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1 EINLEITUNG

1.1 GLP-1(7-36)amid

Es ist fast 30 Jahre her, dass GLP-1(7-36)amid (GLP-1) erstmals in der cDNA
eines Anglerfisches als eine dem Glukagon &hnliche Sequenz beschrieben wurde
(Lund et al, 1982). Beim Menschen wird GLP-1 in den L-Zellen der
Dinndarmmukosa, den A-Zellen des endokrinen Pankreas und in einzelnen
Neuronen des Hirnstammes exprimiert (Flamez et al, 1999; Ritzel et al, 1995; Lim
et al, 2009). Es bewirkt Uber verschiedene Mechanismen eine Reduktion des
Blutglukosespiegels. GLP-1 ist bekannt als ein potentes glukoseabhangiges
insulinotropes Hormon (Baggio et al, 2000; Cryer, 1992; Gutniak et al, 1992;
Nathan et al, 1992; de Heer et al, 2007). Es hat auBerdem einen wichtigen Einfluss
auf die Magen-Darm-Motilitdt, auf den Plasmaglukagonspiegel und auf die
Vermittlung des Sattigungsgefihls (Hellstrdm et al, 2001; Schirra et al, 2006). Des
Weiteren wird, unabhangig von seiner Wirkung auf die Insulinausschittung, eine
Stimulation der Glukoseverwertung in peripheren Geweben diskutiert. Auf Grund
dieser komplexen Wirkmechanismen wurde wahrend der letzten Jahre untersucht,
ob GLP-1 ein potentieller Wirkstoff flr die Therapie des Diabetes mellitus ist, was
durch die EinfiUhrung von GLP-1-Analoga und Dipepdidylpeptidase 4-Inhibitoren
bestatigt wurde. Dies erklart auch das weiterhin groBe wissenschaftliche Interesse
an GLP-1 (Struckmeier, 2003).

1.1.1 Exogenes bzw. synthetisches GLP-1

Synthetisches GLP-1 senkt den Blutzucker in zahlreichen experimentellen
Modellen des Diabetes mellitus. In gesunden Menschen und Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 reduziert GLP-1 die Glykdmie durch glukoseabhangige
Stimulation von Insulin, Hemmung von Glukagon und durch Verzégerung der
Magenentleerung (Dupre et al, 1995; Meier et al, 2003; Nauck et al, 1993a; Nauck
et al, 1993b; Nauck et al, 1996; Nauck et al, 1997; Schirra et al, 2000; Schirra et al,
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2002). Da GLP-1 dartber hinaus die Proliferation von pankreatischen B-Zellen
anregt (Hansotia et al, 2005), ist sein therapeutischer Einsatz beim Diabetes
mellitus von groBem Interesse. Neuere Studien legen weiterhin eine Rolle von GLP-
1 in der Regulation der gastralen Viszerosensibilitdt nahe. Wé&hrend unter
synthetischem GLP-1 hdhere gastrale Volumina toleriert werden, nimmt die
Perzeption isobarer Ballondistensionen des Magenfundus unter einem GLP-1-
Antagonisten deutlich zu (Schirra et al, 2002).

Alle bislang dagewesenen Erhebungen wurden mit Hilfe von exogenem, also
synthetischem GLP-1 durchgeflhrt. In unserer Studie war es das Ziel, die Wirkung

von endogenem GLP-1 zu untersuchen.

1.1.2 Endogenes GLP-1

Endogenes GLP-1 wurde bislang nur in wenigen experimentellen Modellen
getestet (Tang-Christensen et al, 1996; Turton et al, 1996; Salehi et al, 2008;
Schirra et al, 1998a). Hierbei konnte demonstriert werden, dass endogenes GLP-1
ein wichtiger Verstarker der postprandialen Insulinausschittung ist und damit in
dieser Spezies als echtes Inkretinhormon wirkt (Kolligs et al, 1995; Wang et al,
1995). Nach Glucose dependent insulinotropic polypeptide (GIP) in den 1970er
Jahren wurde erstmals 1985 GLP-1 als Inkretinhormon beschrieben, und es konnte
nachgewiesen werden, dass GLP-1 die Insulinausschuttung nach oraler
Glukoseaufnahme deutlich beeinflusst (Schmidt et al, 1985; Mojsov et al, 1987;
Kreymann et al, 1987; Schirra et al, 2005; Hansotia et al, 2005; Deacon, 2005).

1.2 Der GLP-1 Rezeptor Antagonist Exendin(9-36)amid

Es ist eine akzeptierte Praxis, die Wirkungen eines endogenen Hormons
durch die Gabe seines spezifischen Antagonisten nachzuweisen, wodurch dessen
physiologische Relevanz besser zu beurteilen ist als durch externe Applikation des
Hormons, da diese mit vielen Fehlerquellen belastet ist. So wére beispielsweise
nicht zu unterscheiden, zu welchen Teilen die Ergebnisse der Untersuchungen auf

das exogen zugeflihrte oder das endogene Hormon zurlckzuflhren sind. In
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unserer Studie benutzten wir Exendin(9-39)amid (Ex(9-39)) als Rezeptorantagonist
von GLP-1 (Struckmeier, 2003).

Exendin(9-39)amid ist seit einigen Jahren als ein spezifischer und kompetitiver
Antagonist von GLP-1 bekannt (Raufman et al, 1992; Goke et al, 1993; Rai et al,
1993; Thorens et al, 1993). Es handelt sich um ein Derivat des non-Mammalier
Peptid Exendin-4. Exendin-4 ist ein aus dem Gift der Eidechse Heloderma
Suspectum stammendes Peptid mit einer 53%igen Sequenzhomologie zu GLP-
1(7-36)amid (Raufman et al, 1992). Seine trunkierte Form Exendin(9-39)amid wirkt
als spezifischer kompetitiver Rezeptorantagonist ohne jegliche agonistische
Eigenschaften am GLP-1 Rezeptor. Exendin(9-39)amid wurde bereits in Human-
und Tierexperimenten eingesetzt (Schirra et al, 1998b; Edwards et al, 1999).

In Tierexperimenten mit Ratten hat eine intracerebroventriculére Injektion von
Exendin(9-39)amid die Vermutung nahe gelegt, dass endogenes GLP-1 eine Rolle
in der zentralen Regulation von Sattigung und auch der Wasser- und
Salzhomdostase spielt (Tang-Christensen et al, 1996; Turton et al, 1996). Durch die
intravendse Applikation von Exendin(9-39)amid bei Ratten konnte demonstriert
werden, dass endogenes GLP-1 ein wichtiger Verstdrker der postprandialen
Insulinausschittung ist und damit in dieser Spezies als echtes Inkretinhormon
wirkt (Kolligs et al, 1995; Wang et al, 1995). Auch beim Pavian flhrte die
Antagonisierung von GLP-1 mit Exendin(9-39)amid zu einer beeintrachtigten
Verwertung von intragastraler Glukose, was auch bei der Immunneutralisation von
GLP-1 auftritt. Dies konnte teilweise auf eine reduzierte Insulinausschittung
wahrend der frlhen postprandialen Phase zuriickgeflihrt werden (D'Alessio et al,
1996; Struckmeier, 2003).

Beim Menschen wurde gezeigt, dass Exendin(9-39)amid ein potenter
Antagonist des GLP-1 Rezeptors ohne jegliche agonistische Eigenschaften ist. Es
reduziert den Inkretineffekt und stimuliert die Glukagonfreisetzung (Schirra et al,
1998b; Edwards et al, 1999). In vorangegangenen Studien konnte eine 100%ige
Antagonisierung von GLP-1 durch die Infusion von Exendin(9-39)amid in einer
Dosierung von 900 pmol-kg'-h™' nachgewiesen werden (Ayachi et al, 2005; Goke
et al, 1993).
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1.3 Gastroduodenale Motilitat

FUr die geregelte, beschwerdefreie Nahrungsaufnahme und Verdauung ist
ein reibungslos funktionierendes Zusammenspiel der beteiligten Regionen,
proximaler Magen, gastroduodenaler Ubergang und Duodenum,
Grundvoraussetzung. Prinzipiell muss bei der gastroduodenalen Moaotilitat die
interdigestive Motoraktivitdt, deren Charakteristikum der ,Migrating Motor
Complex’ (MMC) ist, von der postprandialen Motoraktivitat unterschieden werden
(Nicolaus, 2003).

1.3.1 Interdigestive Motilitat: Migrating Motor Complex (MMC)

In der Ndichternperiode durchlauft der Magen-Darm-Trakt ein immer
wiederkehrendes Motilitatsmuster, den sogenannten Migrating-Motor-Complex.
Die myoelektrische Komponente dieses Aktivitdtsmusters wurde erstmals 1969
durch Szurszewski et al beim Hund beschrieben.

Der Migrating-Motor-Complex besteht aus drei zyklisch wiederkehrenden
Phasen, die im gesamten Gastrointestinaltrakt vom unteren Osophagussphinkter
bis zum terminalen lleum (Kellow et al, 1986) angetroffen werden kdnnen. Es
wechseln sich dabei Phasen relativer Ruhe mit Phasen kontraktiler Aktivitat ab. Die
Ruhephase wird als Phase | bezeichnet, in der kaum Kontraktionen stattfinden.
Dieser Ruhephase schlieBt sich Phase Il mit sporadischen Kontraktionen im
Antrum und Duodenum an. Der Phase |l folgt eine Periode mit maximaler
kontraktiler Frequenz, die als Phase lll bezeichnet wird (Quigley et al, 1996). In der
Phase Il des MMC wird jede Kontraktion nach distal fortgeleitet. Der Phase Il folgt
immer eine Phase |, womit der Zyklus erneut beginnt (Nicolaus, 2003).

