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1 Einleitung

Die Regulation der postprandialen Glucosehomdgostase ist komplex und wird durch mehrere
Systeme moduliert. Die Interaktion zwischen der Funktion der pankreatischen Inselzellen
(Insulin und Glucagon) und der hepatischen und peripheren Insulinsensitivitat ist vielleicht der
dominante Faktor fiir diese Regulation (1;2), allerdings wird die Variation der postprandialen
Glucosehomdostase dadurch nur zu etwa 50% erklart.(3;4). Eine groRRe Rolle fir die Regulation
der postprandialen Glucosehomoostase spielt auch der Magendarmtrakt, einerseits durch die
Magenentleerung (5;6) mit Beeinflussung des Glucoseflusses vom Darm in den Kreislauf (7),
andererseits durch die Inkretinhormone (GLP-1 und GIP) mit deren Effekt auf die

pankreatischen Inselzellen. (8;9)

Die Bedeutung der Magenentleerung flr die postprandiale Glucosehomdoostase ist groR. Der
Unterschied in der Magenentleerung bedingt ca. 30-50% der Variation der postprandialen
Plasmaglucoseexkursion (6;10;11). Denn durch eine schnelle Magenentleerung kommt es zu
einer schnellen Glucoseresorption im Dunndarm und folglich zu einem Anstieg der
Plasmaglucose. Die Magenentleerung wird wiederum durch die Plasmaglucose als

Feedbackmechanismus beeinflusst, um einer Hyperglykamie entgegenzuwirken.

Die Glucosehomdostase bei Diabetikern ist beeintrdchtigt mit der Konsequenz einer
hyperglykamischen Stoffwechsellage, die im Verlauf zu multiplen v.a. neurovasculdren und
nephrologischen Komplikationen fiihren kann. Die Hauptursache liegt in der Funktionsstérung
der Insulin-bildenden pankreatischen B-Inselzellen und in der hepatischen und peripheren
Insulinresistenz mit verminderter Glucoseaufnahme aus dem Blutkreislauf. AuBerdem wurde
bei Diabetikern ein verminderter Inkretineffekt festgestellt (12), hier wurde eine gestorten GIP
Funktion vermutet (13). Ebenfalls wird bei Diabetikern eine gestorte Magenentleerung
diskutiert, die v.a. bei vermindertem Erstphaseninsulin zu der Entstehung der exzessiven

unkontrollierten postprandialen Hyperglykamie beitragt (11).

GLP-1 ist ein Darmhormon, das postprandial freigesetzt wird und die Glucosehomoostase
durch mehrere Mechanismen beeinflusst: als Inkretinhormon stimuliert bzw. hemmt GLP-1
glucoseabhéangig die Insulin- bzw. die Glucagonsekretion (9;14;15); als Enterogastron fiihrt es
zu einer Verzogerung der Magenentleerung und reguliert dadurch die Glucosehomdostase.
(16;17)



Bei Diabetikern wurde eine verminderte Wirkung vom GLP-1 vermutet (18;19), allerdings
blieben seine Wirkungen durch eine exogene Gabe erhalten (14), was fir die diabetische
Therapie von grolRem Interesse ist und was zur Entwicklung der GLP-1 Analoga gefiihrt hat.

Die genaue Funktion vom GLP-1 ist noch nicht ganz geklart. Die meisten klinischen Studien
zur Erforschung der GLP-1 Wirkung wurden mit der exogenen Gabe von synthetischem GLP-1
durchgefuhrt. Erst nach der Entdeckung von Exendin 9-39 war es erstmals maoglich, die
endogene Wirkung von GLP-1 zu untersuchen. Somit erfolgten viele Studien, die die Wirkung
des endogenen GLP-1 auf die Insulinsekretion, Magenentleerung und Darmmotilitit bei
Gesunden untersuchten. Bis jetzt wurden nur wenige Studien durchgefiihrt, die die Wirkung
von endogenem GLP-1 als Inkretinhormon bei Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus
untersuchten. Sie zeigten, dass trotz absolut vermindertem Inkretineffekt dieser wie auch bei
Gesunden zu etwa 50% durch GLP-1 vermittelt ist. (20)

Vorliegende Studie ist die erste, die die Wirkung von endogenem GLP-1 als Enterogastron bei
Diabetikern untersucht. Sie vergleicht unter identischen Hyperglykdmiebedingungen die
postprandiale antroduodenale Motilitat bei Gesunden und Diabetikern und untersucht dabei

Wirkung von endogenem GLP-1.

Da die antroduodenale Motilitat als motorische Kraft die Magenentleerung und dadurch auch
die Glucoseresorption beeinflusst,(21), sind diese Kenntnisse von einer relevanten Bedeutung
flr das Verstandnis der diabetischen Glucosehomdostase und der antidiabetische Therapie mit
GLP-1 Analoga und DPP-4 Inhibitoren.

Ebenfalls kann in dieser Studie festgestellt werden, ob ein Unterschied in der Funktion dieses
antroduodenalen Motorkomplexes zwischen Gesunden und Diabetikern unter den gleichen
Bedingungen besteht, was als mdogliche Ursache zur gestorten Glucosehomdostase bei
Diabetikern beitragen kann.

Bevor wir mit der Methodik der Studie beginnen, ist es von Bedeutung, einen kleinen
Uberblick tber die Inkretinhormone und deren Wirkungen auf die Glucosehomdostase und

Magenmotilitat (insbesondere der antroduodenalen Motilitat) zu geben.



1.1. Glucosedependent Insulinotropic Polypeptid (GIP)

GIP wird aus den K-Zellen im Duodenum und oberen Jejunum sezerniert. Seine Hauptwirkung
besteht in der glucoseabhangigen Sekretion des Insulins, weshalb es Glucose-dependent
Insulinotropic Polypeptide genannt wurde. Der Hauptreiz fir die GIP-Sekretion ist Glucose und
einige andere Mono- und Disaccharide sowie Triglyzeride. Nach einem ersten postprandialen
Anstieg binnen ca. 15 Min erreicht der GIP- Plasmaspiegel sein Maximum nach 1-3 Stunden.
Die Sekretion von GIP korreliert nicht mit der Magenentleerungsgeschwindigkeit, sondern GIP
wird (submaximal) freigesetzt, solange der Magen entleert (22). GIP wird von der ubiquitdren
Amino-Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4) inaktiviert. Die Elimination von intaktem GIP und
seinen Spaltprodukten erfolgt mit einer HWZ von ca. 20 Min relativ langsam.

Die Hauptwirkung von GIP ist die glucoseabhéngige Stimulierung der Insulinsekretion von
Langerhansschen B- Zellen (8).

Im Gegensatz zur GLP-1 hat GIP keinen Einfluss auf die Magenmotilitat (23).

1.2. Glucagon-Like Peptid 1 (GLP-1)

GLP-1 wird in den L-Zellen des Dinndarms und des Dickdarms synthetisiert. Die hochste
Zelldichte liegt im Ileum und distalem Colon. Das Duodenum enthalt praktisch keine L-Zellen
und das Jejunum weist eine relativ niedrige Dichte an diesen Zellen auf (24). Interessant ist,
dass es im proximalen Dinndarm Zellen gibt, die beide Inkretinhormone GLP-1 und GIP
enthalten und vermutlich die beiden Hormone gleichzeitig freisetzen (25;26).

Der Hauptsekretionsreiz fur GLP-1 ist Glucose, daneben kénnen auch intraluminére
Aminosduren, Lipide oder Mischkost die GLP-1-Feisetzung stimulieren (22;27). Die
postprandiale Sekretion der GLP-1 aus den L-Zellen verlauft in zwei Phasen:

1. Schnelle Phase mit einem steilen Anstieg der GLP-1 in den ersten 20 Min. Diese Phase
korreliert wahrscheinlich mit einer sehr friihen Magenentleerung, noch bevor diese
durch intestinales feedback reguliert wird.

2. Plateauphase, die sowohl von der zugefuhrten Nahrungsmenge als auch von der
Magenentleerung und der antroduodenalen Geschwindigkeit abhéngt. So haben Schirra
et al. gezeigt, dass eine Magenentleerungsgeschwindigkeit fir Glucose unterhalb 1,4
kcal/min (ca. 350 mg /min), die ebenfalls die maximale Glucose-Resorptionskapazitat
des Duodenum fir Glucose darstellt, zu keiner GLP-1-Freisetzung mehr fihrt, was
einen Schwellenwert des duodenalen Einstroms von Glucose fiir die GLP-1-

Ausschittung zeigt (22).
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Der basale Plasmaspiegel von GLP-1 betragt 1,4-2,2 pmol/L. Dieser Wert steigt nach der
Nahrungsaufnahme auf 20-30 pmol/L.(27)

Die Inaktivierung des GLP-1 erfolgt im Blutplasma hauptsachlich durch die Exoprotease
Amino-Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4) (28). GLP-1 ist auRerdem ein Substrat fir das
membranstandige Ektoenzym Neutrale Endopeptidase, die bevorzugt im C-terminalen Bereich
hydrophobe Aminosauren angreift und spaltet (29).

Ein moglicher weiterer Weg der GLP-1-Eliminierung ist die Ausscheidung tiber den Nieren. So

wurden bei Patienten mit Niereninsuffizienz erhohte GLP-1-Werte im Plasma festgestellt (30)

1.2.1 GLP-1 Wirkungen

Die Wirkungen von GLP-1 sind im Folgenden aufgelistet:

1. Stimulation der Insulinsekretion: Als ein Inkretinhormon stimuliert GLP-1 die B-Zellen
des Pankreas Insulin freizusetzen. Diese Stimulierung ist glucoseabhéngig und setzt
eine Plasmaglucosekonzentration oberhalb 65mg/dl (4,3 mmol/l) voraus, so dass
unterhalb dieser Grenze keine Wirkung nachweisbar ist (15). Das erklart, dass GLP-1
allein keine Hypoglyk&mie verursachen kann. Die insulinotrope Wirkung von GLP-1
bleibt beim Diabetiker erhalten (14;20)

2. Hemmung der Glucagonsekretion durch direkte Wirkung von GLP-1 auf Subtypen der
A-Zellen des Pankreas, die einen GLP-1-Rezeptor besitzen oder durch indirekte
hemmende Wirkung von Insulin und Somatostatin auf die A-Zellen; ganz geklart ist
dies aber noch nicht. Diese Wirkung von GLP-1 an den A-Zellen ist ebenfalls von dem
Plasmaglucosespiegel abhangig (15). Es wurde allerdings nachgewiesen, dass Glucagon
beim Menschen im euglykdmischen Bereich unter tonischer Hemmung von endogenem
GLP-1 steht (15;17).

3. Hemmung der Magenentleerungsgeschwindigkeit: diese ist deutlich nachweisbar durch
GLP-1-Konzentrationen im physiologischen Bereich und ist nicht von Véllegefihl,
Ubelkeit oder Erbrechen begleitet. Durch eine vierfache Erhohung der Konzentration
kommt es zu einer Magenatonie (31-34). Die genaue Wirkung von GLP 1 auf die

Magenmotilitat wird spater ausfihrlich erklart.
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4. Regulation der Nahrungsaufnahme und subjektives Séttigungsgefihl:  Zwei
Mechanismen fur diese Wirkung werden diskutiert:

a. GLP-1 bewirkt direkt Uber Rezeptoren im ZNS ein verstarktes Sattigungsgefuhl
und vermindert das subjektive Appetitgefiuhl; dies fihrt zu verminderter
Nahrungs- und Energieaufnahme (35-37).

b. Die Verzogerung der Magenmotilitst fihrt zu einem verstdrkten
Sattigungsgefihl (38), was die weitere Nahrungsaufnahme bremst, das ist aber
nicht bewiesen. Diese Wirkung ist durch exogene Gabe ebenfalls bei Diabetiker
erhalten. (39).

5. Regulation der B-Zellmasse (B-Zellneogenese, Differenzierung und Apoptose): GLP-1
aktiviert die B-Zellneogenese aus Stammzellen und Insel-Vorldauferzellen und die
Differenzierung der B-Zellen aus Duktalenzellen im Pankreas und hemmt die
Zellapoptose. Das fiihrt zu erhdhter funktionellen B-Zellmasse (40). Diese Wirkung von
GLP-1 konnte bislang bei gesunden und diabetischen Tieren in vitro und vivo
nachgewiesen werden (40). Beim Menschen braucht es bessere Methoden zur

Bestimmung der B-Zellmasse, um diese Wirkung von GLP-1 genauer zu untersuchen.

6. Steigerung auf Insulinsensitivitét, die zur gesteigerten Aufnahme von Glucose in dem
peripheren Gewebe fiihrt und somit v.a. bei Diabetiker, die einen Insulinresistenz
aufweisen zur Verbesserung der Glucosestoffwechsel beitragt. Diese Wirkung ist aber

noch nicht ausfihrlich aufgeklart und derzeit umstritten.

1.2.2 Physiologische GLP-1-Effekte auf den Glucosestoffwechsel bei Gesunden

Die oben erléuterten Wirkungen von GLP-1 beschréanken sich auf ein Zielorgan als eine
eigenstandige Einheit. In einem komplexen System wie dem menschlichen Organismus, wo
mehrere Sub-Systeme gleichzeitig im Gange sind flr den Erhalt seines Stoffwechsels, kann der
gesamte Effekt von GLP-1 anders aussehen:

So fuhrt GLP-1 einerseits - nichtern und wahrend Hyperglykdmie appliziert - als ein wichtiges
Inkretinhormon definitionsgemal zu einer glucoseabhéngigen Erhdhung des Insulinspiegels.
Diese Experimente haben aber andererseits die hemmende Wirkung von GLP-1 auf die
Magenmotilitat nicht bericksichtigt. Denn postprandial kann es durch die verzbgerte

Magenentleerung zu einem verminderten Kalorienfluss ins Duodenum kommen, was einerseits
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zu verminderter Glucoseresorption, andererseits zu einer reduzierten Sekretion anderer
Inkretinhormonen (GIP) fiihrt, was hemmend auf die Insulinsekretion wirkt (41).
Experimentelle Studien haben gezeigt, dass die GLP-1-hemmende Wirkung auf die
Magenmotilitat bei Normoglykémie tUberwiegen kann, so dass GLP-1 sogar zu einer Reduktion
des postprandialen Insulinanstiegs fihren kdnnte (42;43).

Solche Wechselwirkungen konnten die Wirkung von GLP-1 als Inkretinhormon in Frage
stellen (44).

1.2.3 GLP-1-Effekte auf den Glucosestoffwechsel beim Patienten mit T2DM

Wie schon erwdhnt kann die Rolle von GLP-1 als Inkretinhormon in einer normalen
euglykamischen Stoffwechsellage maskiert werden, weil die Drosselung der Magenmotilitét die
insulinotrope Wirkung Uberwiegt. Der Inkretineffekt dirfte dann hauptsachlich von GIP
getragen werden. Dies &ndert sich in einer hyperglykdmischen Stoffwechsellage, wie sie bei
Patienten mit T2DM haufig ist.

Ein Patient mit Diabetes mellitus zeichnet sich durch eine hyperglykdmische Stoffwechsellage
aus, die auf Grund mehrerer pathophysiologischer Probleme verursacht ist: die gestorte
Insulinsekretion, eine Hyperglukagondmie, eine gestorte Insulinsensitivitdt der peripheren
Zellen, die zur verminderten Glucoseaufnahme in den Geweben mit hoher Energieleistung
fuhrt, was regulatorisch zu einer gesteigerten Lipolyse und wiederum zur Insulinresistenz
hinflhrt. Aullerdem besteht - zumindest bei einem Teil der T2DM - eine gesteigerte
Magenentleerung (45), dadurch beschleunigte Glucoseresorption, was wiederum  die
postprandiale Hyperglykdmie verstarkt.

Zusatzlich wurde bei Patienten mit T2DM ein verminderter Inkretineffekt beschrieben (12).
Neue Kenntnisse tber der Wirkung des endogenen Inkretineffekt unter Verwendung des GLP-
1-Antagonisten Exendin(9-39) zeigen aber einen noch vorhandenen relativen Inkretineffekt bei
Diabetiker sowohl fir GLP-1- als auch fir einen Non- GLP-1-Anteil (wahrscheinlich GIP).
Somit beruht der absolut verminderten Inkretineffekt wahrscheinlich auf einer generalisierten
Defekt der Pankreaszellen und nicht auf einer mangelnden insulinotropen Wirkung der
Inkretinhormone.(20;46).

Abgesehen von der Pathogenese des verminderten Inkretineffekt zeigte exogen zugefiihrtes GIP
bei Patienten mit T2DM keine wesentliche Wirkung. Interessanterweise konnte aber die

exogene Gabe von GLP-1 in pharmakologischer Dosierung das Defizit an dem Inkretineffekt
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auszugleichen, was die Hoffnung auf GLP-1 als therapeutisches Mittel gegen T2DM geweckt
hat (47). Im Gegensatz zu GIP scheint GLP-1 in der Lage, viele Probleme der T2DM zu l6sen
(23):

Es stimuliert die Insulinsekretion, hemmt die Glucagonsekretion und die Magenmotilitét, in
deren Folge weniger Glucose im Duodenum resorbiert wird, was aber beim Diabetiker im
Vergleich zum Gesunden eine additive Wirkung auf insbesondere die postprandiale Reduktion
des Glucosespiegels hat (38). AuBerdem steigert es das Sattigungsgefiihl und vermindert die

Nahrungsaufnahme, was zur Gewichtsreduktion beitrégt.

1.2.4 GLP-1 als Ansatz fur die Therapie des Diabetes Mellitus

Somit ist GLP-1 wegen seinen Wirkungen ein potentieller Wirkstoff fur die Behandlung des
T2DM.
Durch die kurze Halbwertzeit aufgrund des schnellen Abbaus durch die DPP-4 ist die Gabe von
nativen GLP-1 nicht sehr erfolgsversprechend.
Das hat die Suche nach neuen Substanzen gefdrdert, die zu einer verlangerten Wirkung fiihren
wie zum Beispiel:
» GLP-1-Analoga: strukturahnliche Agonisten des GLP-1-Rezeptor, die resistent
gegeniber der DPP-4 sind. Ein Vertreter dieser Gruppe ist das Exenatide (Exendin-
4), das unter dem Handelsnamen Byetta® zugelassen ist. (Dupre J 2004) (48-50)
» DPP-4-Inhibitoren: Substanzen, die die Aktivitat der DPP-4 im Plasma blockieren
und dadurch den Abbau der endogenen Inkretinhormone GLP-1 und GIP hemmen
und so zu einer Verlangerung deren Wirkung fuhren (51). Vertreter dieser Gruppe

sind die Gliptine z.B Sitagliptin und Vildagliptin.

1.3. Wirkung der Inkretinhormone auf die Motilitat

Die beiden bekannten Inkretinhormone beim Menschen sind GLP-1 und GIP.

GIP ist das erstentdeckte Inkretinhormon, seine Wirkung besteht wie vorher erwéhnt in der
glucoseabhangigen Steigerung der Insulinsekretion.

Im Gegensatz zur GLP-1 hat GIP keinen Einfluss auf die Magenmotilitét (23)
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GLP-1 ist das zweite Inkretinhormon beim Menschen. Seine Wirkung besteht in der
glucoseabhangigen Stimulation der Insulinsekretion, Hemmung der Glucagonsekretion,
Hemmung der Magenmotilitat und Steigerung des Sattigungsgefuhls.
Die gastroduodenalen motorischen Wirkungen von GLP 1 beinhalten (16;17):

a) Steigerung der Relaxation des Magenfundus

b) Hemmung der Entleerungspumpe des proximalen Magens

¢) Hemmung der antroduodenalen Motilitat und des transpylorischen Flusses

d) Steigerung der phasischen und tonischen Pylorusmotilitat

Die Wirkung von GLP 1 wird zum Teil vagal vermittelt (52;53) und fuhrt durch die

Verlangsamung der Magenentleerung zur verminderten Glucoseresoption im Dunndarm.

