrstoffperfusion fuhrte zu einem prompten und schnellen Anstieg der
Plasmakonzentrationen von GLP-1 und GIP. Es konnte zwischen gesunden Probanden und
Diabetikern kein signifikanter Unterschied dieser Plasmakonzentrationen nachgewiesen
werden, wenn auch die Werte fir GLP-1 bei den Diabetikern in der spédten Phase der
duodenalen Né&hrstoffperfusion tendenziell héher waren als bei den Gesunden (s. Abbildungen
6-7 sowie Tabellen 6). Obwohl sich die GLP-1- und GIP-Konzentrationen zwischen den
Gesunden und Diabetikern nicht unterschieden, sezernierten die B-Zellen bei Diabetikern im
hyperglykamischen Zustand deutlich weniger Insulin als die der gesunden Probanden. Dies

spiegelte sich wider in einem reduzierten absoluten, aber nicht relativen Inkretineffekt.

Beziiglich der GLP-1- und GIP-Konzentrationen im hyperglykdmischen Zustand bei
Gesunden und Diabetikern finden sich in der Literatur sehr widerspriichliche Aussagen: Kuo et
al. berichten bei gesunden Probanden unter Hyperglykdmie hohere Plasmakonzentrationen von
GIP bei unverandertem GLP-1 [54]. Andere Autoren fanden aber auch einen Riickgang sowohl
von GLP-1 als auch von GIP nach Einstellen eines hyperglykdmischen Zustands [55]. Und eine
dritte Gruppe von Studien stellte fest, dass sich die GIP-Konzentrationen bei Diabetikern nach
Erndhrung im hyperglykédmischen Zustand erhéht [14, 56]. In friheren Studien waren beim
T2DM postprandiale GIP-Plasmakonzentrationen erhéht, normal und erniedrigt gefunden
worden [40, 41, 57, 58]. Insgesamt aber unter Betrachtung aller Daten scheint die GIP-
Sekretion bei Diabetikern weitgehend unveréndert. GLP-1-Plasmaspiegel wurden in mehreren
Studien beim T2DM vermindert gefunden [40, 42, 43], in anderen aber nicht [13, 14, 41].
Wenn GLP-1-Plasmakonzentationen bei Diabetikern erniedrigt waren, fand sich dies 2-3
Stunden nach Nahrungsaufnahme, aber nie unmittelbar postprandial, und korrelierte nicht mit
dem typischen frihpostprandialen Insulinsekretionsdefizit der Patienten mit T2DM.
Unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der Ausschittung von Inkretinhormonen lassen sich
vermutlich vor allem auf methodische Unterschiede bei den einzelnen Studien zuriickfihren.
Aus diesem Grund sind éltere Veroffentlichungen allein aufgrund der Weiterentwicklung der
Mess- und Analysetechnik mit neueren Daten nicht unbedingt vergleichbar. Wichtiger erscheint
jedoch, dass postprandiale GLP-1-Plasmakonzentrationen zwischen Individuen hoch variabel
zu sein scheinen, wobei die Mittelwerte in den meisten Arbeiten bei Patienten mit T2DM