Die Motilitdt des proximalen Magens besteht aus zwei verschiedenen
Kontraktionstypen: langsame, tonisch-anhaltende und schnellere phasische
Kontraktionen. Die langsamen Kontraktionen flihren zu Verdnderungen des
intragastrischen Druckes. Sie dauern 1-3 Minuten und haben Amplituden von 10-
50 cm H20. Die schnellen phasischen Kontraktionen haben eine Amplitude von 5-
15 cm H20 und dauern 10-15 Sekunden (Kelly et al, 1981).
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Die elektrischen und mechanischen Aktivitdten des distalen Magens
unterscheiden sich grundlegend von denen des proximalen Magens. Im distalen
Magen gibt es langsame Fluktuationen von elektrischer Aktivitdt, die auch als
langsame Wellen oder Schrittmacherpotentiale bezeichnet werden. Diese
Schrittmacherpotentiale gehen von der Schrittmacherregion des Magens aus, die
sich in den glatten Muskelzellen des oberen Magenkdérpers, an der groBen Kurvatur
befindet. Zur Auslésung einer Kontraktion ist ein Aktionspotential nétig, welches
der eigentliche Initiator der Kontraktion ist.

Die myoelektrische Kontrolle des Duodenums gleicht dem des distalen
Magens, wobei die langsamen Wellen jedoch eine hdhere Frequenz (12/min)
haben. Das Duodenum besitzt ein eigenes Schrittmacherzentrum, das sich im
oberen Duodenum befindet. Der Pylorus bildet dabei eine Barriere fir die
Weiterleitung der langsamen Wellen (Malagelada et al, 1993). Trotz der
unterschiedlichen Schrittmacherzentren, die nicht miteinander verbunden sind,
konnten myoelektrische Aufzeichnungen zeigen, dass eine antro-pyloro-duodenale
Koordination besteht. Diese Koordination ist von einem intakten intrinsischen

Nervensystem abhangig (Richter et al, 1988; Nicolaus, 2003).

1.3.2 Postprandiale Motilitat

Durch die Nahrungsaufnahme wird das zyklische Muster des MMC
unterbrochen und durch eine irreguldare Kontraktilitdt abgelést. Fir die
Magenentleerung sind beide Motorregionen von Bedeutung. Der proximale Magen
ist sowohl an der Nahrungsaufnahme, der Nahrungsspeicherung, als auch an der
Magenentleerung beteiligt. Die Motoraktivitdt des proximalen Magens kann daher
in zwei verschiedene Phasen unterteilt werden. Die erste Phase besteht in einer
Fundusrelaxation, die hauptséchlich fir die Nahrungsaufnahme und
Reservoirfunktion des Magens von Bedeutung ist. Die zweite Phase besteht aus
einer langeren Periode mit zunehmender tonischer Kontraktion, die fir den
gastroduodenalen Transport sowie fUr die intragastrale Umverteilung der Nahrung
zustandig ist (Richter et al, 1988; Nicolaus, 2003).
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Der Phase der Relaxation liegen drei unterschiedliche Reflexe zugrunde.
Bereits durch den Schluckvorgang wird die sogenannte ,receptive relaxation®
(receptive = aufnahmeféhig, empfanglich) ausgelést. Es handelt sich dabei um
einen vagal gesteuerten Reflex (Abrahamsson et al, 1973), der den Magen darauf
vorbereitet, eine geschluckte Nahrungsmenge (Bolus) vom Osophagus
aufzunehmen. Darauf folgt der zweite relaxierende Reflex, die ,adaptive
relaxation”. Dieser ebenfalls vagal vermittelte Reflex wird durch den
Distensionsreiz des sich im Magen befindlichen Speisebolus ausgelést und
ermdglicht gréBere Volumina ohne ausgepragte Drucksteigerung aufzunehmen
(Richter et al, 1988).

In der zweiten Phase der postprandialen Motilitat kontrahiert sich der Magen
zunehmend, bis am Ende der postprandialen Phase wieder der Ruhetonus des
Magens erreicht wird. Durch die Zunahme des Magentonus wird die Kapazitat des
Magens graduell reduziert und FlUssigkeiten aus dem Magen entleert. Feste
Nahrungsbestandteile gelangen so in das Antrum, wo sie weiter verarbeitet
werden.

Die Aufgabe des distalen Magens bei der Magenentleerung sind die
Zerkleinerung der Nahrung und deren Vermischung mit den Verdauungsséften, als
auch deren Filterung und kontrollierte Abgabe ins Duodenum. Wé&hrend die
Entleerung von Flussigkeiten recht frihzeitig beginnt, ist die Entleerung von festen
Nahrungsbestandteilen durch eine Lag-Periode gekennzeichnet, in der keine
festen Bestandteile den Magen verlassen. Die Geschwindigkeit und das Muster der
Magenentleerung wird von vielen Faktoren wie dem Volumen, dem Kaloriengehalt,
der Viskositdt, der Dichte und der PartikelgréBe des Mageninhalts moduliert
(Horowitz et al, 1994; Nicolaus, 2003).

Bei der Zerkleinerung, Vermischung und Filterung der Nahrung sind priméar
das Antrum und der Pylorus beteiligt. Hochamplitudige koordinierte Wellen
beginnen im proximalen Antrum und werden bis zum Pylorus fortgeleitet. Wenn
diese Wellen das mittlere Antrum erreichen, ist der Pylorus offen und das
Duodenum erschlafft, so dass fur Flissigkeiten und in ihnen geléste Substanzen

ein transpylorischer Fluss mdglich ist. Wenn diese peristaltische Welle das distale
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Antrum erreicht verschlieBt sich der Pylorus, was zu einem Mahlen aller Partikel
fOhrt, die fUr eine Passage des Pylorus zu groB sind. Gleichzeitig werden die
Partikel ins Antrum zuriickgeschleudert, was zu einer weiteren Zerkleinerung der
Nahrung beitragt (Quigley et al, 1996). Dieser Vorgang wiederholt sich, bis die
Partikel klein genug sind, um durch den Pylorus zu entweichen. Meyer et al konnte
1981 zeigen, dass der Durchmesser der Partikel, die den Magen verlassen, kleiner
als 1 mm ist.

Die Moatilitat des Pylorus besteht aus zwei Komponenten, der tonischen
Kontraktion und der phasischen Aktivitat, den isolierten pylorischen Druckwellen
(isolated pyloric pressure waves = IPPW). Die IPPWs sind nach der Einnahme einer
nahrstoffreichen Nahrung oder auch bei duodenaler Perfusion mit einer Lipidlésung
zu beobachten. Sie sind gekennzeichnet durch pylorische Kontraktionen mit einer
Frequenz von bis zu 3 pro Minute, bei gleichzeitiger antraler und duodenaler
Hemmung. Die Interaktion von Lipid, Aminosauren oder hyperosmolaren Lésungen
mit duodenalen Rezeptoren induziert IPPWs bzw. hemmt eine antroduodenale
Koordination (Heddle et al, 1988a). IPPWs verlangsamen die Magenentleerung
durch einen intermittierenden Verschluss des Pylorus.

Der transpylorische Fluss wird entscheidend von der tonischen Aktivitat des
Pylorus bestimmt. Beim Menschen kdénnen antrale und vor allem antro-pyloro-
duodenal fortgeleitete Kontraktionen mit der Magenentleerungsrate von
Flissigkeiten (Camilleri et al, 1985; Houghton et al, 1988a; Schirra et al, 1996) und
fester Nahrung (Fraser et al, 1993a) korreliert werden. Vermindert wird die
Nahrungsabgabe in das Duodenum durch einen Bremsmechanismus des Pylorus,
der hierzu seine phasische und tonische Aktivitat steigert (Heddle et al, 1988b u.
1993; Tougas et al, 1992; Anvari et al, 1995). Der Pylorus ist damit eine
wesentliche Determinante des transpylorischen Flusses.

Letztendlich ist die Magenentleerung abhéngig von dem Zusammenspiel der
propulsiven Kraft der tonischen und phasischen Kontraktionen des proximalen
Magens und den férdernden Wirkungen der antralen und fortgeleiteten
Kontraktionen sowie dem durch den Pylorus generierten Widerstand (Heading et
al, 1994; Nicolaus, 2003).
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1.3.3 GLP-1 und die gastroduodenale Motilitat

Die Magenentleerung wird kontrolliert durch die Motilitat der antro-pyloro-
duodenalen Region und den Tonus des proximalen Magens. Synthetisches GLP-1
verlangsamt die Magenentleerung durch Hemmung der antroduodenalen
Kontraktilitat, Steigerung des Pylorustonus und Relaxation des Fundus (Schirra et
al, 2000; Schirra et al, 2002). Die Mechanismen, Uber die GLP-1 Magenentleerung
und Motilitat beeinfluBt, sind jedoch weitgehend unbekannt. Es existieren keine
GLP-1-Rezeptoren auf der gastroduodenalen Muskulatur. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass das pankreatische Polypeptid (PP), ein Hormon des
endokrinen Pankreas, das unter starker vagal cholinerger Kontrolle steht, durch
exogenes subcutan oder intravends appliziertes GLP-1 dosisabhangig gehemmt
wird, sowohl interdigestiv, als auch unter duodenaler Lipid-Perfusion (Dupre et al,
1995; Schirra et al, 1997a, b und 1998). Dies spricht dafirr, dass die Effekte von
GLP-1 auf die gastroduodenale Motilitat Uber eine Hemmung des cholinergen
Inputs vermittelt wird.

Der cholinerge Input und Stickstoffmonoxid (NO), letzteres generiert durch
die neuronale NO-Synthase, sind bedeutende Regulatoren der intestinalen
Motilitat, die sowohl Uber die extrinsische vagale Innervation als auch innerhalb
des enterischen Nervensystems agieren. Allgemein wirkt Acetylcholin als
Stimulator, NO hingegen (bt Uberwiegend einen hemmenden Effekt auf die
intestinale Moatilitat aus (Sun et al, 1996). Im Gegensatz zu NO hat die
physiologische cholinerge Aktivitdt im NuUchternzustand keine relevanten
Wirkungen auf die tonische Motilitdt von Pylorus und Fundus (Schirra et al, 2002).
Eine Hemmung des cholinergen Nervensystems ist allerdings bei der
postprandialen Reduktion des Fundustonus durch GLP-1 involviert. Da GLP-1 aber
auch interdigestiv zu einer deutlichen Fundusrelaxation und sogar zu einer
Pylorusstimulation fuhrt, missen weitere Mechanismen, unter anderem auch non-

cholinerge, involviert sein (Struckmeier, 2003).
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Zusammengefasst steht die gastrale Motilitdt Gberwiegend unter einer
neuronalen Kontrolle, wobei aber postprandiale gastrointestinale Hormone wie
beispielsweise GLP-1 Einfluss zu haben scheinen.