1.4. Magenmotilitat bei Diabetes mellitus Typ Il und die Rolle von GLP 1

Bei Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus ist die Glucosehomdostase wie bereits erwahnt
gestort. Dadurch resultiert eine hyperglykdmische Stoffwechsellage. Durch die langanhaltende
Hyperglykdmie kann es zu mehreren Komplikationen kommen, u.a. einer autonomen

Polyneuropathie.

Die Gastroparese als eine Komplikation lang anhaltender nicht eingestellter DM muss von der
funktionellen Magenentleerungsstérung bei Diabetikern unterschieden werden, bei der
Hyperglykamie reflektorisch die Magenentleerung verlangsamt als physiologischer feedback-

Mechanismus.

Die diabetische Gastroparese ist definiert als eine gastro-autonome Neuropathie mit
Vagusschadigung und der Unféahigkeit der neuralen und endokrinen enterischen Systeme,
diesen Defekt zu kompensieren (54). Das fiihrt zur: a) gastrointestinalen Symptomen wie:
Ubelkeit, Erbrechen und chronische Durchfalle usw., b) Malabsorption mit
Mangelerscheinungen sowie zur c¢) Schwierigkeiten der Anpassung von Zeitpunkt und
Insulindosis an die verdnderte Magenentleerung, resultierend in einer schlechten Diabetes-

Einstellung.

Die funktionelle Magenentleerungsstérung wird bei langbestehendem Diabetes mit einer
Pravalenz von 26-63 % geschéatzt. Einerseits besteht eine Diskrepanz zwischen der gestdrten
Magenmotilitdt und den gastrointestinalen Symptomen, so dass viele Diabetiker keine
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Symptome zeigen, andererseits konnen sonst gesunde Menschen mit gastrointestinalen
Symptomen eine gestorte Magenentleerung haben ohne bestehenden Diabetes mellitus.(55).
Eine Kausalitdt zwischen Magenentleerungsverzégerung und unspezifischen Symptomen wie
Ubelkeit, postprandiales Voéllegefiihl etc. ist schwierig mit groRer Uberlappung zur

funktionellen Dyspepsie.

Die Rolle einer Magenentleerungsstorung beim Diabetiker ist somit bisher nicht gut verstanden.
Dies aufRert sich auch in zum Teil kontroversen Studienergebnissen.

So zeigten frihere Studien eine verzogerte Magenmotilitdt bei Diabetiker (7;55;56). Im
Gegensatz dazu zeigen neuere Studien unter Berlicksichtigung der Glykamie teilweise sogar
eine beschleunigte Magenentleerung bei Diabetiker ohne autonome Neuropathie, v.a. in der
frihen Phase im Vergleich zur Gesunden (45;57).

Die Moatilitdtszunahme bestand in diesen Studien trotz bestehender Hyperglykdmie, die
eigentlich zu einer Magenverzdgerung fuhren sollte.

Selbst eine normale Magenentleerung bei Diabetiker kdnnte in Ricksicht auf die bestehende
Hyperglykamie als relativ beschleunigt betrachtet werden. (55)

Durch eine relativ beschleunigte Magenentleerung kommt es zu einer schnellen
Plasmaglucoseexkursion. Ein gestortes Feedback auf die Magenmotilitat kann bei verminderter
Insulin- und erhohter Glucagonsekretion sowie bestehender Insulinresistenz zu einer
postprandialen Hyperglykédmie mit einer Stérung der Glucosehomdostase beitragen.

Aus diesem Grund kann die antidiabetische Therapie durchaus auch von einer Verzdgerung der
Magenentleerung profitierten: Einerseits wird die schnelle Plasmaglucose-Exkursion
verhindert, anderseits kann die resorbierte Glucosemenge durch den Korper besser verarbeitet

werden.

GLP-1 bedient diese Wiinsche an die Diabetes-Therapie. GLP-1 fuhrt durch die Hemmung der
Magenentleerung zur Reduktion der friihen Plasmaglucose-Exkursion, auBerdem stimuliert es
glukoseabhédngig die Insulin- und hemmt die Glucagonsekretion, was zu einer Senkung der
Glucosekonzentration fiihrt und in einer besseren Glucosehomoostase resultiert.

Fazit: die Effekte von GLP-1 auf das Pankreas und die Magenmotilitat sind im Hinblick auf die

Blutzuckersenkung additiv!
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GLP-1 zeigt interessanterweise keinen Motilitats-hemmenden Effekt bei einer vorhandenen
Gastroparese oder anderen Motilitatsstorungen, was wahrscheinlich an der vagal vermittelten
Wirkung von GLP-1 liegt.(53;57;58)

Auch die GLP-1 Analoga zeigen einen Effekt auf die Magenmotilitét

e Fir Exendin-4 konnte neben den anderen Effekten auf Insulin- und Glucagonsekretion
eine Verzogerung der Magenentleerung flr feste und flissige Mahlzeit gefunden
werden (59). Fur die lang wirkende Exenatide-Derivate (1x Woche vs. 2x d) war dieser
Effekt allerdings nicht ausgepragt.(60).

e Eine Einmaldosis von Liraglutide zeigte eine 15 min. Verzogerung der
Magenentleerung fiir Glucose im Vergleich zur Placebo.(61)

Fur Vidagliptin als Vertreter der DPP-4 Inhibitoren konnte interessanterweise keine

Auswirkung auf die Magenmotilitat festgestellt werden, der Grund ist nicht klar (62).

Sitagliptin  hingegen hemmte die Magenentleerung bei Patienten mit T2DM

erwartungsgemal (63)

1.5. Exendin(9-39) als Rezeptorantagonist fiir GLP-1

Exendin(9-39) ist die trunkierte und amidierte Form von Exendin-4, die im Speichel der Echse

Heloderma suspectum gefunden wurde.

Im Gegensatz zu Exendin-4, das eine agonistische Wirkung am GLP-1-Rezeptor zeigt, stellt die

trunkierte Form Exendin(9-39) einen kompetitiver GLP-1-Rezeptor-Antagonist dar. (50)

Exendin(9-39) wurde in mehreren Versuchen zur Beurteilung des GLP-1-Effekts verwendet:

So hat die Injektion des GLP-1-Rezeptorantagonisten bei Ratten zu einer Verschlechterung der
Insulinsekretion und der Glucosetoleranz gefiihrt (64).

Beim Menschen wurde gezeigt, dass Exendin(9-39amid) ein potenter Antagonist des GLP-1-
Rezeptors ohne jegliche agonistische Eigenschaften ist. (50)

In einer &lteren Studie haben Schirra et al. festgestellt, dass eine Exendin(9-39)-Dosis von 300
pmol/kg/min ausreichend ist um ca. 85% der GLP-1 Wirkung zu antagonisieren (65), spéater
konnten sie nachweisen, dass eine Dosis von 600 pmol/kg/min ausreichend ist um mehr als
95% der endogenen GLP-1 Wirkung aufzuheben, was einen verbleibenden Effekt von GLP-1
praktisch ausschliet (66).
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Durch Exendin(9-39) war es erstmals mdoglich, die endogene Wirkung von GLP-1 zu
untersuchen.

So fihrte die Gabe von Exendin(9-39) bei gesunden Probanden zu einer Reduktion der
Insulinsekretion und Steigerung der Glucagonfreisetzung (43;67). Durch die Blockade von
GLP-1 durch Extendin(9-39) bei Gesunden wurde auBerdem erstmals beschrieben dass die A-
Zellen des Pankreas und somit die Glucagonsekretion auch im euglykdmischen Bereich unter

tonischer Hemmung von GLP-1 steht. (17).

Ebenfalls wurde Exendin(9-39) zur Beurteilung der GLP-1-Funktion auf die Magenmotilitat
verwendet. So fiihrte seine Gabe bei Gesunden in der postprandialen Phase zu einer Hemmung
der Relaxation des proximalen Magens, Steigerung der antroduodenalen Motilitdt durch

Steigerung der antralen und duodenalen Kontraktionsfrequenz und Hemmung der Pylorustonus
(17).

st S

Abbildung 1: Die amerikanische Echse Heloderma suspectum, in deren Speichel der GLP-1
Rezeptoragonist Exendin-4 entdeckt wurde
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2 Ziel der Arbeit.

Endogen aus den L-Zellen freigesetztes GLP-1 steigert als Inkretinhormon glucoseabhéngig die
Insulinsekretion und  hemmt die Glucagonsekretion. AufRerdem hemmt GLP-1 als

Enterogastron die gastroduodenale Motilitat. Dadurch reguliert es die Glucosehomoostase.

Die Magenentleerung spielt bei der Glucosehomd@ostase eine wesentliche Rolle. Sie unterliegt
bei Gesunden einer hemmenden Regulation sowohl durch die Glykdmie als auch durch GLP-1.
Die meisten bisherigen Untersuchungen haben die Wirkung von GLP-1 auf dem Inkretineffekt
und der Magenmotilitat durch die exogene Gabe des synthetischen Peptids untersucht. Die
antro-pyloro-duodenale Motilitdt ist neben der Aktivitdt des proximalen Magens der
wesentliche Regulator der Magenentleerung. (21). Bei Patienten mit T2DM ist die Regulation
der gastroduodenalen Motilitat durch endogenes GLP-1 unbekannt. Dartiber hinaus existieren
keine mit Gesunden vergleichende Studien, die die gastroduodenale Motilitat unter

isoglykamischen Bedingungen untersuchen.

Mit dem spezifischen GLP-1-Rezeptorantagonisten Exendin(9-39) ist es erstmals mdglich, die
endogene Wirkung von GLP-1 beim Menschen zu untersuchen. Es gibt bis jetzt keine Studie,
die die endogene Wirkung von GLP 1 auf die gasatroduodenale Motilitat bei Patienten mit
T2DM untersucht hat. Vorliegende Studie adressierte deshalb die Wirkung von postprandial
endogen freigesetzem GLP-1 auf die antroduodenale Motilitat bei Gesunden und Patienten mit
T2DM unter isoglykdmischen Bedingungen und unter Verwendung des spezifischen

Rezeptorantagonisten Exendin(9-39).

Um eine konstante Nahrungszufuhr und dadurch konstante Stimulation von GLP-1 unabhéngig
von der Magenentleerungsgeschwindigkeit zu sichern, wurde eine Mahlzeit intraduodenal
mittels einer Sonde appliziert, die gleichzeitig der Messung der antroduodenaen Motilitat
diente. Zur Gewaéhrleistung isoglykémischer Bedingungen wurden die
Blutzuckerkonzentrationen durch eine variable Glukoseinfusion auf identischem Niveau

gehalten (isoglykamischer Clamp).
Somit kdnnen die Ziele der Arbeit mit den folgenden Fragen zusammengefasst werden:

1. Gibt es Unterschiede der postprandialen antroduodenalen Motilitdt zwischen

Gesunden und Patienten mit T2DM unter isoglykdmischen Bedingungen.
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2. Welche Rolle spielt das endogene GLP-1 fur die Regulation der antroduodenalen

Magenmotilitat bei Gesunden und Patienten mit T2DM.
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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 fir Arzneimittel und Medizinprodukte genehmigte die Studie unter der VVorlage-
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 unterstitzt.

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

Einverstandniserklarung ab.

3.2 Probanden

An der Studie nahmen 12 gesunde Probanden und 12 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 teil.
Die Probanden litten zur Zeit der Studie an keiner schwerwiegenden Erkrankung, hatten keine
Anamnese oder klinischen Symptome fir eine gastrointestinale Funktionsstérung oder
Gastroparese. Sie nahmen zur Zeit der Studie keine Medikamente ein, die einen Einfluss auf die
Magenmotilitat haben kénnten. Sie erhielten vor der Teilnahme an der Studie eine ausfihrliche
korperliche Untersuchung. Die kardiale Funktion wurde durch ein EKG kontrolliert.
Hepatische, nephrologische und hamatologische Erkrankungen sowie eine Schwangerschaft
wurden laborchemisch durch Blut- und Urin-Screeningstest ausgeschlossen. Bei den gesunden
Probanden wurde zum Ausschluss eines latenten Diabetes oder einer Glucosetoleranzstérung

ein oraler Glucosetoleranztest (OGTT) durchgefiihrt.

Die Probanden wurden durch einen Code verschlisselt archiviert.

Die Gruppe der gesunden Probanden bestand aus sieben ménnlichen und funf weiblichen
Personen, das Durchschnittsgewicht betrug 86,22 kg (+ 17,14). Die Gruppe der Diabetiker
bestand aus sechs ménnlichen und sechs weiblichen Personen, das Durchschnittsgewicht betrug
81,05 kg ( 14,33).

Eine detaillierte Ubersicht tiber die Probandendaten zeigt die Tabelle 1.
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Versuchscode Geschlecht Alter Grofe (m) | Gewicht(KG) | BMI(kg/m?) HbA1lc
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 5,2
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 5,2
47B1 m 51 1,72 74 25,0 54

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

Versuchscode Geschlecht Alter GroRe (m) | Gewicht(KG) | BMI(kg/m?) HbA1lc
3A1 w 57 1,59 67 26,5 6,2
20A1 w 65 1,66 77 27,9 59
24A1 w 62 1,665 70 25,3 57
25A1 m 62 18 103 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

Tabelle 1: Probandentbersicht mit Geschlecht, Alter, GroRRe, Gewicht, BMI und HbAlc
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Die Einschluss- und Ausschlusskriterien fir beide Gruppen sind im Folgenden im Detail

erwahnt:

3.2.1 Einschlusskriterien gesunde Probanden (Healthy subject: HS)

e Manner und Frauen im Alter zwischen 30 und 70 Jahren

e Ausschluss einer Schwangerschaft bei den weiblichen Probanden (postmenopausal,
chirurgische Sterilisation, Verwendung von Doppelschutzmethoden fiir die Kontrazeption
oder Urintest)

e Keine Medikation mit Einfluss auf die Magenmotilitat (z.B. Acetaminophen,
Erythromycin). Kardiale Medikamente mit stabiler Dosierung durften nicht abgesetzt
werden.

e HbAlc<6%

e BMI<40 kg/m?

¢ Nichternblutglucose unter 8 mmol/L (140 mg/dL) beim Screening und am ersten Tag der
Studie

o Fahigkeit, die schriftliche Zustimmung vor Studienteilname zur Verfligung zu stellen

e Fahigkeit des Probanden, sich mit dem Forscher gut zu verstandigen und in die

Anforderungen der Studie einzuwilligen

3.2.2 Ausschlusskriterien gesunde Probanden (Healthy subject: HS)

e T1DM, DM resultierend aus pankreatischer Verletzung oder Sekundéarformen von DM (z.B.
Cushing, Akromegalie)

e T2DM oder eine positive Familienanamnese

e Glucosetoleranzstérung im OGTT: BZ nuchtern > 100, BZ nach 120min > 140 mg/dI

o Bedeutende, begleitende Erkrankung mit Komplikationen fiir DM oder gestorter
Magendarmmotilitat (z.B. Nephropathie, autonome Neuropathie und Orthostase)

e Nuchtern Triglyzeride > 5,1 mmol/l ( 450 mg/dl) innerhalb der letzten 4 Wochen

e Patienten mit Steroide- oder Schilddriisenhormontherapie (instabile Dosierung)

e Zustand nach gastrointestinalen Operationen (z.B. partielle Darmresektionen, partielle
gastrische Resektionen, etc.)

e Positive Anamnese fur gastrointestinale Funktionsstorung

e Teilnahme an anderer klinischer Studie innerhalb der letzten 4 Wochen

e Blutspende oder Verlust von mehr als 400 ml Blut innerhalb der letzten 8 Wochen

o Signifikante Erkrankung innerhalb der letzten 2 Wochen
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Klinisch bedeutende EKG-Abweichungen in der Geschichte oder eine positive
Familienanamnese fur verlangertes QT-Syndrom

Medikamentenallergie, Allergieanamnese (Asthma, Urtikaria, ekzematdse Dermatitis) und
eine bekannte Uberempfindlichkeit gegentiber der in der Studie verwendeten Medikamente
chirurgische oder klinische Interventionen, die die Absorption, die Verteilung, den
Metabolismus oder die Ausscheidung der Medikamente erheblich &ndern kénnen
Immunschwache in der Anamnese, einschlieBlich eines positiven HIV-Testergebnisses
Anamnestische Lebererkrankung oder anormale Leberfunktionstests

Anamnestischer Drogen- oder Alkoholmissbrauch innerhalb der letzten 12 Monate vor der

Teilnahme

3.2.3 Einschlusskriterien Probanden mit Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM)

Manner und Frauen in Alter zwischen 30 und 65 Jahren

Ausschluss einer Schwangerschaft bei den weiblichen Probanden (postmenopausal,
chirurgische Sterilisation, Verwendung von Doppelschutzmethoden fiir die Kontrazeption
oder Urintest)

Die antidiabetische Medikation muss eine Woche vor der Teilnahme abgesetzt werden.
Keine Medikation mit Einfluss auf die Magenmotilitat (z.B. Acetaminophen,
Erythromycin). Kardiale Medikamente mit stabiler Dosierung durften nicht abgesetzt
werden.

HbAlc: 6,5-10%

BMI < 40 kg/m?

Nichternblutglucose zwischen 7,0-12,2 mmol/L (126-240mg/dL) beim Screening und am
ersten Tag der Studie

Fahigkeit, die schriftliche Zustimmung vor Studienteilname zur Verfigung zu stellen
Fahigkeit, sich mit dem Forscher gut zu verstdndigen und in die Anforderungen der Studie

einzuwilligen

3.2.4 Ausschlusskriterien Probanden mit Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM)

T1DM, DM resultierend aus pankreatischer Verletzung oder Sekundéarformen von DM (z.B.
Cushing, Akromegalie)
Insulintherapie innerhalb der letzten 3 Monate

Therapie mit Thiazolidindionederivate innerhalb der letzten 3 Monate
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e Bedeutende, begleitende Krankheit oder Komplikationen von Diabetes (z.B. Nephropathie,
autonome Neuropathie und Orthostase)

e Ndchtern Triglyzeride > 5,1 mmol/l ( 450 mg/dl) innerhalb der letzten 4 Wochen

e Patienten mit Steroide- oder Schilddriisenhormontherapie (instabile Dosierung)

e Zustand nach gastrointestinalen Operationen (z.B. partielle Darmresektionen, partielle
gastrische Resektionen, etc.)

e Positive Anamnese fur gastrointestinale Funktionsstorung

e Teilnahme an anderer klinischer Untersuchung innerhalb der letzten 4 Wochen

e Blutspende oder Verlust von mehr als 400 ml Blut innerhalb der letzten 8 Wochen

¢ Signifikante Erkrankung innerhalb der letzten 2 Wochen

e Kilinisch bedeutende EKG-Abweichungen in der Geschichte oder eine positive
Familienanamnese fur verlangertes QT-Syndrom

e Medikamentenallergie, Allergieanamnese (Asthma, Urtikaria, ekzematdse Dermatitis) und
eine bekannte Uberempfindlichkeit gegentiber der in der Studie verwendeten
Medikamenten

e chirurgische oder klinische Interventionen, die die Absorption, die Verteilung, den
Metabolismus oder die Ausscheidung der Medikamente erheblich &ndern konnten

e Immunschwache in der Anamnese, einschlieBlich eines positiven HIV-Testergebnisses

e Anamnestische Lebererkrankung oder anormale Leberfunktionstests

e Anamnestischer Drogen- oder Alkoholmissbrauch innerhalb der letzten 12 Monate vor der

Teilnahme

3.3 Die Nahrung

Die GLP-1 Sekretion wird hauptsdchlich durch Glucose und Lipide stimuliert. Um eine
konstante  endogene  GLP-1  Sekretion und  Wirkung unabhdngig von der
Magenentleerungsgeschwindigkeit zu gewahrleisten, wurde die Nahrung (ber eine Sonde
intraduodenal appliziert und zwar mit konstanter Geschwindigkeit.

