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Zusammenfassung

Der Inkretineffekt (IE) beschreibt das Phdnomen, dass eine orale Glukosemahlzeit zu
deutlichen hoheren Insulinspiegeln fihrt als eine isoglykdmische intravenose (iv) Gluko-
segabe. Vermittelt wird er durch die intestinalen Inkretinhormone GLP-1 und GIP, wel-
che (iber die enteroinsulindre Achse die pankreatischen Betazellen stimulieren. Wah-
rend bei Gesunden der IE 40-60% zur postprandialen Insulinantwort beitragt und haupt-
sachlich von GIP getragen wird, ist dieser im Rahmen des Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM)
deutlich reduziert. Synthetisches GIP scheint bei T2DM im Gegensatz zu GLP-1 nicht
mehr insulinotrop wirksam zu sein. Die neuere, Inkretin-basierte antidiabetische Thera-
pie nutzt vor allem GLP-1, indem sie entweder den GLP-1-Rezeptor stimuliert (Inkretin-
mimetika) oder den Abbau von endogenem GLP-1 und GIP hemmt (Dipeptidylpeptidase
(DPP)-4 -Inhibitoren). GLP-1 senkt den Blutzucker durch Stimulation von Insulin, Hem-
mung von Glukagon und Hemmung der Magenentleerung. Die Pathophysiologie des en-

dogenen GLP-1 beim T2DM ist dabei aber weitgehend unbekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von endogenem GLP-1 bei Patienten mit
T2DM in der Regulation der Insulin- und Glukagonsekretion, des Inkretineffekt und der
Magenentleerung zu untersuchen. Dabei wurden die endogenen Inkretinhormone
durch den oralen DPP-4-Inhibitor Sitagliptin stimuliert und die Wirkung von GLP-1 durch

den intravendsen spezifischen GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-39) (Ex-9) blockiert.

24 Patienten mit gut eingestelltem T2DM (HbA1lc 6.3 £ 0.2%, 14 mannlich) wurden in
einer prospektiven, randomisierten Plazebo-kontrollierten, doppelt-verblindeten Cross-
over Studie mit vier Behandlungsphasen zu je zwei Studientagen untersucht. Nach
12stlindigem Fasten startete jede Behandlungsphase mit einem oralen Glukosetoleranz-
test (OGTT, 75 g), der unter 100 mg oralem Sitagliptin (Januvia®) oder Plazebo erfolgte,
mit intravendser Hintergrundinfusion von Ex-9 (900 pmol/kg/min) oder NaCl 0.9%. Diese
Dosis Ex-9 blockiert den GLP-1-Rezeptor zu >95%. Die OGTT enthielten jeweils 100 mg
13C-Acetat, um Uber einen Atemtest simultan die Magenentleerungskinetik zu messen.
Am jeweils zweiten Studientag wurden dann die postprandialen Glukoseexkursionen
des ersten Tages mittels intravendser Infusion einer 20%igen Glukoselésung imitiert

(isoglykdamischer Clamp). Wahrend 240 Minuten erfolgten in regelmassigen Abstanden
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Blutabnahmen zur Bestimmung der Blutglukosekonzentration, sowie der Plasmakon-
zentrationen von Insulin, C-Peptid, GLP-1, GIP und Glukagon. In Atemgasproben wurde
13C-CO2 bestimmt zur Berechnung der Magenentleerungskinetik. Der Inkretineffekt
wurde aus der Differenz der inkrementellen Area under the curve (iAUC) fir Insulin, C-
Peptid und der Insulin-Glukose-Ratio (IGR) berechnet. Unterschiede wurden mit einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (two-way ANOVA) analy-

siert mit oraler und intravendser Medikation als unabhdngigen Faktoren.

Der Inkretineffekt betrug etwa 55% bis 60%. Sitagliptin senkte signifikant die postpran-
dialen Blutglukosekonzentrationen und steigerte die Plasmakonzentrationen von GLP-
1, GIP, Insulin und C-Peptid, sowie die IGR, als auch den Inkretineffekt. Der GLP-1-Re-
zeptorantagonist Ex-9 steigerte die postprandialen Blutglukosekonzentrationen und re-
duzierte die Plasmakonzentrationen von Insulin und C-Peptid und die IGR: der Inkretin-
effekt war unter Ex-9 um etwa die Halfte reduziert. Ex-9 reduzierte sowohl die insulinot-
rope Wirkung von Sitagliptin, als auch den unter Sitagliptin gesteigerten Inkretineffekt
deutlich. Dennoch blieben unter Sitagliptin auch vor Hintergrund von Ex-9 die Plasma-

konzentrationen von Insulin und C-Peptid, sowie der Inkretineffekt signifikant erhéht.

Ex-9 steigerte bereits die nlichtern-basalen Glukagonspiegel und steigerte signifikant die
postprandialen Glukagonexkursionen. Sitagliptin reduzierte signifikant die postprandia-
len Plasmaglukagonkonzentrationen. Unter GLP-1-Rezeptorblockade mit Ex-9 hatte Si-

tagliptin keinen Effekt mehr auf Plasmaglukagon.

Die Magenentleerung, gemessen anhand der 13C-CO2-Exhalationskinetik (lag Period,
Halbwertzeit), war unter Ex-9 signifikant beschleunigt, unter Sitagliptin verlangsamt. Un-
ter GLP-1-Rezeptorblockade mit Ex-9 hatte Sitagliptin keinen Effekt mehr auf die Ma-

genentleerungsparameter.

Zusammengefasst weisen in unserer Studie Patienten mit gut eingestelltem T2DM einen
deutlichen Inkretineffekt auf, durchaus vergleichbar mit historischen Daten von Gesun-
den. Endogenes GLP-1 ist ein bedeutender Mediator sowohl der niichternen, als auch
postprandialen Blutzuckerkontrolle beim Diabetiker. Es tragt zu etwa 50% zum Inkretin-
effekt bei. Es hemmt dartber hinaus tonisch die Glukagonfreisetzung und reduziert die
Magenentleerungsgeschwindigkeit. Eine DPP-4-Hemmung durch Sitagliptin erhoht die

Plasmaspiegel von GLP-1 und GIP. Sitagliptin stimuliert die Insulinsekretion und steigert
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deutlich den Inkretineffekt bei Patienten mit T2DM. Sitagliptin reduziert Plasmagluka-
gon und verlangsamt die Magenentleerung. Die insulinotrope Wirkung und somit auch
der Inkretineffekt der DPP-4-Hemmung ist etwa zur Halfte durch endogenes GLP-1 ver-
mittelt. Wir vermuten, dass endogenes GIP verantwortlich ist fiir die unter GLP-1-Rezep-
torblockade auch bei Patienten mit T2DM noch deutlich verbleibende insulinotrope Wir-
kung. Die glukagonostatische Wirkung von Sitagliptin, ebenso wie seine hemmende Wir-
kung auf die Magenentleerung, ist hingegen ausschlieBlich durch endogenes GLP-1 ver-
mittelt. Beide - sowoh| GLP-1 als auch non-GLP-1-Inkretine - sind somit bei Patienten mit

T2DM funktionell aktiv.
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1. Einleitung

Die Entdeckung der Inkretinhormone, die Erforschung ihrer Wirkungsweise sowie das
Zusammenspiel mit anderen Determinanten der Glukosehomd&ostase haben die Thera-
pie des Diabetes mellitus entscheidend beeinflusst. Mit bis dato etablierten Therapien
konnten normale HbAlc-Werte oft nicht erreicht werden. Ausserdem war eine weitere
Gewichtszunahme nicht selten und bei einigen Praparaten bestand ein nicht unwesent-
liches Hypoglykdmierisiko. Das bei Diabetes mellitus ohnehin erhdhte Risiko fir kardi-
ovaskuldre Ereignisse wurde dadurch noch zusatzlich erhoht [1]. Dartiber hinaus konnte
auch das Fortschreiten des Krankheitsprozesses nicht aufgehalten werden, welches im
Wesentlichen durch eine zunehmende Betazell-Dysfunktion bzw. einen Betazellverlust
gekennzeichnet ist [2]. Die Kenntnis der Physiologie von Glukagon-like peptide-1 (GLP-
1) war der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung der GLP-1-Rezeptoranaloga und der
Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4)-Inhibitoren, welche heute weit verbreitet im Einsatz sind.
Beide Wirkstoffklassen senken die Plasmaglukose bei Typ 2 Diabetikern nachhaltig [3].
Trotzdem sind noch immer nicht alle Signal- und Wirkungswege bekannt. Vor allem die
Beteiligung von GLP-1 und GLP-1-unabhangigen Inkretinen an den Effekten einer DPP-
4-Blockade auf die Insulin, -und Glukagonsekretion, den Inkretineffekt (IE) und die Ma-
genentleerung bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) sind nicht geklart und

sollen Gegenstand dieser Arbeit sein.
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1.1 Das Inkretinkonzept und seine Geschichte

Der Inkretineffekt beschreibt das Phanomen, dass eine orale Glukoseaufnahme zu deut-
lich hoheren Blutinsulinspiegeln als eine intravendse isoglykdmische Glukosegabe fiihrt.
Geschuldet ist dieser Effekt der Tatsache, dass eine orale Glukosezufuhr zu einer gluko-
seabhdngigen Ausschittung der sogenannten insulinotropen Inkretinhormone, na-
mentlich GLP-1 und GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide), aus speziali-
sierten enteroendokrinen Zellen des Verdauungstrakts flihrt, was bei einer intravenosen

Glukoseverabreichung nicht der Fall ist [4, 5]

Bis zu dieser Erkenntnis verging jedoch ein knappes Jahrhundert und die Geburtsstunde
der gastrointestinalen Endokrinologie lag dabei am Beginn des 20.Jahrhunderts als Bay-
liss und Starling als Erste publizierten, dass Diinndarmmukosa-Extrakte einen Faktor ent-
halten, welcher Gber den Blutstrom das exokrine Pankreas stimuliert. Sie nannten den
Faktor «Sekretin» und sprachen dabei erstmals von Hormonen [6]. Nachdem 1921 das
«Insulin» entdeckt wurde, waren Zunz und La Barre durch ihre Versuche zur «Kreuzzir-
kulation», bei denen sie die Kreisldufe zweier Hunde koppelten, richtungsweisend fir
die weitere Entwicklung des Inkretinkonzepts. Aus ihren Studien postulierten sie, dass
die «Sekretin-Extrakte» das exokrine Pankreas zur Insulinausschittung anregen [7]. Der
Begriff «Inkretin» wurde 1932 wiederum erstmals von La Barre definiert, mit welchem
er eine Substanz bezeichnete, welche aus der oberen Darmmukosa gewonnen, in der
Lage war, die Blutzuckerspiegel zu senken, ohne dabei das exokrine Pankreas zu stimu-
lieren. Schon zu diesem Zeitpunkt dachte er die Idee an, dass «Inkretine» in Zukunft
wohl eine Rolle in der Therapie des Diabetes mellitus spielen konnten [8]. Geschuldet
durch den zweiten Weltkrieg lag die Forschung in der gastrointestinalen Endokrinologie
danach viele Jahre brach, bis es in den 1960er Jahren durch die Entwicklung von Radio-
immunoassays (RIA) moglich wurde, Insulinspiegel im Blut zu messen. Zwei unabhangige
Forschungsgruppen um Elrick et al aus den USA und Mclntyre et al aus Grossbritannien,
konnten 1964 mittels RIA zeigen, dass die Insulinantwort nach einer oralen Glukoseauf-
nahme deutlich héher ausfallt, als nach einer intravenésen Glukoseinfusion, und dies
sogar, wenn die Blutglukosespiegel wahrend der Infusion hoher liegen[9-11]. Es wurde
geschatzt, dass 50% der Insulinantwort auf der insulinotropen Wirkung von gastrointes-
tinal sezernierten Substanzen beruhen, der Inkretineffekt also 50% betragt [12]. Unger

und Eisentraut bildeten fiir die Gesamtheit der Wechselwirkungen zwischen Diinndarm
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und endokrinem Pankreas den Begriff der «Enteroinsulindren Achse» [13]. Es lag nun
also eine Definition des Begriffs «Inkretineffekt» vor, doch welche Faktoren der Dinn-
darmmukosa genau dafiir verantwortlich waren, blieb vorerst weiterhin unklar. 1970
sequenzierte John Brown erstmals ein neues Peptid namens GIP (damals gastric inhi-
bitory peptide) und wandelte aufgrund dessen insulinotroper Eigenschaften spater zu-
sammen mit Dupré das Akronym um in «glucose-dependent insulinotropic polypep-
tide». Erst 1985 wurde die insulinotrope Eigenschaft eines weiteren neuen intestinalen
Peptides, GLP-1, nachgewiesen, und damit startete nun letzten Endes die Forschung und
Etablierung einer inkretinbasierten Diabetestherapie [9], welche bereits 53 Jahre friher

von La Barre angedacht worden war.
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1.2 Die Inkretinhormone

Wahrend eine Reihe insulinotroper Hormone bekannt ist, definierte Creutzfeldt 1979

die Eigenschaften von Inkretinhormonen [14]:

e Sekretion nach oraler Kohlenhydratbelastung

e Steigerung der Insulinsekretion in den erreichten zirkulierenden Plasmakonzent-
rationen

e Glukoseabhangigkeit der Wirkung; d.h. Hyperglykdmie als Voraussetzung, keine
nachweisbare Auswirkung auf die Insulinsekretion bei normalen Plasmaglukose-

konzentrationen oder gar hypoglykamer Stoffwechsellage

Die beim Menschen bekannten Inkretinhormone sind GIP («glucose-dependent insu-

linotropic polypeptide») und GLP-1 («glucagon-like peptide-1»).

1.2.1 GIP

GIP wird absorptionsabhangig von spezialisierten enteroendokrinen Zellen, den K-Zellen
der Schleimhaut des Duodenums und oberen Jejunums sezerniert. Im Niichternzustand
sind bei Menschen nur Plasmakonzentrationen im Picomolarbereich messbar [5]. Stimu-
lationsreize zur GIP Ausschittung sind Glukose und andere Kohlenhydrate wie Sucrose,
Triglyceride und einige Aminosauren. Die Ausschittung erfolgt innerhalb von ca. 15 min
und erreicht nach etwa 1 h ihr Maximum [4]. GIP ist ein Peptid, bestehend aus 42 Ami-
nosauren, welches seine Wirkung tGber einen Peptidhormonrezeptor der 7-Transmemb-
ran-Domanen-Familie austibt. Dieser findet sich vor allem auf den Betazellen der Langer-
hans-Inseln auf dem Pankreas, aber auch im Gehirn, dem Dinndarm und im Fettgewebe
[15]. Die Degradation von GIP erfolgt bereits kurz nach Sekretion durch die ubiquitar
vorkommende Amino-Peptidase Dipeptidyl-Peptidase 4 (DPP-4) [16]. Diese spaltet das
biologisch aktive GIP(1-42) in sein inaktives Bruchstlick GIP(3-42). Beide werden dann

mit einer Halbwertszeit von etwa 20 min lGber die Niere ausgeschieden.