relativv normal sind [13]. Ein  wesentlicher  Faktor  konnte  dabei die
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Magenentleerungsgeschwindigkeit sein. Die Sekretion der Inkretinhormone ist direkt abhangig
von der Menge und der Geschwindigkeit, mit der N&hrstoffe (Kohlenhydrate und Fett) aus dem
Magen ins Duodenum entleert werden [1, 44]. GLP-1 wird z.B. unterhalb einer
Kohlenhydratentleerung von etwa 1.2 kcal/min nicht mehr freigesetzt [1]. Die
Magenentleerungsgeschwindigkeit ist zum einen individuell variabel und wird zum anderen
beeinflusst durch eine praexistente Hyperglykédmie. Hyperglykamie Ubt eine stark hemmende
Wirkung auf die Magenentleerung aus [46-48]. Da die oben genannten Studien bei Diabetikern
eine orale Mabhlzeit benutzten, die wéhrend Nichternhyperglykdamie verabreicht wurde und
gefolgt war von einer (unkontrollierten) postprandialen Hyperglykdmie, muss damit gerechnet
werden, dass eine verminderte postprandiale Freisetzung gerade von GLP-1 schlicht Folge war
einer im Vergleich zu den Gesunden verzdgerten Magenentleerung. Effekte der
Magenentleerung wurden in vorliegender Arbeit durch die duodenale Nahrstoffperfusion
bewust vermieden, um gleiche Bedingungen fiir die Sekretion der Inkretinhormone zu schaffen.
Unter diesen Bedingungen waren die postprandialen Plasmakonzentrationen von GLP-1 und
GIP bei den Diabetikern nicht unterschiedlich zu den Gesunden. Das erklart auch, warum die
hier vorgestellten Ergebnisse mit anderen Daten, die auf ahnliche Weise gewonnen wurden, gut
korrelieren [54]. In der Studie von Salehi wurde die orale Mahlzeit bei Gesunden und T2DM
nach vorheriger Etablierung einer Hyperglykdmie verabreicht [14]. Die Magenentleerung
wurde parallel zur Messung der Inkretinplasmaspiegel mit dem D-Xylose-Test gemessen. Unter
diesen Bedingungen - Hyperglykdmie bei Gesunden und Diabetikern - unterschied sich die
Magenentleerungsgeschwindigkeit nicht und auch die postprandialen

Inkretinhormonplasmaspiegel waren nahezu identisch bei Gesunden und Patienten mit T2DM.

GLP-1-Rezeptorblockade mit Exendin(9-39) filhrte sowohl bei Gesunden als auch bei
den Diabetikern zu einer erheblichen Steigerung der GLP-1-Plasmakonzentrationen. Der
Anstieg betrug bei den Gesunden 36%, bei den Diabetikern sogar 60%. (s. Tabelle 6).
Exendin(9-39) erhohte also die GLP-1-Sekretion, und zwar bei Diabetikern mehr als bei den
gesunden Probanden. Fur GIP zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung kein solcher
Unterschied zwischen diabetischen und gesunden Versuchspersonen, und zwar weder in der
akuten Phase noch bei der Sekretionsrate im Zeitraum 60 bis 120 Minuten nach Erreichen des
Glukosezielwertes (s. Abbildung 7 sowie Tabelle 6). Diese Daten stimmen mit Untersuchungen
Uberein, die unter dhnlichen Bedingungen, allerdings mit einer Exendin(9-39)-Gabe von
lediglich 300 pmol/kg/min, ermittelt wurden [14, 44]. Da die GLP-1-Plasmaspiegel nach
intravendser Verabreichung von GLP-1 durch Exendin(9-39) unbeeinflusst blieb [18], vermutet
man weniger eine direkte Wechselwirkung zwischen Exendin(9-39) und dem GLP-1-

Metabolismus, sondern vielmehr eine Autofeedbackhemmung der GLP-1-Sekretin durch GLP-
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1, die durch die Blockade des GLP-1-Rezeptors unterbrochen wird. Die genaueren
physiologischen Ablaufe sind dabei allerdings noch weitgehend unbekannt [44].

Die gefundenen Ergebnisse weisen nach, dass die enteroinsuldre Achse auch bei T2DM
grundsétzlich intakt ist. Da die postprandialen Plasmakonzentration der Inkretinhormone bei
Patienten mit T2DM nicht unterschiedlich zu denen von Gesunden sind und sich somit auch die
Stimulation der B-Zellen nicht von Gesunden unterscheidet, spielt die enteroinsulare Achse fir
die Pathophysiologie von T2DM keine bedeutende Rolle. Der entscheidende Faktor scheint
dabei ausschlieBlich eine gestorte Funktion der B-Zellen selbst zu sein. Eine solche Stérung
kann durch eine Insuffizienz der Zelle im Hinblick auf die Sekretionsfahigkeit, einer
Zellatrophie oder einer verminderten Sensitivitdt der beteiligten Rezeptoren auf die
entsprechenden Reize (Plasmaglukose- und Plasmainkretinkonzentrationen) hervorgerufen
werden. Der Verlust des Reaktionsvermdgens von B-Zellen auf GLP-1 wurde bereits in
friheren Arbeiten gezeigt ([39, 59]). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass alle drei
genannten Faktoren an einer Storung der Zellfunktion von B-Zellen beteiligt sind. Die
vorliegenden Daten, die auf eine solche Stérung der Zellfunktion hinweisen, bestatigen daher
auch frihere Vermutungen, dass ein reduzierter Inkretineffekt nicht als eine Ursache sondern
eher als Folge im Rahmen der Stoffwechselentgleisung bei der Pathogenese eines T2DM

Patienten anzusehen ist.