Als intraduodenale Nahrung diente eine gemischte Lésung bestehend aus 235,6 ml (20 %)
Lipovends-Losung und 37,5 g Glukosemonohydrat, die auf 900 ml Leitungswasser aufgefillt
wurden. Diese Losung verfiigte tiber einen Brennwert von 0,675 kcal/ml und wurde mit einer
Geschwindigkeit von 3ml/min (2,03kcal/min) infundiert. Somit entspricht die Infusionsrate der
durchschnittlichen physiologischen Magenentleerungsgeschwindigkeit (68) und sie liegt tber
dem Schwellenwert fur die GLP-1 Sekretion von 1,4 kcal/min (17).
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Der Anteil von Lipid bzw. Glucose an der Mahlzeit betrégt 75 % bzw. 25 %. Der Glucoseanteil
wurde so gewahlt, um den Effekt der Nahrungsglucose auf die Insulinsekretion zu minimieren.

Die duodenale Mahlzeit-Perfusion erfolgt Gber eine diinne (<& 3.5 mm), 12 lumige, transnasal
applizierte duodenale Sonde, Uber die simultan die antropyloroduodenale Motilitat

perfusionsmanometrisch gemessen wurde.

3.4 Glucoseinfusion: Isoglykamisch-Hyperglykdamischen Clamp

Um identische Bedingungen fir die Wirkung von GLP-1 auf die antroduodenale Motilitat bei
Gesunden und Diabetikern wahrend einer Hyperglykamie zu ermdglichen, wurde die
Plasmaglucose auf einen Wert von 180 mg/dl geclampt (isoglykamisch hyperglykdmischer
Clamp).

Dieser sogenannte hyperglykédmische Clamp erfolgt anfangs durch einen Bolus von 150 mg/kg
KG einer 20% Glucoselésung. Danach wird die Glucosekonzentration auf 180 mg/dl (10
mmol/l) geclampt durch eine variable Infusion von 20% Glucose nach dem Algorithmus von
DeFronzo (69) unter 1-minltigen Messungen der Blutglucose wahrend der ersten schnellen
Phase der Insulinsekretion (10 Min) und darauf folgenden 5-minutigen Messungen der
Blutglukose wéhrend der zweiten Phase der Insulinsekretion mit einem Glukoseanalysator der
Firma Bayer Vital GmbH (Contour®, Basel 4002, Switzerland).

3.5 Blutentnahmen

Uber eine am Handriicken in retrograder Richtung angelegte Venenverweilkaniile zur
Ermoglichung einer kontinuierlichen Blutentnahme wurden 23 Blutentnahmen zur Bestimmung
von Insulin, C-Peptid, Glukagon, GLP-1 und GIP entnommen. Die Blutentnahmen erfolgten
nach Arterialisierung des vendsen Blutes durch heated hand Technik (65). Das erfolgt durch
eine konstante Erwérmung der Hand auf 40°C durch eine sensorgesteuerte Infrarotlampe, was
die Durchblutung am Handriicken durch das Offnen arteriovendser Shunts steigert und das

vendse Blut arterialisiert.

Die 7 ml Blutentnahmen erfolgten mit EDTA-R06hrchen, die unter VVorlage von 350l Aprotinin
(Trasylol®) (500 IE/ml Blut) zur Hemmung der Fibrinolyse und 350ul Diprotin A 3 mM (50
pl/ml Blut) zur Hemmung der Protease DPP-4 vorbereitet waren. Die EDTA Rohrchen wurden

auf Eis gelagert und gleich in einer bereits auf 4° C vorgekihlten Kuhlzentrifuge 15 Min. bei
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5000 Up/min zentrifugiert. Das Plasma wurde in Eppendorfcups mit 300 ul abpippetiert und bis

zur Hormonbestimmung bei -20°C eingefroren.

Fur die Messung der Plasmaglucose wéhrend des hyperglykamischen Clamps wurden in den
ersten 10 Minuten in 2,5 minutigen Abstanden und dann bis zum Versuchsende in 5-minitigen

Abstanden sowie dreimal basal jeweils 0,1 ml Vollblut entnommen.

Zusammen ergibt sich daraus eine Blutmenge von ca. 486 ml fiir die Hormonbestimmungen
sowie ca. 20 ml fur Glucosebestimmungen, d.h. insgesamt ca. 500-510 ml Blut Gber allen
Studientagen. Diese Menge entspricht einer einmaligen Blutspende und ist fur die Probanden
mit keiner Gefahr verbunden.

3.6 Exendin(9-39) amid

Synthetisch in pharmazeutischer Qualitat hergestelltes Exendin(9-39)amid wurde kommerziell
von der Firma Bachem 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 bendtigte Menge von Peptid wurde in 50 ml menschlichem Albuminserum 1% aufgeldst
und mit einem Perfusor mit einer Geschwindigkeit entsprechend einer Dosis von 600
pmol/kg/min gegeben, die fur jeden Probanden genau berechnet wurde. Diese Dosis von 600
pmol/kg/min erlaubt Antagonisierung von mehr als 95% der GLP-1 Wirkung (66).

Ein Beispiel fur die Exendin-Dosis bei einem Probanden zeigt die Abbildung 2.
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Dosisberechnung 21.03.2007

Proband - Initialen Frau L.
Proband - Code-Nr. 24A3
Proband - Korpergewicht (kg) 70
Studie: DPI

Karpergewicht des Probanden (kg) 70

EXENDIN(9-39)
Clinalfa, C-S-280, Batch AC 0623 |

Versuchsdauer (min) 180
|
Peptidgehalt per vial (nmol/vial) 2967.5
|
Study day, Code 3
Zahl Ampullen Clinalfa, AC0623 3
0.K.
Mindest-Bedarf Exendin (mg) 255
Gesamtverbrauch Exendin (mg) 30
Gesamtmenge Exendin (pmol) 8902605.5
Konzentration in 50 ml HSA 1% (Perfusor, 178052 1
pmol/ml)

Exend-in(9-39)

Dosis (pmol/(kg*min)) 600

Infusionsgeschwindigkeit (Perfusor, 14.2
ml/h) )

Gesamtverbrauch pro Experiment (ml) 42.5

Abbildung 2: Ein Beispiel fiir die Exendindosis und Perfusionsgeschwindigkeit bei einer

Probandin
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3.7 Registrierung der antroduodenalen Motilitat

Die Messung der antro-pyloro-duodenalen Motilitat erfolgte perfusionsmanometrisch durch
eine 12 Lumen duodenale Sonde (Dentsleeve, Onario Kanada), die an einem
Perfusionsmanometer angeschlossen war.

In der Sonde miinden 4 Messkanéle im Antrum und 3 im Duodenum (ber Seitenléchern in
Abstanden von 1,5 cm, dazwischen liegt ein Sleeve-Sensor, der 4,5 cm lang ist und bei
korrekter Sondenlage transpylorisch liegen soll. Dieser Sleeve-Sensor ist eine diinne Membran,
die die Sonde berzieht und die phasische und tonische Druckverédnderung im Pylorusbereich
registriert. In den Sleeve-Sensor miinden 4 Kanéle in 4 Seitenldchern in Abstdnden von 1,5 cm.
Die Lage der Sonde wird so bestimmt, dass das proximalste Loch des Sleeve im Antrum und
das distalste im Duodenum zu liegen kommt.

Das distalste Loch mundet 7 cm distal des letzten Seitenlochs im Duodenum und dient zur

duodenalen Mahlzeitperfusion.

Eine schematische Darstellung der Sonde zeigt die Abbildung 3
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Abbildung 3: Eine schematische Darstellung der antro-pyloro-duodenalen Sonde. In der Sonde
munden 4 Messkanale im Antrum und 3 im Duodenum Uber Seitenlochern in Abstanden von 1,5
cm, dazwischen liegt ein Sleeve-Sensor, der 4,5 cm lang ist und bei korrekter Sondenlage
transpylorisch liegt. Dieser Sleeve-Sensor ist eine diinne Membran, die die Sonde Uberzieht und
die phasische und tonische Druckveranderung im Pylorusbereich registriert. In den Sleeve-Sensor
minden 4 Kanéle in 4 Seitenléchern in Abstédnden von 1,5 cm. Die Lage der Sonde wird so
bestimmt, dass das proximalste Loch des Sleeve im Antrum und das distalste im Duodenum zu
liegen kommt. Bei korrekter Sondenlage sind die Ableitungen 1 bis 5 im Antrum und 9-12 im
Duodenum. Das distalste Loch miindet 7 cm distal des letzten Seitenlochs im Duodenum und dient

zur duodenalen Mabhlzeitperfusion.
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Die Motilitdtskandle wurden durch eine pneumohydraulische Pumpe (Firma MMS,
Niederlande) mit einer Rate von 0,3 ml/min mit Aqua dest. perfundiert, wodurch sie punktuelle
Druckmessung aufnehmen. Die Driicke werden von externen Drucksensoren gemessen. Die
Daten wurden gleichzeitig auf dem Bildschirm eines Multichannel Chart System (Firma MMS,

Niederlande) gezeigt und auf einem PC gespeichert.

Die richtige Sondenlage wurd durch die kontinuierliche Aufzeichnung der transmukosalen
Potentialdifferenz (TMPD) uber dem Sleeve-Sensor bestimmt und Gberwacht. Die TMPD st
die Potentialdifferenz zwischen den antralen und duodenalen Seitenldchern des Sleeve-Sensors
(PD A — PD D). Diese zwei Seitlocher (PD A und PD D) wurden zur Druckmessung wie die
anderen Locher der Sonde perfundiert, allerdings mit NaCl 0,9 % statt mit Aqua dest. Uber
einen Nebenschluss (Dreiwegehahn) waren sie leitend (1 M KCI mit 3% Agar Agar Losung )
mit Kalomel-Elektroden verbunden. Als gemeinsame Referenzelektrode dient eine
Hautelektrode, die an dem rechten Thorax angebracht war. Eine TMPD von mindestens -15

mV zeigte die korrekte Lage der Sonde. (22)
In der Studie wurde die Sondenlage fiir die meisten Probanden durch die Bestimmung der
TMPD kontrolliert. Bei einem geringen Teil der Probanden wurde zum Beginn der Versuche

die korrekte Sondenlage durch eine Rontgenaufnahme bestimmt.

Tabelle 2 zeigt eine detaillierte Ubersicht tiber der Kontrolle der richtigen Sondenlage fiir alle

Probanden sowie die Strahlendosis im Falle einer Rontgendurchleuchtung.
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Gesunde Diabetiker
Code | Geschlecht | Strahlenbelastung Code | Geschlecht | Strahlenbelastung
4B w 0.078 mSv 3A w 0.312 mSv
5B m 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
13B | w 0.013 mSv 29A |w durch Manometrie
Kontrolliert
18B | w 0.004 mSv 32A |m durch Manometrie
Kontrolliert
21B | m durch Manometrie | | 33A | w durch Manometrie
Kontrolliert Kontrolliert
28B |m durch Manometrie | | 40A | m durch Manometrie
Kontrolliert Kontrolliert
34B |m durch Manometrie | | 49A |w durch Manometrie
Kontrolliert Kontrolliert
37B |m durch Manometrie 50A |m durch Manometrie
Kontrolliert Kontrolliert
42B | w durch Manometrie | | 51A |m durch Manometrie
Kontrolliert Kontrolliert
43B | w durch Manometrie 53A |m durch Manometrie
Kontrolliert Kontrolliert
46B | m durch Manometrie
Kontrolliert
47B | m durch Manometrie
Kontrolliert

Tabelle 2: Lagekontrolle der Sonde und entsprechender Strahlenbelastung bei radiologischer

Lagekontrolle
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3.8 Studiendesign

Die Studie besteht aus drei Experimenttagen fir jeden Probanden. Zwischen den Versuchstagen

wurde ein Intervall von mindestens zwei Tagen eingehalten.

An allen Versuchstagen wurde die Blutglucosekonzentration durch die Clamp-Technik auf
einem stabilen hyperglykdmischen Niveau von 180 mg/dl eingestellt, um isoglykamische

Bedingungen fir alle Probanden zu schaffen.

An einem Tag wurde intraduodenal und intravends nur eine Kochsalzlésung perfundiert, um so
einen Vergleich der antroduodenalen Motilitat (AD-Motilitat) zwischen Gesunden und
Diabetikern unter nuchternen Bedingungen bei der gleichen Hyperglykdmie (interdigestive
Motilitat unter Hyperglykamie) zu bekommen.

An den zwei anderen Experimenttagen wurde tUber die Duodenalsonde die flissige Mahlzeit
(Glucose + Fett) intraduodenal perfundiert, um die postprandiale AD-Motilitat bei Gesunden
und Diabetikern unter denselben hyperglykdmischen Bedingungen zu vergleichen.

An einem dieser beiden Tage erfolgte zusétzlich die intravendse Infusion von Exendin(9-39),
um GLP-1 zu antagonisieren und dadurch den GLP-1 Effekt auf die postprandialen AD-
Motilitat unter hyperglyk&mischen Bedingungen bei Gesunden und Diabetikern genauer zu
verifizieren.

Die Versuchstage wurden randomisiert und die Probanden tber die Experimenttage verblindet,

damit die Ergebnisse nicht durch mdgliche Erwartungshaltungen verfalscht werden kénnen.

Eine Ubersicht tiber die Experimenttage zeigt die folgende Tabelle:
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IV glucose 20%

Stud
: / duodenal perfusion IV infusion (clamp hyperglycemia at
a
/ 180 mg/dl)
1 2.03 kcal/min Saline ja

_ Exendin(9-39) at _
2 2.03 kcal/min ) ja
600*pmol/kg/min

3 Saline Saline ja

Tabelle 3: Die Experimenttage mit den entsprechenden duodenalen Perfusionen und intravendsen
Infusionen. Tag 3 diente der isoglykdmische Nuchtern-Kontrolle. Durch die duodenale
Mabhlzeitperfusion am Tag 1 kann die Wirkung der Mahlzeit auf die antroduodenale Motilitat
ermittelt werden. Durch zusatzliche Exendininfusion am Tag 2 kann der Effekt von GLP-1 auf die

antroduodenale Motilitat untersucht werden.
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3.8.1 Ablauf eines Experimenttages

Die Versuche starteten um 7:30 Uhr am Morgen nach einer Nuichternheitsphase von mindestens

12 Stunden und dauerten jeweils ca. 4 Stunden.

Als erstes schluckten die Probanden die transnasal eingefiinrte Duodenalsonde, die an dem
Manometrie-Gerat angeschlossen wurde.

Die Sonde wurde intraduodenal gelegt und die Lage wurde durch die Bestimmung der
transpylorischen Potentialdifferenz oder durch das Vorhandensein von antralen und duodenalen
Kontraktionen in den entsprechenden Ableitungen kontrolliert. Bei fehlender Potentialdifferenz
und antroduodenalen Kontraktionen (ca. 25% der Félle) wurde die Sondenlage durch eine

Rontgendurchleuchtung bestimmt. (siehe Tabelle 2)

Danach wurden zwei vendse Zugénge angelegt. Eine in einer cubitalen Vene der einen Seite.
Sie diente zur Infusion von Glucose und Exendin(9-39). Am Handriicken der anderen Seite
wurde ein vendser Zugang in einer retrograden Richtung angelegt. Dieser Zugang wurde zur
Blutabnahme verwendet, nachdem das Blut durch die "Heated-Hand" Technik arterialisiert

wurde.

Nach einer Pause von mindestens 15 Minuten zur Beruhigung des Probanden, um so den
Einfluss von Stressfaktoren auf den Glucosestoffwechsel zu minimieren, wurde mit dem

Versuch begonnen.

An allen Versuchstagen wurde ab der Minute 0 mit dem hyperglykédmischen Clamp begonnen,
der bis zum Ende des Versuchs (Minute 180) fortgesetzt wurde.

Dieser sogenannte hyperglyk&mische Clamp erfolgt anfangs durch einen Bolus von 150 mg/kg
KG einer 20% Glucoselésung. Danach wird die Glucosekonzentration auf 180 mg/dl (10
mmol/l) geclampt durch eine variable Infusion von 20% Glucose nach dem Algorithmus von

DeFronzo bei regelmaRiger Bestimmung der Plasmaglucose. (69)

Ein Beispiel Gber dem hyperglykdmischen Clamp zeigt die folgende Abbildung 4
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DPI aktuelle Infusions- |Fritsche etal,

Glc.Konz. rate Diabetologia 2000:43:852 +

20A Anmerkungen + andere 10%
20A1 + mit DP + saline 20%
B.O initialer Bolus?

21.03.2007 Eintrage nurin grine Felder ! Uhrzeit G(i) 8(i) Menge = Glukose 20%

[mgidi] [mi/h] [o] [m1]
+

Pumpen- Blutentnahme Nr. 6 10,0%

faktor Start Glukose Clamp 10:45__ | 45,1

Glc.Konz, G(inf)
Infusat [ma/mi] Blutentnahme Mr. 7
Primarangaben

Dauer [min]
des Clamp Blutentnahme Mr. &
Blutentnahme Mr. 9

Gewicht BW I 77 Blutentnahme Nr. 10

Proband [ka] Blutentnahme Nr. 11

Blutentnahme Nr. 12
Glc.Konz G(b) I 109

basal [maidi] Blutentnahme Nr. 13
Doppelmessung!

-
=3

Ziel- G(d) Blutentnahme Nr.
konz. [matdi]

BZ- um Blutentnahme Nr.

Anderung [ma/di]
(Aufsattigung)

Blutentnahme Nr.

BRERBFLEHELEIERE &

Zeit bis Glukose IV Ende Blutentnanme Nr.

Ergebnis (Mittelwerte) Blutentnahme Nr.
mitiere Glukos 1811
steady state bis20 min ab 30 min
Blutentnahme Nr. 19
Blutglukose 1931666667 179,16129 Exendin(9-39)
Glukoseverbrauch
68 88
0,88 1,14 Blutentnahme Nr. 20
16,0 38
1,2 0,3
Blutentnahme Nr. 21

Blutentnahme Nr. 22

Blutentnahme Nr. 23, danach
Ende IV Infusionen

Abbildung 4 zeigt ein Beispiel Uber ein hyperglykédmisches Clamp an einem Versuchstag
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30 Minuten vor dem Beginn des Clamps (-30 min) wurde die duodenale Perfusion gestartet und
zwar mit einer Kochsalzlésung am Tag 3 und mit der flussigen Mahlzeit mit einer
Geschwindigkeit von 2,03 kcal/min an den Tagen 1 und 2. Die duodenale Perfusion lief dann

bis zum Versuchsende (Minute 180).

30 Minuten vor dem Beginn der duodenalen Perfusion und dementsprechend 60 Minuten vor
Anfang des Clamps (Minute -60) wurde mit der intravendsen Infusion begonnen und zwar mit
Kochsalzlésung an den Tagen 1 und 3 und mit Exendin(9-39) 600 pmol/kg/min am Tag 2.

Der Beginn der Exendinperfusion 30 Minuten vor der Mahlzeit dient der Antagonisierung der
GLP-1 Rezeptoren vor der GLP-1-Freisetzung durch die Mahlzeit. Die Exendininfusion lief bis
zur Minute 120, danach wurde sie gestoppt, um einen moglichen Rickkehreffekt der GLP-1-

Wirkung zu evaluieren (Recoveringeffect).