Die Hauptwirkung von GIP bei Gesunden besteht in der glukoseabhangigen Insulinfrei-
setzung [14]. Es fordert ausserdem die Insulinbiosynthese [17] und steigert in vitro die
Proliferation [18] und das Uberleben der Betazellen [19]. GIP regt ausserdem die Gluka-
gonfreisetzung an [20]. Im Gegensatz zu GLP-1 bewirkt es keine Verzogerung der Ma-

genentleerung [21].
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Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 ist die insulinotrope Eigenschaft des GIP deut-

lich reduziert [22].

1.2.2 GLP-1

GLP-1 wird ebenso, getriggert durch intraluminale Nahrungsbestandteile, vor allem Koh-
lenhydrate und Fett, aus L-Zellen des Gastrointestinaltrakts freigesetzt [23]. Hauptsach-
lich kommen L-Zellen beim Menschen im lleum und Kolon vor, sind aber auch, in weni-
ger grosser Dichte, im proximalen Diinndarm zu finden [24]. L-Zellen enthalten neben
GLP-1 noch andere enteroendokrine Hormone, wie Enteroglukagon, Peptid YY und GLP-
2, die gleichzeitig mit GLP-1 freigesetzt werden [25]. Die distale Lage des Grossteils der
L-Zellen im Gastrointestinaltrakt kontrastiert mit der schnellen postprandialen Sekretion
von GLP-1. Diese Beobachtungen legen das Vorhandensein einer indirekten humoralen
Stimulation durch Hormone aus dem oberen Diinndarm und/oder durch das enterale
Nervensystem nahe [24]. Etabliert konnten diese Annahmen im Menschen aber bisher
nicht werden. Studien beim Menschen legen nahe, dass die direkte luminale Stimulation
der jejunalen L-Zellen zur GLP-1 Sekretion vorhanden sein muss [26] und vielleicht sogar
die Hauptquelle der postprandialen Freisetzung ist. Wohingegen die GLP-1 Freisetzung
aus den distaleren Teilen des Verdauungstrakts vor allem fir die langer vorhandenen
erhohten GLP-1 Konzentrationen nach Nahrungsaufnahme verantwortlich sind. Es wird
spekuliert, ob die proximale GLP-1 Stimulation hauptséachlich die Insulinfreisetzung trig-
gert, wahrend die distal freigesetzten Mengen Uber andere Mechanismen den Blutglu-
kosespiegel regulieren [27]. Darauf soll aber weiter unten im Text im Rahmen der GLP-

1 Wirkungen genauer eingegangen werden.

GLP-1 wurde initial auf der Gensequenz des Proglukagongens identifiziert, welches so-
wohl in den Alphazellen des Pankreas, als auch in den L-Zellen des Darmes exprimiert
wird. Neben der Gensequenz fir Glukagon selbst, fanden sich Codierungssequenzen fiir
zwei Glukagon-adhnliche (also «glucagon-like») Peptide. Durch posttranslationale Prozes-
sierung werden GLP-1 und GLP-2 schliesslich im Darm freigesetzt. Die bioaktive Form
von GLP-1 wird aus GLP-1(1-37) generiert und zirkuliert in 2 unterschiedlichen Formen,
GLP-1(7-37) und GLP-1(7-36)amid. Ca. 80% des bioaktiv zirkulierenden GLP-1 entspricht

der amidierten Form, welche eine etwas langere Halbwertszeit aufweist. Beide sind
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aquipotent hinsichtlich der Wirkung auf die Insulinsekretion [28, 29]. Sowohl die Niich-
tern-, als auch die postprandialen Plasmakonzentrationen von GLP-1 sind niedriger als
die von GIP [4]. Die Degradation von GLP-1 erfolgt analog der von GIP durch die DPP-4.
Diese setzt bei GLP-1 so rasch ein, dass es in den Mesenterialvenen bereits zu 50% als
inaktive Form vorliegt. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde lange Zeit diskutiert, ob sich
GLP-1 iberhaupt als primares Inkretinhormon qualifiziert, oder seine Wirkung vielmehr
durch das autonome Nervensystem vermittelt wird [30]. Nauck et al konnten jedoch
zeigen, dass es auch in physiologisch vorkommenden Konzentrationen Effekte beim

Menschen zeigt [31].

Seine Wirkungen entfaltet GLP-1 iber einen Peptidhormon-Rezeptor der 7-Transmemb-
ran-Domanen-Familie, welcher sich an Inselzellen des Pankreas, Magen, Herz und meh-
reren Regionen des peripheren und zentralen Nervensystems findet. Eine der Hauptwir-
kungen von GLP-1 ist die glukoseabhangige Stimulation der Insulinsekretion. Da diese
bei Euglykdmie oder nur sehr niedrigen Blutglukosekonzentrationen kaum oder eben
nur sehr schwach vorhanden ist [31], kann GLP-1 allein keine Hypoglykdamien auslosen,
was einen therapeutischen Nutzen besitzt. Die Insulinsekretion wird direkt und indirekt
stimuliert. Zum einen wird an den Betazellen des Pankreas die Exozytose von Insulingra-
nula bewirkt [32] und ein «Priming-Effekt» erzielt, bei dem ein Glukosestimulus eine
verbesserte Insulinsekretion bewirkt [33]. Zum Anderen fiihrt GLP-1 zu einer vermehr-
ten Insulingen-Expression [34]. Darliber hinaus ergeben sich an Zelllinien- und Tiermo-
dellen zahlreiche Hinweise, dass GLP-1 eine Wirkung auf das Zellwachstum und die Dif-
ferenzierung der Inselzellen, sowie eine antiapoptotische Wirkung auf Betazellen hat

[35-37].

Eine weitere Hauptwirkung von GLP-1 ist die Hemmung der Glukagonsekretion aus pan-
kreatischen Alpha-Zellen. Auch hier ist eine Glukoseabhangigkeit vorhanden. Unter ex-
perimenteller Hypoglykamie ist die gegenregulatorische Sekretion von Glukagon nicht
beeintrachtigt [38]. Unklar ist bisher noch, ob diese Wirkung von GLP-1 direkt durch GLP-
1-Rezeptoren auf der Alpha-Zelle erfolgt, oder aber (iber die Freisetzung von Insulin und

Somatostatin.

Ein anderer wichtiger Effekt von GLP-1 zur Regulation des Glukosehaushalts ist die Hem-

mung der Magenentleerung. Schon in physiologischer Konzentration hat es einen deut-
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lichen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Magenentleerung [39-41]. In supraphysiolo-
gischen Konzentrationen flihrt es sogar zu einer kompletten Ausschaltung der Magen-

entleerung.

Uber die GLP-1 Rezeptoren des zentralen Nervensystems werden weitere Effekte ver-
mittelt. So induziert GLP-1 ein subjektives Sattigungs-, und Vollegefiihl, respektive ver-

mindert das Appetitgefiihl und fiihrt so zu einer reduzierten Kalorienaufnahme [42, 43].

Betrachtet man all diese Wirkungen von GLP-1 zusammen im komplexen System
Mensch, wird seine effektive Rolle als Inkretinhormon jedoch in Frage gestellt. Unter
physiologischen Bedingungen tiberwiegt immer der Effekt auf die Magenentleerungsge-
schwindigkeit [44]. Durch einen verzégerten Ubertritt des Nahrungsbreis in das Duo-
denum und somit einen verringerten Anstieg der Plasmaglukosekonzentration, wird die
Ausschiittung anderer Inkretinhormone (GIP) und die von Insulin verringert. Unter dem
Strich wird also die postprandiale Insulinkonzentration verringert, obwohl GLP-1 eigent-
lich glukoseabhdngig die Insulinausschiittung steigert [45]. Bei Gesunden spielt GLP-1
demnach als Inkretinhormon eine untergeordnete Rolle und der Inkretineffekt wird vor

allem durch GIP getragen.

Anders ist die Ausgangslage bei Hyperglykdamie, etwa im Rahmen eines T2DM. Wie oben
bereits erwahnt, fallt dort GIP als Inkretin grésstenteils aus, wahrend GLP-1 in seiner
Aktivitat erhalten bleibt [22]. Betrachtet man die dem Diabetes zugrunde liegenden Pa-
thomechanismen, namlich eine gestorte Insulinsekretion mit reflektorischer Hyperglu-
kagondamie, eine verminderte Insulinsensitivitat der Peripherie und eine zunehmende
Insulinresistenz, sowie eine gelegentlich vorhandene beschleunigte Magenentleerung,
die Reduktion der Betazellmasse und den gesteigerten Appetit, dann vermag genau GLP-

1 ein verheissungsvoller Kandidat fir die Diabetestherapie zu sein.

Abgesehen vom antidiabetischen Effekt, weiss man heute auch, dass GLP-1 tber die am
und im Herzen vorhandenen GLP-1-Rezeptoren eine gewisse Wirkung entfaltet, was
nicht unwesentlich ist, da die endotheliale Dysfunktion eine haufige Begleiterkrankung
bei Diabetikern ist [37]. Bei Nagetieren hat man bereits umfangreiche Kenntnisse. Hier
konnte eine Verlangerung der Lebensdauer vom Kardiomyozyten und eine Verbesse-
rung des kardialen Outputs nach ischamischen Ereignissen demonstriert werden [46],

sowie eine Verbesserung einer bestehenden endothelialen Dysfunktion.
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1.3 Inkretineffekt (IE) bei Gesunden

Wie einleitend erwahnt, fiihrt der IE bei Stoffwechselgesunden nach oraler Glukosezu-
fuhr zu einer deutlich hoheren Insulin-Sekretionsantwort als bei isoglykdamischer intra-
venoser Glukoseinfusion. Perley und Kipnis schatzten den IE bis zu 50%, wobei der In-
kretinbeitrag zur Insulinausschiittung bei Glukosebelastungen zwischen 25 bis 100g
mengenabhangig zwischen 20-60% betrug [12]. Es finden sich dabei bisher keine Hin-
weise, dass diese Inkretinantwort nach einer gemischten Mahlzeit bedeutend geringer
sein sollte, als nach einer reinen Glukoseaufnahme. Quantifiziert werden kann der In-
kretineffekt durch die Messung der Konzentrationen von Plasmainsulin und -C-Peptid
und der daraus abgeleiteten Sekretionsraten (AUC). Grosser fallt der IE bei der Messung
der Plasmainsulinkonzentrationen im Gegensatz zu den Plasma-C-Peptid-Konzentratio-
nen aus, wobei letztere die Insulinsekretionsraten eigentlich genauer wiederspiegeln.
Die Erklarung dafiir ist darin zu finden, dass Insulinkonzentrationen normalerweise in
peripheren Blut gemessen werden, was mindestens eine Leberpassage einschliesst,
wahrend der grossere Mengen des neu sezernierten Insulins bereits wieder eliminiert
werden. Diese Elimination wird bei einer oralen Glukoseaufnahme reduziert. Somit kann
man folgern, dass die erhohten Insulinkonzentrationen nach einer oralen Glukosezufuhr
im Vergleich zu einer intravendsen Gabe, auf die insulinotrope Wirkung der gastrointes-
tinalen Hormone, aber auch auf die herabgesetzte Elimination von Insulin zurtickzufiih-

ren sind [47, 48].

Obwohl den Inkretinhormonen eine additive Wirkung zugeschrieben wird [31], scheint
GLP-1 bei Gesunden physiologischer Weise nur eine untergeordnete Rolle in der Entste-

hung des IEs zu spielen und dieser wird hauptsachlich von GIP getragen. [49].
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1.4 Inkretineffekt (IE) bei Typ 2 Diabetikern

Wenn man Typ-2 Diabetiker mit Gesunden vergleicht, findet sich ein deutlich reduzier-
ter oder gar fehlender IE [50]. Abbildung 1 zeigt den Inkretineffekt bei Gesunden und
Typ 2 Diabetikern als Differenz der Plasmainsulin-, bzw.- C-Peptid-Konzentrationen nach
oraler und isoglykdamischer intravendser Glukosegabe. Hierfiir wurden als Ursache un-
terschiedliche pathophysiologische Mechanismen diskutiert, welche zum Teil noch nicht
hinreichend oder kontrovers erforscht sind. Zum Einen steht dabei die zunehmende In-
sulinresistenz und gestorte Glukosetoleranz bei Typ 2 Diabetikern im Raum. Hansen et
al demonstrierten, dass der IE bei jungen gesunden Mannern durch eine, Giber einen
kurzen Zeitraum, provozierte Insulinresistenz und Verminderung der Glukosetoleranz
gesenkt werden kann. Daraus zogen sie den Schluss, dass der reduzierte IE bei Diabeti-
kern ebenso eine Folge der diabetischen Stoffwechsellage ist [51]. Ein weitaus grosseres
Forschungsfeld zur Ursachensuche des reduzierten IE bei Diabetes mellitus ist aber die
herabgesetzte postprandiale Inkretinsekretion und die verminderte Wirkung, sprich das
insulinotrope Potential der Inkretine durch eine Insensitivitat der Beta-Zellen. Schaut
man sich Studien zur GIP-Sekretion an, konnte sowohl eine Hypersekretion [52],als auch
eine Hyposekretion festgestellt werden, zumeist fand sich jedoch ein Sekretionsmuster
dhnlich dem von Gesunden. Hinsichtlich der GLP-1-Sekretion fanden die Arbeitsgruppen
um Holst in etwas alteren Arbeiten eine verminderte postprandiale GLP-1 Sekretion [53,
54], wahrend Bagger et al. zeigten, dass sich bei Pateinten mit T2DM und Gesunden auf
eine ansteigende orale Glukosemenge gleiche GLP-1- und GIP-Antworten ergaben. Die
Magenentleerung war dabei ebenso in beiden Gruppen mit zunehmender Glukose-
menge verzogert, so dass es nach einem schnellen initialen Anstieg der Inkretinhormon-
konzentrationen nur zu einem langsamen weiteren Anstieg kam. Diese Beobachtungen
lassen vermuten, dass vor allem die herabgesetzte insulinotrope Fahigkeit der Inkretin-
hormone, und damit einhergehend die Unfahigkeit den IE mit steigender Glukosezufuhr
zu regulieren, hauptursachlich flir den deutlich abgeschwachten IE bei T2DM ist [55].
Metaanalysen kommen heute zu dem Schluss, dass bei T2DM ein normales Sekretions-

muster der Inkretine vorliegt [56, 57] mit deutlichen interindividuellen Variationen [5].

Hinsichtlich der verminderten insulinotropen Fahigkeit der Inkretine scheint beim T2DM

wiederum GIP die Hauptrolle zu spielen. Exogen zugefihrtes humanes GIP stimuliert die
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Insulinsekretion in physiologischer Konzentration deutlich weniger und in pharmakolo-
gischer Konzentration sogar nur marginal. Durch den Wegfall seines Beitrags zur Insulin-
stimulation, bei Gesunden ja der Grossteil, ist der IE deutlich reduziert. Es scheint, dass
die relativ erhaltene GLP-1 Aktivitat bei Diabetikern diesen Wegfall nicht kompensieren

kann, obwohl es zusatzlich die Glukagonkonzentration senkt [22].