5.3. Enteroinsulinare Achse: Sekretion von Glukagon.

Dem Glukagon kommt bei der Regulation der Blutglukosekonzentration als
funktioneller Antagonist des Insulin eine besondere Bedeutung zu. Die wichtigste Wirkung des
Glukagon ist es, normale Nichtern-Plasmaglukosekonzentrationen zu erhalten und so
Hypoglykamien zu vermeiden. Hierfur wird von Glukagon insbesondere die Glukoneogenese
aber auch die Glykogenolyse in der Leber stimuliert. Die Glukagonbildung und —sekretion
erfolgt in den a-Zellen des Inselorgans und wird durch niedrige Plasmaglukosekonzentrationen

angeregt, aber auch zentralnervos gesteuert [60].

GLP-1 hemmt beim gesunden Menschen die Glukagonsekretion. Dies geschieht
Uberwiegend Uber eine parakrine Suppression durch das in den Inselzellen freigesetzte
Somatostatin, dessen Sekretion durch GLP-1 ausgeldst wird. Dieser Zusammenhang konnte an
isolierten Pankreasinseln von Ratte und Mensch nachgewiesen werden [61, 62]. Allerdings
verfligen auch die o-Zellen selbst (ber einige wenige GLP-1-Rezeptoren, tber welche die

Glukagonbildung direkt gehemmt werden kann [18]. Diese Wirkung ist jedoch bislang noch
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unklar und wurde noch nicht quantifiziert [63], so dass hauptsachlich von einer parakrinen
Hemmung durch Somatostatin ausgegangen werden kann. Die Hemmung von Glukagon ist ein
wesentlicher antidiabetischer Mechanismus von GLP-1 [30, 64, 65]. Pharmakologische GLP-1-
Konzentrationen senken tber eine Glukagonhemmung bei Patienten mit TADM und T2DM die
Hyperglykédmie. Und beim Gesunden wurde unter Einsatz des GLP-1-Rezeptorantagonisten
Exendin(9-39) gezeigt, dass selbst basale endogene GLP-1-Spiegel tonisch die

Glukagonsekretion der a-Zelle supprimieren [18, 44].

Bei Typ 2 Diabetikern liegt bereits im nlichternen Zustand eine Hyperglukagonamie
vor, die sich auch im Zustand der Hyperglykdamie nicht oder nur wenig zuriickbildet. Dies
konnte auch in der vorliegenden Arbeit eindricklich gezeigt werden. Es ist ein
Charakteristikum des Diabetes mellitus, das wesentlich zur diabetischen Stoffwechsellage
beitrégt. Verantwortlich hierfiir ist vermutlich eine verringerte Empfindlichkeit der a-Zellen
von Diabetikern gegentiber ansteigenden Glukosekonzentrationen bzw. Hyperinsulindmie. Wie
bei den Gesunden flihrte Exendin(9-39) auch bei den Patienten mit T2DM sowohl nichtern als
auch unter duodenaler Erndhrung zu einer Steigerung der Plasmaglukagonkonzentration (s.
Abbildung 5 und Tabelle 6). Somit konnte erstmals gezeigt werden, dass endogenes GLP-1
auch beim Diabetiker die Glukagonsekretion inhibitorisch reguliert. Diese Wirkung ist beim
T2DM somit komplett erhalten. Hieraus folgt, dass endogenes GLP-1 auch bei Diabetikern
offensichtlich eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Glukagonsekretion spielt. Es gibt
dartiber hinaus keinerlei Hinweis dafur, dass eine defekte GLP-1-Wirkung verantwortlich ist

fur die pathologische Hypersekretion von Glukagon beim T2DM.