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde die antroduodenale Motilitat gemessen. Der
Beginn und das Ende der jeweiligen duodenalen und intravendsen Infusionen an den Minuten -
60 (Exendin/Saline), -30 (Nahrung/Saline), 0 (Clamp) und 120 (Ende Exendin) wurden auf dem

Bildschirm des Multi Chanel Display notiert und bekamen flr die Auswertung die Marker 1-4.

Ebenfalls erfolgten Uber der gesamten Versuchsdauer regelmaRige Blutentnahmen in
bestimmten Zeitabstdnden zur Hormon- und Glucosebestimmung. Nach 2 basalen
Blutentnahmen an den Minuten -70 und -60 folgten bis zum Beginn des hyperglykamischen
Clamps 4 Blutentnahmen in einem Abstand von 15 Minuten. Nach dem Beginn des Clamps
wurden in den ersten 10 Minuten 4 Blutentnahmen in 2,5minutigen Abstdnden und dann 2
Blutentnahmen an den Minuten 15 und 20 durchgefiihrt. Diese engmaschigen Blutentnahmen
am Anfang des Clamps dienten zur genauen Clampeinstellung wéhrend der ersten Phase der
biphasigen Insulinsekretionsmuster. Ab der Minute 30 bis zum Ende des Versuchs erfolgten 11
Blutabnahmen in regelméRigen Abstdnden von 15 Minuten. Daraus ergeben sich insgesamt 23

Blutentnahmen.

Da sich diese Studie hauptsdachlich mit der Regulation der antropyloroduodenalen Motilitat
durch GLP-1 beschaftigte, werden nur GLP-1 und die Plasmaglucose bei der Ergebnissen
dargestellt. Die anderen Hormone zur Beurteilung des Inkretineffekts (Insulin, C-Peptid,
Glucagon und GIP) werden im Rahmen der Dissertation von Dr. Lucianno Carneiro explizit
dargestellt und erléutert.
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Ein Uberblick tiber der Studiendesign zeigt die folgende Abbildung 5:

Study Design

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

Blood samples: GLP-1, insulin, C-peptide, Glucagon, Proinsulin, GIP, Glucose™

l#&lllllluullilllillll

EE LT T R T o T T T TR

3 Antropyloroduodenale Manometrie 4

Hyperglycemic clamp (180 mg/dl = 10 mmol/l)
|

Priming Exendin(9-39) or saline IV
|

Duodenal meal (2.03 kcal/min) or saline

-90 -60 -30 0 30 60 90 120 150 180

Time: min

Abbildung 5: Studiendesign: Die roten Pfeile zeigen die Blutentnahmen und die Sterne die

Bestimmung der Plasmaglucosekonzentration. Die gelben Punkte mit den Zahlen zeigen die

Manometriemarker. Der griine Balken zeigt die Manometriemessung, die anderen Balken

(Schwarz, Rot und Blau) die entsprechenden Infusionen auf die Zeitachse. Die Bedeutung der

Zeitabschnitte ist wie folgt:

e -60 - -30: Blockade der GLP-1-Rezeptoren mit Exendin(9-39) am Tag 2 zur
Beurteilung des GLP-1 Effekts.

e -30 - 0: Effekt der duodenalen Mahlzeit mit und ohne Exendin(9-39) auf die APD-
Motilitat unter Eugykéamie.

e 0- 120: Effekt der duodenalen Mahlzeit mit und ohne Exendin(9-39) auf die APD-
Motilitat unter Hyperglykamie.

e 120-180: Beurteilung eines mdglichen GLP-1-Ruckkehreffekts nach Beenden der

Exendininfusion am Tag 2. (Recoveringseffekt).
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3.9 Auswertung und Analyse

3.9.1 Auswertung der antroduodenalen Motilitat

Zur Auswertung wurden die manometrischen Motilitdtsdaten, die mit den Markern
gekennzeichnet werden, in je 10minitige Perioden unterteilt. Entsprechend der Zeit zwischen
zwei Markern hat jeder Marker eine bestimmte Anzahl an Perioden wie die Tabelle 4 zeigt

-60 Beginn i.v. Infusion 30 3 1.1-1.3
(Saline or Exendin)

-30 Beginn duodenale 30 3 2.1-2.3
Perfusion
(Saline or Nahrung)
0 Beginn hyperglyk. 120 12 3.1-3.12
Clamp
120 Ende i.v. Infusion 60 6 4.1-4.6
(Exendin)

Tabelle 4: Die Manometriemarker mit ihren Dauer und ihrer Bedeutung sowie die Anzahl und

Nummer der entsprechenden Perioden fur die Auswertung

Daten mit inkonklusiver Sondenlage (TMPD > -15 mV) oder Artefakten wurden bei der
Auswertung nicht beriicksichtigt. (ca. 25 % der Daten).

Die Sondenkandle leiten phasische und tonische Druckverdnderung ab. Alle Daten wurden
computergestutzt ausgewertet. Um eine Verfalschung durch tonische Druckschwankungen im
Verlauf des Versuches zu verhindern, wurde alle 30 Sekunden die Basislinie fur alle
Ableitungen neu bestimmt.

Eine Kontraktion ist definiert als Druckerh6hung von mindestens 10 mmHg tber der Basislinie
und Dauer von mindestens 3 s. Der Basaldruck ist der Druck uber der Basislinie nach
Ausschliel3en der phasischen Kontraktionswellen.
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Aus den Rohdaten wurden fur Antrum und Duodenum folgende Motilitatsparameter bestimmt:
Kontraktionsamplitude, Kontraktionsfrequenz und Motilitatsindex.
Diese Parameter wurden als Summe (Kontraktionszahl, Motilitatsindex) bzw. als Mittelwert

(Amplitude) der antralen bzw. duodenalen Kanéle berechnet.

Wahrend die Kontraktionsfrequenz die Anzahl der Kontraktionen pro 10mindtiger Periode ist,
wird der Motilitatsindex als Integral der Kontraktionsaktivitat (Flache unter den Kontraktionen)

mit der Einheit mmHg*s/10min definiert.

ey = n+1 Kontraktionsamplitude * Kontraktionsdauer
Motilitatsindex = | £

n Periodendauer

n: Periodennummer

Die antralen und duodenalen Daten wurden aus den entsprechenden Ableitungen der
Sondenkanéle entnommen (siehe Tabelle 5). Bei korrekter Sondenlage sind es 5 antrale und 4
duodenale Ableitungen. Die Pyloruskanéle (Sleeve-Ableitungen) SA und SD kdnnen sowohl
antrale als auch duodenale Kontraktionen ableiten und werden deshalb fur die Auswertung der

antralen und duodenalen Motilitat nicht mit einbezogen.

Die Tabelle 5 zeigt die antralen und duodenalen Ableitungen und die entsprechenden

Sondenkanéle.
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Tabelle 5: Die antralen und duodenalen Ableitungen und deren entsprechenden Sondenkanéle.

Bei korrekter Sondenlage zeichnen 5 antralen und 4 duodenalen Kanéle die Manometrie auf
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Wenn die Sonde sich auf die antrale oder duodenale Seite verschiebt, mussen die Daten fiir die
Auswertung korrigiert werden. Dabei wird der betroffene Kanal in den jeweils néchsten Sleeve-
Kanal verlegt (SA oder SD).

Beispiel:

Wenn der Kanal D2 im Magen liegt, wird er auf den Kanal SD verlegt, so sind noch die Kanale
D3 und D4 im Duodenum.

Oder wenn der Kanal A3 im Duodenum liegt, wird er auf den Kanal SA verlegt. Somit blieben
die Kanéle A1 und A2 noch im Antrum.

So konnen Fehler eliminiert werden und es bleiben aufgrund der hohen Anzahl der Kandle

immer noch gentigend Ableitungen fiir die Auswertung vorhanden.

Die Parameter: Frequenz, Amplitude und Motilitatsindex der antroduodenalen Motilitat wurden
am Anfang fir jeden Probanden allein bestimmt. Diese Parameter wurden aus den Rohdaten als
Summe (Kontraktionszahl, Motilitatsindex) bzw. als Mittelwert (Amplitude) berechnet.

Dabei wurden diese Parameter fir jeden Probanden fir jede 10 min-Periode getrennt bestimmt
und als Mittelwert der Daten der entsprechenden Ableitungen berechnet.

Motilitatsparameter einer Periode fir einzelnen Probanden an einem Versuchstag:

Ax (x:Summe der Werten aus der Ableitungen)

y= n (Anzahl der entsprechenden Ableitungen)
Fir den Antrum ist x; Al- A4 und PD A. n: 1-5
Fir das Duodenum ist x: D2 —D4 und PD D. n: 1-4

Danach werden die Motilitdtsparameter in jeder Periode fir alle Probanden in der jeweiligen
Gruppe (Gesunde / Diabetiker) berechnet und als Mittelwert mit der Standartabweichung

ermittelt.

Motilitatsparameter einer Periode fur alle Probanden an einem Versuchstag:

7 = Ay (y:Summe der Werten der eizelnen Probanden)

12 (Anzahl der Probanden in einer Gruppe)

Ein Beispiel Uber die Sondenkorrektur und die Berechnung der Motilitatsparameter zeigt die
folgende Tabelle (Tabelle 6):
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Code 20A3

Date Mittelwert Mittelwert
Antrum Duodenum Antrum Duodenum
Action Periode  Anmerkung  time (min) Al A2 A3 A4 PDA SA SD PDD D2 D3 D4 (AL/POA D D-D4)
Start Infusion 11 ) 5 6 5 7 3 0 § 8 9 7 s [ 53" 80
12 50 8 5 6 8 5 0 7 7 9 8 s [ 2 81
13 -40 Q 7 6 3 Y T B T T T 2 > 54 § 72
Startduodenale 2.1 30 1 5 7 6 3 0 7 5 7 7 s [ 64 72
Perfusion 22 20 2 6 8 0 0 0 6 6 7 8 s [ 507 74
23 10 12 9 10 6 3 0 8 8 8 8 s [ 79" 81
Start Clamp 31 0 12 9 10 7 3 0 10 10 10 9 9 80" 93
32 2 u 3 9 3 0 0 3 10 7 9 53" 78
33 PDD-Amm 30 2 0 9 2 0 0 8 1 9 8 9 f 24" 87
34 ) 2 10 1 10 7 0 10 1 10 10 1 f 76 103
35 50 2 7 2 3 0 0 10 8 8 6 7 f 43" 73
36 60 2 7 2 0 0 0 7 5 4 6 9 f 37" 65
37 70 2 7 2 4 0 0 6 9 6 6 8 f 44" 68
38 8 2 8 2 6 0 0 7 9 8 7 9 f 50" 79
39 % 12 6 1 3 0 0 7 9 9 7 9 f 41" 84
310 100 12 8 12 7 0 0 9 10 f 55 64
3l 10 2 8 1 8 0 0 8 9 @ 5>
31 120 2 5 1 4 0 0 4 4 7 3 4 f Iy 76
End of Vinfusio 41 130 2 2 1 0 0 0 8 10 6 6 6 f 28" 60
42 140 2 5 2 4 0 0 8 10 9 7 9 f 42" 83
43 150 2 6 1 5 0 0 6 6 8 7 9 f 43" 81
44 160 2 9 2 9 4 0 9 9 10 9 10 f 67" 98
45 170 1 2 1 4 0 0 4 4 9 5 4 f 34" 57
46 180 12 6 12 6 0 0 8 9 8 7 f 48" 7
ANTRUM Periods 11 12 13 21 22 23 31 32 33 34 35 36 37 43 44 45 46
missing fime (mi) o o o o 2 o 2 w w0 o w0 w0 B W M 18

initials ~ Code

T2DM

Exendin IV
duodenal meal (3) 50 8,6 42 53
43 67 34 48
47 39 50 35
29 55 31 46
88 95 87 95
00 00 00 00
62 42 58 18
39 26 13 29
25 76 43 58
55 44 36 56
51 43 58 68
39 51 81 83

mean

44 52 44 49
SEM

06 07 07 07

Tabelle 6: Die obere Tabelle zeigt ein Beispiel tiber den erhobenen Manometriedaten bei dem Probanden 20A am Tag 3.
Links in der Tabelle sind die Manometrieperioden und das entsprechener Beginn oder Ende der jeweiligen Infusionen
aufgelistet. Oben stehen die antralen (Al- A4 und PDA) und die duodenalen (D2-D4 und PDD) Ableitungen. Aus diesen
Ableitungen werden flr jden Probanden pro Periode ein Mittelwert berechnet. Ab der Minute 30 ist die Sonde ins Antrum
gerutscht. Daher wurde der betroffene Kanal PDD in den néchsten Sleeve-Kanal SD verlegt Der Mittelwert der duodenalen
Kontraktionen ab der Minute 30 wurde dann nur aus den Ableitungen PD D-D3 berechnet. Die initialen Werten der
Ableitung A 1 wurden nach der Sonden Korrektur nicht mehr fur die Auswertung herangezogen. So kénnen Fehler eliminiert
werden. In der zweiten Tabelle werden die Daten fiir alle Probanden ( Hier der Fall fiir Antrum ) berechnet. Die Mittelwerte
der antralen Kontraktionen von dem Probanden 20A3 Uber der ganzen Versuchsdauer werden in der zweite Tabelle bei den
entsprechenden Probanden Gbernommen. AulRerdem kommen dann die Werte aus den Berechnungen fiir alle Probanden aus
der gleichen Versuchsgruppe (Gesunde oder Diabetiker). Aus den Werten aller Probanden in der geleichen Gruppe werden

dann die Mittelwerte und der Standartabweichung ermittelt.
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Der obere Abschnitt der Tabelle 6 zeigt den Parameter: Motilitatsindex fur den Probanden 20A
an dem dritten Versuchstag (20A3).

Ab der Minute 30 ist die Sonde in den Antrum gerutscht. Die duodenale Ableitung PD D zeigte
dementsprechend antrale Kontraktionen. Die Ableitung PD D wird daher fur die Auswertung
auf den Kanal SD verlegt.

Die duodenale Motilitat wird deshalb ab der Minute 30 fiir jede Periode aus den restlichen 3
Ableitungen berechnet. Die antrale Motilitat wird weiterhin aus 5 Ableitungen berechnet,

wobei ab der Minute 30 die Ableitung Al von der Auswertung ausgeschlossen wird.

Zum Beispiel wird fur die Periode 1.3 der Motilitatsindex des Antrums aus dem Mittelwert der
Ableitungen Al bis PD A berechnet. Anders wird der Motilitatsindex des Duodenums fiir die
Periode 3.10 aus dem Mittelwert der Ableitungen PD D bis D 3 berechnet.

Der untere Abschnitt der Tabelle 6 zeigt den Parameter Motilitatsindex des Antrums fir alle
Probanden aus der Diabetikergruppe an dem Versuchstag 3. Die Daten der Probanden 20 A 3

aus der ersten Tabelle sind in der zweiten Tabelle zu sehen.

3.9.2 Analyse der Plasmaglycose und der Inkretinhormone (GLP-1 und GIP):

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

4002, Switzerland) verwendet.

Die Bestimmung der Immunreaktivitat von bioaktivem GLP-1(7-36) wurde nach
Alkoholextration des Plasmas durch einen Sandwich-Immuno-Lumineszenz-Assay (ILMA)
unter Verwendung eines Capture-Antikorpers und eines Detectio-Antikérpers gemessen. Alle
Antikorper stammen von BioPorto Diagnostics A/S, Grusbakken 8, DK-2820 Gentofte,
Denmark. Der ILMA wurde von Gerald Spéttl, Medizinische Klinik 11, Klinikum der
Universitdt Minchen, Campus GroRhadern, durchgefiihrt. Das Antiserum reagiert zu 100% mit
GLP-1(7-36)amid, zeigt aber keine Kreuzreaktion 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 untere Nachweisgrenze (lower detection Imit) betrégt 0.4 pM mit einem linearen
Anstieg der RLU (relative light units) von 0.4-50 pM.
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Kommerzielle Kits fur GIP (ELISA, Human GIP (insgesamt) ELISA Kit, Linco Research)
wurden von Biotrend (Hamburg, Deutschland) gekauft.

Die Blutzuckerkonzentrationen wurden als absolute Werte berechnet.

Die Plasmahormonkonzentration von GLP-1 und GIP wurde vor Beginn des
hyperglykamischen Clamp als absoluter Wert berechnet, danach wird sie als AUC (area under
the curve) Uber die individuellen Basalwerte berechnet. Basale Werte sind definiert als der
Mittelwert der Plasmakonzentrationen zum Zeitpunkt -70 und -60 min des jeweiligen

Untersuchungstags.

3.10 Statistik

Alle Daten wurden berechnet als Mittelwert + SEM (SEM: Standardabweichung des
Mittelwerts).

Als Statistik-Software wurde SigmasStat fur Windows, Version 2.03, eingesetzt (SPSS inc.). Die
Normalverteilung der Daten wurde zunachst mit dem Kolmogoroff-Smirnov-Test tberprft.
Effekte von Exendin 9-39 sowie Unterschiede zwischen Gesunden und Diabetikern wurden
untersucht mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse fur wiederholte Messungen und eine Ein-
Faktor-Wiederholung (2way RM ANOVA, one factor repetition). Die unabhangigen Faktoren
waren die Kombination aus intravendser Infusion und duodenaler Perfusion (Tag 1: duodenale
Mahlzeit/intraventses 0.154 M NaCl, Tag 2: duodenale Mahlzeit/intravenéses Ex-9 und Tag 3:
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 erlaubt eine
Subgruppenanalyse unter Berlicksichtigung einer signifikanten Interaktion zwischen den
Faktoren. Wenn der ANOVA eine signifikante Interaktion zwischen den beiden Faktoren zeigte
— das bedeutet: Effekte der Infusion sind abhangig vom Diabetes-Status -, wurden alle
Subgruppen-Unterschiede ebenfalls mit dem Student-Newman-Keuls-Test analysiert (all-

pairwise comparison). Unterschiede waren bei P<0.05 signifikant.
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4 Ergebnisse

Zwolf gesunde Probanden und zwolf Probanden mit T2DM wurden an drei Versuchstagen
Untersuchungen unterzogen, um die antroduodenale Motilitdt mit und ohne GLP-1-
Rezeptorblockade zu untersuchen. Die Stimulation von GLP-1 erfolgte an zwei Tagen durch
eine duodenale Nahrstoffperfusion (2.03 kcal/min), die Wirkung auf die antroduodenale
Motilitat wurde unter einer Hyperglykdmie von 180 mg/dl untersucht (hyperglykéamischer
Clamp) um gleiche Bedingungen zwischen den beiden Gruppen zu schaffen. An einem der
zwei Tagen mit der duodenalen Na&hrstoffperfusion 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 eine isoglykédmische Kontrolle, um
die Wirkung der Nahstoffperfusion und Exendin auf die antroduodenale Motilitat zu ermitteln. .
Zwei gesunde Probanden schieden nach dem ersten Versuchstag aus wegen Intoleranz der
nasoduodenalen Sonde. Die brigen Probanden absolvierten alle Untersuchungen. Exendin(9-
39) wurde gut und nebenwirkungslos vertragen. Die korrekte Lage der nasoduodenalen Sonde
wurde tberwiegend manometrisch anhand des typischen Musters der antroduodenalen Motilitat
kontrolliert; nur zu Beginn der Studie wurde die Sondenlage zusétzlich unter Durchleuchtung
kontrolliert. Die Daten der damit verbundene Strahlenbelastung wurden dem Bundesamt fir

Strahlenschutz mitgeteilt.
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4.1. Plasmaglucosekonzentration und der hyperglykamische Clamp

Die folgende Tabelle 7 zeigt die Werte von der Plasmaglucosekonzentration bei Gesunden und

Diabetikern an allen Versuchstagen:

HS

T2DM

Plasmaglucose

Fasting isoglycemic
control

Fasting isoglycemic
control

Duodenal meal

Duodenal saline

Duodenal meal

Duodenal saline

Saline

exendin-9

Saline

exendin-9

Saline iv Saline iv
iv iv iv \Y%

Tag 1l Tag 2 Tag 3 Tagl Tag 2 Tag 3
-70 - -60min
(basal) 84+3 85+2,0 8642 12246 12245 11645
-60 - -30min * 118+6 *
(Fasting) 85+3 92+3 83+ 2 4 12945 *# 11245
-30 - Omin 126+6 *
(add duodenal meal) 92+#38§ | 98+38§ 85+2 45 14544 *#8 11146
0-120min
(add hyperglycemic clamp)
Y=Ll 104+4| 193+3 190 + 4 192+3| 191+2 101 + 4
Einstellungsphase
15 - 180 min 178 £ 181+ | 18727
Stadly state 05 179+0.3 178 £0.2 05 gt 181 +£0.3

Tabelle 7: Plasmaglucosekonzentration (Mittelwert £ SEM) bei Gesunden und Diabetiker

wahrend der Versuche. Blutglukosekonzentrationen sind als absolute Mittelwerte

angeben

*:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach

Berlcksichtigung von Effekten des Diabetes-Status

#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach

Bericksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion.

8:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem NaCl

0.9% nach Bertcksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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Der basale Spiegel der Plasmaglucose ist bei Gesunden mit einem mittleren Wert von etwa 85
mg/dl im Normbereich, die Diabetiker haben im Vergleich zu den Gesunden erwartungsgema

erhohte initiale Basalwerte (Mittelwert etwa 120 mg/dl).

Vor Beginn des hyperglykamischen Clamps steigerte die duodenale Mahlzeit die
Blutzuckerspiegel gering, aber signifikant. Exendin(9-39) fuhrte zu einer weiteren signifikanten
Steigerung der Blutzuckerkonzentrationen bei Gesunden und Diabetikern. Dabei ist die
Blutzucker-steigernde Wirkung von Exendin(9-39) vor Start der duodenalen Mahlzeit (bei
Gesunden 85+2,0 - 92+3 mg/dl. Bei Diabetikern 12245 -> 12945, p<0,05) vor allem zu
erklaren durch die fehlende tonische Hemmung von GLP-1 auf die Glucagonsekretion. (20)

Nach Beginn des hyperglykdmischen Clamps zeigen sich in den ersten 10 Minuten
(Einstellungsphase) folgende Glucosewerte 194+ 4, 193+ 3, 190+ 4 mg /dl bei Gesunden und
192+ 3, 191+ 2, 191+ 4 mg/dl bei Diabetikern an den entsprechenden Tagen 1, 2 und 3. Danach
waren die Glucosekonzentrationen bis zum Ende der Versuche (Stady stat Phase) wie folgt:
178+ 1.2, 178+ 0.4 und 177+ 0.5 mg/dl bei Gesunden und 180+ 1.0, 187+ 2.7 und 181+ 0.8
mg/dl bei Diabetikern an den entsprechenden Tagen 1, 2 und 3. Auch wenn in der
Diabetikergruppe am Tag 2 (duodenale Mahlzeit + i.v. Exendin) die Glucosekonzentration mit
187+ 2.7 minimal aber signifikant hoher als an anderen Tagen, ist dieser Unterschied so klein,
dass es vernachlassigbar ist. Somit herrschten bei den Diabetikern und Gesunden an allen

Versuchstagen die gleichen Bedingungen im Bezug auf die Hyperglykamie.

Die Abbildung 6 zeigt die stabilen Glucosewerte wahrend des hyperglyk&mischen Clamps auf

einen Zielwert von 180 mg/dl wéhrend der gesamten Versuche bei Gesunden und Diabetikern.
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A. healthy subjects

blood glucose
healthy subjects

—e—saline |V + duodenal meal

—e—saline |V + duodenal saline

220 -0—ex(9-39) IV + duodenal meal
200
180
intravenous
55 160 infusion
£
140 l
duode_nal
120 perfulsmn
100 i -:(: E
80 ¢
60 T T T T T T
-60 -30 30 60 90 120 150 180
time
B. T2DM
blood glucose ,
-0
T2DM saline IV + duodenal meal
-@-saline IV + duodenal saline
220 - ~
intravenous -0—ex(9-39) IV + duodenal meal
infusion
200 l
180 ———duodemat———
perfusion
T 160 1
2 '
140
120
100
80
60 T T T T T T
-60 -30 30 60 90 120 150 180
time

Abbildung 6: Blutglukosekonzentration in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten mit
T2DM (B), Mittelwert £ SEM. Beachte die stabilen Glucosewerte wéahrend des

hyperglykamischen Clamps auf einen Zielwert von 180 mg/dlI
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4.2.  Stimulierung der Darmhormone durch die duodenale Mahlzeit

Um die Effekte von GLP-1 auf die antroduodenale Motilitdt zu untersuchen, wurde die
endogene GLP-1 Sekretion durch eine gemischte Mahlzeit stimuliert. Um konstante
Sekretionsmuster unabhangig von der Magenentleerung zu erreichen, wurde die Mahlzeit
intraduodenal kontinuierlich verabreicht und zwar mit einer Geschwindigkeit von 2,03
kcal/min, die wie bereits beschrieben der mittleren physiologischen
Magenentleerungsgeschwindigkeit entspricht und oberhalb des Schwellenwerts fur die
Sekretion von GLP-1 ist.(17;22)

Mit GLP-1 wird natirlich auch das andere Inkretinhormon GIP freigesetzt.

4.2.1GLP-1

Die folgende Tabelle zeigt die Plasmakonzentrationen von GLP-1 wahrend den entsprechenden

Versuchstagen:
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Tabelle 8 Plasmakonzentration von GLP-1 bei Gesunden und Diabetiker

HS T2DM
Fasting Fasting
isoglycemic isoglycemic
control control
GLP-1 pmol/l Duodenal meal Duoc_jenal Duodenal meal Duoc_lenal
saline saline
Saline iv | exendin-9 iv Saline iv Saline iv exer}Sm-Q Saline iv
Tag 1l Tag 2 Tag 3 Tagl Tag 2 Tag 3
-70 - -60min
(basal) 0.3+0.06 0.3+0.06 04401 0.2+0.05 0.3+0.07 0.3+ 0.1
-60 - -30min
(Fasting) 0.5+0.1 0.4+0.08 0.6+ 0.1 0.7£0.3 0.9+0.2 0,6+0,2
-30 - Omin 25:06§ |30:085 |05+ 01 |24:07§ |40:13§ |16+07
(add duodenal meal) T T T T T T
0-120min
(add hyperglycemic clamp)
60 — 120 min
pM.min Uber Basal e -82+5.2 128+248 |204+38*§|10.2+9.3

§ *8

Tabelle 8: GLP-1 Plasmakonzentrationen (Mittelwert + SEM) bei Gesunden (HS) und
Diabetiker (T2DM). Die Plasmahormonkonzentrationen von GLP-1 sind vor Beginn des
hyperglykamischen Clamps als absolute Werte und nach Beginn des Clamps als tGber die
nichtern basalen Werte ansteigende AUC berechnet. (2 way RM ANOVA):

*:P<0.05: signifikanter Unterschied verglichen mit intravendser NaCl 0.9%/duodenaler
Mahlzeit;

8:P<0.05: signifikanter  Unterschied verglichen mit dem isoglykéamischen
Kontrollexperiment

#:P<0.05: signifikanter Unterschied zwischen Diabetikern und Gesunden
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Die basalen Spiegel von GLP-1 waren bei Gesunden und Diabetikern an allen Versuchstagen
gleich.

Exendin(9-39) flihrt vor Beginn der intraduodenalen Mahlzeitperfusion zu keiner signifikanten
Anderung der GLP-1 Konzentration bei Gesunden und Diabetikern (P=0,7). In dieser Zeit der
Exendin(9-39)infusion am Tag 2 wurden die GLP-1 Rezeptoren blockiert.

Nach Beginn der duodenalen Mahlzeit ab der Minute -30 kam es zu einer deutlichen
signifikanten Steigerung der GLP-1 Konzentrationen sowohl bei Gesunden (P=0,01) als auch
bei Diabetikern (p=0,03).

GLP-1 zeigte einen Sekretionspeak 30 Minuten nach dem Beginn der Mahlzeit und zeigte eine
Plateauphase wahrend der duodenalen Mahlzeitperfusion. In dieser Plateauphase (berechnet in
dem Intervall 60-120min) erreichte die GLP-1 Konzentration das Flinffache im Vergleich zur
duodenalen Salineinfusion.

Exendin(9-39) fuhrte am Tag 2 bereits in den ersten 30 Minuten nach Beginn der duodenalen
Mahlzeit zu einer geringen fast signifikanten Steigerung der GLP-1 Sekretion bei Gesunden
und Diabetikern im Vergleich zur intravendsen Salineinfusion am Tag 1 (P=0,049). Dieser
Unterschied verstarkte sich wéhrend des hyperglykdmischen Clamps im Verlauf des Versuchs
zu einem deutlich signifikanten Unterschied in der Steady State Phase sowohl bei Gesunden als
auch bei Diabetikern (P=0,001). Die Sekretionssteigerung war sogar bei den Diabetikern
deutlich ausgepragter.

Das Phanomen unter dem GLP-1-Rezeptorantagonist erhdhter GLP-1-Plasmakonzentrationen
ist bei Gesunden bekannt und wahrscheinlich das Resultat einer ausbleibenden
Autofeedbackhemmung von GLP-1 auf seine Sekretion, bei blockierten Rezeptoren.
Bemerkenswert ist, dass dieses Phanomen auch bei Diabetikern identisch vorhanden ist.
Patienten mit T2DM deuteten tendenziell hohere postprandiale GLP-1-Plasmaspiegel als
Gesunde, dieser Unterschied war aber statistisch nicht signifikant. In jedem Fall ist die GLP-1-
Sekretionsleistung bei T2DM nicht geringer als bei Gesunden.

Die Abbildung 7 zeigt die GLP-1 Plasmakonzentrationen bei Gesunden und Diabetikern an
allen Versuchstagen:
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A. GLP-1 healthy subjects

—@— "saline IV + duodenal meal" —O—ex(9-39) IV + duodenal meal —@—isoglycemic IV glucose

GLP-1pM

80- 60- 40- 20- 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

time (min)

B. GLP-1 T2DM

—@-saline IV + duodenal meal —-O—ex(9-39) IV + duodenal meal —-@—isoglycemic IV glucose

GLP-1 pM

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

time (min)
Abbildung 7: GLP-1 Plasmakonzentration in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten mit

T2DM (B), Mittelwert £ SEM.
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4.2.2 GIP

Die folgende Tabelle zeigt die Plasmakonzentration von GIP wéhrend den entsprechenden

Versuchstagen:
HS T2DM
Fasting Fasting
isoglycemic isoglycemic
control control
GIP pg/ml Duodenal meal Duoqlenal Duodenal meal Duoqlenal
saline saline
Saline iv exendin-9 iv Saline iv Saline iv exer;\dlln-9 Saline iv
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tagl Tag 2 Tag 3
-70 - -60min
(basal) 27+4 26+3 26+ 2 24+4 26+6 9543
-60 - -30min
(fasting) 23+5 25+3 9344 24+5 23+6 24+5
-30 - Omin 141+18§ | 1464228 2043 166+34§ | 221450 § 23+4
(add duodenal meal) B - B - B -
0 - 120min
(add hyperglycemic clamp)
60 — 120 min
ng/ml.min Uber Basal 126+168| 128+188 -08+0.1 |138+238|121+178| -05%£0.2

Tabelle 9: GIP Plasmakonzentrationen (Mittelwert + SEM) bei Gesunden (HS) und
Diabetiker (T2DM). Die Plasmahormonkonzentrationen von GIP sind vor Beginn des
hyperglykamischen Clamps als absolute Werte und nach Beginn des Clamps als tber die
nuchtern basalen Werte ansteigende AUC berechnet. (2 way RM ANOVA):

*:P<0.05: signifikanter Unterschied verglichen mit intravendser NaCl 0.9%/duodenaler
Mahlzeit;

8:P<0.05: signifikanter  Unterschied verglichen mit dem isoglykéamischen
Kontrollexperiment

#:P<0.05: signifikanter Unterschied zwischen Diabetikern und Gesunden
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GIP hat wie GLP-1 vergleichbare basale Werte in beiden Versuchsgruppen (P=0,1).

Die duodenale Mahlzeit fiihrte zu einer signifikanten Konzentrationszunahme von GIP bei
Gesunden und Diabetikern von Beginn an und im weiteren Verlauf der Versuche (P<0,001 in
den ersten 30 Minuten und in der Steady State-Phase). Das GIP Sekretionsmuster erreichte in
beiden Gruppen ein Maximum ca. 45 Minuten nach Beginn der duodenalen Mabhlzeit, gefolgt
von einem Steady state wahrend der weiteren Mahlzeitperfusion. In dieser Phase (berechnet in
dem Intervall 60-120min) war die GIP Sekretion um das Sechsfache angestiegen im Vergleich
zum Nuchternversuch. Diese Steigerung war genau wie bei GLP-1 in beiden Gruppen
identisch.

Da Exendin(9-39) ein spezifischer Rezeptorantagonist von GLP-1 ist, fihrte es
erwartungsgemal zu keiner Anderung des Sekretionsmusters von GIP bei Gesunden und
Diabetikern (alle Intervalle P>0,2)

Der Anstieg der postprandialen GIP Konzentration war bei Diabetikern und Gesunden nahezu

identisch.

Die folgenden Abbildungen beschreiben die GIP Konzentration bei Gesunden und Diabetikern

an allen Versuchstagen:
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A. healthy subjects

—@—saline IV + duodenal meal —O—ex(9-39) IV + duodenal meal —@— isoglycemic IV glucose

500
450
400
350
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GIP (pg/ml)

250
200
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80- 60- 40- 20- 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

time (min)

B. T2DM

—@-saline IV + duodenal meal —-O—ex(9-39) IV + duodenal meal —@-isoglycemic IV glucose
500

450
400
350
300
250

GIP (pg/ml)

200
150
100
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-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

time (min)

Abbildung 8: GIP Konzentration in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten mit T2DM (B),
Mittelwert = SEM.

56



4.3. Antroduodenale Motilitat

4.3.1 Antrale Motilitat

Die folgenden Tabellen (10-12) beinhalten die Ergebnisse des antralen Motilitatsindex (Tabelle

10), der Kontraktionsfrequenz (Tabelle 11) und Kontraktionsamplitude (Tabelle 12) bei

Gesunden und Diabetikern an allen Versuchstagen:
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Tabelle 10: Moatilitatsindex im Antrum ((mmHg*s) /10 min interval)

Fasting
isoglycemic Statistics (P)
control
Antrum Duodenal Two way repeated measures
M1 Duodenal meal saline ANOVA SNK post hoc test
Saline | exendin-9 | g ine iy iv diabetic | . |Salvs [Salvs | Ex-9vs
iv iv . . interaction
Day 3 infusion | state Ex-9 | control | control
Dayl | Day?2
-60 - -30min
(fasting, add Exendin on Day 2)
HS 140 +
1.9 17.7+17 |13.1+£20 0.864 0.706 0.055 i i i
T2DM 151+
1.7 140+19 |17.2+26
-30 - Omin
(add duodenal meal on Day 1 and 2)
HS Ig; 102+19 [138+18
1'0 o 0.020 0.322 0.721 0.319 | 0.020 0.061
T2DM e 111.9+17 [ 14720
1.68
0-120min
(add hyperglycemic clamp on all Days)
HS gig * g?gf * 57.2+6.8
4'2 n 5é 0= 0.002 0.182 0.829 0.033 | 0.002 0.113
T2DM 6.38 7 6% 66.5+9.1
120 - 180min
(stop exendin-9 on Day 2)
HS ;39'2 * 42102'2 35432
' ' <0.001 0.336 0.185 0.124 | <0.001 | 0.008
T2DM 220+ | 292+ 33.0+4.7
3.58 3.98 T

Tabelle 10: Antraler Motilitatsindex bei Gesunden und Diabetiker an allen Versuchstagen. Der
Motilitatsindex wird als Integral der Kontraktionsaktivitat in einer Periode (Flache unter den
Kontraktionen) mit der Einheit mmHg*s/10min definiert und wird als Summe der antralen
Kanéle berechnet.

Mittelwert = SEM wéahrend der Versuche bei 12 Gesunden und 12 Patienten mit T2DM.

2 way RM ANOVA und SNK post hoc test

*:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach Berucksichtigung von
Effekten des Diabetes-Status

#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach Beriicksichtigung von
Effekten der intravendsen Infusion.

8:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem NaCl 0.9%

nach Bertcksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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Tabelle 11: Kontraktionsfrequenz im Antrum (Sum per time interval)

Fasting
isoglycemic | Statistics
control
Antrum Duodenal Two way repeated measures
KE Duodenal meal saline ANOVA SNK post hoc test
Saline | exendin- | qajine iy | iv diabetic |. . |salvs |Salvs | Ex-9vs
v 9iv . . interaction
Day 3 infusion | state Ex-9 control | control
Dayl | Day?2
-60 - -30min
(fasting, add Exendin an Day 2)
HS 253'7 * 227'2 * |135+28
' ' 0.701 0.342 0.206 - - -
T2DM 163+ | 19.2+ 5.8+ 6.1
3.2 6.1 T
-30 - Omin
(add duodenal meal on Days 1 and 2)
HS Sg * éld“ * 205167
1'1 6% 1'9 1s 0.195 0.664 0.425 - - -
T2DM 57 46 18.0+54
0-120min
(add hyperglycemic clamp an all Days)
HS g%g £ 03r | 833x260
3'9 8% 90'9 " 0.009 0.609 0.384 0.024 | 0.011 0.421
T2DM 8.08 15 8* 96.0 £ 21.5
120 - 180min
(stop exendin-9 on Day 2)
HS g'g; igg * 1407489
2'5 o 35'3 " 0.015 0.979 0.495 0.173 | 0.013 0.091
T2DM 6.48 6.5 40.6 £9.8

Tabelle 11: Antrale Kontraktionsfrequenz bei Gesunden und Diabetiker an allen Versuchstagen.

Die Kontraktionsfrequenz wird als die Anzahl der Kontraktionen pro 10minutiger Periode

definiert und wird als Summe der antralen Kanéle berechnet
Mittelwert £ SEM wahrend der Versuche bei 12 Gesunden und 12 Patienten mit T2DM.

2 way RM ANOVA und SNK post hoc test

*:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach Berucksichtigung von

Effekten des Diabetes-Status

#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach Beriicksichtigung von

Effekten der intravendsen Infusion.

8:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem NaCl 0.9%

nach Bertcksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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Tabelle 12: Kontraktionsamplitude im Antrum (mmHg)

Fasting
isoglycemic | Statistics (P)
control
Antrum Duodenal Two way repeated measures
KA Duodenal meal saline ANOVA SNK post hoc test
Saline | exendin- | qajine iy | iv diabetic | . [Salvs |Salvs |Ex-9vs
v 9iv . . interaction
Day 3 infusion | state Ex-9 | control | control
Dayl | Day2
-60 - -30min
(fasting, add Exendin on Day 2)
HS 277+ | 487+
2.7 114 406£7.0 0.068 0.551 0.386 - - -
T2DM 314+ | 349+
4.4 8.2 35.3+7.1
-30 - Omin
(add duodenal meal on Days 1 and 2)
HS 174; F32* J389x69
1'9 g 2'1 9% 0.002 0.438 0.326 0.029 | 0.002 0.111
T2DM 275 5 g% 35.1+3.8
0-120min
(add hyperglycemic clamp on all Days)
HS g%‘g * izs'g * 136.7£52
2'0 33 2‘9 o <0.001 0.238 0.672 0.248 | 0.001 0.007
T2DM 1.4§ 4.98 47.8+£10.5
120 - 180min
(stop exendin-9 on Day 2)
HS ioég * 236'2 * |s16+88
2'1 g 3'1 9% 0.002 0.650 0.091 0.152 | 0.002 0.021
T2DM 4.95 5.38 344+6.2

Tabelle 12: Antrale Kontraktionsamplitude bei Gesunden und Diabetiker an allen Versuchstagen.

Die Kontraktionsamplitude (mmHg) wird als Mittelwert der antralen Kanéle berechnet
Mittelwert = SEM wéahrend der Versuche bei 12 Gesunden und 12 Patienten mit T2DM.

2 way RM ANOVA und SNK post hoc test

*:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach Berucksichtigung von

Effekten des Diabetes-Status

#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach Beriicksichtigung von

Effekten der intravendsen Infusion.

8:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem NaCl 0.9%

nach Berticksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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4.3.1.1 Effekt der duodenalen Mahlzeit auf die antrale Motilitat

Die duodenale Mahlzeit hemmte unter den gleichen hyperglykdmischen Bedingungen
signifikant die antrale Motilitat sowohl bei Gesunden als auch bei Diabetikern im Vergleich zur
isoglykdmischen Nuchternversuch. Diese Hemmung war bei Gesunden und Diabetikern
gleichermalen vorhanden und betraf alle Qualitaten der antralen Motilitat: Der Motilitatsindex,

Kontraktionsfrequenz und Kontraktionsamplitude.

Motilitatindex (HS: 57.2 + 6.8 > 28.2 £ 6.4. T2DM: 66.5 £ 9.1 - 42.7 + 6.3. P=0,002)

+

Kontraktionsfrequenz (HS: 83.3 £ 26.0 - 29.6 + 8.9. T2DM 96.0 + 21.5 - 39.8 + 8.0.
P=0,011)

Kontraktionsamplitude (HS: 36.7 + 5.2-> 20.5 + 3.4. T2DM: 47.8 = 10.5> 29.3 £+ 4.9.
P=0,001)

+

In den 30 Minuten der duodenalen Perfusion vor Beginn der hyperglykdamischen Clamp deutete
die Mahlzeit ihre hemmende Wirkung auf die antralen Motilitat durch signifikante Hemmung
der Motilitatsindex und Kontraktionsamplitude in beiden Versuchsgruppen im Vergleich zum
isoglykamischen  Niichternversuch an. Zwar reduzierte die Nahrung auch die
Kontraktionsfrequenz in beiden Gruppen, dies war allerdings nicht signifikant im Vergleich zur

Kontrollversuch.

Motilitatindex (HS: 13.8+1.8 > 7.5+ 1.8/ T2DM: 14.7 £ 2.0 - 10.7 + 1.6. P=0,020)

Kontraktionsfrequenz (HS: 205+ 6.7 > 6.9+ 25/ T2DM 18.0 £ 5.4-> 11.6 + 2.7. P=0,195).

Kontraktionsamplitude (HS: 389 £ 6.9> 17.1 £+ 1.4 / T2DM 35.1 + 3.8-> 195 £ 2.7.
P=0,002).

4.3.1.2 Effekt von Exendin(9-39) auf die antrale Motilitat

Exendin(9-39) steigerte unter hyperglykédmischen Bedingungen signifikant die antrale Motilitét
uber den Motilitatsindex und Kontraktionsfrequenz in beiden Versuchsgruppen und ohne einen
Unterschied zwiechn Gesunden und Diabetikern. Exendin(9-39) hob sogar die signifikante

Hemmung der Mahlzeit auf die Motilitatsindex und Kontraktionsfrequenz im Vergleich zur
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nlichternen Kontrollversuch bei beiden Gruppen komplett auf. ( MI: Sal vs control P=0,002,
Ex-9 vs control P=0,113). (KF: Sal vs control P=0,011 Ex-9 vs. control P=0,42)

Motilitatsindex (HS: 28.2 + 6.4 - 43.5 + 6.8, P=0.003 / T2DM: 42.7 + 6.3 > 58.0 + 7.6.
P=0,003).

Kontraktionsfrequenz (HS: 29.6 + 8.9 - 60.3 £ 125/ T2DM: 39.8 £ 8.0 &> 90.9 + 15.38.
P=0,024)

Im Bezug auf die Kontraktionsamplitude bestand interessanterweise sowohl bei den Gesunden
als auch bei den Diabetikern kein signifikanter Effekt von Exendin(9-39) wéhrend einer
Hyperglykamie. (P=0,248).

Das Intervall fir einen Effekt von Exendin(9-39) auf die Motilitdt wahrend der Phase der
Euglykamie (nach Beginn der Mahlzeit und vor Beginn der hyperglyk&mischen Clamp) ist mit
30 Minuten relativ kurz um genaue Ergebnisse zu liefern. Trotzdem werden die erhobenen
Ergebnissen geschildert, da Exendin auch in dieser kurzen Phase zum Teil eine Wirkung zeigt.
Vor dem hyperglykédmischen Clamp flihrte Exendin(9-39) unter euglykamischen Bedingungen
zu einer geringen Steigerung der antralen Motilitdsindex und Kontraktionsfrequenz bei
Gesunden und Diabetikern. Obwohl diese Steigerung im Vergleich zur intravendsen Saline-
Infusion nicht signifikant war (P=0,319), war sie fur den Motilitatsindex aber ausreichend, um
die signifikante Hemmung durch die duodenale Mahlzeit im Vergleich zum isoglykédmischen
Nichternversuch aufzuheben. (Sal vs. Control P=0,02, Ex-9 vs. Control P=0,061).
Interessanterweise erhohte Exendin(9-39) signifikant die antrale Kontraktionsamplitude unter
euglykémischen Bedingungen im Vergleich zur Saline-Infusion (P=0,029), anders als wahrend
des hyperglykdmischen Clamps. Die Amplitude stieg bei den Gesunden (17.1 + 1.4 > 335 +
8.2) und bei den Diabetikern (19.5 £ 2.7 - 21.9 + 2.3) an.

Nach Sistieren der Exendin(9-39)-Infusion ab der Minute 120 kehrte der signifikante
Unterschied zwischen der Mahlzeit und dem Kontrollversuch im Hinblick auf die
Motilitatsindex und Kontraktionsamplitude sowohl bei Gesunden als auch bei Diabetikern
wieder zuriick ( MI: P=0,008 / KA: 0,021 Ex-9 vs control, nach Ex-9 Ende), allerdings war es
bei der Kontraktionsfrequenz nicht signifikant ( KF: P 0,091 Ex-9 vs control, nach Ex-9 Ende).
Ebenfalls bestand nach Ende der Exendin(9-39)-Infusion kein Unterschied mehr zwischen den

Versuchstagen 1 und 2 mit der duodenalen Mahlzeit und unterschiedlichen intravendsen
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Infusionen bezuglich aller antralen Motilitatsqualitaten. (MI: P=0,124 / KF: P= 0,173 / KA:
0,152 Sal vs Ex-9 nach Ende Ex-9 ab der Minute 120)

4.3.1.3 Fazit der antralen Motilitat

a.

Unter sonst gleichen Bedingungen (Mahlzeit, Glykémie) gibt es keinen Unterschied der

antralen Motilitdt zwischen T2DM und Gesunden.

Die duodenale Mahlzeit hemmt in beiden Gruppen die antrale Motilitdt durch

Hemmung des  Motilitatsindexes, der  Kontraktionsfrequenz  und  der

Kontraktionsamplitude sowohl wahrend Euglykamie als auch Hyperglykémie.

Exendin 9-39 stimuliert unter gleichen hyperglykamischen Bedingungen signifikant den

postprandialen antralen Motilitatsindex und die Kontraktionsfrequenz sowohl bei

Gesunden als auch bei Diabetikern und deutet diese schon in der euglykdmischen Phase
an.

Exendin 9-39 stimuliert signifikant die postprandiale Amplitude der antralen

Kontraktionen in der euglykamischen Phase bei Gesunden und Patienten mit T2DM und
verliert diesen Effekt unter Hyperglykamie.

Die folgenden Abbildungen 9, 10 und 11 zeigen den zeitlichen Verlauf der antralen

Motilitatsparameter (Motilitatsindex, Kontraktionsfrequenz und Kontraktionsamplitude) bei

Gesunden und Diabetikern an allen Versuchstagen
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Abbildung 9: Antraler Motilitatsindex in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten mit T2DM
(B), Mittelwert + SEM
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Abbildung 10: Antraler Kontraktionsfrequenz in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten
mit T2DM (B), Mittelwert + SEM
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Abbildung 11: Antrale Kontraktionsamplitude in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten
mit T2DM (B), Mittelwert £ SEM
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4.3.2 Duodenale Motilitat

Die folgenden Tabellen (13-15) beinhalten die Ergebnisse des duodenalen

Motilitatsindex, der Kontraktionsfrequenz und der Kontraktionsamplitude bei Gesunden und

Diabetikern an allen Versuchstagen:
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Tabelle 13: Motilitatsindex im Duodenum ((mmHg*s) /10 min interval)

Fasting
isoglycemic | Statistics (P)
control
Duodenum Duodenal meal Du_o denal Two way repeated measures SNK post hoc test
M _ saline ANOVA
Saline ex_endln— . . . .
iv 9iv Saline iv v diabetic interaction Sal vs | Sal vs Ex-9 vs
Day2 Day3 infusion | state Ex-9 | control | control
Day 1
-60 - -30min
(fasting, add Exendin on day 2)
229+
HS 18 249+13|224+1.2
2'1 62 0.783 0.392 0.392 - - -
T2DM 5 O T 1213+17|223+£21
-30 - Omin
(add duodenal meal on day 1 and 2)
165+
HS 2.38 186+1.6|229+0.9
1'5 3 0.024 0.266 0.512 0.219 | 0.018 0.118
T2DM o | 171+20|183+23
2.38
0 - 120min
(add hyperglycemic clamp on all days)
HS 271'2 * ;Oéf; 92.3+2.9
‘ : <0.001 0.348 0.279 0.004 | <0.001 | 0.026
T2DM 639+ 186+ 1894457
6.98 6.2*§
120 - 180min
(stop exendin-9 on day 2)
HS f&é * 239'; * |as7219 0.254 | <0.001 | <0.001
3'5 33 4'5 "3 <0.001 0.311 0.007
T2DM 3.2' - 2.é* - 40.9+3.9 0.048 | 0.115 0.406

Tabelle 13: Duodenaler Motilitatsindex bei Gesunden und Diabetiker an allen Versuchstagen. Der

Motilitatsindex wird als Integral der Kontraktionsaktivitat in einer Periode mit der Einheit

mmHg*s/10min definiert und wird als Summe der der duodenalen Kanéle berechnet.
Mittelwert + SEM wéahrend der Versuche bei 12 Gesunden und 12 Patienten mit T2DM.

2 way RM ANOVA und SNK post hoc test

*:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach Berucksichtigung von

Effekten des Diabetes-Status

#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach Beriicksichtigung von

Effekten der intravenosen Infusion.

8:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem NaCl 0.9%

nach Berticksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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Tabelle 14: Kontraktionsfrequenz im Duodenum (Sum per time interval)

Fasting
isoglycemic | Statistics
control
Duodenum Duodenal Two way repeated measures
KE Duodenal meal saline ANOVA SNK post hoc test
_Sallne ex_endln- Saline iv iv diabetic | . . Salvs | Sal vs Ex-9 vs
iv 9iv : . interaction
Day3 infusion | state Ex-9 | control | control
Dayl | Day2
-60 - -30min
(fasting, add Exendin on day?2
HS 266:6 * ?858 414270
' ' 0.624 0.946 0.225 - - -
478+ | 473+
T2DM 8.0 114 53.8+11.5
-30 - Omin
(add duodenal meal on day 1 and 2)
HS §86'4 * 256'6 * 470257
. 307+ [289% 7 6e0s 0.238 0.436 0.302 - - -
8.2 6.4 T
0 - 120min
(add hyperglycemic clamp on all days)
HS f?'i; 1287'3; 185.8 + 16.8
90.8 " 16i 34 <0.001 0.483 0.253 0.031 | <0.001 | 0.038
T2DM 1785 | 33.3%§ 169.4 + 235
120 - 180min
(stop exendin-9 on day 2)
HS 222'2 * ‘1‘8'3;—’ 116.4 + 13.8 0.305 | <0.001 | <0.001
5‘5 o 87.8 " <0.001 0.597 0.004
T2DM 125 124 77.3+14.3 0.135 | 0.194 0.527
Tabelle 14: Duodenale Kontraktionsfrequenz bei Gesunden und Diabetiker an allen
Versuchstagen. Die Kontraktionsfrequenz wird als die Anzahl der Kontraktionen pro

10minutiger Periode definiert und wird als Summe der duodenalen Kanéle berechnet

Mittelwert = SEM wahrend der Versuche bei 12 Gesunden und 12 Patienten mit T2DM.

2 way RM ANOVA und SNK post hoc test

*:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach Berucksichtigung von
Effekten des Diabetes-Status

#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach Beriicksichtigung von
Effekten der intravendsen Infusion.

8:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem NaCl 0.9%

nach Bertcksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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Tabelle 15: Kontaktionsamplitude im Duodenum (mmHg)

Fasting
isoglycemic Statistics (P)
control
Duodenum Duodenal Two way repeated measures
KA Duodenal meal saline ANOVA SNK post hoc test
saline | &xendin- | saline iv iv diabetic | |8 Fsalvs | Ex9vs
Day3 infusion | state control | control
Dayl | Day2 Ex-9
-60 - -30min
(fasting, add Exendin on day?2)
HS 391'7 * 5848 * 284124
oo 68+ [274% 18233 0.589 0.920 0.337 - - -
2.7 1.6 T
-30 - Omin
(add duodenal meal on day 1 and 2)
HS 312'0 * 2460 234114
' ' 0.143 0.591 0.454 - - -
19.8+ | 204 %
T2DM 13 19 24.7+3.6
0-120min
(add hyperglycemic clamp on all days)
HS ilég * 340'1 1250220
2'3 g 26 o 0.005 0.273 0.606 0.045 | 0.004 0.188
T2DM 2.08 5 % 29.4+2.4
120 - 180min
(stop exendin-9 on day 2)
HS A 2315 23221 0.991 | 0.158 | 0.069
2'6 1% 3'0 0% 0.584 0.468 0.021
T2DM 18‘ - 3 1 - 23.9+1.6 0.170 | 0.438 0.086

Tabelle 15: Duodenale Kontraktionsamplitude bei

Gesunden und Diabetiker an allen

Versuchstagen. Die Kontraktionsamplitude (mmHg) wird als Mittelwert der duodenalen Kanéle

berechnet
Mittelwert £ SEM wahrend der Versuche bei 12 Gesunden und 12 Patienten mit T2DM.

2 way RM ANOVA und SNK post hoc test

*:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen NaCl 0.9% und Ex-9 nach Berucksichtigung von

Effekten des Diabetes-Status

#:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen T2DM und Gesunden nach Beriicksichtigung von

Effekten der intravendsen Infusion.

8:P<0.05: signifikante Unterschiede zwischen duodenaler Mahlzeit und duodenalem NaCl 0.9%

nach Bertcksichtigung von Effekten der intravendsen Infusion
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4.3.2.1 Effekt der duodenale Mahlzeit auf die duodenale Motilitat

Ahnlich wie im Antrum fiihrt die duodenal perfundierte Mahlzeit unter den gleich
hyperglykamischen Bedingungen sowohl bei Gesunden als auch bei den Diabetikern zu einer
signifikanten Hemmung der duodenalen Motilitdt. Diese Hemmung bestand im Fall der
Kontraktionsfrequenz und Kontraktionsamplitude tber der kompletten Versuchsdauer von 180
Minuten nach Beginn der hyperglykamischen Clamp. Im Fall der duodenalen Motilitatindex
war diese Hemmung in beiden Versuchsgruppen bis zur Minute 120 nach Beginn der Clamp
signifikant vorhanden (P < 0,001). Nur in der letzten Stunde des Versuchs (Minute 120- 180)
war in der Diabetikergruppe im Gegensatz zu den Gesunden der Unterschied des
Motilitatsindexes durch die perfundierte Mahlzeit im Vergleich zum isoglykdmischen
Kontrollversuch nicht mehr signifikant (P=0,115 Sal vs control bei T2DM, Minute 120-180).

Die Hemmung der duodenalen Motilitat unter hyperglykamischen Bedingungen (Minute 0-120)

zeigte sich wie folgt (Sal vs control):

Motilitatsindex (HS: 92.3+2.9 > 57.9+8.1/ T2DM 89.4 + 5.7 - 63.9 £ 6.9. P < 0,001)

Kontraktionsfrequenz (HS 185.8 + 16.8 > 86.8 £ 17.4 / T2DM 169.4 + 23.5-> 90.8 + 17.8.
P<0,001)

Kontraktionsamplitude (HS 25.0 + 2.0 > 21.3 £ 1.8/ T2DM 294 + 2.4 - 23.4 + 2.0. P=
0,004)

Unter euglyk&mischen Bedingungen in der ersten 30 Minuten der Mahlzeitperfusion zeigte die
Mahlzeit nur eine signifikante Hemmung auf den Motilitatsindex in beiden Versuchsgruppen
(P=0,018 Sal vs control). Auf die Kontraktionsfrequenz und Kontraktionsamplitude bestand
kein signifikanter Effekt sowohl bei der Gesunden als auch bei Diabetiker(P=0,143).

Motilitatsindex (HS: 229+ 0.9 > 16.5+ 2.3/ T2DM 18.3 £ 2.3 > 15.5 + 2.3. P=0,018 Sal vs

control).

4.3.2.2 Effekt von Exendin auf die duodenale Motilitat

Wahrend isoglykamischer Hyperglykdmie steigerte Exendin(9-39) in beiden Versuchsgruppen
alle  Qualitdten der duodenalen  Motilitdt, na@mlich den  Motilitatsindex, die
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Kontraktionsfrequenz und die Kontraktionsamplitude im Vergleich zur intravendsen
Salineinfusion. Diese Stimulation der Motilitdt war bei den Gesunden und Diabetiker
gleichermalien vorhanden ohne einen Unterschied. Wahrend der Hyperglykédmie reagierten die

Motilitatsparameter wie folgt (Sal vs Ex-9):

Motilitasindex (HS: 57.9 £ 8.1 - 70.5+ 7.3/ T2DM: 63.9 + 6.9 - 85.6 + 6.2. P=0.004)

Kontraktionsfrequenz (HS: 86.8 £ 17.4 - 108.2 + 16.7 / T2DM: 90.8 £ 17.8 - 161.3 £ 33.3.
P=0,031)

Kontraktionsamplitude (HS: 21.3 + 1.8 > 244 £ 2.0/ T2DM: 23.4 £ 2.0 > 26.2 + 2.2. P=
0,045)

Vor Beginn des hyperglykdmischen Clamp zeigte Exendin(9-39) in der kurzen Zeit der
Euglykamie (Minute -30 zur Minute 0) keinen signifikanten Effekt auf die duodenale Motilitéat.
Obwohl eine gewisse Steigerung der duodenalen Motilitatsindex durch Exendin(9-39) im
Vergleich zur intravendsen Saline-Infusion nicht signifikant war (P=0,219), war sie aber
ausreichend, um den signifikanten Unterschied der duodenalen Mahlzeit im Vergleich zum
isoglykamischen Nichternversuch aufzuheben. (Sal vs. Control P=0,018, Ex-9 vs. Control
P=0,118, Minute -30 - 0). Interessant ist die Beobachtung, dass im Fall der duodenalen
Kontraktionsfrequenz und Amplitude wahrend der 30 minitigen Euglykédmie die Mahlzeit mit
und ohne Exendin(9-39) keinen Effekt gezeigt hat. Wenn die perfundierte Mahlzeit wahrend
der euglykamischen Phase von 30 Minuten einen Effekt auf die Motilitatsindex zeigte, konnte

Exendin(9-39) ebenfalls einen gewissen Effekt zeigen.