GLP-1 ist ein Darmhormon, das - exogen gegeben - in postprandial
supraphysiologischen Plasmaspiegeln die Magenentleerung hemmt, dabei den
Fundus relaxiert, den Pylorus stimuliert und die antrale und duodenale
Kontraktilitdt hemmt (Schirra et al, 2000; Schirra et al, 2002). Da synthetisches
GLP-1 dosisabhangig die Freisetzung von pankreatischem Polypeptid (PP), einem
hormonalen Marker des cholinergen Input, hemmt und keine GLP-1-Rezeptoren an
der gastroduodenalen Muskulatur existieren, wird vermutet, dass eine Hemmung
des exzitatorischen cholinergen Inputs die Wirkungen von GLP-1 auf die Maotilitat
vermittelt. Die physiologischen Effekte des endogen freigesetzten GLP-1 sind
unbekannt (Struckmeier, 2003).

Die Wirkmechanismen dieses Peptidhormons sind nicht nur aus
physiologischer Sicht interessant. GLP-1 hat groBes therapeutisches Potential bei
der Behandlung des Diabetes mellitus und dartber hinaus kommt ein GLP-1-

Antagonist theoretisch als Prokinetikum in Frage.
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2 ZIELE DER ARBEIT

Das medizinische Interesse am Hormon GLP-1 ist seit seiner Entdeckung
stetig gestiegen und viele Untersuchungen vermuten ein groBes Potential dieses
Peptids als Medikament in der Diabetestherapie. Seine blutzuckersenkende
Wirkung beruht nicht allein auf einer Verdnderung der Insulin- und
Glukagonplasmaspiegel, sondern vermutlich auch auf einer Verzbgerung der
Magenentleerung. Die bisherigen Studien untersuchten allein die Auswirkungen
von synthetischem GLP-1. Um die physiologische Rolle dieses Peptids besser
beurteilen zu kénnen, ist es von besonderem Interesse, die Wirkungen des vom
Korper freigesetzten endogenen GLP-1 zu verstehen. Bisherige Studien mit
synthetischem GLP-1 lassen vermuten, dass dieses Peptid eine bedeutende Rolle
in der Regulation postprandialer gastrointestinaler Funktionen spielt.

Mit Exendin(9-39)amid steht ein beim Menschen einsetzbarer, spezifischer
GLP-1-Antagonist zur VerfiUgung (Schirra et al, 1998b; Edwards et al, 1999). Der
Einfluss von endogenem GLP-1 auf die gastroduodenale Motilitat, den Tonus des
proximalen Magens und die Magenentleerung ist weitgehend unbekannt. Neuere
Studien lassen vermuten, dass GLP-1 die Wahrnehmung von Séattigung und

Appetit verandert und die Sensibilitdt des proximalen Magens reduziert.
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Daher sind die Ziele dieser Arbeit:

. die Untersuchung der Wirkung einer Antagonisierung von endogenem GLP-1
auf den Blutzuckerspiegel und die postprandiale Sekretion von Insulin und

Glukagon nach einer oralen Mahlzeit

. die Untersuchung der Wirkung einer Antagonisierung von endogenem GLP-1
auf die gastroduodenale Motilitdt und Magenentleerung nach einer oralen
Mahlzeit.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Probanden

An der Studie nahmen zwoélf gesunde Probanden (finf weiblich, sieben
mannlich) im Alter von 22 bis 41 Jahren teil. Der durchschnittliche Body-Mass-
Index betrug 23,3 mit einem maximalen Wert von 25,4, sowie einem Minimum von
20,5. Keiner der Probanden nahm zum Zeitpunkt der Studie Medikamente ein, litt
an gastrointestinalen Symptomen oder anderen systemischen Erkrankungen. Die
Studie wurde von der Ethik-Kommission der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen (Projekt Nr. 086/02), sowie des Bundesamts fir Strahlenschutz (Gz. Z5-
22461/2-2003-041) und des Bundesamts flr Arzneimittel und Medizinprodukte
(Gz. VP2-3900-4022388) gepruft und genehmigt, und alle Probanden erteilten nach
ausfihrlicher Aufklarung ihr schriftliches Einverstdndnis zur Teilnahme an der
Studie. Bei allen weiblichen Teilnehmern war ein negativer Schwangerschaftstest

Voraussetzung flr die Teilnahme an der Studie.

3.2 Barostat

Ein elektronischer Barostat (Distenser Series Il, G&J Electronics, Toronto,
Kanada) wurde verwendet, um die Volumenanderungen des proximalen Magens
bei konstantem Druck aufzuzeichnen. Ein Ballon aus Polyethylen mit einer
maximalen Kapazitat von 1100 ml wurde am Ende einer doppellumigen Sonde
(innerer Durchmesser 4 mm, auBerer Durchmesser 5 mm) fixiert. Der Ballon hatte in
Bezug auf die in dieser Studie beobachteten Volumina eine unendliche
Compliance.

Der Barostat hat die Féhigkeit, einen bestimmten Druck im Magenballon
aufrechtzuerhalten, welcher Uber einen elektronischen Rickkopplungs-
mechanismus mit Hilfe von Volumendnderungen konstant gehalten wird. Dies
wurde genutzt, um die Eigenbewegungen der Magenwand aufzuzeichnen.

Kontrolliert und gesteuert wurde der Barostat durch einen Computer, der auch
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Druck- und Volumenkurven aufzeichnete (Protokoll Plus, G&J Electronics, Toronto,
Kanada) (Struckmeier, 2003; Nicolaus, 2003).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Funktion des elektronischen

Barostaten.

Der Barostat hat die Fahigkeit, einen bestimmten Druck im Magenballon
aufrechtzuerhalten, welcher uber einen elektronischen
Ruckkopplungsmechanismus mit Hilfe von Volumenénderungen konstant gehalten
wird. Dies wurde genutzt, um die Eigenbewegungen der Magenwand

aufzuzeichnen.
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3.3 Antro-pyloro-duodenale Motilitat

Die interdigestive und postprandiale Motilitdt des antro-pyloro-duodenalen
Segments wurde mit Hilfe einer Antro-pyloro-duodenal-Sonde
perfusionsmanometrisch gemessen. Die Sonde ist mit 9 Perfusions-Kanélen
ausgestattet: 7 Kandle minden als Seitldcher und dienen der punktuellen
Perfusionsmanometrie und ein Kanal endet in einem Sleeve-Sensor, der die
kontinuierliche Registrierung der phasischen und tonischen Motilitdt des Pylorus
ermdglicht. Der Sleeve-Sensor ist eine dinne Membran, die die Sonde auf einer
Seite Uber eine Strecke von 4,5 cm Uberzieht. Durch die Sleeve ist es mdglich,
Druckveranderungen nicht nur punktuell zu erfassen, sondern den jeweils
maximalen Druck auf der gesamten Lange zu messen. Liegt die Sleeve
transpylorisch, so komprimiert jede Kontraktion des Pylorus die Sleevemembran.
Entlang des Sleeve-Sensors minden 2 Seitlécher. Die Sonde wird so positioniert,
dass die Sleeve transpylorisch liegt und mit dem proximalen Seitloch im Antrum
und dem distalen Seitloch im Duodenum zu liegen kommt. Insgesamt minden 3
Messkanale im Antrum und 4 Messkanéle im Duodenum, jeweils im Abstand von 2
cm. Die korrekte Position der Duodenalsonde wurde durch das kontinuierliche
Monitoring der transmukosalen Potentialdifferenz (transmucosal potential
difference = TMPD) zwischen distalem Antrum und proximalem Duodenum
Uberpruft.

Die Motilitdtskandle wurden mit einer Rate von 0,3 ml/min perfundiert, woftr
eine pneumohydraulische Pumpe (Arndorfer Medical Specialists, Greendale,
Wisconsin) verwendet wurde. Die Dricke wurden von externen Drucksensoren
gemessen. Die Daten wurden auf dem Bildschirm eines Multichannel Chart System
(Medical Measurement System, Enschede, Niederlande) aufgezeichnet und auf

einem PC gespeichert (Struckmeier, 2003; Nicolaus, 2003).
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3.3.1 Messung der antroduodenalen transmukosalen

Potentialdifferenz (TMPD)

Die transmukosale Potentialdifferenz wurde zwischen dem distalen antralen
und dem proximalsten duodenalen Kanal gemessen. Beide Kanéle wurden mit
elektrisch leitender NaCl-Lésung perfundiert. Eine elektrische Bricke aus 1M KCI
mit 3% Agar Agar wurde im Nebenschluss mit einem Drei-Wege-Hahn an den mit
NaCl 0,9% perfundierten Manometriekanal angeschlossen. Das andere Ende der
Bricke war mit einer Kalomel-Elektrode verbunden. Dadurch konnte die
Potentialdifferenz gemessen werden, ohne dass es zu Druckverlusten kam. Als
gemeine Referenzelektrode wurde eine Hautelektrode am rechten Unterbauch
angebracht. Eine Potentialdifferenz von mindestens -15 mV zeigte die korrekte
Sondenlage an. Das Elektrometer hielt die Spannungsasymmetrie unter 2 mV. Die
TMPD wurde visuell Uberwacht und die Ergebnisse regelmaBig protokolliert. Flr
die Auswertung der antro-pyloro-duodenalen Motilitdt wurden nur Zeiten
verwendet, in denen die Potentialdifferenz eine korrekte Sondenlage anzeigte
(Struckmeier, 2003; Nicolaus, 2003).

3.4 Szintigraphie und Magenentleerung

Die Magenfunktionsszintigraphie gilt immer noch als ,Goldstandard’ fur die
nicht-invasive, quantitative Bestimmung der Magenentleerung (Fisher et al, 1986;
Fraser et al, 1993b; Hausmann et al, 1995; McCallum et al, 1990). Alle
Szintigraphien vorliegender Arbeit wurden unter Anleitung und Kontrolle durch
Herrn PD Dr. Rainer Linke in der Klinik fir Nuklearmedizin der LMU, Campus
GroBhadern, durchgefihrt.