Des Weiteren macht es den Anschein, dass bei Diabetikern die bei Gesunden beschrie-
bene additive Wirkung der Inkretinhormone auf die Insulinstimulation gestoért ist. Wer-
den beide Inkretine exogen zugefiihrt, hebt sich sogar die Suppression der Glukagonaus-

scheidung auf, welcher unter alleiniger GLP-1-Gabe vorhanden ist [48, 58].
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Abbildung 1: Glukoseexkursion und Inkretineffekt bei Gesunden und Patienten mit T2DM im

Vergleich
A Healthy subjects
101
9.
5= of
€ F 8
? 2 5p
SE4
G — 3f
2_
1..
0
0 60 120 180
c 20 {350
1300
£ 15}
é 1250
s 1200
o 10}
3 1150
o
= |
& 5_"'/,%¢:‘§Q§§Q?g—\’-100
150
of . , , _ 40
0 60 120 180
E 80f 1450
70F - Oral glucose (50g) {400
_ 60} - Lv. glucose (variable) {350
Eg 50} 1300
E a0} 1250
3 3o} 1200
= ik 1150
i 1100
150
or ; ; 4o
o] 60 120 180
G
3.0F 19
_ 25} i
% 17
£ 20t 16
£ LB
8 15} 5
2 1=
g 1.0} 13
@] 12
0.5 ¢t
11
0.0 10

0 60 120 180
Time [min]

(/6]

[inowd]

Insulin [mU/]

.

C-peptide [nmol/l]

Glucose infusion
[mg'kg Tmin™]

Glucose [mmol/l]

n
o
T

80}
70F
60
501
40+
301
20t
10F

3.0t
25}
2.0t
1.5¢
1.0
0.5}
0.0

O =N WL~ ®OO

- -t
o o
T T

w

Type 2-diabetic patients

0 60 120

180

1350
1300
1250
1200
1150
1100
150

0 60 120
-® Oral glucose (50 g)
-8 |.v. glucose (variable)

180

1450
1400
1350
1300
1250
1200
1150
1100
150

0 80 120

180

0 60 120
Time [min]

A,C,E,G entsprechen Gesunden, B,D,F,H entsprechen Patienten mit T2DM
A, B: Glukoseinfusionsraten (wahrend isoglykamischen intravenésen Glukoseinfusionen)

C, D: Plasmaglukosekonzentrationen, E, F: Plasmainsulinkonzentrationen, G, H: Plasma-C-Peptid-Kon-

zentrationen nach Einnahme von 50g Glukose oral und entsprechendem isoglykdmischen Clamp
*P <0.05 Unterschied zwischen oraler und intravendser Glukose (paired t-Test)

180

Ubernommen aus Diabetes, Obesity and Metabolism, Volume: 20, Issue: S1, Pages: 5-21, First
publishes: 24.01.2018, DOI: (10.1111/dom.13129) mit eigener Legende

O =N WO~ ®O

[Ip/Bw]

[i/1owd]

[lwy/Bu]



1 Einleitung 21

Fasst man also die bisherigen Ausfihrungen zusammen, ist bei Diabetikern demnach ein
Mechanismus defekt oder gar fehlend, welcher bei Gesunden etwa 2/3 der Insulinant-
wort auf eine Glukosezufuhr ausmacht [5]. Es stellt sich die Frage nach Huhn oder Ei: ist
der reduzierte |IE wirklich eine Folge der diabetischen Stoffwechsellage oder gehen die
beschriebenen Pathomechanismen vielmehr der Entstehung der Krankheit voraus und
erzeugen sie sogar. Eine Tatsache, die dafir spricht, dass die diabetische Stoffwechsel-
lage die Reduktion des IE bedingt, ist, dass der Inkretineffekt bei erstgradigen Verwand-
ten von Typ 2 Diabetikern in etwa gleich dem von vergleichbaren gesunden Probanden
ist. Es ist also wohl keine genetische Pradisposition zur Entstehung von T2DM [59]. Auch,
dass Patientin mit chronischer Pankreatitis und sekunddarem Diabetes, im Gegensatz zu
denen mit normaler Glukosetoleranz, einen verminderten IE zeigen, spricht dafiir, dass
es sich um eine Folgeerscheinung handelt [60]. Durch welche Eigenart des Diabetes aber
diese Erscheinung des verminderten oder fehlenden IE hervorgerufen wird, ist bisher

nicht klar.
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1.5 GLP-1 und seine Rolle in der heutigen Therapie des T2DM

Diese heute vorhandenen Erkenntnisse lassen GIP als brauchbaren Kandidaten fir die
Diabetestherapie ausscheiden, obwohl es ehemals gerade wegen seiner bei Gesunden
ausgepragt vorhandenen insulinotropen Aktivitdt als verheissungsvoller Kandidat ge-
handelt wurde. GIP hat bei Typ 2 Diabetikern in pharmakologischer Dosierung nahezu
keine Auswirkungen auf die Plasmaglukose und erh6ht tendenziell die Glukagonsekre-
tion [22, 58]. Die weitestgehend erhaltene insulinotrope Aktivitat und Reduktion der
Glukagonsekretion bei T2DM [22], sowie die Verzogerung der Magenentleerung [61, 62]
liess GLP-1 damit in den Fokus der inkretinbasierten Diabetestherapie riicken. Dartiber
hinaus steigert es das Sattigungsgefihl und vermindert die Nahrungsaufnahme [63] und
hilft so, eine Gewichtsreduktion zu erzielen. Aber auch die oben beschriebenen Eigen-
schaften, welche bisher nur im Zell- oder Tiermodell nachgewiesen wurden, wie etwa
die Steigerung des Wachstums und der Regeneration der Betazellen und das antiapo-
ptotische Potential [35, 36], waren eine Hoffnung in der Diabetestherapie, sollten sich

diese beim Menschen in gleichem Masse bestatigen lassen.

Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit von ca. 2 Minuten eignet sich natives GLP-1 aber
nicht flir die Therapie des Diabetes mellitus. Es mussten also Anstrengungen unternom-
men werden, die rasche Degradation zu verhindern. Hier zeigen sich mehrere Moglich-

keiten.

1.5.1 GLP-1-Rezeptor-Agonisten

Prinzipiell werden unter dem Begriff der GLP-1-Rezeptor-Agonisten alle Substanzen zu-
sammengefasst, welche fahig sind, an den GLP-1-Rezeptor zu binden und eine GLP-1-
ahnliche Wirkung hervorzurufen. Es wird aber in der Folge unterschieden zwischen In-

kretin-Mimetika und GLP-1-Analoga.

Inkretin-Mimetika sind GLP-1-dhnliche Substanzen und resistent gegeniliber der Degra-
dation durch die DPP-4. Ein natirlich vorkommender Vertreter ist das Exendin-4, wel-
ches im Speichel des Gila-Monsters, Heloderma suspectum, gefunden wurde. Es weist
zu ca. 50% eine Aminosdurehomologie mit GLP-1 auf und bindet mit hoher Affinitat an
den GLP-1-Rezeptor [64]. Exenatide, die rekombinante Form des Exendin-4, ist unter

dem Namen Byetta® zur Behandlung des Diabetes zugelassen.
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GLP-1-Analoga sind dem GLP-1 strukturdahnliche Peptide, welche so modifiziert wurden,
dass sie bei Bindung an den Rezeptor eine langsamere Kinetik aufweisen. Dies durch
verlangsamte Resorption aus dem Subkutangewebe und/oder Resistenz gegenliber der
DPP-4. Auch hier sind bereits zahlreiche Produkte der Familie der «Glutide» auf dem

Markt [65].

1.5.2 DPP-4-Inhibitoren, u.a. Sitagliptin

Eine andere Strategie wird mit der Klasse der DPP-4-Inhibitioren bzw. DPP-4-Hemmern
verfolgt. GLP-1 liegt nach endogener Sekretion nur etwa zu 50% in seiner biologisch ak-
tiven Form vor, da sofort mit der Sekretion auch die Inaktivierung durch die DPP-4 ein-
setzt [30]. Eine Hemmung der DPP-4 und somit der Degradation des endogen sezernier-

ten GLP-1, verlangert also die biologische Halbwertszeit beider Inkretinhormone.

Sitagliptin, welches in unserer Studie zur DPP-4 Hemmung eingesetzt wird, ist hochse-
lektiv flr die DPP-4 und weist keine Affinitat zu anderen Dipeptidylpeptidasen, wie etwa
der DPP-8 oder -9, auf, welche ebenso in der Lage sind Peptidhormone zu degradieren.
Unter dem Handelsnamen Januvia® ist Sitagliptin zur Therapie des Diabetes mellitus Typ

2 zugelassen.
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2. Ziel der Studie

Postprandial und glukoseabhéangig aus der Darmmukosa freigesetzte Inkretinhormone,
namentlich GIP und GLP-1, bewirken beim Gesunden durch eine Steigerung der Insulin-
sekretion und Hemmung der Glukagonsekretion eine Reduktion der Blutzuckerwerte.
Dabei ist die Insulinsekretion nach oraler Glukosezufuhr deutlich héher als nach einer
intravendsen isoglykamischen Glukoseinfusion. Dieses Phanomen wird als Inkretineffekt
(IE) bezeichnet, ist durch die Inkretinhormone bedingt und betragt etwa 40-60%. Bei
Patienten mit T2DM ist der IE reduziert. Wahrend die Wirkung von GIP deutlich reduziert
oder sogar aufgehoben ist, scheint GLP-1 auch bei Diabetikern weiterhin zu wirken,
wenn auch in reduziertem Masse. Zudem konnte eine Verlangsamung der Magenent-
leerung durch exogenes GLP-1 sowohl bei Gesunden, als auch bei Patienten mit T2DM
festgestellt werden. Ein Effekt der bei Diabetikern wohl noch deutlicher zur Glukoseho-
moostase beitragt. Die Funktionalitat und Rolle von endogenem GLP-1 ist hier bislang

nicht geklart.

Beide Inkretinhormone werden rasch durch das Enzym DPP-4 abgebaut. Sitagliptin ist
ein Inhibitor der DPP-4 und erhoht so die zirkulierende Menge von bioaktivem, endoge-
nem GLP-1 und GIP. Seit 2007 ist Sitagliptin unter dem Namen Januvia® zur Therapie des
Diabetes mellitus zugelassen. Unklar ist jedoch, ob und inwiefern Sitagliptin den redu-
zierten Inkretineffekt zu steigern vermag und welche Rolle die erhéhten Plasmaspiegel

der Inkretinhormone fiir die therapeutische Wirkung von Sitagliptin spielen.

Mit dieser Studie sollen die Effekte einer oralen Gabe von Sitagliptin 100mg auf die In-
kretin-induzierte Insulinsekretion (und somit des IE) und die Magenentleerung bei Pati-
enten mit T2DM untersucht werden. Der IE wird quantitativ aus der Differenz der Plas-
mainsulin- und -C-Peptidanstiege liber basal nach OGTT und entsprechender isoglyka-
mischer intravenodser Glukoseinfusion (Glucose-Clamp) berechnet und ist dadurch un-
abhingig von der Anderung der Glykdmie, welche durch eine Gabe von Sitagliptin zu

erwarten ist.

Um die spezifische Rolle von GLP-1 - und dadurch letztendlich auch die der «nicht-GLP-
1-Inkretine» - zu beschreiben, wird der spezifische GLP-1-Rezeptorantagonist Exendin(9-

39)amid (EX-9) eingesetzt. Dies in Kombination sowohl mit Sitagliptin, als auch Plazebo.
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In dieser randomisierten Placebo-kontrollieren cross-over-Studie ergeben sich somit fol-

gende experimentelle Konstellationen. Jeder Proband nahm an acht Studientagen teil:

OGTT

Isoglykdamischer Clamp zur Berech-

nung des Inkretineffekts des OGTT

Placebo p.o.

Magenentleerung

Inkretineffekt

Sitagliptin p.o.

Magenentleerung

Inkretineffekt

Placebo p.o + Ex-9 IV

Magenentleerung

Inkretineffekt

Sitagliptin p.o. + Ex-9 IV

Magenentleerung

Inkretineffekt

OGTT (oraler Glukosetoleranztest)

Ziel der Studie ist also herauszufinden, ob Sitagliptin durch seine DPP-4-Inhibition den IE

bei Typ 2 Diabetikern steigern kann und welchen Beitrag GLP-1 und nicht-GLP-1-Inkre-

tine (GIP) dabei leisten. Zusatzlich untersuchen wir die Auswirkung auf die Glukagonfrei-

setzung und die Magenentleerung der unterschiedlichen Behandlungen.
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3. Material und Methoden

3.1 Genehmigungsverfahren und Einverstandniserklarung

Die Studie wurde vom Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte unter der
Vorlagennummer 4033252 genehmigt. Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen genehmigte die Studie unter der Projekt-

nummer 239-07.

Alle Studienteilnehmer wurden erst nach Abgabe einer schriftlichen Einverstandniser-
klarung in die Studie eingeschlossen. Dieser Einverstandniserklarung ging eine ausfihr-
liche arztliche Aufklarung tiber das Ziel der Studie, den Ablauf, der beinhalteten Proce-
duren, der Dauer und der potentiellen Risiken und Nutzen voraus. Die Studienteilnahme
war freiwilliger Natur und konnte jederzeit von Seiten der Probanden widerrufen wer-

den.
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3.2 Probanden

In die Studie wurden 24 Typ 2 Diabetiker eingeschlossen, welche nicht insulinpflichtig
waren, maximal orale Antidiabetika einnahmen und in der Lage waren, ab einer Woche
vor Studienbeginn und wahrend der gesamten Studiendauer auf diese zu verzichten (De-
tails siehe unten). Die Aufnahme in die Studie erfolgte bei Erflllung aller Ein- und Aus-
schlusskriterien und nach einer ausfiihrlichen arztlichen Untersuchung, EKG, Bestim-
mung der Vitalparameter und Laboruntersuchungen. Jeder Patient durchlief eine 21-ta-
gige Screeningphase und wurde nachfolgend randomisiert den Behandlungsphasen zu-

geteilt.