Nach dem Stoppen der Exendin(9-39)-Infusion ab der Minute 120 kehrte der signifikante
Unterschied zwischen den Exendin- und Saline-Infusionen auf die duodenalen Motilitat zurtick.
Im Bezug auf der duodenalen Kontraktionsfrequenz und Amplitude bestand in beiden Gruppen
kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Versuchstagen mit der Mahlzeitperfusion.
Bei dem Motilitatsindex bei Gesunden hat sich der Exendin(9-39)-Effekt nach seinem Stopp
komplett zuriickgebildet (P= 0,254 Sal vs Ex-9 bei HS, Minute 120-180). Bei den Diabetikern
ist der Motilitatsindex nach dem Ende der Exendin(9-39)-Infusion gesunken, allerdings blieb
ein gerade noch signifikanter Unterschied zu dem Versuch mit der Salineinfusion (P=0,048 Sal
vs Ex-9 bei T2DM, Minute 120-180). Allerdings war in dieser Phase bei den Diabetiker wie

vorher beschrieben kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Versuche mit der
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Mahlzeit (mit oder ohne Exendin(9-39)) und der isoglykamischen Kontrollversuch im Bezug

auf der Motilitatsindex zu messen.

4.3.2.3 Fazit der duodenalen Motilitat

a.

Unter sonst gleichen Bedingungen (Mabhlzeit, Glykémie) gibt es keinen Unterschied der
duodenalen Motilitat zwischen Gesunden und T2DM.

Die duodenale Mahlzeit hemmt in beiden Gruppen die duodenale Motilitdt durch
Hemmung des  Motilitatsindexes, der  Kontraktionsfrequenz ~ und  der
Kontraktionsamplitude wéhrend der gleichen Hyperglykdmie und durch Hemmung des
Motilitatsindexes wahrend der Euglykémie.

Exendin 9-39 stimuliert unter gleichen hyperglykamischen Bedingungen signifikant den
postprandialen duodenalen Motilitatsindex, die Kontraktionsfrequenz und die

Kontraktionsamplitude sowohl bei Gesunden als auch bei Diabetikern.

Exendin 9-39 zeigt keinen signifikanten Effekt auf die postprandiale duodenale

Motilitat (MI, KF und KA) in der euglyk&mischen Phase bei Gesunden und Patienten

mit T2DM.

Die folgenden Abbildungen 12, 13 und 14 zeigen den zeitlichen Verlauf der duodenalen

Motilitatsparameter (Motilitatsindex, Kontraktionsfrequenz und Kontraktionsamplitude) bei

Gesunden und Diabetikern an allen Versuchstagen:
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Abbildung 12: Duodenaler Motilitatsindex in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten

T2DM (B), Mittelwert £+ SEM
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Abbildung 13: Duodenaler Kontraktionsfrequenz in 12 gesunden Probanden (A) und 12 Patienten
mit T2DM (B), Mittelwert £ SEM
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Patienten mit T2DM (B), Mittelwert + SEM
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5. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen wie folgt zusammengefasst werden:

1. unter sonst gleichen Bedingungen (Mahlzeit, Glykamie) gibt es keinen Unterschied
zwischen therapeutisch gut eingestellten T2DM und Gesunden bezuglich der
antroduodenalen Motilitat: die duodenale Mahlzeit hemmt die antroduodenale Motilitét

uber den Motilitatindex, die Kontraktionsfrequenz und die Amplitude.

2. Sowohl bei T2DM als auch bei Gesunden ist diese Hemmung partiell durch
endogenes GLP-1 vermittelt (im Antrum Uber Motilitatsindex und Frequenz, im

Duodenum auch tber Amplitude).

5.1. Postprandiale Sekretion von Inkretinhormonen bei Gesunden und Diabetikern

Wie erwartet fiihrte in dieser Studie die Hyperglykdmie allein ohne duodenale
Mahlzeitperfusion zu keinem Anstieg der Inkretinhormon-Plasmakonzentration. Die duodenale
Mahlzeitperfusion fiihrte hingegen 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 spaten Phase der
duodenalen Néhrstoffperfusion tendenziell héher waren als bei den Gesunden. Es ergibt sich
somit kein Anhalt fur ein Sekretionsdefizit von GLP-1 oder GIP bei Patienten mit T2DM.

Bezlglich der GLP-1- und GIP-Plasmakonzentrationen im hyperglykdmischen Zustand bei
Gesunden und Diabetikern finden sich in der Literatur sehr widerspruchliche Aussagen: Kuo et
al. berichten bei gesunden Probanden unter Hyperglykamie héhere Plasmakonzentrationen von
GIP bei unverédndertem GLP-1 (10). Andere Autoren fanden aber auch einen Riickgang sowohl
von GLP-1 als auch von GIP nach Einstellen eines hyperglykdmischen Zustands (70). Und eine
dritte Gruppe von Studien stellte fest, dass sich die GIP-Konzentrationen bei Diabetikern nach
Erndhrung im hyperglykdmischen Zustand erhoht (71;72). In friiheren Studien waren beim
T2DM postprandiale GIP-Plasmakonzentrationen erhoht, normal und erniedrigt gefunden
worden (19;73). Insgesamt aber unter Betrachtung aller Daten scheint die GIP-Sekretion bei

Diabetikern weitgehend unveréndert zu sein.
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GLP-1-Plasmaspiegel wurden in mehreren Studien beim T2DM vermindert gefunden
(18;19;74), in anderen aber nicht (72;73;75). 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 friihpostprandialen
Insulinsekretionsdefizit der Patienten mit T2DM. Unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der
Ausschuttung von Inkretinhormonen lassen sich vermutlich vor allem auf methodische
Unterschiede bei den einzelnen Studien zuruckfuhren. Aus diesem Grund sind altere
Veroffentlichungen allein aufgrund der Weiterentwicklung der Mess- und Analysetechnik mit
neueren Daten nicht unbedingt vergleichbar. In der aktuellen Arbeit wurde bioaktives GLP-1
gemessen. 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 relativ normal sind (75). Ein wesentlicher Faktor kénnte
dabei die Magenentleerungsgeschwindigkeit sein. Die Sekretion des GLP-1 ist direkt abhéngig
von der Menge und der Geschwindigkeit, mit der Nahrstoffe (Kohlenhydrate und Fett) aus dem
Magen ins Duodenum entleert werden (17;22). GLP-1 wird z.B. unterhalb einer
Kohlenhydratentleerung von etwa 1.2 kcal/min nicht mehr freigesetzt (22). Die
Magenentleerungsgeschwindigkeit ist zum einen individuell variabel und wird zum anderen
beeinflusst durch eine préexistente Hyperglykédmie. Hyperglykamie (bt eine stark hemmende
Wirkung auf die Magenentleerung aus (5;11). Da die oben genannten Studien bei Diabetikern
eine orale Mahlzeit benutzten, die wahrend Nichternhyperglykédmie verabreicht wurde und
gefolgt war von einer (unkontrollierten) postprandialen Hyperglykamie, muss damit gerechnet
werden, dass eine verminderte postprandiale Freisetzung gerade von GLP-1 schlicht Folge war
einer im Vergleich zu den Gesunden verzégerten Magenentleerung, wie ebenfalls in der Studie
von Chiu YC et all zu sehen ist (76). Effekte der Magenentleerung wurden in vorliegender
Arbeit durch die duodenale Né&hrstoffperfusion bewusst vermieden, um gleiche Bedingungen
fur 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 (10). In der
Studie von Salehi wurde die orale Mahlzeit bei Gesunden und T2DM nach vorheriger
Etablierung einer Hyperglykdmie verabreicht (72). 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.
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Die GLP-1-Rezeptorblockade mit Exendin(9-39) fuhrte 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%. Exendin(9-39) erhohte also die
GLP-1-Sekretion, und zwar bei Diabetikern mehr als bei den gesunden Probanden. Fir GIP
zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung kein solcher Unterschied zwischen diabetischen
und gesunden Versuchspersonen. Dies bestatigt die Kenntnisse, dass Exendin ein spezificher
Rezeptorantagonist von GLP 1 ist (65). Diese Daten stimmen mit Untersuchungen Uberein, die
unter ahnlichen Bedingungen, allerdings mit einer Exendin(9-39)-Gabe von lediglich 300
pmol/kg/min, ermittelt wurden (17;72). Da die GLP-1-Plasmaspiegel nach intravendser
Verabreichung von GLP-1 durch Exendin(9-39) unbeeinflusst blieben (67), 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-1, die durch die
Blockade des GLP-1-Rezeptors unterbrochen wird. Die genaueren physiologischen Abldufe

sind dabei allerdings noch weitgehend unbekannt (17).

Die gefundenen Ergebnisse zeigen, dass die enterale postprandiale Antwort auch bei T2DM
grundsatzlich intakt ist. Da die postprandialen Plasmakonzentration der Inkretinhormone bei
Patienten mit T2DM nicht unterschiedlich zu denen von Gesunden sind und sich somit auch die
potentielle Wirkung an den Zielorganen nicht von Gesunden unterscheidet, scheint der bei
Patienten mit T2DM bekannte reduzierte Inkretineffekt eher an einer gestérten Funktion der -

Zellen selbst zu liegen.

5.2. Die antroduodenale Motilitdt bei Diabetikern und der Effekt von GLP-1

Die Magenentleerung ist ein Resultante des Zusammenspiel der Motilitdt des proximalen
Magens (Akkommodation und Umverteilung nach distal) und der antro-pyloro-duodenalen
Motilitdt (Zerkleinerung und Bolus-artige Entleerung). Ob sich die postprandiale
antroduodenaale Motilitat bei gut eingestellten Diabetikern im Vergleich zu Gesunden unter
gleicher Bedingung unterscheidet, wurde bis jetzt noch nicht untersucht. Gleiche Bedingungen
sind v.a. durch eine identische Mahlzeit und gleiche Plasmaglucosekonzentrationen zu
erreichen. Eine Mahlzeit und eine Hyperglykdmie sind jedoch beide Mediatoren der
antroduodenalen Motilitat und bewirken, wenn sie getrennt untersucht werden, eine Hemmung
sowohl bei Gesunden als auch bei Diabetikern. Eine Hyperglykdmie bewirkt auch eine
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Hemmung der Motilitét in der interdigestiven Phase und eine verstarkte Hemmung der Motilitat
in der postprandialen Phase bei Gesunden oder Diabetikern (77-79). In welchem Ausmal die
Mahlzeit mit oder ohne Hyperglykdmie die antroduodenale Motilitdt hemmt, kann untersucht
werden, indem eine Mahlzeit unter Euglykédmie- und Hyperglykédmiebedingungen verabreicht
wird. Ebenfalls kann die alleinige Wirkung der Hyperglykamie auf die Motilitdt genauer
untersucht werden, in dem man die Motilitat unter Eu- und Hyperglykamie an getrennten Tagen
untersuchen. Diese verschiedenen Kombinationen an Untersucngsmodalitdten haben wir nicht
gemacht, da einerseits 2 weitere Versuche fiir die Probanden sehr belastend gewesen waéren,
und andererseits viele Studien diese Unterschiede untersucht haben und die Wirkungen belegt
sind. Unser Studiendesign mit dem hyperglykdmischen Clamp an allen drei Tagen und einer
intraduodenaler Mahlzeit an zwei von drei Tagen adressierte spezifisch die Wirkung der
Mahlzeit und von GLP-1 auf die postprandiale Motilitat von Diabetikern und Gesunden unter

exakt isoglykdmischen Bedingungen. Diese Fragestellung wurde bisher nicht untersucht.

Wir konnten erstmals zeigen, dass unter den gleichen Hyperglykdmie-Bedingungen in
physiologischer postprandialer GréfRenordnung (180 mg/dl), ein gut eingestellter Diabetiker
ohne diabetische Komplikationen keine Unterschiede der antroduodenalen Motilitdt im
Vergleich zu Gesunden aufweist sowohl der interdigestiven als auch der postprandialen
Motilitat. Die Mahlzeit hat in beiden Gruppen wahrend der Hyperglykdamie Motilitatsindex,
Kontraktionsfrequenz und Kontraktionsamplitden vom Antrum und Duodenum gehemmt.

Ebensowenig zeigten sich quantitative Unterschiede in der Nichternmotilitat.

Die vorliegende Arbeit fokussierte auf die postprandiale antroduodenale Motilitat unter
hyperglykamischen Bedingungen, nicht auf Verdnderungen wahrend Euglykamie. Die Zeit
zwischen dem Beginn der intraduodenalen Mahlzeit und dem hyperglykdamischen Clamp war
insofern mit 30 min eher zu kurz, um eine Beurteilung wagen zu kdnnen. Allerdings zeigten die
Diabetiker auch wahrend dieser kurzen euglykdmischen Phase keinen Unterschied zu Gesunden
in der Antwort der antroduodenalen Moatilitat auf die perfundierte Mahlzeit. Die Mahlzeit
hemmte den Motilitdtindex vom Antrum und Duodenum und die Kontraktionsamplitude vom

Antrum in beiden Gruppen.

Die antroduodenale Motilitdt bei Diabetikern wurde in mehreren Studien untersucht mit
unterschiedlichen Ergebnissen. Kawagischi et all zeigten mittels Duplexsonographie eine
signifikant verminderte antroduodenale Motilitdt in Bezug auf Frequenz, Dauer und
Koordination der Kontraktionen bei den Diabetikern. (80). Eine gestorte antroduodenale
Koordination bei Diabetikern wurde auch mittels Manometrie festgestellt (81). In unserer
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Studie haben wir keinen Unterschied in der antroduodenalen Motilitat zwischen Gesunden und

Diabetikern festgestellt.

Dieser Unterschied liegt mutmaBlich daran, dass die genannten Studien keine vergleichbaren
Bedingungen zwischen beiden Gruppen etabliert haben. So wurden oft Patienten mit lang
bestehendem Diabetes mellitus mit unkontrollierten Plasmaglycoseexkursionen untersucht.
Daher kann die gestorte antroduodenale Motilitat eine Folge einer autonomen Neuropathie (81)
oder Gastroparese sein (82) oder durch die bestehende Hyperglykdmie bedingt sein, die wie
schon erwéhnt einen negativen Effekt auf die Magenentleerung und die antroduodenale
Motilitat austbt (55;80;81). Diese Studien kdnnen nicht differenzieren zwischen den Akut-
Effekten einer Hyperglyk&mie und einer Diabetes-spezifischen Pathophysiologie. Eine im Jahr
2014 veroffentlichte Studie von Yi-Chun Chiu und Kollegen beschreibt ebenfalls eine
gehemmte antrale Motilitat bei Diabetikern im Vergleich zu Gesunden (76). Diese Ergebnisse
mussen wie eben erwdhnt mit Vorsicht diskutiert werden: Erstens: obwohl die in der Studie
eingeschlossenen Diabetiker keine Symptome fir eine gastrointestinale Neuropathie hatten,
litten die Probanden unter lang bestehendem und schlecht eingestelltem DM Typ 2 (Median
DM: 11 J, Median HBA1C: 9,5), was eine asymptomatische autonome Neuropathie nicht
ausschlieen lasst. AuRerdem kann die bei den Diabetikern gehemmte antrale Motilitat eine
Folge der bei den Diabetikern bestehenden Hyperglykamie mit einer Nuichternglucose von 126
mg/dl vs. 82 mg/dl bei den Gesunden und anschlieRender oraler Gabe von 500 ml einer fllssige
Mahlzeit mit einem Glucoseinhalt vom 21,2 g sein. Dieser Unterschied in den initialen
Plasmaglucosewerten kann natirlich zu einer Hemmung auf die Magenmotilitat in der

Diabetikergruppe flhren.

In unserer Studie konnten wir keine Unterschiede der antroduodenalen Motilitdt zwischen
Gesunden und Diabetiker feststellen. In unserer Studie waren die eingeschlossen Diabetiker gut
eingestellt mit einem mittleren HbA1c von 6,38 %, und es herrschten die gleichen Bedingungen
bezlglich der Hyperglykdmie und der perfundierte Mahlzeit zwischen beiden Gruppen. Unsere
Ergebnisse sind &hnlich zu denen von Frank und seinen Kollegen, die gleiche antrale Motilitét
zwischen Gesunden und gut eingestelltem nicht insulinpflichtigen Typ 2 DM beschrieben
hatten, wobei eine autonome Neuropathie anamnestisch und mittels humoraler vagaler

Uberwachung durch vergleichbare PY'Y - Spiegelbestimmung ausgeschlossen wurde. (83)

Die Magenentleerung ist ein komplexes Zusammenspiel zwischen dem Fundus und proximalen
Corpus, die als Magenreservoir dienen, und der distalen antroduodenalen Magenpumpe, wobei
die antro-pyloro-duodenale Motilitat den wichtigsten Teil fir Entleerung des Magens darstellt.
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Die Magenentleerung bei Diabetikern wurde in mehreren Studien untersucht mit kontroversen
Ergebnissen. Viele Studien fanden eine verzogerte Magenentleerung bei Diabetikern. Diese
Studien haben wie oben bereits erwéhnt teilweise Diabetiker mit einer Gastroparese oder
autonomen Neuropathie untersucht (82), ganz uberwiegend aber ohne Berlcksichtigung der
hemmenden postprandialen Glyk&mie (55;80;81;84).

Die Studien, die bei Patienten mit neu festgestellten Diabetes mellitus ohne Komplikationen
durchgefuhrt wurden, und unter Berlcksichtigung der Plasmaglucose, haben meistens sogar
eine beschleunigte Magenentleerung festgestellt (83;85;86). Frank et al. fanden eine
beschleunigte Magenentleerung bei Diabetikern nur fir flussige Kost und diese war assoziiert
mit erhohten phasischen Kontraktionen des proximalen Magens; die Antrummotilitat war
hingegen identisch zu derer gesunder isoglykdmischer Kontrollen. (83). Kong und seine
Mitarbeiter haben im Gegensatz keinen Unterschied in der Magenentleerung fiir eine
flissig/fest gemischte (flussig/fest) Mahlzeit zwischen Gesunden und Diabetikern unter
euglykamischen Bedingungen und auch nicht unter Hyperinsulindmie gefunden (87).

Die postprandiale Magenentleerung lauft fur nichtkalorische Flissigkeiten wie z.B. Wasser in
einem exponentiellen Muster. Nach kalorischer Kost stellt sich ein lineares Muster des
transpylorischen Fluss mit einer Geschwindigkeit von ca. 2 kcal/min (68) ein, das aber auch
physiologisch einer interindividuellen Variabilitat unterliegt. Dies haben wir in unserer Studie
imitiert. Durch einen identischen intestinalen Kalorienfluss in einem physiologischen Bereich
haben wir sicher gestellt, das etwaige physiologische oder pathologische
Magenentleerungsmuster keinen Einfluss auf die Absorption von Nahrstoffen und damit die
Glukoseresorption und die Freisetzung gastrointestinale Hormone haben konnten. Nach
Sicherstellung identischer  Blutglukosekonzentrationen durch  den isoglykédmischen
hyperglykdmischen Clamp konnte durch Blockade des GLP-1-Rezeptors gezielt der Einfluss
endogen frei gesetzten GLP-1 auf die Motilitdt untersucht werden. Storfaktoren wie ein
unterschiedlicher intestinaler N&hrstofffluss oder unterschiedliche Blutzuckerkonzentrationen

waren ausgeschaltet.