Bei unseren Versuchen verwendeten wir eine Einkopfkamera (Diacam,
Siemens, Erlangen, Germany), wobei die Aufnahmen in links anterior-obliquer
(LAO) Projektion aufgezeichnet wurden. Dadurch waren keine mathematischen
Schwéachungskorrekturen notwendig. Die Kamera selbst war mit einem low-energy
all-purpose (LEAP) collimator ausgestattet und mit einem handelstblichen
Computer verbunden (MaxDELTA, Siemens, Erlangen, Germany).
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Die  szintigraphische @ Messung begann mit  Beendigung der
Mahlzeitaufnahme. Im Gegensatz zu Flissigkeiten, denen der Pylorus nur wenig
Widerstand bietet (Kelly, 1980), verlassen Festspeisen den Magen viel langsamer
und linear im Verhéltnis zur Zeit (Heading et al, 1976; Fisher et al, 1986; Ruppin
1990). Fur die Entleerung einer soliden Speise ist die Funktion des Antrums
unentbehrlich, da die Mahlzeit zerkleinert und zermahlen werden muss. Erst dann
kann der pylorische Widerstand tGberwunden werden (Kelly, 1980). Fir die Dauer
dieser Zerkleinerungsarbeit wurde der Ausdruck der sogenanten ‘lag-phase'
gepragt (Camilleri et al, 1985; Collins et al, 1988). Die 'lag-phase' beschreibt eine
variable Zeitspanne, wéhrend der sich das Antrum bereits kraftvoll kontrahiert,
aber noch kein Speisebrei ins Duodenum entleert wird (Houghton et al, 1988a;
Malagelada, 1990). In dieser Studie wurde die 'lag period' als die Zeit definiert, in
der 10% des Mageninhaltes in das Duodenum weitertransportiert wurden. Als
szintigraphisch definierten Mageninhalt wurde eine ROI (region of interest) im
ersten gemessenen Bild markiert. Auf diese Weise konnten im Vorfeld
unerwiinschte Bereiche wie z.B. Osophagus oder Diinndarm ausgeschlossen
werden (Tatsch, 1994; Kleinhans, 1990).

Eine Messung dauerte 45 Minuten, die akquirierte Einzelbilddauer wurde auf
3 Sekunden/Bild festgesetzt, um nicht nur Aussagen zur Magenentleerung,
sondern auch zur Magenperistaltik machen zu kénnen (Camilleri et al, 1986; Linke
et al, 2000; Malagelada, 1990; Stacher et al, 1992). Pro Proband wurden so viele
szintigraphische Messungen gestartet, bis entweder manometrisch eine Phase |l
oder auf der Gammakamera kein Mageninhalt mehr zu erkennen war, was maximal

flnf und minimal zwei Messungen waren.
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3.5 Experimentelles Design

3.5.1 Versuchsaufbau

Alle Experimente wurden nach einer Nuchternperiode von mindestens 12
Stunden durchgefihrt und am Morgen des jeweiligen Versuchstags gestartet.
Zwischen den Versuchstagen lag ein Abstand von mindestens einer Woche. Die
Experimente wurden randomisiert und die Probanden beziglich der zu
infundierenden Substanzen verblindet.
In einer Interimsanalyse der szintigraphischen und manometrischen Ergebnisse
zeigte sich bereits, dass Exendin(9-39)amid keinen relevanten Effekt auf die
Motilitat und Entleerung des Magens hat. Um auszuschlieBen, dass der Barostat-
Ballon im Magenfundus einen wesentlichen Einfluss auf die Magenentleerung und
somit auf die Hormonfreisetzung im Pankreas hat flhrten wir bei 6 der 12
Probanden die Messungen ohne Barostatballon und Manometriesonden durch.
Vor Versuchsbeginn schluckten die Probanden die intragastrale Ballonsonde.
Wahrend der Versuche befanden sich die Probanden in einer bequemen
halbsitzenden Position (30°-45°) unterhalb der Gammakamera, die zu den
jeweiligen Versuchsabschnitten jeweils moéglichst nah Uber dem Abdomen des
Probanden platziert wurde. Zur intravendsen Infusion wurde eine Verweilkanile
anterograd in einer antecubitalen Vene platziert. Am anderen Arm wurde eine
retrograde Verweilkanlle intravends im Bereich des Handrlckens gelegt, um
wiederholte Blutentnahmen zu erméglichen. Nach einer kurzen Ruhepause wurde
mit dem Barostaten Uber die Ballonsonde der minimale gastrale Distensionsdruck
(MDP = minimal distension pressure), der dem intraabdominellen Druck entspricht,
bestimmt und mit der Messung begonnen. Wahrend der gesamten Messperiode
wurde - abgesehen von der Distension — der intragastrale Ballondruck zur
Messung des Fundustonus durch den Barostat bei MDP + 1 mmHg gehalten.

Abbildung 2 zeigt das Studiendesign. An die basale Periode schloss sich
eine Phase fur die Aufsattigung der intravendsen Prifsubstanzen an, die nach 20
Minuten abgeschlossen war. Wahrend dieser 60 Minuten wurde interdigestiv die

Nuchtern-Motilitdt gemessen (intragastraler Ballondruck MDP + 1 mmHg).
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Anschliessend bekamen die Probanden eine semisolide Mahlzeit (Nutridrink

Schoko 300 ml, angeriihrt mit 30 g Kolin®-Schmelzflocken (25% Fett, 22%
Protein, 53% KH, 412 kcal), die sie innerhalb von drei bis vier Minuten oral zu sich
nehmen sollten. Die radioaktive Markierung der Mahlzeit mit 75 MBq %™ Tc-
Zinnkolloid war kurz zuvor von staatlich gepriften Radiologisch-Technischen-
Assistenten durchgefiihrt worden.

Es wurden insgesamt zwei Versuchstage pro Proband durchgefihrt. Als
Hintergrundinfusion wurde an einem Versuchstag Exendin(9-39)amid, gel6st in 1%
Humanalbumin, mit 900 pmol-kg'-h”" und am anderen Versuchstag 0,154 M NaCl
(Placebo) intravends infundiert. Sowohl Exendin(9-39)amid als auch NaCl wurden
20 Minuten vor Mahlzeiteinnahme aufgeséttigt (siehe Abbildung 2). Wahrend des
Versuches wurden Blutdruck, Puls, Sauerstoffsattigung und Wohlbefinden der
Probanden kontinuierlich Gberwacht und protokolliert.

In jedem Experiment wurden Blutentnahmen Uber die retrograde
Venenverweilkanlle durchgefuhrt. Die entsprechende Hand und der Unterarm
wurden wéahrend der Gesamtdauer des Experiments unter Verwendung einer
Infrarotlampe, die durch einen temperatursensor-gesteuerten Biothermostaten
kontrolliert wurde, kontinuierlich auf 40°C erwd@rmt, um das ven®se Blut zu
arterialisieren, das heit dem arteriellen Blut anzugleichen (Prinzip der ,heated
hand“, Offnen der arteriovendsen Shunts). An jedem Versuchstag wurden
insgesamt 16 Blutproben &4 10 ml entnommen: eine Blutentnahme zu Messbeginn,
eine unmittelbar vor der Aufsattigung der Hintergrundinfusionen und eine weitere
unmittelbar vor der Mahlzeiteinnahme. Danach folgten sechs Blutentnahmen
wéahrend der 60 mindtigen postprandialen Messperiode in 10 minttigen Abstanden
(t= 10, 20, 30, 40, 50, 60) und sieben weitere Blutentnahmen in 20 minttigen
Abstanden (t= 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200). Das Blut wurde in 10mI-EDTA-
Roéhrchen, die 500 pl Trasylol enthielten, auf Eis gelegt und sofort zentrifugiert (15
min bei 5000 Upm). Das Plasma wurde abpipettiert und bei -30°C bis zur
Hormonbestimmung eingefroren. Die Blutentnahmen dienten zum einen der
sofortigen Bestimmung der Blutglukosekonzentration, zum anderen dem Nachweis

der Immunreaktivitaten der Peptidhormone GLP-1, Insulin und Glukagon.
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Versuchsaufbau

Blutentnahmen (GLP-1, Glukagon, Insulin, Glukose)

Magenentleerung (szintigraphisch gemessen)

Manometrie (antroduodenal) und Barostat

NaCl oder Exe(9-39)amid i.v.

Mabhlzeit
Basal Postprandiale Periode

- 60 0 60 120 180 240
Zeit (min)

Abbildung 2: Studiendesign (Erklarungen siehe Text).
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3.5.2 Positionieren des Barostatballons

Der sorgféltig gefaltete und luftleere Ballon wurde durch den Mund in den
Magen eingefihrt. Um den Ballon zu entfalten, wurde er mit 300 ml Luft gefillt und
dann vorsichtig zurtickgezogen, bis ein weiteres Zuriickziehen durch den unteren
Osophagussphinkter verhindert wurde. Die richtige Lage konnte durch
atemsynchrone Bewegungen der Sonde verifiziert werden. Nun wurde die Sonde
zwei Zentimeter vorgeschoben, sodass der obere Rand des Ballons zwei
Zentimeter unter dem unteren Osophagussphinkter zu liegen kam. Danach wurde
die Luft wieder abgesaugt und der Ballon mit dem elektronischen Barostaten
verbunden (Struckmeier, 2003; Nicolaus, 2003).

3.5.3 Minimaler Dehnungsdruck (MDP)

Der minimale Dehnungsdruck (Minimal Distension Pressure = MDP) ist der
Druck, der nétig ist, um den intraabdominellen Druck aufzuheben. Ausgehend von
einem Ballondruck von 0 mmHg (atmosphéarischer Druck), wurde der
Barostatdruck um 1 mmHg pro Minute gesteigert, bis ein Ballonvolumen > 30 ml
erreicht wurde und Uber mindestens 2 Minuten bestehen blieb. Dieser Ballondruck
entspricht dem MDP. Die Tonusmessung wurde dann bei einem konstanten
intragastrischen Druck von MDP + 1 mmHg durchgefihrt (Moragas et al, 1993).
Durch dieses Vorgehen erreichten wir die Einstellung eines konstanten
intragastrischen  Drucks, der fir die interindividuelle Variabilitdt des

intraabdominellen Drucks korrigiert war (Struckmeier, 2003; Nicolaus, 2003).