3.2.1 Ein-, und Ausschlusskriterien

Die Studienteilnehmer mussten folgende Einschlusskriterien aufweisen:

e Patienten mit T2DM, wobei im gebarfahigen Alter die Einschrankung einer chi-
rurgisch erbrachten Sterilitat oder die Verwendung einer doppelten Barriereme-
thode bestand

e Die Patienten mussten in der Lage sein, orale Antidiabetika fiir mindestens 1 Wo-
che vor Beginn der Studie abzusetzen (Glitazone 4 Wochen), didtetische Mass-
nahmen einzuhalten und ein tagliches Blutzuckerprofil zu filhren (Nlchternwert,
pra- und 2h postprandial).

o Verpflichtung zu einer Kontaktaufnahme bei Nichternblutzuckerwerten >11
mmol/l (200mg/dl) und 2h-postprandialen Werten >13.3 mmol/I (240mg/dI)

e Pausieren von Medikamenten, welche die Magenentleerung beeinflussen, Aus-
nahme dabei Herzmedikamente in stabiler Dosierung

e Alter 30-70 Jahre

e HbA1c £9% zum Screeningzeitpunkt

e BMI <40 kg/m?

e Niuchternblutzucker <11 mmol/I (200 mg/dl) zum Screeningzeitpunkt

e Vorliegen einer schriftlichen Einverstandniserklarung vor Beginn der Studie

Ausserdem bestanden folgenden Ausschlusskriterien zum Screeningzeitpunkt, aber

auch zu jeder Zeit wahrend der bereits begonnen Studie:
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Diabetes mellitus Typ 1, Sekundare Diabetesformen, zB nach Pankreastrauma,
Cushing-Syndrom oder Akromegalie

Insulinbedarf in den letzten 3 Monaten

Gebarfahige Frauen, sowie schwangere oder stillende Frauen

Einnahme von Thiazolidinedion wahrend des letzten Monats vor Beginn der Stu-
die

Vorliegen von signifikanten Begleiterkrankungen und Komplikationen des Diabe-
tes mellitus

Vorliegen von Nichtern-Triglyzeridwerten > 5.1 mmol/I (<450md/dl) wahrend
der letzten 4 Wochen

Behandlung mit systemischen Steroiden oder Schilddriisenhormonen in wech-
selnder Dosierung

Stattgehabte chirurgische gastrointestinale Eingriffe (ausgenommen Appen-
dektomie und Cholezystektomie)

Teilnahme an einer anderen klinischen Studie wahrend 4 Wochen vor Studien-
beginn

Blutspende oder Verlust 2 400ml innerhalb der letzten 2 Monate

Erkrankungen mit deutlicher Beeintrachtigung des Gesundheitszustandes in den
letzten 2 Wochen vor Studienbeginn

Personliche Anamnese mit klinisch signifikanten EKG-Veranderungen oder Fami-
lienanamnese mit Long-QT-Syndrom

Bekannte oder Hinweise auf eine ausgepragte Arzneimittelallergie, insbeson-
dere gegeniiber der Studienmedikation, sowie Vorliegen einer Atopie
Stattgehabte chirurgische Interventionen oder Erkrankungen, die Einfluss auf
Absorption, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung von Medikamenten
haben

Gesamtleukozyten <1500/ul bei Studieneinschluss oder Thrombozyten
<100.000/pl zum Screeningzeitpunkt

Bestehende oder vergangene Immunsuppression

Hinweise auf eine Leberfunktionsstérung anhand der Parameter GOT, GPT, GGT,

alkalische Phosphatase und Bilirubin
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e Nachweislicher oder anamnestisch angegebener Missbrauch von Medikamen-

ten oder Alkohol innerhalb des letzten Jahres

3.2.2 Charakteristika

Insgesamt wurden 41 Probanden mit Typ 2 Diabetes mellitus gescreent und 27 rando-
misiert. 24 davon, 14 mannliche und 10 weibliche Personen, wurden letztendlich in die
Studie eingeschlossen bzw. beendeten diese (siehe Tabelle 1). In einem Fall widerruf ein
Proband seine schriftliche Einverstandniserkldarung, bei den zwei anderen Probanden
kam es wahrend der Studienphase zu Hyperglykamien, welche sich mit den Ausschluss-
kriterien deckten und somit eine potentielle Gefahrdung fir die Patienten darstellte. Die
Patienten waren durchschnittlich 61.6 + 1.8 Jahre (range 36 - 70) alt und wiesen einen
BMI von 27.7 + 0.9 kg/m? (range 20 - 37) auf. Der T2DM war gut eingestellt mit einem
durchschnittlichen HbAlc von 6.3 £ 0.2% (range 5.4 - 8.4), bei einer mittleren Diabetes-

dauer von 6.6 £ 1.2 (range 1 - 25) Jahren.
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Tabelle 1: Probandencharakteristika mit Geschlecht, Alter,

HbAlc von 24 Patientin mit T2DM

Diabetesdauer, BMI und

Random. Geschlecht Alter (Jahre) | Diabetes- BMI (kg/m?) | HbAlc
Nummer 2ElE]
(Jahre)

0101 wW 70 5 22 5.6
0102 wW 66 3 27.5 5.9
0103 M 63 8 32 6.5
0104 wW 55 1 37 7.3
0105 M 67 5 27.5 6.2
0107 M 66 2 26 6.3
0108 wW 63 13 24.5 5.8
0110 M 69 10 26.5 6.2
0112 wW 63 25 20 5.9
0115 wW 68 2 29.5 5.5
0117 wW 66 7 324 6.4
0118 M 70 7 26 5.9
0120 wW 63 6 32 5.6
0121 wW 67 2 21.5 5.4
0119 M 36 2 30 59
1109 w 59 1 32.6 54
0114 M 57 5 23 7.7
0106 M 62 8 31.3 6.2
0111 M 37 1 27 5.7
0123 M 66 10 25 8.4
0124 M 55 4 33.8 7.4
1113 M 66 20 24.5 6.0
0122 M 62 5 27.7 5.8
1116 M 62 7 26.5 7.8
Mittelwert 61.6 6.6 27.7 6.3
SEM 1.8 1.2 0.9 0.2
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3.3 Studienmedikation

Als Studienmedikation kamen Sitagliptin (Januvia®) und Exendin(9-39) zum Einsatz. Die

Effekte beider Substanzen werden mit einem Plazebo verglichen.

3.3.1 Sitagliptin (Januvia®)

Sitagliptin ist ein hochselektiver und potenter Inhibitor der DPP-4 mit einer halbmaxi-
malen Hemmkonzentration der DPP-4 (IC50) von 18 nM. Es besteht keine Affinitat zu
anderen Prolin-selektiven Peptidasen, wie etwa der DPP-8 oder DPP-9 [66]. Die ubiqui-
tar vorkommende DPP-4 ist hauptverantwortlich fiir die Degradation von GLP-1 und GIP
durch Abspaltung eines N-terminalen Dipeptids, welche schon wenige Minuten nach der
endogenen Sekretion einsetzt. Sitagliptin hemmt dosisabhdngig die DPP-4 und verhin-
dert damit den sonst sehr raschen Abbau der Inkretinhormone [67]. Dadurch wird die
Konzentration der aktiven Inkretinhormone in der Zirkulation erhéht, was mit einer Er-
hoéhung der glukoseabhangigen Insulinsekretion und Hemmung der Glukagonsekretion
einhergeht [68]. In einem «steady-state», welches nach etwa drei Tagen erreicht wird,
ist die Inhibition anhaltend stabil. Die Plasmaaktivitat der DPP-4 wird bei Dosen von 50-
200 mg einmal taglich tber 24h zu 280% gehemmt. So werden die postprandialen akti-
ven Inkretinkonzentrationen in etwa verdoppelt [69, 70]. Die Wirksamkeit von Sitaglip-
tin wurden in vielen kontrollierten, randomisierten und doppelt-verblindeten Multizen-
terstudien belegt [68]. Schon eine Monotherapie erzielt signifikante Verbesserungen
des HbAlc-Werts, wobei Dosen >100mg einmal taglich keine weiteren Vorteile hinsicht-
lich der Wirkungskraft mit sich brachten [71]. Diese Dosierung wird auch als Standard-
dosierung bei unbeeintrachtigter Nierenfunktion empfohlen. Auch in Kombination mit
Metformin wurde bei einer Dosierung von 100mg Sitagliptin taglich, eine signifikante
Reduktion des HbAlc Werts erreicht und sowohl die Niichtern-, als auch die postpran-
dialen Plasmaglukosekonzentrationen signifikant gesenkt. Die zusatzliche Gabe von Si-
tagliptin zu Metformin konnte den HbAlc um 0.7% senken [72-74]. Sehr dhnlich verhalt
es sich bei antidiabetischer add-on Therapie zu Sulfonylharnstoff (HbAlc Reduktion um
0.74%) [75], Pioglitazon [76] und Insulin (HbA1c Reduktion um 0.6%) [77].

Nach oraler Einnahme wird Sitagliptin schnell absorbiert und weist eine absolute Biover-
figbarkeit von 87% auf. Mittlere maximale Plasmakonzentrationen werden nach ca. 1-

4 Stunden erreicht. 38% von Sitagliptin sind reversibel an Plasmaproteine gebunden.
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Knapp 80% wird unverandert renal eliminiert. Die Verstoffwechselung erfolgt vor allem
Uber Cytochrom P450. Die Pharmakokinetik von Sitagliptin ist bei Typ 2 Diabetikern
gleich der von Gesunden. Auch eine moderate Leberinsuffizienz (Child-Pugh Score 7-9)
hat keine Auswirkungen auf die Pharmakokinetik. Im Rahmen einer Niereninsuffizienz
kommt es zu einer inversen Relation der Kreatinin Clearance gegeniber der AUC von
Sitagliptin. Entsprechend der Beeintrachtigung der Nierenfunktion steigen die AUC
Werte von Sitagliptin an, so dass Patienten mit einer Kreatinin Clearance <45 ml/min
eine Dosisreduktion empfohlen wird. Wie alle anderen DPP-4 Inhibitoren weist Sitaglip-
tin kein intrinsisches Hypoglykamierisiko auf, da es lediglich die endogen, unter Hyper-
glykdmie sezernierten Inkretinhormone langer vor dem Abbau bewahrt. Zudem ist es

gewichtsneutral [78].

In unserer Studie wurde Sitagliptin in der Dosierung von 100mg eingesetzt, welches die
generell empfohlene Dosis fir eine effektive DPP-4-Hemmung ist. Sitagliptin ist im All-
gemeinen und speziell in der Dosierung unserer Studie gut vertraglich. Die haufigsten
Nebenwirkungen sind unspezifischer Natur, wie Kopf-, Hals- und Gelenkschmerzen,
Nasopharyngitis, Atemwegs- oder Harnwegsinfektionen oder sehr selten Hautverande-

rungen [79].

Der Einsatz von Sitagliptin in der Dosierung von 100mg/d als Therapeutikum bei Diabe-
tes mellitus Typ 2 wurde vom BfArM im Marz 2007 genehmigt (010175-Z689). Sitagliptin

und sein Plazebo wurde von Merck & Co., Inc., Rahway, NJ zur Verfligung gestellt

Um ein stabiles Plasmalevel flir unsere Studie zu erreichen, wurde Sitagliptin jeweils

morgens am Tag vor der Studie und an den Studientagen selbst eingenommen.

3.3.2 Exendin(9-39)

Ex-9 ist ein spezifischer und reversibler Antagonist des GLP-1-Rezeptors, welcher die
Wirkung von GLP-1 kompetitiv hemmt. Es ist ein Derivat des Agonisten Exendin-4 [64,
80]. Dariliber hinaus ist das Peptid ein schwacher Antagonist am menschlichen GIP-Re-
zeptor, die halomaximale Hemmkonzentration (IC50) betragt hier 4.5 umol/L [80]. Die
Applikation erfolgt intravends. Die Plasmahalbwertszeit ist mit 20 min relativ kurz, da-
nach wird das Peptid ohne Metabolisation renal eliminiert [81]. Ex-9 wurde sowohl in

Tier-, als auch in humanen Studienprotokollen verwendet, um die wichtige Rolle von
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GLP-1 fur die Glukosetoleranz zu untersuchen und herauszustellen [81, 82]. In Validie-
rungsstudien konnte gezeigt werden, dass Ex-9 dosisabhangig die durch intravendses
GLP-1 hervorgerufene Insulinsekretion reduziert und ab einer Dosis von
300pmol/kg/min die insulinotrope Aktivitat zu 85% inhibiert [83]. Weitere Untersuchun-
gen unseres Labors zeigten, dass Ex-9 in einer Dosierung von 900 pmol/kg/min mindes-
tens 95% der GLP-1 induzierten Insulinsekretion hemmt und das bei guter Vertraglich-
keit [84]. Mit dem Zweck, die spezifischen Effekte von endogenem GLP-1 zu quantifizie-

ren, wird es in unserer Studie genau in dieser Dosierung einsetzt.

Exendin(9-39)acetat wurde als steriles Lyophilisat mit pharmazeutischer Qualitat ge-
kauft von Bachem (Clinalfa Products, Laufelfingen, Schweiz) und unmittelbar vor Einsatz

in 0.154 M NaCl aufgel6st.
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3.4 Experimentelles Studiendesign

Unsere Studie ist eine monozentrische, doppelt-blinde, randomisierte, Plazebo-kontrol-

lierte, Cross-over Studie mit vier Behandlungsphasen zu je zwei Studientagen.

Alle 24 Patienten durchliefen die gleichen vier Behandlungsphasen. Die Einteilung in die
jeweilige Behandlungssequenz, erfolgte per Zufall. Der Unterschied bestand in der Rei-
henfolge, in welcher die Studienmedikation appliziert wurde (Tabelle 2). Zwischen den
einzelnen Behandlungssequenzen lagen mindestens vier Tage und eine Behandlungsse-

quenz musste innerhalb von maximal fiinf Tagen durchlaufen werden.

Tabelle 2: Behandlungssequenzen und Randomisierung

Behandlungsphase* 1 2 3 4

Behandlungssequenz Behandlungs-Nr.
A 1 2 3 4
B 2 1 3 4
C 1 2 4 3
D 2 1 4 3
E 3 4 1 2
F 4 3 2 1

*jede Behandlungsphase beinhaltet zwei Studientage: einen ersten Tag mit einem
OGTT und einen zweiten Tag mit einem isoglykdamischen Glukose-Clamp um den In-
kretineffekt zu berechnen

Behandlung 1: Plazebo po + NaCl 0.9% iv
Behandlung 2: Sitagliptin po + NaCl 0.9% iv
Behandlung 3: Sitagliptin po + Exendin(9-39) iv
Behandlung 4: Plazebo po + Exendin(9-39) iv

Abbildung 2 zeigt das experimentelle Studiendesign. Am jeweils ersten Tag einer Be-
handlungsphase erhielten die Patienten einen OGTT mit 75 g Glukose. Am zweiten Tag
erfolgte ein isoglykdmischer Clamp. Hierbei werden die Blutglukosekonzentrationen
und der jeweilige Konzentrationsanstieg des Vortages mittels intravendser Infusion von
Glukose 20% nachgeahmt [85]. Der Unterschied der Plasmainsulin- bzw C-Peptidex-

kursion zwischen oraler Glukoseaufnahme und intravendser Gabe entspricht dem IE.
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Dieser wurde getrennt, basierend auf den Plasmakonzentrationen von Insulin, C-Peptid
und der Insulin/Glukose-Ratio (IGR) berechnet. Der OGTT enthielt zudem 100mg 13C-
Acetat, anhand dessen per Atemtest die Magenentleerung gemessen werden konnte
[86] (im Rahmen der Arbeit wird verkirzt vor allem auf die Ergebnisse eingegangen). Die
Patienten nahmen ihre orale Studienmedikation (Sitagliptin oder Plazebo) einen Tag vor
(Tag -1) und an den jeweiligen Studientagen der einzelnen Phasen ein. Dies entspricht
einer Menge von mindestens 3 und maximal 5 Tabletten der Studienmedikation pro Be-
handlungsphase. Wahrend des OGTTs wurde, je nach Behandlungsphase, Ex-9 in der
Dosierung von 900 pmol/kg/min oder NaCl 0.9% in gleichem Volumen intravends wah-
rend des gesamten Versuchstags verabreicht. An jedem Studientag wurden Uber die
Dauer der Zeit jeweils gleichzeitig Plasmakonzentrationen von Glukose, Glukagon, GIP,
GLP-1, Insulin und C-Peptid bestimmt. Die Studientage begannen immer morgens nach

einer nachtlichen (mind. 12 Stunden) Fastenperiode und dauerten ungefahr 5 Stunden.
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Abbildung 2: Experimentelles Design der Studientage