Zusammenfassend konnte erstmals gezeigt werden, dass auch bei Patienten mit T2DM ein
GLP-1 unabhéngiger Inkretineffekt besteht. Dieser GLP-1-unabhangige Inkretineffekt ist
mutmaBlich durch endogenes GIP vermittelt. Quantitativ ist der Inkretineffekt bei Diabetikern
reduziert. Sowohl der Anteil des Inkretineffekts an der gesamten postprandialen
Insulinsekretion als auch das Verhdltnis zwischen GLP-1-abhédngigem und GLP-1-
unabhéangigem Inkretineffekt sind beim T2DM aber &hnlich wie bei Gesunden. Unter den
Bedingungen einer kontrollierten duodenalen Nahrstoffperfusion, die Effekte einer variablen
Magenentleerung auf die Inkretinfreisetzung vermeidet, waren die postprandialen
Plasmakonzentrationen von GLP-1 und GIP bei Gesunden und Patienten mit T2DM gleich.
Darlberhinaus konnte erstmals gezeigt werden, dass endogenes GLP-1 auch beim T2DM ein
wichtiger inhibitorischer Regulator der endogenen Glukagonsekretion ist und dass dieser

antidiabetische Mechanismus auch beim T2DM intakt ist. Entgehen friiherer Annahmen ergibt
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sich somit kein Anhalt fur die Hypothese, dass eine Storung der enteroinsulindren Achse
pathophysiologisch beteiligt ist am T2DM. Die enteroinsulindre Achse ist auch beim T2DM
intakt. Somit durfte nicht nur der Stabilisierung von endogenem GLP-1 sondern auch der von
endogenem GIP in der pharmakologischen Therapie des T2DM eine Rolle zukommen. Dies
bleibt flr die antidiabetische Wirkung von DPP-4-Inhibitoren zu untersuchen.

56



6. Zusammenfassung

GLP-1 und GIP sind instestinale Hormone, die als Inkretinhormone der sogenannten
enteroinsulindren Achse die postprandiale Insulinsekretion stimulieren und dadurch fir 40-60%
der postprandialen Insulinsekretion verantwortlich sind (Inkretineffekt). Der Inkretineffekt ist
beim Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) deutlich vermindert. Beim Gesunden ist GLP-1
zusatzlich ein potenter und tonischer Inhibitor der Glukagonsekretion. Es ist unklar, inwiefern
eine primére Storung der enteroinsulinaren Achse beitrégt zur Pathophysiologie des T2DM.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, erstmals den Anteil von endogenem GLP-1 und GIP an der
postprandialen Insulinsekretion, dem Inkretineffekt und der Glukagonsekretion bei Gesunden
und Patienten mit T2DM zu quantifizieren. Damit soll die Bedeutung der enteroinsulinédren
Achse fur die Pathophysiologie des T2DM untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden 12 Gesunde und 12 Patienten mit T2DM in einem Placebo-
kontrolliertem, prospektiven, randomisierten cross-over-Design an drei Tagen untersucht: an
zwei Tagen wurde nach Start einer kontinuierlichen duodenalen Mahlzeitperfusion (2.03
kcal/min) durch variable intravendse Infusion von Glukose eine dreistlindige stabile
Hyperglykdmie wvon 180 mg/dl erzeugt (hyperglykdmischer Clamp). Die duodenale
Mahlzeitperfusion diente der kontrollierten Freisetzung der Inkretinhormone GLP-1 und GIP
unabhéngig von Storeffekten einer variablen Magenentleerungsgeschwindigkeit. An einem
dieser Tage wurde der spezifische GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39), an dem anderen
Tag NaCl 0.9% als Placebo intravends infundiert. Die eingesetzte Dosis Exendin(9-39) (600
pmol/kg min) bewirkt eine subtotale Hemmung der insulinotropen Wirkung von GLP-1 um
mindestens 95%. Ein dritter Tag, an dem statt Nahrung NaCl 0.9% ins Duodenum perfundiert
wurde, diente als Kontrolle der allein durch Hyperglykdmie stimulierten Insulinsekretion, um
den Inkretineffekt zu berechnen (Inkretineffekt: postprandiale Insulinsekretion minus
isoglykdmische nuchterne Insulinsekretion). In regelmaligen Abstdnden wurden die
Plasmakonzentrationen von Insulin, C-Peptid, GLP-1, GIP und Glukagon gemessen (ILMA,
ELISA bzw. Ria). Die Effekte auf die postprandiale endokrine Pankreassekretion wurden als
AUC wahrend der akuten Phase der isoglykamischen Hyperglykdmie (ARH, 0-10 min) sowie
im steady-state der isoglykdmischen Hyperglykdmie (SRH, 60-120 min) quantifiziert.
Unterschiede wurden statistisch mit einer zweifaktoriellen ANOVA geprift mit

Infusion/Perfusion bzw. Diabetesstatus als unabhangigen Faktoren.