3.5.4 Messung des Fundustonus

Der Barostat wurde auf einen Druck von MDP + 1 mmHg eingestellt. Der
Fundustonus  wurde  kontinuierlich  wahrend der Basalperiode, der
Aufsattigungsphase, der interdigestiven Messperiode und der Mahlzeitperfusion
gemessen. Dabei wurde das jeweilige Ballonvolumen kontinuierlich
computergestitzt aufgezeichnet. Das Ballonvolumen ist dabei ein MaB fir den
Magentonus und diesem umgekehrt proportional, d.h. je héher das Volumen, umso
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niedriger der Tonus.

Druck und Volumen des Barostatballons wurden als digitale Signale mit einer
Frequenz von 1 Hz aufgezeichnet. Die Volumendaten wurden automatisch durch
die Software des Barostaten fir die Komprimierbarkeit von Luft korrigiert. Mit Hilfe
eines Computeralgorithmus wurden Bewegungs- und Atmungsartefakte eliminiert
und Volumenkontraktionen identifiziert. Volumenkontraktionen wurden definiert als
phasische Volumenabnahmen = 30 ml, die innerhalb von 2 Minuten wieder
mindestens 50 % ihres Ausgangsvolumens erreichten (Azpiroz et al, 1987). Zum
primaren computergestitzten Erkennen einer Volumenkontraktion wurde als deren
Beginn und Ende das Uberschreiten einer Steigung von 1,9 ml/Sekunde festgelegt.
Nach Elimination der so erkannten Volumenkontraktionen wurde die Basislinie als
minutlicher Mittelwert (running average) bestimmt. Nach Definition der Basislinie
wurde dann der Schnittpunkt der vorher erkannten Volumenkontraktion mit der
Basislinie als Anfang und Ende der Kontraktion bestimmt. Die Amplitude der
Volumenkontraktionen wurde als Differenz zwischen der Basislinie und dem
Volumenminimum der Kontraktion gemessen. Das durch die Volumenkontraktion
verdrdngte Volumen wurde als Flache (Integral) zwischen dem tats&chlichen
Volumen und der entsprechenden Basislinie der Volumenkontraktion ermittelt.
Dieser computergestitzte Algorithmus wurde von unserer Arbeitsgruppe
entsprechend validiert (Schirra et al, 2002). Die computergestitzte Auswertung
jeder Messung wurde visuell kontrolliert und ggf. manuell korrigiert. Die Flache
unter den Volumenkontraktionen, d.h. das durch die Kontraktion verdrangte
Ballonvolumen wéahrend eines Zeitabschnitts t, wurde als ,Volumenindex® definiert
(ml-min/t).

Der Fundustonus wurde durch die Basislinie des Ballonvolumens, nach
Elimination der oben beschriebenen Volumenkontraktionen, représentiert. Das
basale Ballonvolumen war dabei dem Tonus umgekehrt proportional (Struckmeier,
2003; Nicolaus, 2003).
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3.6 Statistik

Alle Werte wurden als Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes)

berechnet.
Alle Messwerte wurden mit dem Kolmogoroff-Smirnoff Test auf Normalverteilung
Uberprift. Postprandiale Verdnderungen von Hormonen und Glukose wahrend der
ersten 60 Minuten nach Mahlzeiteinnahme wurden als mittlere Abweichung von
den praprandialen Werten (t=0 min) berechnet (Mittelwert Uber basal). Effekte von
Exendin(9-39)amid wahrend der Nichternperiode wurden anhand eines gepaarten
t-Tests analysiert. Unterschiede zwischen den Studientagen fir jeden einzelnen
postprandialen Parameter wurden einer zweifaktoriellen Varianzanalyse flr
wiederholte Messungen (TwoWay repeated measures ANOVA) unterzogen mit der
intravendsen Infusion (NaCl 0,9% oder Exendin(9-39)amid) und der Prasenz des
Magenballons (ja oder nein) als Faktoren. Wenn diese Analyse einen signifikanten
Unterschied zeigte, wurde ein post-hoc-Tukey-multicomparison-Test durchgefuihrt.
Signifikante Einflisse der Parameter der Magenentleerung, der Plasmaspiegel von
Insulin und Glukagon auf die Glukoseantwort wahrend der ersten 60
postprandialen Minuten wurden mit einer multiplen linearen Regression untersucht.
P<0.05 war statistisch signifikant.

Fiar die Auswertung der szintigraphischen Daten wurden im Wesentlichen
drei Programme eingesetzt: das Programm GASEMP (Gastric Emptying) erstellte
eine Zeit-Aktivitatskurve einer ,region of interest’ (ROIl) Gber dem Magen. Das
Programm ECICRE (Esophageal Condensed Image Creation) — ursprtnglich fur die
Osophagusszintigraphie entwickelt — erstellte aus den Rohdaten der dynamischen
Magenstudie ein kondensiertes Bild. Das in Fortran auf einer Microvax 3400
implementierte Programm GASFFT (Gastric Fast Fourier Transformation)
analysierte die kondensierten Bilder. Die fir die Programme notwendigen Eingaben
und die graphische Ausgabe der Ergebnisse erfolgten Uber ein Micro-DELTA-

Terminal mit angeschlossenem Drucker.
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4 ERGEBNISSE

Die Infusion von Exendin(9-39)amid wurde von allen Probanden gut und
nebenwirkungsfrei vertragen. Da sich im Rahmen einer Interimsanalyse nach den
ersten 6 Probanden Uberraschenderweise kein Effekt von Exendin(9-39)amid auf
die szintigraphische Magenentleerung zeigte, wurden die né&chsten 6 Probanden
ohne gastrale Barostat-Ballonsonde und ohne antroduodenale Manometriesonde
untersucht, um einen etwaigen stérenden Einfluss dieser Sonden auf die
Magenentleerung und auch auf etwaige Effekte von Exendin(9-39)amid auf die

Magenentleerung auszuschlieBen.

4.1 Glykdmie und Hormone

4.1.1 Blutglukose

Die Blutglukosewerte haben wir flr die verschiedenen Versuchstage mit
0,154 M NaCl und Exendin(9-39)amid ausgewertet. Dabei betrachteten wir die
basale und postprandiale Phase gesondert. Wahrend der basalen Phase gab es im
Blutglukosespiegel keine signifikanten Unterschiede zwischen Placebo- und
Exendin(9-39)amid-Versuch. Wé&hrend der ersten 60 postprandialen Minuten
jedoch war unter Exendin(9-39)amid der Blutglukosespiegel signifikant erhéht (P=
0,008; siehe Abbildung 3-5, Tabelle 1). Daraus folgt, dass endogenes GLP-1 nach
oraler = Mahlzeiteinnahme  den  Blutzuckerspiegel  signifikant  reduziert.
Interessanterweise waren die Blutglukosewerte bei den Versuchen mit Barostat
insgesamt héher als bei den Versuchen ohne Barostat (siehe Abbildung 5). Es ist
also anzunehmen, dass der Barostat-Ballon die Hbhe der postprandialen

Blutzuckerwerte beeinflusst.
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Abbildung 3: Blutzuckerwertverédnderungen bei Versuchen mit Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Blutzucker nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit
(412 kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 4: Blutzuckerveranderungen bei Versuchen ohne Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Blutzucker nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit
(412 kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 5: Blutzuckerveranderungen mit und ohne Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Blutzucker nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit
(412 kcal). Wahrend der ersten 60 postprandialen Minuten unter Ex(9-39)
signifikanter Unterschied (P=0,008) im Vergleich zu den Placebo-Versuchen.
Barostatballon beeinflusst postprandiale Blutzuckerwerte. N=12; davon 6 ohne

und 6 mit gastralem Barostat-Ballon, Mittelwerte + SEM.
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4.1.2 Insulin

Wéhrend der basalen Phase hatte weder Exendin(9-39)amid noch NaCl
EinfluB auf den Insulinspiegel. Postprandial war wahrend der ersten 60 Minuten
unter Exendin(9-39)amid der Insulinspiegel bei allen Versuchen leicht erhédht,
jedoch im Mittel nicht signifikant (P=0,067; siehe Abbildungen 6-8, Tabelle 1).
Daraus folgt, dass endogenes GLP-1 nach oraler Mahlzeiteinnahme den

Plasmainsulinspiegel nicht signifikant beeinflusst, ja ihn sogar leicht senkt.

36



=0=NaCl mit Ballon

==Exendin(9-39)amid mit
Ballon

Insulin (pU/dI)

-30 0 30 60 90 120 150 180 210
Zeit (min)

Abbildung 6: Verdnderungen des Plasmainsulinspiegels bei Versuchen mit Ballon.
Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Plasmainsulin nach Aufnahme einer semisoliden
Mahlzeit (412 kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 7: Verédnderungen des Plasmainsulinspiegels bei Versuchen ohne

Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Plasmainsulin nach Aufnahme einer semisoliden
Mahlzeit (412 kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 8: Verdnderungen des Plasmainsulinspiegels mit und ohne Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Plasmainsulin nach Aufnahme einer semisoliden
Mahlzeit (412 kcal). Wéahrend der ersten 60 postprandialen Minuten unter Ex(9-39)
kein signifikanter Unterschied (P=0,067) im Vergleich zu den Placebo-Versuchen,
Plasmainsulinspiegel wird sogar leicht erhéht. N=12; davon 6 ohne und 6 mit

gastralem Barostat-Ballon, Mittelwerte + SEM.
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4.1.3 Glukagon