Four treatment periods in random order: - Placebo po and saline iv - Placebo po and exendin(9-39) iv
- Sitagliptin po and saline iv - Sitagliptin po and exendin(9-39) iv

4 oral glucose
challenge
Treatment period Day 1 Breath samples of the 13C-acetate breath test
(2 consecutive ‘ determining gastric emptying
daysdetermining * ok ok Kk Kk Kk k Kk *k % *k * *k *k *k * *k *k %k % * * *x *k %
the incretin
effect)
Day 2 Intravenous glucose for iso-glycemic clamp
|
-

Blood samples
GLP-1, insulin, C-peptide, glucagon, glucose, GIP
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Oral treatment with
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Placebo ‘ Priming Exendin(9-39) or saline IV (with the oral meal)
|
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3.5 Praktische Durchfiihrung

Die orale Studienmedikation wurde doppelt verblindet an die Probanden ausgegeben.
Diese nahmen sie morgens am Tag vor der Studienphase und an beiden Tagen der Be-
handlung nach einer mindestens 12-stiindlichen nachtlichen Fastenperiode ein. Lagen
Briickentage zwischen den zwei Behandlungstagen, wurde die Studienmedikation auch
an diesen in gleicher Weise eingenommen. Am Studientag selbst wurde die Medikation
60 Minuten (t -60) vor Beginn des Experiments eingenommen. Uber eine in einer Ellen-
bogenvene angelegte Verweilkaniile wurde zum gleichen Zeitpunkt wie die orale Medi-
kation (t —60) eine Infusion mit Ex-9 in der Dosierung vom 900 pmol/kg/min oder NaCl
0.9% als korrespondierendes Plazebo fiir die Dauer von insgesamt 300 Minuten gestar-
tet (t -60 bis 240). Ex-9 wurde vom Hersteller als lyophiles Pulver geliefert und in 0.154
molarer NaCl-Losung aufgelost. Dieser Schritt erfolgte jeweils am Studientag durch die
medizinischen Labormitarbeiterinnen, die, im Unterschied zur versuchsdurchfiihrenden
Person, nur dahingehend entblindet waren. Am kontralateralen Unterarm wurde eine
zusatzliche Verweilkanile gelegt, liber die die Blutproben entnommen wurden. Die
Hand dieser Seite wurde im Rahmen der «heated-hand»-Technik mittels einer Infrarot-
lampe kontinuierlich auf exakt 40°C erwdarmt. Die Hauttemperatur wurde Uber einen
sensorgesteuerten Biothermostat reguliert. Diese Technik erlaubt die Gewinnung von

arterialisierten vendsen Blutproben [83].

Zum Zeitpunkt «0» wurde am ersten Studientag ein OGTT mit 75 g Glukose innerhalb
von 5 Minuten konsumiert und am korrespondierenden Studientag 2 die intravendse
Glukoseinfusion gestartet. Zudem wurden an Tagen mit OGTT vor Einnahme der Gluko-
semabhlzeit und alle 10 Minuten danach Atemproben fiir den 13CO2-Atemtest abgege-
ben, um spater die Magenentleerungsgeschwindigkeit zu bestimmen [61, 86]. Die intra-
venose Glukoseinfusion des zweiten Versuchstages wurde mit 20%iger Glukose bei einer
NaCl-Hintergrundinfusion durchgefiihrt. Im Rahmen des intravendsen Glukose Clamps
wurden alle 5 Minuten die Blutzuckerwerte gemessen und die Glukoseinfusionsge-
schwindigkeit mittels Perfusor so angepasst, dass die Blutzuckerkonzentrationen des

Vortages moglichst genau nachgestellt wurden [85].

Blutproben zur Bestimmung von Glukose, sowie der Plasmakonzentrationen von Insulin,

C-Peptid, Glukagon, GIP und GLP-1 wurden an beiden Studientagen in regelmassigen
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Abstdanden entnommen. Diese erfolgten zu den Zeitpunkten -60, 0, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 90, 120, 150, 180, 210, und 240. Insgesamt wurden so pro Proband und Studientag

14 Blutproben gesammelt.

3.6 Bezug der Studienmedikation, Probenaufbereitung und Analysen

Sitagliptin und die orale Plazebomedikation wurden von Merck & C. Inc., Rahway, NJ,

bereitgestellt. Die Tabletten wurden bereits randomisiert zugestellt.

Ex-9 wurde als steriles lyophiles Pulver in pharmazeutischer Qualitat von Bachem (Cli-

nalfa Porducts, Laufelingen, Schweiz) bezogen.

Aus den arterialisierten vendsen Blutproben wurde die Blutglukosekonzentration mit-
tels Glukoseoxidasemethode gemessen (Glukoseanalysator HemoCue GmbH, Angel-

holm, Schweden).

Die Blutproben wurden in 5ml Einheiten abgenommen. Diese wurden zum Schutz der
Plasmahormone in eisgekihlten EDTA-Monovetten mit 500 Einheiten des Proteaseinhi-
bitors Aprotinin und 50 uL des DPP-4 Inhibitors Diprotin A (3 mmol/l) pro Milliliter Blut
gesammelt. Die R6hrchen wurden danach weiter auf Eis gelagert und innerhalb von 30
Minuten nach Abnahme zentrifugiert. Das Blutplasma wurde danach in Eppendorf-Cups

pipettiert und bis zur Analyse bei -30°C eingefroren.

Die Immunreaktivitdt von Plasmainsulin, Plasma-C-Peptid und GLP-1(7-36) wurde durch
einen Sandwich-Immuno-Lumineszenz-Assay (ILMA) mit spezifischen monoklonalen
Capture- und Detectio-Antikdrpern bestimmt [87]. Der GLP-1-Assay kreuzreagiert dabei
zu 100% mit humanem bioaktivem GLP-1(7-36)-Amid und zeigt keine messbare Kreuz-
reaktivitat mit GLP-1(7-37)-Amid, GLP-1(9-36)-Amid, GLP-2(1-33)-Amid, GIP(3-42)-Amid,
Glukagon(1-29)-Amid und Ex(9-39)-Amid. Das lower detection limit ist 0.4 pmol/I. Der
Variationskoeffizient (CV) innerhalb eines, respektive zwischen den verschiedenen As-

says, lag dabei bei <6 bzw. <15%.

Die Messung von Glukagon und GIP erfolgte durch kommerzielle Radioimmunoassay
Kits des Herstellers Linco Research, St. Charles, MO. Die Immunreaktivitat von GIP wurde
mittels eines polyklonalen Antiserums (Katalognummer 98171) bestimmt. Dieser Assay

zeigt 100% Kreuzreaktivitdt mit humanem GIP(1-42) und keine messbare zu humanem
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GIP(3-42), GLP-1(7-36)-Amid, GLP-1(9-36)-Amid, GLP2(1-33)-Amid, GLP-2(3-33)-Amid
und Glukagon. Das lower detection limit ist <5 pmol/I, die Intra- und Inter-Assay-Varia-

tionskoeffizienten (CV) liegen bei <6, resp. <15% [88].
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3.7 Statistische Auswertung

Die Berechnungen zur Power der Studie greifen auf einem two-tailed paired t-Test mit
5% Signifikanzniveau. Fiir eine Power von 90% waren 24 Probanden nétig um eine Dif-
ferenz im IE von 11% auszumachen. Ausgangspunkt war daflr ein Variationskoeffizient

(CV) zwischen den Individuen von 0.20 [59].

Alle erhobenen Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Blutzuckerkonzent-
rationen sowie die Plasmakonzentrationen der Hormone vor OGTT und isoglykamischen

Clamp werden als absolute Werte angegeben.

Die Abweichungen der Blutglukosekonzentrationen sowie der Plasmahormonkonzent-
rationen von den individuellen Basalwerten (zum Zeitpunkt t = 0) wahrend des OGTTs
und dem isoglykdamischen Clamp werden gemass der Trapezregel als area under the

curve Uber basal (incremental AUC, iAUC) berechnet.

Der IE wurde jeweils fir Insulin, C-Peptid und die Insulin/Glukose-Ratio (IGR) berechnet.
Er stellt die Differenz der iAUCs der genannten Werte aus OGTT und entsprechendem

isoglykamischen Clamp dar.

Mit dem Kolmogoroff-Smirnov-Test wurde die Normalverteilung der gewonnenen Er-
gebnisse geprift. Die Effekte von Sitagliptin und Exendin(9-39) wurden mittels einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (two-way ANOVA for repea-
ted measures) untersucht. Als unabhangige Faktoren wurden dabei die orale Studien-
medikation (Sitagliptin oder Plazebo) und die intravendse Infusion (Ex-9 oder NaCl) ge-
sehen. Ergab die two-way-ANOVA eine Abhangigkeit der Faktoren, erfolgte eine Sub-
gruppenanalyse mit einem Student-Newman-Keuls multicomparison-Test als post-hoc

Analyse.

Flr die Magenentleerung ist die Zeit der maximalen 13C0O2 Exhalation der bestgeeig-
netste Parameter des 13C-Acetat-Atemtests. Eine weiter gehende Analyse erfolgte
durch nicht-linearen exponentiellen Fit der prozentualen 13C0O2-Exhalation (%dose/h)
mit der Formel y = at’e* und der kumulativen 13C0O2-Exhalation mit der Formel y=m(1-
e’ )’ Aus diesen Konstanten wurden die Parameter ‘half emptying time’ t = -1/k In(1-

2'Y/8) und die lag Phase tig = (In B/k) errechnet.

Bei P < 0.05 waren Unterschiede statistisch signifikant.
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Die Daten zu den Effekten von Sitagliptin und Ex-9 im Niichternzustand sind in Tabelle 3
erfasst. Die Daten zu den Effekten von Sitagliptin und Ex-9 wahrend des OGTT und dem
isoglykamischen Clamp, sowie der IE, sind in Tabelle 4 erfasst. Die Daten zur Magenent-
leerung sind in Tabelle 5 erfasst. Diese wurden anhand der oben aufgefiihrten statisti-
schen Analysen berechnet und alle im Text sowie in den Abbildungen genannten bzw.

dargestellten Unterschiede liegen diesen Tabellen zugrunde.
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4. Ergebnisse

24 Patienten mit T2DM nahmen an 4 Behandlungssequenzen zu je 2 Versuchstagen teil,
um die Frage zu beantworten, ob Sitagliptin in der Lage ist, den im Rahmen des Diabetes
mellitus reduzierten IE zu steigern und inwiefern endogenes GLP-1 an den Effekten von
Sitagliptin beteiligt ist. Der IE ist die Differenz der Plasmainsulinexkursionen nach oraler
Glukosebelastung und isoglykdmisch intravends infundierter Glukose. GLP-1 und GIP
wurden durch Ingestion eines oralen Glukosetoleranztest (OGTT) mit 75 g Glukose sti-
muliert. Dies erfolgte mit und ohne DPP-4-Hemmung mittels Sitagliptin. Zur Quantifizie-
rung der Rolle von endogenem GLP-1, erfolgten zwei weitere Tage mit einem OGTT, bei
denen vor oraler Medikation mit Placebo oder Sitagliptin, eine GLP-1-Rezeptorblockade
mit kontinuierlicher intravenoser Infusion des GLP-1-Rezeptorantagonisten Exendin(9-
39) durchgefiihrt wurde. Um den IE zu berechnen, wurden an separaten Tagen die Blut-
zuckerkonzentrationen jedes OGTT niichtern durch eine intravends verabreichte Gluko-

seinfusion imitiert (Glukose-Clamp).

Gemass dem Blutzuckertagebuch, welches die Probanden zu Hause fiihren mussten, wa-
ren alle Probanden vor Beginn der Studie diabetisch kompensiert. Sowohl Sitagliptin, als
auch Ex-9 wurden von allen Studienteilnehmern gut vertragen. Von den gescreenten
freiwilligen Probanden widerrief einer (subject number 01019) seine schriftliche Einver-
standniserklarung nach Auftreten von Kopfschmerzen wahrend des Clampversuches
(NaCl Infusion), welche unter Paracetamol komplett regredient waren. Es bestand kein
Zusammenhang mit der Studienmedikation. Zudem gab es wahrend der laufenden Stu-
die zwei friihzeitige Abbriche (subject numbers 0113, 0116), da das Blutglukoselimit
nach Absetzen der oralen antidiabetischen Medikation wahrend des OGTT nicht einge-
halten werden konnte und die Studienteilnehmer damit ausgeschlossen werden muss-
ten. Alle Studienausscheider wurden gemass Studienprotokoll mit entsprechender Er-
satznummer ersetzt, sodass insgesamt 24 Probanden die Studie vollsténdig durchliefen.
Es kam zu einem SAE (subject number 1109), welches jedoch nicht in Zusammenhang
mit der Studienmedikation gesehen werden kann. Die betreffende Probandin infor-
mierte uns eine Woche nach Abschluss der Studie, dass bei ihr der Verdacht auf ein
Mammakarzinom erhoben worden war. Das SAE wurde schriftlich an die Ethikkommi-

sion der medizinischen Fakultat der LMU Minchen und das BfArM gemeldet.
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Die Voraussetzung fir valide Daten und alle Vergleiche in unserer Studie war, dass die
Blutglukoseexkursionen der OGTT und der zugehdrigen isoglykamischen Clamps mog-
lichst Gbereinstimmend waren. Abbildung 3 zeigt, dass dies mit einem durchschnittli-
chen R? Wert von 0.93 + 0.009 (Plazebo + NaCl), 0.91 + 0.01 (Sitagliptin + NaCl), 0.94 +
0.008 (Plazebo + Ex-9) und 0.94 + 0.007 erreicht wurde.
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Abbildung 3: Qualitat der isoglykamischen Clamps: Vergleich der Blutglukoseexkursionen von
OGTT und korrespondierendem isoglykamischen Clamp wahrend den einzelnen Behand-
lungsphasen
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Korrelation der Spitzenglukoseexkursion zwischen OGTT und isoglykdamischen Clamp
(Bild oben).

Postprandiale Blutglukoseexkursionen nach 75 g oraler Glukose (OGTT) und wéahrend
einer isoglykdmischen intravendsen Glukoseinfusion (Clamp) Giber 240 min bei 24 Pati-
enten mit T2DM wahrend der verschiedenen Behandlungsphasen.

Der RSQ Determinationskoeffizient dient der Einschitzung der Ubereinstimmung von
OGTT und Clamp.
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4.1 Effekte der DPP-4-Inhibition und GLP-1-Rezeptorblockade im

Niichternzustand

Tabelle 3 fasst die Effekte von Sitagliptin und Ex-9 auf Blutglukose und Hormone niich-

tern, also noch vor Gabe des OGTT, zusammen.