Es ist bekannt, dass eine orale oder intraduodenale Gabe von Lipiden, Glucose, fllissiger oder
gemischter Mahlzeit zu einer Verzdogerung der Magenentleerung fihrt (17;21;88). Studien

haben gezeigt, dass die verzogerte Magenentleerung assoziiert ist mit einer Suppression der
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antralen und duodenalen Kontraktionswellen und Stimulation des phasischen und tonischen
Drucks des Pylerus. In diesen Studien wurde zum Teil wie bei uns die antroduodenale Motilitat
manometrisch gemessen und die Nahrung intraduodenal gegeben, sei es als Dextrose (89) oder
als Lipidlésung (90). Pilichiewicz et al haben gezeigt, dass die antro-pyloro-duodenale
Hemmung durch intraduodenal applizierte Glucoseinfusion dosisabhéngig ist (77).
Entsprechend wurde auch in unserer Studie die antroduodenale Motilitat durch intraduodenale
Nahrstoffperfusion gehemmt, sowohl bei den Gesunden als auch bei den Patienten mit Typ 2-

Diabetes mellitus.

GLP-1 ist ein Darmhormon, das postprandial freigesetzt wird und die Glucosehomdostase
reguliert in dem es als Inkretinhormon glucoseabhéngig die Insulinsekretion stimuliert, die
Glucagonsekretion hemmt und als Enterogastron die Magenentleerung verzogert. Das Konzert

dieser Mechanismen verhindert eine schnelle Exkursion der Blutglukosekonzentration.

Die Funktion vom GLP-1 auf die Magenmotilitat bei Gesunden wurde durch viele Versuche
untersucht. Die subkutane oder intraventse Gabe von synthetischem GLP-1 fiihrte zu einer
Relaxation des proximalen Magens, einer Hemmung der antroduodenalen Motilitat und einer
Stimulation der Pylorusmotilitat, resultierend in einer Verzogerung der Magenentleeerung
(16;33;91). Durch den spezifischen GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39) konnten Schirra
et al erstmals die Wirkung des endogenen GLP-1 auf die Magenmotilitdt beim gesunden
Menschen untersuchen. Sie konnten zeigen, dass die antroduodenale Motilitat unter tonischer
Hemmung von GLP-1 in der interdigestiven Phase steht, dass GLP-1 postprandial die
Antrummotilitdt hemmt, die tonische und phasische Motilitat des Pylorus stimuliert und zum
Teil die postprandiale Akkommodation des proximalen Magens vermittelt (17;53).

In unserer Studie reduzierte Exendin(9-39) die hemmende Wirkung der Nahrung auf die
antroduodenale Motilitdt in beiden Gruppen signifikant im Vergleich zur Kochsalz-Kontrolle
und zwar Uber den Motilitatsindex und die Kontraktionsfrequenz im Antrum und Duodenum
und im Duodenum zusatzlich tber der Kontraktionsamplitude. Diese Wirkung war reversibel
nach Beendigung der Exendin(9-39)-Infusion. Dies bedeutet, dass postprandial endogen
freigesetzes GLP-1 als Mediator sowohl bei Gesunden als auch bei Patienten mit Diabetes

mellitus Typ 2 die postprandiale antroduodenale Motilitat inhibitorisch reguliert.
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Erstaunlicherweise hatte intravendses Exendin(9-39) in zwei Studien von Salehi et al und von
Nicolaus et al. keine Wirkung auf die Magenentleerung oder die gastroduodenale Motilitat nach
einer oralen Mahlzeit (72;92), steigerte jedoch die postprandiale Hyperglykdmie und die
Glukagonplasmaspiegel (92). In einer anderen Studie von Deane et al. beschleunigte der GLP-
1-Rezeptorantagonist hingegen die Magenentleerung (93). In dieser letzteren Studie wurde
sogar eine niedrigere Dosis Exendin(9-39) eingesetzt (300 pmol/kg/min), die nur etwa 80% der
insulinotropen GLP-1-Wirkung hemmt (65). Da die insulinotrope Wirkung die deutlich starkste
Wirkung von GLP-1 darstellt, gilt sie in vivo als Parameter flr die inhibitorischen Qualitédten
eines GLP-1-Rezeptorantagonisten. In der von uns, von Salehi et al. und von Nicolaus et al.
eingesetzen Dosis von 600 pmol/kg/min hemmte Exendin(9-39) mehr als 95% der
insulinotropen Wirkung von synthetischem GLP-1 (66). Es ist deshalb nicht davon auszugehen,
dass die uneinheitliche Wirkung auf die Magenentleerung eine Dosis-Frage des Antagonisten
ist. Vielmehr scheint die Wirkung auf die Motilitat redundant im Konzert aller Mechanismen zu
sein, die die Magenentleerung hemmend regulieren. Hierzu gehéren neben dem intestinalen
hormonalen Feedback insbesondere auch neuronale inhibitorische Reflexe, die durch die orale
Nahrunsgaufnahme getriggert werden, so z.B. die Distension des proximalen Magens. Es ist
weiterhin denkbar, dass konventionellen Messtechniken der Magenentleerung - Atemtest oder
Szintigraphie - eine initial sehr friihpostprandiale beschleunigte Magenentleerung entgeht, die
dann ihrerseits eine starkere Hemmung der weiteren Magenentleerung induziert. So gibt es
aulBer GLP-1 noch andere postprandiale intestinale Hormone, die die Magenentleerung
hemmen (CCK, PYY). Auch existiert ein direkter inhibitorischer duodeno-gastraler vagaler
Reflexbogen innerhalb des enterischen Nervensystems, der die Pylorusmotilitat stimuliert (94).
Hoch wahrscheinlich ist aber, dass die in diesen Studien mit einer oralen Testmahlzeit unter
Exendin(9-39) induzierte Hyperglykdmie durch eine hemmende Wirkung auf die
Magenentleerung eine potentielle Beschleunigung durch den Antagonisten maskiert hat. Diese
Experimente zeigen, dass die postprandiale Hemmung der Magenentleerung einen hohen
physiologischen Stellenwert hat und entsprechend durch unterschiedliche neurohumorale
Mechanismen redundant geschutzt ist. Es unterstreicht auch die Notwendigkeit einer sehr
sorgfaltigen Versuchsplanung, um die Rolle einzelner Mechanismen moglichst isoliert

untersuchen zu konnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bei den Gesunden stimmen mit den bereits erwédhnten

Ergebnissen von Schirra et al in einer Studie im Jahr 2006 Gberein (17); damals erfolgte eine

intraduodenale Glucoseperfusion aber ohne hyperglykdmischen Clamp. Eine akute

Hyperglykdmie hemmt die Magenentleerung und die antroduodenale Motilitat. Diese

Hyperglykdmie kann aber nicht fur den hier beschriebenen Effekt von Exendin(9-39)
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verantwortlich sein, da sie an allen Versuchstagen gleichermaBen vorhanden war und
Exendin(9-39) trotzdem zu einer Anderung der postprandialen Motilitat gefiihrt hat. Die
signifikante Stimulation der antroduodenalen Motilitat durch Exendin(9-39) spricht fiir die
hemmende Wirkung von endogenem GLP-1 auf die antroduodenale Motilitat. Dies korreliert
mit den Studienergebnissen, die sowohl mit synthetischem GLP-1 durchgeflhrt wurde (16) als
auch die Studien, die das endogene GLP-1 untersucht haben (17;53). Die vorliegende Studie ist
nun die erste, die gezeigt hat, dass die endogene Wirkung von GLP-1 auf die antroduodenale

Motilitat genauso bei Diabetikern vorhanden ist wie bei den Gesunden.

Diese Ergebnisse korrelieren auch sehr gut mit einer neulich veréffentlichten randomisierten
Studie mit der Verwendung des GLP-1-Rezeptoragonisten Exendin(4-34). Dort wurde gezeigt,
dass die duodenale Motilitdt bei Diabetikern wie bei Gesunden nach intraduodenaler

Glucoseperfusion durch die Gabe von Exenatide als GLP-1 Agonist gehemmt wird (95).

Differentielle Effekte auf einzelen Qualitdten der Motilitdt - Kontraktionsfrequenz,
Kontraktionsamplitude, Motilitatsindex - sind in den verschiedenen Studien durchaus
uneinheitlich. In den 30 Minuten vor Beginn des hyperglykdmischen Clamps und ab dem
Beginn der duodenalen Mahlzeitperfusion hat in unserer Studie Exendin(9-39) signifikant nur
die Kontraktionsamplitude vom Antrum erhoht und zeigt eine tendenzielle aber nicht
signifikante Erhohung des Motilitatsindexes vom Antrum und Duodenum. Auf die
antroduodenale  Kontraktionsfrequenz  hat Exendin(9-39) keine  Wirkung gezeigt.
Erwartungsgemall soll das endogene GLP-1 auch unter euglykdmischen Bedingungen die
postprandiale antroduodenale Motilitdt hemmen (17). Dieser Unterschied liegt wahrscheinlich
an der kurzen Messungsphase von 30 Minuten bei uns. Der Sekretionspeak der postprandialen
GLP-1 liegt 30 Minuten postprandial und in dieser Zeit wurde in unserem Versuch mit dem

Clamp begonnen.

Im Gegensatz dazu hatten Schirra et al. in ihrer Studie tber die endogene Wirkung vom GLP-1
(17) keinen Effekt von Exendin 9-39 auf die Amplitude vom Antrum und Duodenum durch
eine intraduodenale Glucoseperfusion gezeigt. In unserer Studie hat Exendin(9-39) die
postprandiale Amplitude im Antrum vor Beginn des Clamps erhéht und im Duodenum wahrend
des hyperglykdmischen Clamps. Wenn synthetisches GLP-1 infundiert wird, kommt es aber zur
Hemmung aller Qualitdten der antroduodenalen Motilitat (MI, KF, KA) (16). Diese
Unterschiede in dem Effekt von Exendin(9-39) liegen wahrscheinlich an der komplexen
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Regulation ~ der  antropyleroduodenalen Motilitat  und der  neurohumeralen
Feedbackmechanismen, die noch nicht ganz geklart sind. Pilichiewicz et all zeigten, dass eine
intraduodenale Glucoseperfusion dosisunabhéngig die antrale Motilitit hemmt und die
duodenale erst ab einer Dosis von 4 kcal/min (77). Kuo et all stellten fest, dass eine
physiologische akute Hyperglykdmie im Vergleich zur Euglykédmie (9 v.s 5 mmol/l in deren
Versuch) keine Wirkung auf die duodenale Motilitat (Kontraktionsfrequenz und Amplitude)
zeigt. (10). Im Gegensatz hemmt eine vergleichbare Hyperglykdamie die antrale Motilitat (96).
In unserer Studie wurde eine duodenale Glucose/Lipid gemischte Mahlzeit perfundiert mit
einer Geschwindigkeit von 2,03 kcal/min, der Glucoseanteil daran ist 0,37 kcal/min. AufRerdem
ist das in der Studie verwendete Hyperglykamieziel auf 180 mg/dl (10 mmol/l) noch im

physiologischen Bereich.

In Anbetracht dieser Informationen kann man vermuten, dass die hemmende Wirkung der
Nahrung und der Hyperglykamie auf die antrale Kontraktionsamplitude die stimulierende
Wirkung durch Exendin(9-39) uberwogen hat. Bei wahrscheinlich geringem Effekt der
Hyperglykamie aufs Duodenum konnte Exendin(9-39) noch einen Effekt zeigen. Synthetische
GLP-1-Gabe fihrt aber zu einer additiven Hemmung zu der Hemmung durch Nahrung oder
ggf. vorhandener Hyperglykdamie. Daher sind die Studienergebnisse durch synthetisch

infundiertes oder endogenes GLP-1 auf die Motilitat nicht immer vergleichbar.

Wie genau GLP-1 die antroduodenale Motilitat moduliert, ist noch nicht ganz geklért. Schirra
et al haben festgestellt, dass die hemmende GLP-1 Wirkung auf den proximalen Magen zum
Teil durch Hemmung vagal-cholinerger-Nerven vermittelt wird.(53) Im Gegensatz war die
Stimulation der postprandialen antroduodenalen Motilitat unter Exendin(9-39) durch Atropin
nicht beeinflussbar, was eine neurale parasymptomatisch vermittelte Wirkung von GLP-1 auf
den antroduodenalen Motorkomplex unwahrscheinlich macht (53). Letztendlich bleiben noch
viele Fragen offen tber die Wirkung dieses Darmhormons, die durch weitere Forschung geklart
werden sollten. Vor allem durch die Tatsache, dass die Substanzgruppe der GLP-1 Analgoga
oder DPP-4 Hemmer in der Diabetestherapie sich etabliert haben. In dieser Studie konnten wir
aber zeigen, dass das endogene GLP-1 als Enterogastron die antroduodenale Motilitat sowohl
bei Gesunden als auch bei Diabetikern identisch moduliert, was fur die Glucosehomdostase und

Therapie bei Diabetikern von enormer Bedeutung sein kann.

86



6. Zusammenfassung

Die Darmhormone Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) und Glucose-dependent insulinotropic
peptide (GIP) steigern als Inkretinhormone glukoseabhéngig die Insulinsekretion. GLP-1
hemmt darlber hinaus die Glukagonsekretion und als Enterogastron die gastroduodenale
Motilitat. Dadurch regulierten beide Hormone die Glukosehomdostase. GLP-1- und GIP-
basierte Therapien gehoren heute zum Standard der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2, sei
es in Form von GLP-1-Rezeptor-Agonisten oder der DPP-4-Hemmer. Bei Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 ist die Funktion des endogenen GLP-1 weitgehend unklar. Weiterhin
zeigen diese Patienten haufig eine gestorte Magenentleerung, wobei sowohl die Ursache als
auch die klinische Relevanz derzeit kontrovers ist. Die Magenentleerung unterliegt einem
streng hemmenden Einfluss sowohl der postprandialen Hyperglykémie als auch des intestinalen
Nahrstofffluss.

Ziel dieser Studie ist, die antroduodenale Motilitat bei Gesunden und Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 (T2DM) unter hinsichtlich begleitender Glykdmie und intestinalem
Nahrstofffluss identischen Bedingungen zu vergleichen. Darliber hinaus soll in beiden
Gruppen die Rolle des endogenen GLP-1 als Regulator der antroduodenalen Motilitat unter

Verwendung des spezifischen GLP-1-Rezeptorantagonisten Exendin(9-39) untersucht werden.

Zwolf gesunde Probanden und 12 Patienten mit gut eingestelltem T2DM (mittlerer HbAlc
6.38%) nahmen an je an drei Versuchstagen der Placebo-kontrollierten, prospektiven,
randomisierten  cross-over-Studie  teil.  An allen  Versuchstagen  wurde die
Blutglukosekonzentration fir die Dauer von 180 Minuten durch eine variable intravendse
Glucoseinfusion auf einem hyperglykdmischen Niveau von 180 mg/dl gehalten, um
isoglykdmische Bedingungen zwischen den beiden Gruppen zu schaffen (hyperglykdmischer
Clamp). An zwei Experimenttagen wurde (iber eine Duodenalsonde eine flussige Mahlzeit
(Glukose + Fett) mit konstanter Geschwidigkeit intraduodenal perfundiert (2.03 kcal/min).
Diese duodenale Nahrstoffperfusion startete nach einer 30-minitigen Nichternperiode und 30
Minuten vor dem Start des hyperglykdmischen Clamp. Sie entspricht der mittleren
Magenentleerungsgeschwindigkeit gesunder Menschen und stellt einen identischen intestinalen
Né&hrstofffluss bei den Gesunden und den Patienten mit T2DM sicher. Sie gewahrleistet zum
einen einen identischen Sekretionsstimulus fir die intestinalen Hormone, zum anderen gleiche
Bedingungen fiir die antroduodenale Motilitdt. An einem dieser beiden postprandialen Tage
erfolgte zusatzlich die intravendse Infusion mit dem spezifischen GLP-1 Rezeptorantagonist

Exendin(9-39) mit 600 pmol/kg/min, um den Effekt des endogen freigesetzten GLP-1 auf die
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postprandiale antroduodenale Motilitat zu untersuchen. Die Dosis Exendin(9-39) von 600
pmol/kg/min antagonisiert >95% des endogenen GLP-1. Die Infusion mit Exendin(9-39) wurde
60 Minuten vor Ende der Experimente gestoppt. Ein dritter Tag mit intraduodenaler und

intravendser Infusion einer Kochsalzlésung diente als isoglykdmische Nuchternkontrolle.

Die Messung der antroduodenalen Motilitat erfolgte perfusionsmanometrisch durch eine diinne
12-Kanal-Duodenalsonde. Folgende Motilitatsparameter wurden fur Antrum und Duodenum
bestimmt: Kontraktionsamplitude, Kontraktionsfrequenz und Motilitatsindex. In regelmassigen
Abstanden erfolgten Blutentnahmen zur Bestimmung der Plasmakonzentration von GLP-1 und
GIP. Die Statistik erfolgte mit einer zweifaktoriellen ANOVA mit Infusion/Perfusion bzw.

Diabetesstatus als unabhangigen Faktoren.

Die duodenale Mahlzeitperfusion fihrte zu signifikanten und stabilen Steigerungen der
Plasmakonzentration von GLP-1 und GIP bei Gesunden und Patienten mit T2DM ohne
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die duodenale Mahlzeit hemmte sowohl bei den
Gesunden als auch bei den Diabetikern signifikant die antrale und duodenale Motilitét
verglichen mit dem nichternen Kontrollexperiment. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen
Gesunden und Diabetikern. In der kurzen Phase der Euglykamie hemmte die Mahlzeit den
Motilitatindex von Antrum und Duodenum und die Kontraktionsamplitude vom Antrum in
beiden Gruppen ebenfalls signifikant ohne Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Somit
konnten wir zeigen, dass unter isoglykdmischen Bedingungen ein gut eingestellter Diabetiker
ohne diabetische Komplikationen keinen Unterschied der antroduodenalen Motilitdt im

Vergleich zu Gesunden zeigt.

Exendin(9-39) reduzierte signifikant die hemmende Wirkung der Nahrung auf die
antroduodenale Motilitat in beiden Gruppen wéhrend des hyperglykamischen Clamp. Diese
hemmende Wirkung betraf Motilitatsindex und Kontraktionsfrequenz von Antrum und
Duodenum und im Duodenum zusétzlich die Kontraktionsamplitude. Dieser Unterschied
verschwand nach Beendigung der Exendin(9-39)-Infusion. Die Hemmung der antroduodenalen
Motilitdt durch intestinale Nahrstoffe ist somit signifikant vermittelt durch endogen
freigesetztes GLP-1. Diese inhibierende Rolle ist bei Patienten mit gut eingestelltem T2DM

unverandert erhalten.

Zusammengefasst besteht bei gut eingestelltem Diabetes mellitus Typ 2 ohne Neuropathie kein

Unterschied der antroduodenalen Motilitat zu der Gesunder. GLP-1 moduliert als Enterogastron
hemmend die antroduodenale Motilitat bei Diabetiker genau wie bei Gesunden. Dies ist von
Bedeutung fir die Glukosehémoostase und die Diabetestherapie mit GLP-1-Analoga und DPP-
4-Inhibitoren.
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