In einer multiplen linearen Regressionsanalyse wurden Parameter
untersucht, die die postprandiale Blutzuckersteigerung unter Exendin(9-39)amid
wahrend der ersten 60 Minuten nach Mahlzeitaufnahme wesentlich steigerten.
Der postprandiale Blutzuckeranstieg unter Exendin(9-39)amid wurde mit R=0,681
vorhergesagt. Es zeigte sich jedoch, dass der Blutzuckeranstieg unter Exendin(9-
39)amid lediglich signifikant durch die Anderungen im pp Plasmaglukagon
(P=0,037) und nicht im pp Plasmainsulin (P=0,909) oder die Menge des
Mageninhaltes, der sich in den ersten 60 Minuten postprandial entleert hatte
(P=0,895), beeinflusst wird.
Die multivariate Korrelationsanalyse belegte also, dass allein die postprandiale
Glukagonexkursion signifikanter Préadiktor der frihpostprandialen
Blutglukosesteigerung war (R=0,678; P=0,015; siehe Abbildung 12).
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Abbildung 9: Veranderungen des Glukagonspiegels bei Versuchen mit Ballon.
Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Glukagon nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit
(412 kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 10: Veranderungen des Glukagonspiegels bei Versuchen ohne Ballon.
Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Glukagon nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit
(412 kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 11: Verdnderungen des Glukagonspiegels mit und ohne Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von Glukagon nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit
(412 kcal). Wahrend der ersten 60 postprandialen Minuten unter Ex(9-39)
signifikanter Unterschied (P=0,024) im Vergleich zu den Placebo-Versuchen. N=12;

davon 6 ohne und 6 mit gastralem Barostat-Ballon, Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 12: Lineare Regression zwischen den postprandialen Verdnderungen
von Blutzucker- und Glukagonspiegeln unter Versuchen mit Ex(9-39) wéhrend der
ersten 60 min nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit (412 kcal). Lediglich der
postprandiale Blutzuckerspiegel ist mit der Hemmung von Glukagon nach
Mahlzeiteinnahme signifikant assoziiert (y=1,1599x + 18,293; R2=0,4603,
R=0,6784; P=0,015).
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4.1.4 GLP-1

Erwartungsgeman zeigte sich ein deutlicher, physiologischer GLP-1-Anstieg
30 Minuten postprandial (siehe Abbildungen 13-15, Tabelle 1). Dieser Effekt trat
unabhéngig vom Vorhandensein des Barostat-Ballons auf.
In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass durch die Verwendung
von Exendin(9-39)amid in einer Dosis von 900 mmol/l eine ca. 99%ige

Antagonisierung von GLP-1 nach Ausschittung desselben stattfindet.
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Abbildung 13: Verdnderungen von GLP-1 bei Versuchen mit Ballon.
Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den

postprandialen Anstieg von GLP-1 nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit (412
kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.

46



50,0

=@=NaCl ohne Ballon
40,0 -

=@=Exendin(9-39)amid
ohne Ballon

GLP-1 (pM)

-30 0 30 60 90 120 150 180
Zeit (min)

Abbildung 14: Veranderungen von GLP-1 bei Versuchen ohne Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von GLP-1 nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit (412
kcal). N=6; Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 15: Veranderungen von GLP-1 bei Versuchen mit und ohne Ballon.

Auswirkung der Blockade von GLP-1 durch Ex(9-39) mit 900 pmol/kg*min auf den
postprandialen Anstieg von GLP-1 nach Aufnahme einer semisoliden Mahlzeit (412
kcal). Wéhrend der ersten 60 postprandialen Minuten unter Ex(9-39) signifikanter
Unterschied (P=0,018) im Vergleich zu den Placebo-Versuchen. N=12, davon 6 mit

und 6 ohne gastralen Barostat-Ballon; Mittelwerte + SEM.
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Tabelle 1: Effekte von intravendsem Ex(9-39) auf Blutzuckerkonzentration und

Immunoreaktivitat von Hormonen im Plasma nach einer oralen Mahlzeit.

ohne Barostat-

mit Barostat-Ballon P (Infusion)
Ballon
ANOVA
Saline Ex(9-39) Saline Ex(9-39)
Blutzucker
449 (4.0) 57.2(6.8) 26.9(2.7) 30.6(3.2) |P=0.008
(mg*dI™)

Cmax (mg*dl) 152.5 (4.9) 162.8 (8.6) 130.0 (4.6) 145.3  |P=0.009
(5.2)

Tmax (min) 53.3(1.9) 38.3(4.0) 41.7(6.0) 38.3(4.0) |P=0.072

Insulin

94.3 (12.2) 97.4 (16.8) 43.8 (10.0) 60.2 (8.0) |[P=0.171
(pU*mI)
Cmax (uU*ml™") 148.2 151.8 81.2 (13.9) 109.3 P=0.199

(19.9) (28.1) (11.8)

Tmax (min) 50.0 (4.5) 41.7 (4.8) 43.3(7.6) 40.0 (3.7) |P=0.240

Insulin/Glukos o 1 9 0) 62.8(12.1) 34.0(7.6) 43.6 (6.9) |P=0.525
e (uU*mg™)
Glukagon

51(2.4) 102(2.8) 13(3.4) 4.8(3.6) |P=0.024
(pg*ml™)
GLP-1

109 (2.6) 14.3(2.8) 3.8(21) 10.7(2.7) |P=0.018
(pmol*I™")
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Tabelle 1: Postprandialer Anstieg wahrend der ersten 60 Minuten. Mittelwerte
(SEM). Cmax: maximale Konzentration. Tmax: Zeit bis zur postprandialen Spitze.
N=6 mit Magenballon und N=6 ohne Magenballon. Die Unterschiede wurden
mittels TwoWay repeated measures ANOVA verglichen, wobei die intraventse
Infusion und der Magenballon als Faktoren verwendet wurden. P(infusion):
Signifikanz der Effekte der Infusion unter Berlcksichtigung der Beeinflussung

durch den Magenballon.

50



4.2 Magenentleerung und Motilitat

4.2.1 Magenentleerung und proximal gastrale Motilitat

(Tabelle 2, Abbildungen 16-18, 21-24)

Die Magenentleerung folgt wie fir die Entleerung von festen Mahlzeiten
bekannt einem allgemeinen linearen Muster mit einer initialen kurzen lag period.
Wie bereits im Kapitel 4.1.1 (Abbildung 5) erwéhnt beeinflusst der Barostat-Ballon
die Magenentleerung. Bei den Versuchen mit Barostat war die Magenentleerung im
Vergleich zu den Versuchen ohne Barostat innerhalb der ersten 90 Minuten
postprandial beschleunigt (siehe Abbildungen 16-18 und Tabelle 2). Probanden mit
Barostat-Ballon hatten eine tendentiell kirzere lag period (P=0,099) und
Halbwertzeit (P=0,148). Dies war bei N=6 statistisch nicht signifikant, beeinflusste
aber signifikant die postprandialen Plasmahormonexkursionen (siehe 4.1).
Unabhéngig von der Prasenz des Barostat-Ballons hatte Exendin(9-39)amid keinen
signifikanten Einfluss auf die Parameter der Magenentleerung. Ebenso beeinflusste
Exendin(9-39)amid nicht die intragastrale Mahlzeitverteilung zwischen proximalem
und distalem Magen.

Bei den 6 Probanden mit gastralem Barostat-Ballon beeinflusste Exendin(9-
39)amid weder die Fundusakkommodation noch die Frequenz der phasischen
Volumenkontraktionen des proximalen Magens. Die Parameter der szintigraphisch
gemessenen Peristaltik (Kontraktionsfrequenz, Kontraktionsamplitude) blieben
unter Exendin(9-39)amid ebenso unverandert.

Zusammenfassend beeinflusste der GLP-1-Antagonist somit keinen Parameter der

Magenentleerung und der postprandialen gastralen Motilitat.
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Abbildung 16: Szintigraphische Magenentleerung mit Ballon.
Es besteht kein wesentlicher Unterschied in der Magenentleerungsgeschwindigkeit

zwischen Placebo und Ex(9-39)-Versuchen. N=6, Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 17: Szintigraphische Magenentleerung ohne Ballon.
Es besteht kein wesentlicher Unterschied in der Magenentleerungsgeschwindigkeit
zwischen Placebo und Ex(9-39)-Versuchen. N=6, Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 18: Szintigraphische Magenentleerung mit und ohne Ballon.

Es besteht kein wesentlicher Unterschied in der Magenentleerungsgeschwindigkeit
zwischen Placebo und Ex(9-39)-Versuchen unabhangig davon, ob ein Barostat-
Ballon verwendet wurde (N=6) oder nicht (N=6). Bei Versuchen mit Ballon zeigte
sich eine beschleunigte Magenentleerung im Vergleich zu den Versuchen ohne

Ballon. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Mittelwerte + SEM.
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Tabelle 2: Effekte von Ex(9-39) auf Magenentleerung und gastroduodenale

Motilitat nach einer oralen Mahlzeit.

mit Barostat-Ballon

ohne Barostat-Ballon

Saline Ex(9-39) Saline Ex(9-39)

Magenentleerung
: iod' 9 tleert
Lag period” (10% entleert) o 5 5 o) 14.3 (1.8) 19.2 (4.9) 23.3 (2.0)
(min)
'Half emptying time' (min) 65.0 (3.5) 67.7 (3.5) 95.0 (20.0) 91.2 (13.8)
Entleerung des proximalen Magens
'Half emptying time' (min) 64.2 (4.1) 71.2 (4.7) 92.7 (20.8) 87.7 (15.3)
Proximale Magenmotilitét
'Volume accommodation’, 153.9
wahrend der ersten 30 min 67 '4) 87.6 (47.3)
(ml/ 10 min) )
'Volume waves',
postprandiale Abnahme
wahrend der ersten 30 min 7.2(1.2) 7.7 (1.2)
(#/ 10 minutes)
Motilitdt im Antrum
'‘Pressure waves',
wahrend der ersten 60 min 3.0(1.0) 4.0 (2.0)
(#/ 10 minutes)
Motilitdt im Duodenum
'Pressure waves', wahrend
der ersten 60 min 19.0 (5.0) 32.0 (7.0) *
(#/ 10 minutes)
Magenperistaltik (szintigraphisch, n=12)

ionshaufiakeit |
Kontraktionshaufigkeit in den , o0 5 03)  2.95(0.04)  2.90 (0.04) 2.91(0.03)
ersten 60 min (pro min)
Kontraktionsamplitude in den 8.4 (2.2) 7.7 (1.8) 9.6 (0.7) 12.0 (0.6)

ersten 60 min (%)
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Tabelle 2: Mittelwerte (SEM). N=6 mit und N=6 ohne Barostat-Ballon. Nach der
ANOVA Analyse haben Probanden mit Magenballon tendenziell eine klrzere ‘'lag
period' (P=0,099) und 'half emptying time' (P=0,148). Ex(9-39) veranderte weder
die 'lag period' (P=0,452) noch die 'half emptying time' (P=0,903). Blockieren des
GLP-1 Rezeptors beeinflusste die Magenmoaotilitdt nicht, steigerte jedoch die
Motilitat im Duodenum (*P=0,048 nach paired t-test).
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4.2.2 Antroduodenale Motilitat

Die Mahlzeit fUhrte zu einer signifikanten Reduktion der frihpostprandialen
Kontraktilitit des Antrums und des Duodenums. Lediglich die Frequenz der
Kontraktionen im Duodenum wurde durch Exendin(9-39)amid wahrend der ersten
60 Minuten postprandial signifikant (P=0,048) erhdht. Exendin(9-39)amid hatte
keinen Einfluss auf die postprandiale antrale Motilitdt (siehe Abbildungen 19, 20
und Tabelle 2).
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Abbildung 19: Kontraktionen im Antrum im zeitlichen Verlauf.
Kein wesentlicher Unterschied in der Frequenz der Kontraktionen im Antrum

wéhrend Placebo- im Vergleich zu Ex(9-39)-Versuchen. N=6, Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 20: Kontraktionen im Duodenum im zeitlichen Verlauf.