Entsprechend der Tatsache, dass unsere Probanden Typ 2 Diabetiker waren, waren die

Nichtern-Glukosekonzentrationen mit 125 + 4.7 mg/dl (Plazebo + NaCl) erhoht.

Die Behandlung mit Sitagliptin fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Niichternblut-
glukose im Vergleich zu einer Gabe von oralem Plazebo im Rahmen des T2DM. Zum Zeit-
punkt -70 Min 118 * 4.3 mg/dl vs 125 + 4.7 mg/d| (P = 0.004) und zum Zeitpunkt 0 Min
114 + 4.1 mg/dl vs. 120 £ 4.3 mg/dl (P = 0.011).

Die 60 minutige Priming-Infusion mit Ex-9 ( t = 0 Min) steigerte die Blutglukosekonzent-
rationen signifikant im Vergleich zu NaCl (132 + 5.4 mg/dl, P < 0.001). Sitagliptin senkte
die Nuchternblutglukose auch vor Hintergrundinfusion mit Ex-9 (129 + 4.5 mg/dl, P =
0.011).

Die Infusion mit Ex-9 hatte keinen Einfluss auf die Niichtern-Plasmakonzentrationen von
Insulin zum Zeitpunkt 0 Min, reduzierte aber trotz héherer Blutglukosespiegeln die

Plasma-C-Peptid-Konzentrationen (P = 0.023).

Die Niichtern-Plasmakonzentrationen von Glukagon stiegen unter Infusion von Ex-9 sig-

nifikant an (P = 0.021), zeigten aber keine Anderung unter Sitagliptinbehandlung.

Sitagliptin fUhrte zu einer signifikanten Erhéhung der aktiven GLP-1- (P <0.001) und GIP-
Plasmakonzentrationen (P =0.029) im Nichternzustand. Dies erfolgte unabhangig von
Ex-9. Jedoch verstarkte sich dieser Effekt unter Ex-9-Infusion bei GLP-1 sogar zusatzlich

(Sitagliptin + NaCl vs. Sitagliptin + Ex-9: 1.6 £ 0.1 pmol/l vs. 2.7 £ 0.4 pmol/l, P < 0.001).

Zusammengefasst reduzierte Sitagliptin nichtern die Blutglukose, GLP-1 und GIP im
Plasma stiegen an. Signifikante Effekte auf Plasmainsulin, und -glukagon waren nicht
messbar, wahrscheinlich als Ausdruck der glukoseabhangigen Wirkung der Inkretinhor-
mone. Der GLP-1-Rezeptorantagonist Ex-9 steigerte niichtern die Blutglukose, verbun-
den mit einer Reduktion des Plasma-C-Peptid und einem Anstieg des Plasmaglukagon.

Sitagliptin senkte die Nichtern-Blutglukosekonzentration und steigerte Plasma-GLP-1
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und -GIP auch vor Hintergrund von Ex-9. Letzteres kann als erster Hinweis auf eine GLP-

1-unabhdngige Wirkung von Sitagliptin gewertet werden.



4 Ergebnisse

47

Tabelle 3: Effekte von oralem Sitagliptin und intravendsem Ex-9 auf die Blutglukose und

die Plasmahormonkonzentrationen im Niichternzustand

Orale Medikation Plazebo po Sitagliptin po Plazebo po Sitagliptin po
+ + + + +

Intravendse Infusion NaCl iv NaCl iv Ex-9 iv Ex-9 iv
-70 Min: zu Beginn jeder Behandlungsphase (ohne intravendse Infusion)
Blutglukose (mg/dl) 125+4.7 118+4.3* 120+ 4.6 118+4.1 *
Insulin (LU/ml) 9.7+1.3 9.3+1.3 10.6+1.5 9.6+1.7
C-Peptid (ng/ml) 6.1+1.4 54+0.7 5.8+0.9 57+1.0
Glukagon (pg/ml) 43,0+6.0 37.7+5.8 42.7 +6.3 40.0+5.9
GLP-1 (pmol/I) 0.9+0.1 14+0.2 0.8+0.2 1.6+0.3
GIP (pmol/I) 240+1.5 249+1.5 23.1+1.2 258+1.5
0 Min: nach 60 Min Priming-Infusion
Blutglukose (mg/dl) 120+4.3 114+4.1* 132+54 # 129+ 4.5 *#
Insulin (uLU/ml) 8.7+13 74+1.0* 7.6+1.0 6.0+1.0*
C-Peptid (ng/ml) 54+1.1 4.8+0.6 3.8+04 # 41+0.5#
Glukagon (pg/ml) 36.5%+6.3 35.5+6.3 40.7+6.8 # 38.8+6.3#
GLP-1 (pmol/I) 0.8+0.1 1.6+0.1* 1.0+0.2 2.7+0.4*#
GIP (pmol/I) 21.2+1.3 225+1.0* 22.5+0.9 25.8+1.4*

Mittelwert + SEM der absoluten Daten im Niichternzustand (vor Einnahme des OGTT) zu
Beginn jeder Behandlungsphase (-70 min) und nach intravendser Infusion ( 0 min) von 24

Patienten mit T2DM

ANOVA (siehe 3.4. fiir Erlauterung)
*:P<0.05 zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zu oralem Plazebo und der gleichen

intravenodsen Infusion

#:P<0.05 zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zu NaCl-Infusion und der gleichen

oralen Medikation
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4.2

Effekte der DPP-4-Inhibition und GLP-1-Rezeptorblockade wahrend

OGTT und isoglykdmischer Niichtern-Hyperglykamie (Clamp)

Tabelle 4 fasst die Daten und Ergebnisse der statistischen Auswertung zusammen.

Tabelle 4: Effekte von oralem Sitagliptin und intravendsem Ex-9 auf die Blutglukoseex-
kursionen, die Plasmahormonkonzentrationen und auf den Inkretineffekt nach OGTT
und dem korrespondierenden isoglykdamischen Clamp bei 24 Patienten mit T2DM

Plazebo

Sitagliptin

orale Medikation po 00 Plazebo po | Sitagliptin po
+ + + + +

intravendse Infusion NaCl iv NaCl iv Ex-9 iv Ex-9 iv
Blutglukose (OGTT)
AUC (g/dl -240 min) 185+1.1 |151+1.1* [20.1+1.2# 18.4+ 1.4 *#
Peak (mg/dI) 155+4.5 |126+6.1* |167+6.1# 158 + 6.9 *#
Time to peak (min) 90+5 100+ 6 85+6 92+6
Insulin
AUC (mU/ml -240 min)
OGTT 7.8+14 [9.0+14* 6.2+1.0# 7.6+1.2 *#
Clamp 35+0.7 [40+08* 3.8+0.7# 4.6+1.0*#
Inkretineffekt 44+0.8 |5.0+0.8 25104 # 3.0+04#
C-Peptid
AUC (pg/ml 240 min)
OGTT 57+16 |[85+25* |46+14#4 6.0+1.8 *#
Clamp 24+0.7 (31+10* 2.7+0.8 35+11*%
Inkretineffekt 34+10 [54+18* 1.9+0.6# 2.5+0.8 *#
Insulin-Glucose ratio (IGR)
AUC (mU/mg -240 min)
OGTT 33+06 [45+08* 24+05# 3.1+0.6 *#
Clamp 1.1+03 |1.7+04* 1.2+04 1.7+05*
Inkretineffekt 21+04 [28+05* 1.2+0.2 # 1.4+0.2 *#
Glukagon
OGTT
AUC (pg/ml -120 min) -189  +[-731+260* | 860+ 306 # 413+303 #
AUC (pg/ml -60 min) 385+117 | -133+124* | 776 +140 # 607 + 135 #
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Pl itaelioti
orale Medikation azebo Sitagliptin Plazebo po | Sitagliptin po
po po
+ + + + +

intravendése Infusion NaCl iv NaCl iv Ex-9iv Ex-9iv
GLP-1
AUC (pmol/l -240 min)
OGTT 235+50 [520+61* 652 + 83 # 1616 + 239
Efr:“)p (absolute Konzentra- | o) o, s g | 202 445*% |59.2+85 139+ 19 *
GIP
AUC (nmol/l -240 min)
OGTT 1.5+03 |39+04* 1.3+£0.2 2.5+04 *4
C.Iamp (absolute Konzentra- 57+02 |55+02 Nicht gemes- | Nicht gemes-
tion) sen sen

Mittelwert + SEM des inkrementellen AUC (iAUC) Gber 240 Minuten nach OGTT und ent-
sprechender isoglykdamischer intravenéser Glukoseinfusion bei 24 Patienten mit T2DM. Der
Inkretineffekt ist die Differenz der AUC (iIAUC OGTT —iAUC Clamp)

ANOVA (siehe 3.4. fur Erlduterung)
*:P<0.05 zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zu oralem Plazebo + der gleichen in-

travenosen Infusion

#:P<0.05 zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zu NaCl-Infusion und der gleichen

oralen Medikation
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4.2.1 Glukose

Sitagliptin reduzierte im Vergleich zu Plazebo wahrend des OGTT signifikant die inkre-
mentelle AUC (iAUC) der Blutglukoseexkursion (P < 0.001) und ebenso die inkrementel-
len Blutglukosespitzenwerte signifikant (siehe Tabelle 4 und Abbildung 4). Da Sitagliptin
bereits zur Regulation der Hyperglykdmie als orales Antidiabetikum zugelassen ist, wa-
ren diese Ergebnisse zu erwarten. Zudem war die Zeit bis zum Erreichen der Glukose-
spitzenwerte im Blut unter Behandlung mit Sitagliptin tendenziell verzégert (P = 0.067).
Unter GLP-1-Rezeptorblockade mit Ex-9 waren sowohl die Blutglukose-iAUC (P = 0.004),
als auch die Blutglukosespitzenkonzentrationen (P = 0.001) nach dem OGTT signifikant
erhoht. Ex-9 reduzierte signifikant die Blutzucker-senkende Wirkung von Sitagliptin.
Dennoch reduzierte Sitagliptin die Blutzuckerexkursionen auch vor Hintergrund mit Ex-
9 signifikant. Der glukosesenkende Effekt von Sitagliptin war unter Ex-9-Hintergrundin-
fusion nur etwa halb so gross als mit NaCl-Infusion, blieb aber noch signifikant nachweis-

bar.
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Abbildung 4: Blutglukosekonzentrationen und inkrementelle AUC nach OGTT fir die vier unter-
schiedlichen Behandlungsphasen

A intravenous Ex-9 or saline
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A: Blutglukosekonzentrationen vor und nach OGTT mit 75 g Glukose in 24 Patienten mit
T2DM fiir Plazebo oral (po) plus NaCl (saline) intravenos (iv), Sitagliptin po plus NaCl iv,
Plazebo po plus Ex-9 iv und Sitagliptin po plus Ex-9 iv

B: Inkrementelle AUC (iAUC) fiir die vier unterschiedlichen Behandlungsphasen

***p < 0.001 fur Sitagliptin vs Plazebo po

##P < 0.01 fir Ex-9 vs NaCl iv
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4.2.2 Insulin, C-Peptid und IGR

Da die Insulin- und C-Peptid-Sekretion stark abhangig ist von der Glykamie, wurde als
weiterer Parameter zusatzliche die Insulin-zu-Glukose-Ratio (IGR) berechnet. (siehe Ta-

belle 4 und Abbildungen 5,6,7)

Unter der Behandlung mit Sitagliptin zeigte sich bei Hintergrundinfusion mit NaCl eine
signifikante Steigerung der Insulin-, (P < 0.001) und C-Peptid-Konzentrationen (P =
0.032) im Vergleich zu Plazebo. Dies war evident trotz niedrigerer Glykdmie. Dement-

sprechend war auch die IGR mit deutlicher Signifikanz erh6ht (P < 0.001).

Auch wahrend der isoglykamischen intravendsen Clamps steigerte Sitagliptin die Plas-
makonzentrationen von Insulin (P = 0.003) und C-Peptid (P = 0.050) sowie die IGR. Dies
war erstaunlich, denn die Patienten waren beim intravenésen Clamp trotz Hyperglyka-
mie niichtern, die Freisetzung der Inkretinhormone wurde also nicht durch Nahrung sti-

muliert.

Die Infusion von Ex-9 reduzierte die nach OGTT postprandialen Plasmakonzentrationen
von Insulin (P < 0.001) und C-Peptid (P = 0.012) im Vergleich zu NaCl, trotz Steigerung
der Blutglukosekonzentrationen. Daraus resultierte auch eine signifikante Senkung der
IGR unter Ex-9-Infusion (P < 0.001). Ex-9 reduzierte die insulinotrope Wirkung von Si-
tagliptin signifikant. Dennoch steigerte Sitagliptin auch vor Hintergrund von Ex-9 die
Plasmakonzentrationen von Insulin (P < 0.001) und C-Peptid (P = 0.032) signifikant. Si-

tagliptin zeigte also trotz GLP-1 Rezeptorblockade eine insulinotrope Wirkung.

Die Plasmakonzentrationen von Insulin waren wahrend des isoglykdamischen Clamps,
welcher die Bedingungen des OGTTs unter Ex-9 wiedergab (wahrend des Clamps wurde
kein Ex-9 infundiert) im Vergleich zu den Versuchsbedingungen mit NaCl-Infusion wenig,
aber trotzdem signifikant hoher (P = 0.044). Dies ist wohl den hoéheren Blutglukosekon-
zentrationen unter Ex-9 im Vergleich zu NaCl geschuldet. Aus diesem Grund blieb die

IGR nahezu gleich (P = 0.758).
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Abbildung 5: Plasmainsulin-Exkursionen Uber basal nach OGTT und isoglykdmischem intra-
venosen Clamp und inkrementelle AUC fir die vier unterschiedlichen Behandlungsphasen
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A: Plasmainsulin Exkursionen Uber basal nach einem OGTT mit 75 g Glukose oder einer
isoglykamischen IV Glukoseinfusion (ISO-IV glucose) tGiber 240 Minuten bei 24 Patienten
mit T2DM wahrend vier Behandlungsphasen: Plazebo oral (po) plus NaCl (saline) intra-
venos (iv) (oben links), Sitagliptin po plus NaCl iv (oben rechts), Plazebo po plus Ex-9 iv
(unten links) und Sitagliptin po plus Ex-9 iv (unten rechts). Der Bereich zwischen den
Kurven von OGTT und intravendser Glukose kennzeichnet den IE fiir Insulin

B: Inkrementelle AUC (iAUC) fir die vier unterschiedlichen Behandlungsphasen

**P <0.01, **P < 0.001 fir Sitagliptin vs Plazebo po

H###P < 0.001 fir Ex-9 vs NaCl iv
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Abbildung 6: Plasma-C-Peptid-Exkursionen Giber basal nach OGTT und isoglykdamischem in-
travendsen Clamp und inkrementelle AUC fir die vier unterschiedlichen Behandlungspha-

sen
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A: Plasma-C-Peptid-Exkursionen liber basal nach einem OGTT mit 75 g Glukose oder ei-
ner isoglykdmischen intraventsen Glukoseinfusion (ISO-IV glucose) Gber 240 Minuten
bei 24 Patienten mit T2DM wahrend vier Behandlungsphasen: Plazebo oral (po) plus
NaCl (saline) intravenos (iv) (oben links), Sitagliptin po plus NaCl iv (oben rechts), Plazebo
po plus Ex-9 iv (unten links) und Sitagliptin po plus Ex-9 iv (unten rechts). Der Bereich
zwischen den Kurven von OGTT und intravendser Glukose kennzeichnet den IE fiir Insu-

lin

B: Inkrementelle AUC (iAUC) fiir die vier unterschiedlichen Behandlungsphasen

**P <0.01, **P < 0.001 fir Sitagliptin vs Plazebo po

HH##P < 0.001 fir Ex-9 vs NaCl iv
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Abbildung 7: Insulin-Glukose-Ratio (IGR) nach OGTT und wahrend isoglykdmischem