Sowohl die Gesamtsekretion von Insulin als auch der absolute Inkretineffekt war bei
Typ 2 Diabetikern im Vergleich zu den Gesunden deutlich vermindert, und zwar sowohl in der
akuten Phase der isoglykdmischen Hyperglykdmie (ARH) wie auch im steady-state der
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isoglykdmischen Hyperglykdmie (SRH). Der relative Anteil des Inkretineffekts an der
postprandialen Insulinsekretion war bei den Diabetikern weder in der ARH (Gesunde 58%,
T2DM 88%) noch in der SRH (Gesunde 79%, T2DM 82%) reduziert. Exendin(9-39) reduzierte
den Inkretineffekt signifikant bei Gesunden und Diabetikern in der ARH (Gesunde: um 63%,
T2DM:um 38%) und in der SRH (Gesunde: um 58%, T2DM:um 59%). Ahnlich wie bei den
Gesunden verblieb auch bei den Diabetikern unter GLP-1-Rezeptorblockade ein signifikanter
Inkretineffekt, der in der ARH 81% und in der SRH 65% der postprandialen Insulinsekretion
betrug. Wir vermuten, dass GIP fiir den GLP-1-unabhéangigen Inkretineffekt verantwortlich ist.

Die Patienten mit T2DM zeigten signifikant hohere postprandiale Glukagon-
Plasmakonzentrationen als die Gesunden. Im Gegensatz zu den Gesunden bewirkte die
Hyperglykdmie keine Suppression des Plasmaglukagon. Der GLP-1-Rezeptorantagnist
Exendin(9-3) steigerte Plasmaglukagon bei beiden - Gesunden und Diabetikern - sowohl
nlchtern als auch postprandial signifikant und deutlich. Dies ging einher mit einer Steigerung
der Nichternglukose. Somit ist endogenes GLP-1 auch bei Patienten mit T2DM ein tonisch
inhibitorischer Regulator der Glukagonsekretion. Auch die Hemmung der postprandialen
endogenen Glukagonsekretion ist bei Diabetikern intakt. Eine Stérung der GLP-1-Wirkung ist

nicht verantwortlich flr die pathologisch hohe Glukagonsekretion beim T2DM.

Unter der kontinuierlichen duodenalen Mahlzeitperfusion zeigte sich kein Unterschied
in den Plasmakonzentrationen von GLP-1 und GIP zwischen Gesunden und Diabetikern.
Exendin(9-39) steigerte die postprandialen GLP-1-Plasmakonzentrationen in beiden Gruppen
signifikant. Dies ist mutmaBlich eine Folge der durch den GLP-1-Rezeptorantagonisten
ausgelosten Blockade der Autofeedbackhemmung der GLP-1-Sekretion durch endogenes GLP-
1. Dieser bei Gesunden schon langer bekannten Effekt des Exendin(9-39) zeigt sich somit auch
in Patienten mit T2DM.

Zusammengefasst existiert bei Patienten mit T2DM in ahnlicher Weise wie bei
Gesunden ein GLP-1-unabhéngiger Inkretineffekt, der mutmafilich GIP induziert ist. Die
absolute Insulinsekretion, nicht aber der Anteil des GLP-1-abhéngigen und —unabhédngigen
Inkretineffekts ist beim T2DM vermindert. Auch die GLP-1-induzierte tonisch Hemmung von
Glukagon ist beim T2DM vollstandig erhalten. Unter der Bedingung einer kontrollierten
intestinalen Nahrstoffstimulation werden GLP-1 und GIP auch beim T2DM unveréndert
freigesetzt. Somit ergibt sich kein Anhalt fiir eine Stérung der enteroinsulindren Achse in der
Pathophysiologie des T2DM, die auch bei Diabetikern uneingeschrankt funktioniert. Der
Verlust der Fahigkeit zu einer adaquaten Insulinsekretion kann somit nur in einer gestorten

Funktion der B-Zellen selbst zu suchen sein.
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