Wahrend der ersten 60 postprandialen Minuten zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der Frequenz der Kontraktionen im Duodenum wahrend des Ex(9-
39)-Versuchs (P=0,048) im Vergleich zum Placeboversuch, jedoch ohne
weiterfihrenden Effekt. N=6, Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 21: Magenentleerung im zeitlichen Verlauf (Szintigraphie).

In der szintigraphischen Messung ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
Magenentleerungsgeschwindigkeit zwischen den Placeboversuchen und den
Versuchen mit Ex(9-39). N=12, davon 6 mit und 6 ohne gastralen Barostat-Ballon,
Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 22: Szintigraphische Retention distaler Magen mit und ohne Ballon.

Die Magenretention im distalen Magen ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Versuchen mit Placebo und Ex(9-39). Auch der Barostat-Ballon
beeinflusste die Retention nicht wesentlich. N=12, davon 6 mit und 6 ohne

gastralen Barostat-Ballon, Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 23: Szintigraphische Retention proximaler Magen mit und ohne Ballon.
Die Magenretention im proximalen Magen ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Versuchen mit Placebo und Ex(9-39). Auch der Barostat-Ballon
beeinflusste die Retention nicht wesentlich. N=12, davon 6 mit und 6 ohne

gastralen Barostat-Ballon, Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 24: Szintigraphische Magenretention im proximalen und distalen
Magen.

Bezlglich der Magenretention (Mittelwerte der Messungen mit und ohne Ballon)
ergab sich keine signifikanter Unterschied zwischen den Versuchen mit Placebo

und Ex(9-39). N=12 davon 6 mit und 6 ohne gastralen Barostat-Ballon, Mittelwerte
+ SEM.
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5 DISKUSSION

DPP-4 Antagonisten und Medikamente, die die Wirkung von GLP-1
nachahmen werden derzeit vielfach in der Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2
eingesetzt. Sie wirken entweder durch im Vergleich zum physiologischen
Vorkommen deutlich erhdhte, exogen zugefihrte Plasmaspiegel bzw. durch
Erhéhung des endogen freigesetzten Peptids.

Ziel dieser Studie war die physiologische Rolle des endogenen GLP-1 weiter
zu erforschen. Mit der Hilfe des GLP-1 Rezeptorantagonisten Exendin(9-39)amid
wollten wir die Effekte von GLP-1 auf die Funktion der pankreatischen Inselzellen,
sowie auf die Magenentleerung bei gesunden Probanden nach einer oralen
Mahlzeit untersuchen. Das Hauptanliegen dieser Studie war herauszufinden,
welche Eigenschaft von GLP-1 die Blutzucker-Homdostase beim gesunden
Menschen besonders beeinflusst.

In frlheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass exogen zugeflhrtes
GLP-1 gastrointestinale Funktionen wie Sauresekretion, Motilitdt oder Entleerung
stark hemmt (Wettergren et al, 1993; Willms et al, 1991; Willms et al, 1996; Wishart
et al, 1998). Diese Effekte verstdrken die Annahme, dass GLP-1 ein Mediator der
Jleal brake’ ist (Wen et al, 1995; Keller et al, 1997; Layer et al, 1990). Hierbei
verlangsamt GLP-1 die Nahrstoffaufnahme in den Koérperkreislauf, was wiederum
den Blutzucker-Stoffwechsel beeinflusst. In friiheren Studien wurde nachgewiesen,
dass bereits bei beinahe in physiologischer Menge zugefiihrtem exogenem GLP-1
die Magenentleerung sowohl beim gesunden, als auch an Diabetes Typ 1 und 2
erkrankten Probanden signifikant verlangsamt ist (Wishart et al, 1998; Willms et al,
1996; Dupre et al, 1995; Meier et al, 2003; Nauck et al, 1997).

Kdrzlich verglichen wir in einer anderen Studie den Inkretin-Effekt beim
Gesunden, indem wir die Insulin-Ausschittung wahrend intraduodenaler und
isoglykédmischer Glukoseinfusion mit und ohne Exendin(9-39)amid gemessen
haben. Dabei konnte gezeigt werden, dass nach intestinaler Glukoseaufnahme

durch Exendin(9-39)amid nicht nur die Betazell-Sekrektion verringert und die
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Glukagon-Freisetzung gesteigert wurden, sondern zudem die antrale Moaotilitat
abgeschwécht und der Pylorustonus erhéht wurden, was beides Mechanismen zur
Verzégerung der Magenentleerung sind (Schirra et al, 2006). Derzeit gibt es nach
unserem Wissen keine Studie am Menschen, die den direkten Effekt von
Exendin(9-39)amid auf die Magenentleerung nach semisolider Mahlzeit
szintigraphisch gemessen hat.

In einer kdrzlich durchgefiihrten Studie, die die Rolle von endogenem GLP-1
auf Inselzellfunktion und Magenentleerung — unabhangig vom Blutzucker -
untersuchen sollte, wurde eine konstante Glukoseinfusion vor und wahrend einer
flussigen Glukoseaufnahme (1200 kJ) mit und ohne Exendin(9-39)amid benutzt. Es
stellte sich heraus, dass sich der Plasmaspiegel von D-xylose mit Exendin(9-
39)amid nicht veranderte. D-xylose ist ein Marker flr gastrointestinalen Transit und
kann somit als indirekter Nachweis flr die Magenentleerung gewertet werden. Die
Magenentleerung selbst wurde nicht direkt gemessen. Bislang wurde in keiner
Studie D-xylose mit der Magenfunktionsszintigraphie verglichen, die immer noch
als ,Goldstandard’ flr die nicht-invasive, quantitative Bestimmung der
Magenentleerung gilt (Fisher et al, 1986; Fraser et al, 1993b; Hausmann et al, 1995;
McCallum, 1990).

Entgegen unseren Erwartungen konnte in unserer Studie jedoch auch kein
signifikanter Effekt von Exendin(9-39)amid auf die Magenentleerung nach einer
semisoliden Mahlzeit nachgewiesen werden. Zusatzlich zur Magenentleerung
zeichneten wir die gastroduodenale Motilitat auf. Auch hier zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied der proximalen und antralen Motilitdt, mit oder ohne
Exendin(9-39)amid. Eine mogliche Erklarung fur den fehlenden Effekt von
Exendin(9-39)amid ist der erhdhte Blutglukosespiegel, der unter Exendin(9-39)amid
erreicht wird. Es ist bekannt, dass postprandial erhdhte Blutzuckerspiegel beim
Gesunden mit einer verzdgerten Magenentleerung assoziiert sind. In diesem
Zusammenhang kénnte der beschleunigende Effekt von Exendin(9-39)amid durch
die durch den erhdhten Blutzuckerspiegel bewirkte Verzdégerung aufgehoben
werden. Eine andere Erklarung kénnte die Magendehnung bzw. -anpassung nach

Aufnahme einer oralen Mahlzeit darstellen. Demnach koénnten auch andere
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regulatorische Mechanismen durch beispielsweise Dehnungsrezeptoren zur
Kontrolle der Magenentleerung beitragen und somit den beschleunigenden Effekt
von Exendin(9-39)amid abschwéachen. Um einen EinfluB der die Motilitat
aufzeichnenden Gerate im Magen auf die Magenentleerung auszuschlieBen,
flhrten wir die Versuche bei 6 Probanden ohne Magensonden durch. In diesem
Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass der Barostat-Ballon die
Magenentleerung beschleunigt und somit auch einen schnelleren und starkeren
Anstieg der Plasmaglukose und entsprechende Veranderungen der Ubrigen
gemessenen Hormone bewirkte. Die beschleunigte Magenentleerung ist am
ehesten durch eine raschere Nahrungsumverteilung in den distalen Magen zu
erklaren. Auch mit Ballon hatte Exendin(9-39)amid jedoch keinen EinfluB auf die
Magenentleerung.

Die in dieser Studie benutzte Exendin(9-39)amid-Dosis blockiert die Wirkung
von GLP-1 nahezu vollstdndig, wie wir in einer friheren Studie nachweisen
konnten. Somit ist ausgeschlossen, dass die Dosierung zu gering war. Es ist
anzunehmen, dass der Magenentleerung verzégernde Effekt von endogenem GLP-
1 am ehesten durch einen Uber dem physiologischen Plasmalevel liegenden
Spiegel hervorgerufen wird und somit keine wesentliche Rolle im
Blutzuckerhaushalt beim Gesunden spielt.