Clamp, sowie IE basierend auf der IGR

A Insulin/Glucose ratio after OGTT
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Die IGR nach einem OGTT mit 75 g Glukose (A), wahrend dem entsprechenden isoglyka-
mischen Clamp (B) und der IE berechnet anhand der IGR bei 24 Patientin mit T2DM mit
Plazebo po plus NaCl (Saline) iv, Sitagliptin po plus NaCl iv, Plazebo po plus Ex-9 iv und

Sitagliptin plus Ex-9 iv.
Signifikanzniveau in den einzelnen Abbildungen wiedergegeben
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4.2.3 Inkretineffekt (IE)

Sitagliptin fUhrte in unserer Studienpopulation von Typ 2 Diabetikern zu einer signifikan-
ten Erhéhung des IE (AAUC [OGTT - Clamp]) basierend auf den Plasmakonzentrationen
von C-Peptid (P = 0.043) und der IGR (P = 0.017). Anhand der Plasmainsulinkonzentrati-
onen konnte zwar ebenso eine Steigerung, jedoch ohne statistische Signifikanz errech-

net werden (P = 0.108) (siehe Tabelle 4 und Abbildungen 5,6,7)

Ex-9 reduzierte den IE signifikant mit einer relativen Reduktion von 40-50%, unabhangig
davon, ob Sitagliptin oder Plazebo verabreicht wurde. Diese signifikante Verminderung
des IE zeigte sich sowohl bei Berechnung anhand der Plasmakonzentrationen von Insulin
(P =0.005) und C-Peptid (P = 0.002) als auch der IGR (P = 0.002). Endogenes GLP-1 ver-

mittelt also zu etwa der Halfte den IE bei unseren Diabetikern.

Es bestand eine signifikante Interaktion zwischen der oralen Medikation und der intra-
venosen Infusion: so steigerte Sitagliptin den IE auch vor Hintergrundinfusion von Ex-9
auf der Basis der C-Peptid-Plasmakonzentrationen und des IGR signifikant, auf der Basis
von Plasmainsulin tendenziell. Erstmals konnte so gezeigt werden, dass eine DPP-4 Hem-
mung den IE sowohl iber endogenes GLP-1, als auch iber endogene nicht-GLP-1-Inkre-

tine (a.e. GIP) steigert

4.2.4 Glukagon

Die Einnahme des OGTT bewirkte nach temporarer Steigerung innerhalb der ersten 60
Minuten eine anhaltende Suppression der Plasmakonzentrationen von Glukagon. (siehe

Tabelle 4 und Abbildung 8).

Die durch Sitagliptin induzierte Hemmung der DPP-4 flihrte zu einer signifikanten Re-
duktion der Glukagon-Plasmakonzentrationen, sowohl wahrend der ersten 60 Minuten
(P = 0.006), als auch wahrend der ersten 120 Minuten (P = 0.05) nach Ingestion des
OGTT.

Die Blockade der GLP-1 Rezeptoren durch Ex-9 flihrte zu einer signifikanten Steigerung
der Plasmakonzentrationen von Glukagon. Vor Hintergrund von Ex-9 hatte Sitagliptin
keinen Effekt mehr auf die Glukagon-Plasmakonzentrationen (AUC 60 Minuten (P =

0.347), AUC 120 Minuten (P = 0.221).
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4.2.5 GLP-1undGIP

Sitagliptin steigerte die Plasmakonzentrationen von aktivem GLP-1 und GIP nach dem
OGTT signifikant (Siehe Tabelle 4 und Abbildung 8). Fiir GLP-1 betrug die Steigerung
etwa das 2.2fache, fiir GIP etwa das 2.6fache. Diese Steigerung war fiir GLP-1 signifikant,
sowohl bei Infusion von NaCl (P = 0.043), als auch bei Ex-9 (P < 0.001). Gleiches galt fir
GIP (NaCl, P < 0.001; Ex-9, P = 0.003). Die Infusion von Ex-9 flihrte zu einer signifikanten
Erhéhung des in der Zirkulation befindlichen aktiven GLP-1, unabhangig von Sitagliptin
(P =0.011). Ex-9 hatte keinen Einfluss auf die GIP-Plasmakonzentrationen (P = 0.600). Es
konnte bei den Konzentrationen von aktivem Plasma-GLP-1 ein additiver Effekt bei der
Komedikation von Ex-9 und Sitagliptin festgestellt werden, welcher zu einem ca. 7fachen

Anstieg der absoluten Level im Vergleich zu einer Gabe von NaCl und Plazebo fiihrte.

Die Hemmung der DPP-4 mit Sitagliptin fihrte nicht nur nach dem OGTT zu dem be-
schriebenen Anstieg der Konzentrationen von aktivem Plasma-GLP-1, sondern interes-
santer Weise auch wahrend des isoglykdmischen intraventsen Clamps, bei dem keine
Glukose in den Gastrointestinaltrakt gelangte. Auch hier war der Anstieg von statisti-
scher Signifikanz im Vergleich zu Plazebo (P < 0.001). Offensichtlich stabilisiert Sitagliptin
bereits basale Plasmakonzentrationen von GLP-1. Diese Beobachtung korreliert mit den
hoheren Plasmainsulinkonzentrationen unter Sitagliptin wahrend der Clampversuche.
Bei GIP konnte wahrend der isoglykamischen intravendsen Glukoseinfusion hingegen

keine Erh6hung der aktiven Konzentrationen durch Sitagliptin festgehalten werden.
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Abbildung 8: Plasmakonzentrationen von Glukagon, GLP-1 und GIP vor und nach OGTT
flr die vier unterschiedlichen Behandlungsphasen

A Glucagon intravenous Ex-9 or saline
80 -8 Placebo po - Saline iv
70 4 OGTT -&- Sitagliptin po - Saline iv
—~ B0 - -~ Placebo po - Ex-9 iv
% 50 . o Sitagliptin po - Ex-9 iv
S 40
()]
S 30+
=)
o 20 -
10 4
0 T T T T T T T T T T 1

-90 -60 -30 O 30 60 90 120 150 180 210 240
B cLP-1(7-36)

40 -
15 | - Placebo po - Saline iv
30 | -o- Sitagliptin po - Saline iv
— -0~ Placebo po- Ex-9 iv
= 254 L .
o OGTT -+ Sitagliptin po - Ex-9 iv
- 20 A
o
o 15-
10 ~
5 |
0
-90 60 -30 0 30 60 90 120 150 180 210 240
C cip(1-42)
|
70 + -8~ Placebo po - Saline iv
60 - OGTT -&- Sitagliptin po - Saline iv
l -0~ Placebo po - Ex-9 iv
S50 1 -0 Sitagliptin po - Ex-9iv
i 40
o
= 30 4
O
20 +
10
0 T T T T T T T T T T 1
-90 -60 -30 0 30 60 90 120 150 180 210 240
time (min)

Mittelwert +SEM

Plasmakonzentrationen von Glukagon (A), GLP-1(7-36) (B) und GIP(1-42) (C) vor und
nach einem OGTT mit 75 g Glukose bei 24 Patientin mit T2DM mit Plazebo oral (po) plus
NaCl (saline) intravends (iv), Sitagliptin po plus NaCl iv, Plazebo po plus Ex-9 iv und Si-
tagliptin po plus Ex-9 iv. Siehe Tabelle 4 fiir Statistik
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4.2.6 Magenentleerung anhand des 13C-Actetat Atemtest

Unter Sitagliptin kam es im Vergleich zu Plazebo zu einer signifikanten Verzégerung aller
Parameter des 13C-Acetat-Atemtests, entsprechend einer Verzégerung der Magenent-
leerung (siehe Tabelle 5 und Abbildung 9). Eine Hemmung der DPP-4 fiihrte zu einer
Verlangerung der lag Periode, also die Zeit bis zur maximalen 13CO2-Exhalation (P =
0.005), und der Halbwertzeit der Exhalation (P = 0.001). Gleichzeitig wurde die maximale
Ausatmungsgeschwindigkeit verlangsamt (P < 0.001). Der Koeffizient der Magenentlee-
rung (GEC) wurde demnach ebenso verringert (P < 0.001). Ex-9 beschleunigte die Ma-
genentleerung durch Verkiirzung der lag Periode (P = 0.004) und eine Beschleunigung
der maximalen Ausatmungsgeschwindigkeit (P = 0.007). Unter GLP-1-Rezeptorblockade
mit Ex-9 hatte Sitagliptin keine Wirkung mehr auf die Magenentleerungsgeschwindig-

keit.
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Tabelle 5: Effekte von Sitagliptin und Ex-9 auf die Kinetik der 13C-Acetat-Atemtests als
Mass fur die Magenentleerung des OGTT bei 24 Patienten mit T2DM

Orale Medikation

+

Intravenose Infusion

Plazebo po

+

NaCl iv

Sitagliptin po
+

NaCl iv

Plazebo po

+

Exendin-9 iv

Sitagliptin po
+

Exendin-9 iv

-70 Min: zu Beginn jedes Versuchstages (ohne intravenose Infusion)

Lag Periode (Min) 80+25 91+£3.8* 69+45# 70+3.8#
Halbwertszeit (Min) 158 £ 6.5 198 +18* 143 +£6.0 152+ 8.0 #
Koeffizient der Magenentleerung | 3.85 £ 0.05 3.67 £0.07 * 3.891£0.04 3.83+£0.05#
Max. Ausatmungsgeschwindigkeit | 23.6 £ 0.9 204 +1.2* 261 +1.1# 250+1.2#
Geschwindigkeitskonstante k 0.46 + 0.02 0.39+0.03* 0.48 £ 0.02 0.46 £ 0.02 #
Slope B 1.84 £ 0.05 1.78 £ 0.06 1.74 £ 0.07 1.68 £ 0.07
Determinationskoeffizient (R?) 0.936 £ 0.011 | 0.931 £0.010 | 0.951 £0.008 | 0.923 £ 0.013

Mittelwerte + SEM

Geschwindigkeitskonstante k und Slope B entsprechend non-linearer Regression der
13C-CO2 Exhalation. Determinationskoeffizient R? fiir die Ubereinstimmung der gemes-

senen Daten und der Regression.

*P < 0.05 zeigt signifikante Unterschiede zwischen Sitagliptin und Plazebo bei gleicher

Hintergrundinfusion

#P < 0.05 zeigt signifikante Unterschiede zwischen Ex-9 und NaCl bei gleicher Hinter-

grundinfusion
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Abbildung 9: Magenentleerung des OGTT entsprechend dem 13C-CO2-Atemtest

A 13C0, exhalation rate
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Exhalationsgeschwindigkeit von 13C0O2 (A) und kumulative Exhalation von 13C0O2 (B) als
Mass flir die Magenentleerung nach einem OGTT mit 75 g Glukose versetzt mit 13C-
Acetat bei 24 Patienten mit T2DM mit Plazebo oralem (po) plus NaCl (Saline) intraveno6s
(iv), Sitagliptin po plus NaCl iv, Plazebo po plus Ex-9 iv und Sitagliptin po plus Ex-9 iv. Flr
Statistik siehe Tabelle 5
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5. Diskussion

Bei gesunden Menschen ist bekannt, dass die intestinalen Hormone GLP-1 und GIP glu-
koseabhangig die Insulinsekretion stimulieren und damit zur Senkung des postprandia-
len Glukosespiegels beitragen. Der Anteil, den diese beiden Inkretine an der Insulinaus-
schittung haben, wird Inkretineffekt (IE) genannt und auf 40-60% geschatzt. Unter IE
versteht man die Differenz zwischen postprandialen Insulinplasmakonzentrationen und
isoglykamischen Insulinplasmakonzentrationen im Nichternzustand [4, 12]. Zudem
konnte flir GLP-1 gezeigt werden, dass es, ebenso glukoseabhangig, die Glukagonsekre-
tion hemmt [38] und an weiteren komplexeren Aufgaben bei der Regulation der Gluko-
sehomoostase teilnimmt. Dies betrifft im Zentralnervensystem etwa die Steuerung des
Sattigungsgefiihls und der Kalorienaufnahme [42, 43] und auf gastrointestinaler Ebene
die Regulation der Magenentleerungsgeschwindigkeit [41, 89]. Bei Patienten mit T2DM
ist der IE reduziert oder sogar gar nicht vorhanden [50], und friihere Studien zeigen, dass
GIP, welches beim Gesunden hauptsachlich den IE hervorruft [49], kaum oder keine Wir-
kung beim T2DM hat. Die Aktivitdt von GLP-1 scheint hingegen bei T2DM zu grossem
Teil erhalten [22]. Diese Erkenntnisse waren Ausgangsbasis fiir die Entwicklung der in-
kretinbasierten Therapie des T2DM mittels DDP-4-Inhibitoren und GLP-1-Analoga.
Trotzdem sind bisher noch nicht alle pathophysiologischen Zusammenhange vollstandig

geklart und vor allem die Relevanz von endogenem GLP-1 ist unklar.

Ziel unserer Studie war es, die Rolle des endogenen GLP-1 in der enteroinsulinaren
Achse bei Patienten mit T2DM zu erforschen. Hierfiir wurde sowohl eine Hemmung der
DPP-4 durch Sitagliptin, als auch eine Blockade des GLP-1-Rezeptors durch Ex-9 [83] ein-
gesetzt. Zusammenfassend wurde untersucht, ob Sitagliptin in der Lage ist, den bei Typ
2 Diabetikern verminderten IE zu steigern und welche Rolle dabei endogenes GLP-1, res-

pektive nicht-GLP-1-Inkretine spielen.

Hierfiir wurden 24 Patienten mit T2DM in vier unterschiedlichen Behandlungsphasen zu
je zwei Studientagen in einer prospektiven, randomisierten, doppelt-verblindeten, Pla-
zebo-kontrollierten Cross-over Studie untersucht: der Effekt von oralem Sitagliptin ver-
sus oralem Placebo, jeweils vor intravendser Hintergrundinfusion mit NaCl 0.9% oder
dem GLP-1-Rezeptorantagonisten Ex-9 auf die Blutglukosekonzentrationen, die Plasma-

konzentrationen von Insulin, C-Peptid und Glukagon sowie die Magenentleerung nach



5 Diskussion 63

Ingestion eines 75 g OGTT. Zur Bestimmung des IE wurden die Blutglukosekonzentratio-
nen jedes OGTT an einem separaten Tag durch isoglykdamische Glukoseinfusionen imi-

tiert [85].