Der meist diskutierte und anerkannte blutzuckersenkende Mechanismus von
GLP-1 ist sein insulinotroper Effekt (Kolligs et al, 1995; Kreymann et al, 1987;
Nauck et al, 1993a; Nauck et al, 1993b; Nauck et al, 1996). Die Blockierung von
GLP-1 durch Exendin(9-39)amid oder Immunoneutralisation bewirkt einen Anstieg
von sowohl NUchtern- als auch postprandialem Blutzucker und reduziert die durch
Glukose angetriebene Insulinausschittung sowohl beim Menschen als auch beim
Tier (Baggio et al, 2000; D'Alessio et al, 1996; Edwards et al, 1999; Wang et al,
1995). Der Inkretin-Effekt wurde um 50-70% gesenkt (Kolligs et al, 1995; Flamez et
al, 1999; Schirra et al, 1998a). In vorliegender Studie stieg das Plasmainsulin
jedoch durch Blockieren des GPL-1 Rezeptors wahrend der ersten 60 Minuten
postprandial an. Dieses Ergebnis korrelierte mit Ergebnissen anderer Studien, die

keine Blutzuckerdanderungen gemessen haben. Eine Erklarung kénnte sein, dass
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die Insulinausschittung durch die héheren postprandialen Blutzuckerwerte stéarker
als durch den hemmenden Effekt von Exendin(9-39)amid beeinflusst wird. Der
insulinotrope Effekt von GLP-1 kann durch Einsetzen von Kkonstanter
Glukoseinfusion leicht nachgewiesen werden (Salehi et al, 2008).

Im Rahmen unserer Versuche zeigte sich, dass lediglich die Hemmung der
Glukagonfreisetzung signifikant mit der durch GLP-1 vermittelten Blutzucker-
Homobostase assoziiert ist. Frihere in vitro Experimente zeigten eine indirekte
parakrine Hemmung von Glukagon durch Somatostatin, wobei die
Somatostatinausschttung in isolierten Inselzellen im Pankreas beim Menschen
und der Ratte durch GLP-1 stimuliert wurde. Auch in der vorliegenden Studie
konnten wir nachweisen, dass der Anstieg von Blutzucker im Plasma unter
Exendin(9-39)amid wéahrend der Nichternphase mit einem Glukagonanstieg
einherging, wahrend der Insulinspiegel im Plasma unverandert blieb (Schirra et al,
2006). Dieses Ergebnis bekréftigt die Hypothese, dass die Alphazelle des Pankreas
unter konstanter Hemmung durch GLP-1 im Menschen steht. Wahrend der oralen
Mahlzeit konnte der durch GLP-1 vermittelte, hemmende Effekt auf die
Glukagonausschuttung durch Infusion von Exendin(9-39)amid voéllig unterdrickt
werden. Dies zeigt, dass endogenes GLP-1 hauptséachlich flr die postprandiale

Hemmung der Glukagonausschuttung verantwortlich ist.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Vor fast 30 Jahren wurde GLP-1 erstmals als eine dem Glukagon &hnliche
Substanz beschrieben (Lund et al, 1982). Mittlerweile konnte in einigen Studien
gezeigt werden, dass exogen verabreichtes GLP-1 multiple Einflisse auf die
Blutzuckerhomdostase hat. So senkt es postprandial den Blutzucker, indem es die
Insulinausschuttung stimuliert, die Glukagonausschittung hemmt und die
Magenentleerung verzdgert. Aufgrund dieser Wirkmechanismen zeigt sich ein
stetig wachsendes medizinisches und wirtschaftliches Interesse an GLP-1 als
potentiellem Wirkstoff in der Therapie des Diabetes mellitus. Seit 2007 werden
DPP-4-Antagonisten und GLP-1-Rezeptoragonisten in der Therapie des Diabetes
mellitus eingesetzt. Sie wirken pharmakologisch entweder durch exogen
zugefuhrte GLP-1-Analoga oder durch Stabilisierung des postprandial endogen
freigesetzten Peptids.

Die Wirkung von endogenem GLP-1 ist bislang weitestgehend unbekannt.
Grundsétzliche Partialwirkungen des endogenen GLP-1 mit Auswirkung auf die
postprandiale Glukosehomdostase wie die Hemmung der gastroduodenalen
Motilitat, die Stimulation von Insulin und die Hemmung von Glukagon, wurden bis
zu diesem Zeitpunkt lediglich unter methodisch artefiziellen Studienbedingungen
charakterisiert (intestinale N&hrstoffperfusion, intravendser Glukoseclamp). Unser
Ziel war es, die Effekte von endogenem GLP-1 auf die Blutzuckerhomd&ostase
unter den realen Bedingungen nach oraler Mahlzeiteinnahme zu untersuchen, um
die Relevanz der genannten Partialeffekte fur die postprandiale
Glukosehomobostase zu charakterisieren. Zur Blockade des GLP-1-Rezeptors
verwendeten wir den spezifischen GLP-1-Rezeptor-Antagonisten Exendin(9-
39)amid in einer Dosis, der die Wirkung von GLP-1 quantitativ blockiert.

Bei 12 gesunden Probanden untersuchten wir die postprandiale
Magenentleerung, die gastroduodenale Motilitdt sowie die Plasmahormonspiegel
von GLP-1, Glukagon und Insulin sowie die Blutglukosekonzentrationen mit und

ohne intravenésem Exendin(9-39)amid. Die orale Mahlzeit war ein semisolider
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Schokodrink (412 kcal), den die Probanden nach einer Basalperiode von 60
Minuten zu sich nahmen. Simultan wurden die Magenentleerung und gastrale
Peristaltik mit hochauflésender Szintigraphie gemessen, die mechanische tonische
und phasische Motilitdt des proximalen Magens mit einem gastralen Barostat und
die antroduodenale Motilitdt mittels Perfusionsmanometrie. Um auszuschlie3en,
dass die Prasenz der sondenbasierten Motilitdtsmessinstrumente im Magen die
Ergebnisse beeinflusste wurden 6 Probanden mit und 6 Probanden ohne diese
Sonden untersucht.

Exendin(9-39)amid steigerte die frihpostprandialen Blutglukoseexkursionen

wéahrend der ersten 60 postprandialen Minuten signifikant. Exendin(9-39)amid
hatte in dieser Phase keinen Einfluss auf die postprandialen
Plasmainsulinkonzentrationen, und beeinflusste weder die szintigraphische
Magenentleerung noch irgendeinen der zahlreichen Parameter der
gastroduodenalen Motilitdt. Die postprandialen Plasmaglukagonkonzentrationen
waren hingegen unter Exendin(9-39)amid signifikant erh6éht. Eine multivariate
Korrelationsanalyse belegte, dass allein die postprandiale Glukagonexkursion
signifikanter Pradiktor der frihpostprandialen Blutglukosesteigerung war.
Nebenbefundlich beschleunigte der gastrale Barostat-Ballon die Magenentleerung
und steigerte die Blut/Plasmakonzentrationen von Glukose bzw. Insulin. Dies weist
auf die Bedeutung der Magenentleerungsgeschwindigkeit fur die frihpostprandiale
Glukosehomoostase hin.
In dieser Studie konnte erstmals unter den Bedingungen einer physiologischen
oralen Mahlzeit gezeigt werden, dass endogenes GLP-1 die frihpostprandiale
Blutglukoseexkursion reduziert. Unter den vielfaltigen akuten Effekten von
endogenem GLP-1 war lediglich die postprandiale Hemmung der
Glukagonausschittung signifikant mit der reduzierten Blutglukosekonzentration
assoziiert. GLP-1 hemmt Glukagon und somit die hepatische Glukoneogenese.
Effekte von endogenem GLP-1 auf die Insulinausschittung und die
Magenentleerung sind unter den Bedingungen vorliegender Studie von
untergeordneter Bedeutung.

Eine mogliche Erklarung fur die erwarteten, aber nicht nachweisbaren Effekte

69



von Exendin(9-39)amid auf Insulin (Hemmung) und Magenentleerung
(Beschleunigung) ist der erhdhte  Blutzuckerspiegel unter  GLP-1-
Rezeptorblockade, der gering ausgepragte Effekte maskieren kann. Hyperglyk&mie
stimuliert einerseits die Insulinsekretion und hemmt andererseits die
Magenentleerung. Die Konstanz der Insulinplasmaspiegel trotz Hyperglykdmie
unter Exendin(9-39)amid ist somit durchaus ein strenger Hinweis auf die
insulinotrope Wirkung von endogenem GLP-1 auch nach oraler Mahilzeit. Die
Magenentleerung unterliegt darlberhinaus zahlreichen anderen regulatorischen
Mechanismen nach oraler Mahlzeit, z.B. vagale Reflexe durch gastrale
Dehnungsrezeptoren. Insofern schlieBt der hier fehlende Nachweis der bislang
bekannten Wirkungen von endogenem GLP-1 auf Insulinsekretion und
gastroduodenale Motilitdt diese nicht aus, sie sind aber im Konzert der
postprandialen Regulationsmechanismen redundant. Im Gegensatz zu den hier
beschriebenen Effekten von endogenem GLP-1 sind insulinotrope und
magenentleerungshemmende Effekte von GLP-1-Rezeptoragonisten oder DPP-4-
Inhibitoren eindeutig als pharmakologisch einzustufen.

Zusammenfassend senkt nach oraler Mahlzeit freigesetztes endogenes GLP-
1 die postprandiale Glykdmie beim Gesunden. Die postprandiale Hemmung der
Glukagonsekretion ist eine wesentliche Determinante dieser antidiabetischen
Wirkung von GLP-1. Im Gegensatz dazu spielt endogenes GLP-1 keine

wesentliche Rolle in der Regulation der Magenentleerung.
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8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AUC
CCK
EDTA
DPP-4
GIP
GLP-1
IPPW
Lag-Periode
LAO
LEAP
MDP
MMC
NO

PP

PP
ROI
TMPD

area under the curve
Cholezystokinin
Ethylendiamintetraessigséure
Dipeptidyl peptidase-4

Gastric inhibitory peptide
Glucagon-like-peptide-1(7-36)amid
isolated pyloric pressure waves
Zeit, in der keine feste Nahrung den Magen verlasst
links anterior-oblique

low-energy all-purpose

minimal distension pressure
migrating motor complex
Stickstoffmonoxid

postprandial

pankreatisches Polypeptid

region of interest

transmucosal potential difference
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