Sitagliptin wurde dabei in der fiir Diabetiker ohne Einschrankung der Nierenfunktion
empfohlenen Dosierung von 100mg/ Tag verwendet. Ex-9 wurde mit 900 pmol/kg/min
infundiert, einer Dosis, die bei Gesunden die insulinotrope Wirkung selbst einer supra-
physiologischen GLP-1-Dosis zu Uber 95% hemmt [90]. Wir gehen davon aus, dass mit

der von uns verwendeten Ex-9-Dosierung, die GLP-1 Aktivitat subtotal blockiert wird

Die GLP-1-Rezeptorblockade mittels Ex-9 flihrte bei unseren Probanden mit T2DM zu
einer signifikanten Reduktion der postprandialen Plasmainsulin- und -C-Peptidspiegel
bei gleichzeitiger Erhéhung der Plasmaglukosekonzentrationen, resultierend in einer
signifikanten Erniedrigung der Insulin-Glukose-Ratio (IGR). Dies wurde auch zuvor schon
in mehreren Studien an Gesunden [81, 91, 92] und Patienten mit T2DM [87, 93] gezeigt.
Ex-9 wurde als wirksamer Inhibitor des GLP-1-Rezeptors in vielen Studienprotokollen
eingesetzt und half sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen die Rolle von GLP-1

zur Glukoseregulation zu untersuchen [81-83].

Sitagliptin reduziert die postprandialen Glukosekonzentrationen signifikant und stei-
gerte, trotz des somit reduzierten Betazell-Glukosestimulus, die Plasmainsulin- und -C-
Peptidkonzentrationen, was zu einer deutlichen und signifikanten Steigerung der IGR
flhrte. Die postprandialen Plasmaspiegel von GLP-1 und GIP wurden durch Sitagliptin
um das 2.2- resp. 2.6fache gesteigert, in Ubereinstimmung mit vorangegangenen Stu-
dien [69]. Der GLP-1-Rezeptorantagonist Ex-9 fiihrte zur teilweisen Aufhebung des insu-
linotropen und Blutzucker-senkenden Effekts von Sitagliptin. Jedoch steigerte Sitagliptin
auch unter GLP-1-Rezeptorblockade Insulin und C-Peptid und senkte den Blutzucker: der
Effekt von Sitagliptin war unter Ex-9 in etwa halbiert. Sitagliptin wirkt also (iber GLP-1
insulinotrop, ist aber auch unter GLP-1-Rezeptorblockade in der Lage, einen Teil der ge-
storten Glukosetoleranz durch eine verbleibende insulinotrope Wirkung wiederherzu-
stellen. Zum ersten Mal konnte wir also zeigen, dass Sitagliptin seine insulinotrope Wir-
kung bei Patienten mit Diabetes mellitus tGiber GLP-1-abhangige und GLP-1-unabhangige
Mechanismen erzielt. Sitagliptin stabilisiert durch seine DPP-4-Hemmung auch GIP als

weiteres DPP-4-abhdngiges Inkretinhormon. Wir vermuten, dass endogenes GIP verant-
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wortlich ist fir die GLP-1- unabhangige insulinotrope Wirkung von Sitagliptin bei Patien-
ten mit T2DM [94]. Eine dhnliche Wirkungsweise wurde bisher nur bei Madusen gezeigt,
bei welchen man genetisch ein Fehlen der Inkretinrezeptoren erzeugte. Wurde diesen
Mausen nun ein DPP-4-Inhibitor in pharmakologischer Dosierung verabreicht, kam es
zwar bei Fehlen entweder des GLP-1- oder des GIP-Rezeptors zu einer Senkung der Blut-

zuckerspiegel, nicht aber wenn beide Rezeptoren fehlten [95].

Eines unserer Hauptziele war es, den Inkretineffekt (IE) unter Sitagliptinbehandlung mit
und ohne Ex-9 Infusion zu quantifizieren. Insgesamt zeigten alle Individuen unserer Stu-
dienpopulation einen beachtlichen IE, im Mittel um die 60%. Dies steht etwas in Gegen-
satz dazu, dass der IE bei Patienten mit T2DM prinzipiell deutlich vermindert ist [50].
Eine mogliche Erklarung hierfir ist, dass unsere Patienten diabetisch sehr gut eingestellt
waren (HbA1c 6.2%) [96]. Denn es ist davon auszugehen, dass die Ansprechempfindlich-
keit der Betazellen auf Inkretine stark von der Gesamt-Betazellfunktion abhangt [51, 60,

97].

Dass endogenes GLP-1 eine Rolle beim IE bei Diabetikern spielt, wurde bereits friiher
beschrieben. In den bisherigen beiden Studien, die den Beitrag von endogenem GLP-1
zum |E bei T2DM untersucht haben, eine davon von der eigenen Arbeitsgruppe, wurde
der postprandiale Metabolismus des Systems unter eher unphysiologischen experimen-
tellen Bedingungen untersucht. Es wurde entweder eine oral aufgenommene Mahlzeit
verwendet oder eine kontinuierliche duodenale Mahlzeitperfusion unter Aufrechterhal-
tung einer Hyperglykdmie mittels Clamptechnik [87, 93]. Unser Versuchsaufbau mit ei-
nem Standard-OGTT mit 75 g Glukose und entsprechender isoglykamischer intravendser
Glukoseinfusion erlaubt es erstmals, direkt die Einfliisse sowohl einer DPP-4-Hemmung,
als auch einer GLP-1-Rezeptorblockade auf den IE bei Diabetikern zu untersuchen. Si-
tagliptin fihrte dabei zu einer signifikanten Erhéhung des IE. Aus unseren Daten geht
hervor, dass Sitagliptin nicht nur postprandial die Insulinsekretion steigert, sondern auch
im hyperglykdmen Niichternzustand. In unserer Studie bestand eine DPP-4-Inhibition
sowohl an Versuchstagen mit OGTT als auch bei den isoglykdmischen Clamps. Bereits
die Stabilisierung nilichtern basaler, nicht nur postprandial stimulierter Inkretinhor-
mone, wirkt also wahrend Hyperglykdmie insulinotrop. Nachdem also die Insulinsekre-

tion durch Sitagliptin nicht nur nach dem OGTT, sondern auch wahrend des entspre-



5 Diskussion 65

chenden isoglykdamischen intravendsen Clamps gesteigert wurde, bei dem aber definiti-
onsgemass keine enterale Stimulation zur Freisetzung von intestinalen Hormonen statt-
findet, fiel der IE deutlich kleiner aus als erwartet. Am besten wird diese Situation durch
die IGR abgebildet, da diese fiir die unterschiedlichen glykamischen Level in Bezug auf
die Insulinsekretion korrigiert. Gleiche Beobachtungen konnten auch in einer anderen
Arbeitsgruppe um Vardarli gemacht werden, wo eine DPP-4 Hemmung mittels Vildaglip-
tin bei Typ 2 Diabetikern sowohl nach oralem, als auch nach intravendésem Glukosetole-
ranztest zu einer deutlichen Steigerung der Insulinantwort flihrte. Jedoch konnte in de-
ren Untersuchungen keine Verbesserung des IE durch Vildagliptin gefunden werden
[98]. Eine mogliche Erklarung fir dieses abweichende Ergebnis zu unserer Studie mag
darin liegen, dass unsere Studienpopulation besser eingestellt war (HbAlc von 6.2 vs
7.7% bei Vardarli). Ausserdem bestand ein Unterschied in der Verabreichung des DPP-
4-Inhibitors: wahrend wir Sitagliptin jeweils nur erst einen Tag vor den Studientagen
verabreichten, erhielt die Population bei Vardarli Vildagliptin fir insgesamt 13 Tage und
wurde an den letzten beiden Tagen davon untersucht. Unsere Daten zeigen, dass eine
Behandlung mit Sitagliptin auch im Nichternzustand zu signifikant gesteigerten aktiven
GLP-1 Plasmakonzentrationen flhrt. Wobei der Niichternzustand per se im Rahmen des
Diabetes einer Hyperglykdamie im Vergleich zur gesunden Bevélkerung entspricht und
auch wahrend der Clamp-Versuche eine Hyperglykdamie, jedoch nicht ausgeldst durch
enterale Nahrungsaufnahme, vorlag. Dies mag ursachlich fiir die gesteigerte Insulinsek-
retion wahrend der intravends hervorgerufenen Hyperglykdmie sein [96]. Auf der ande-
ren Seite zeigte D Alessio et al. unter DPP-4-Hemmung eine Steigerung der Insulinant-
wort nach intravendsem Glukosetoleranztest bei niichternen Typ 2 Diabetikern, ohne
dass die Inkretinhormonkonzentrationen relevant erhoht waren [99]. Aufgrund dieser
Ergebnisse nimmt man an, dass die Gruppe der DPP-4-Inhibitoren noch (iber alternative
Mechanismen, als (iber den verminderten Abbau der Inkretinhormone, in der Lage sind,
insulinotrope Effekte hervorzurufen und somit fiir den diabetischen Stoffwechsel vor-
teilhaft sind. Hier wird zum Einen eine Verbesserung der Inselzellfunktion diskutiert [99,
100], zum Anderen stellen Waget et al. mit ihren Untersuchungen an Mausen die Hypo-
these auf, dass die DPP-4-Inhibitoren ihre glukosesenkenden Eigenschaften zum Teil
durch eine lokale Konservierung von GLP-1 im Verdauungstrakt vermitteln, wodurch

eine Darm-Gehirn-Achse fir hormonelle Signalwege vorhanden sein soll [101]. Holst und
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Deacon stellten diese Theorie eines enteralen Wirkmechanismus von GLP-1 als erste auf
und gehen davon aus, dass GLP-1 im Verdauungstrakt viszerale Afferenzen stimuliert,
welche wiederrum einen neuronalen Reflex auslésen, der unter anderem zur Senkung

der Blutglukose fiihrt [102, 103].

Die GLP-1-Rezeptorblockade durch Ex-9 fiihrte bei unseren Patienten mit T2DM zu einer
signifikanten Reduktion des IE um etwa 40-50%. Dies wurde mit etwas anderem Ver-
suchsaufbau bereits friiher bei Patienten mit T2DM gezeigt [87, 93]. Ex-9 reduzierte
zwar signifikant den durch Sitagliptin gesteigerten IE, er wurde aber nicht vollstandig
aufgehoben, sondern blieb unter Sitagliptin trotz Ex-9 noch signifikant erhéht. Dies zeigt,
dass ahnlich der Situation bei Gesunden, GLP-1 nur einen Teil des IE verursacht. Es hebt
im Gegenteil die Beobachtung hervor, dass auch bei T2DM noch ein anderes Inkretin
funktionell aktiv sein muss, welches den IE trotz GLP-1-Rezeptorblockade stimuliert. Und
darliber hinaus wird zum ersten Mal gezeigt, dass dieses GLP-1-unabhangige Inkretin
ebenso durch die DPP-4 reguliert wird. Auch hier ist es, wie bereits oben erwdhnt nahe-
liegend, dass GIP dieses GLP-1-unabhangige Inkretin darstellt, zumal es durch Sitagliptin
ebenfalls deutlich stimuliert wird. In unmittelbarem zeitlichen Zusammenhang zur Stu-
diendurchfiihrung konnte unsere These leider nicht Uberpriift werden, da zu diesem
Zeitpunkt kein GIP-Rezeptorantagonist fiir den Einsatz in humanen Studien verfiigbar
war. Mittlerweile existiert aber ein natlirlich vorkommender GIP-Rezeptorantagonist,
GIP(3-30)NH?, ein Fragment des GIP, welcher bisher in wenigen Studien mit gesunden
Personen eine dosisabhangige effektive Hemmung (>80%) des GIP-Rezeptors gezeigt
hat [104, 105]. Unserer Hypothese entgegen stehen friihere Beobachtungen, dass syn-
thetisches GIP bei Typ 2 Diabetikern nicht wirksam zu sein scheint [22, 58, 106]. Mog-
licherweise verliert GIP seine insulinotrope Potenz beim fortgeschrittenen, schlecht ein-
gestellten Diabetes. So konnte zumindest eine teilweise Erholung der insulinotropen Ei-
genschaften von GIP demonstriert werden, wenn durch eine intensive Insulintherapie
bei T2DM die Glukosetoxizitat reduziert wurde [107]. Eine relativ neue Studie von Sten-
sen et al., aus dem Jahr 2021 setzte einen GIP-Rezeptorantagonisten bei zehn lberge-
wichtigen Typ-2-Diabetikern ein und demonstrierte bei diesen zwar einen signifikanten
insulinotropen und glukagonotropen Effekt von endogenem GIP, welcher sich aber im

Umkehrschluss nicht in einer wesentlichen Senkung der postprandialen Glukoseexkursi-
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onen ausserte [94]. Zuletzt liessen vor allem auch die herausragenden Effekte des dua-
len GIP/GLP-1-Rezeptor-Agonisten Tirzepatide, welcher 2022 in den USA von der FDA
bereits zugelassen wurde, auf die Gewichtsreduktion, aber auch die Glukosehomoo-
stase bei adiposen Typ 2 Diabetikern die Forschung zur Bedeutung von GIP bei Diabeti-

ker wieder neu aufleben.

Glukagon stellt Gber die Wirkung auf die hepatische Glukoneogenese eine wichtige pa-
thophysiologische Komponente beim T2DM dar. Glukagon steuert beim Gesunden die
Aufrechterhaltung der Glukosehomoostase, postprandial nicht ausreichend supprimier-
tes Glukagon tragt bei Patienten mit T2DM zur Hyperglykdamie bei [83, 87, 92]. Die Supp-
ression von Glukagon ist somit einer der Eckpfeiler der antidiabetischen GLP-1-Wirkung.
Diese kann durch den Einsatz von DPP-4-Inhibitoren verstarkt werden. Nach dem OGTT
wurde bei unseren Probanden in den ersten 60 Minuten die Plasmaglukagonkonzentra-
tionen erh6ht und danach reduziert. Die Gabe von Sitagliptin fiihrte zu einer sehr deut-
lichen Hemmung der Glukagonausschiittung, einem Mechanismus, der zu der Senkung
der postprandialen Blutglukosekonzentrationen beigetragen haben sollte. Ex-9 flhrte
durch die Blockade des GLP-1-Rezeptors sowohl niichtern, als auch nach Gabe des OGTT
zu einer deutlichen Steigerung der Plasmaglukagonkonzentrationen, welche auch bei
gleichzeitiger Gabe von Sitagliptin nicht verringert wurden. Die DPP-4-Inhibition hatte
also keine glukagonostatischen Effekte unter GLP1-Rezeptorblockade. Wir konnten also
demonstrieren, dass GLP-1 ein tonisch-inhibitorischer Regulator der Glukagonsekretion
bei Typ 2 Diabetikern ist, die GLP-1 vermittelte Hemmung der postprandialen Glukagon-
sekretion bei Diabetikern funktioniert, dass eine DPP-4-Hemmung die Glukagonhem-
mung verstarkt und dass dieser Mechanismus der DPP-4-Hemmung einzig durch GLP-1

vermittelt zu sein scheint.

Wie zu erwarten gewesen, waren die Konzentrationen von bioaktivem GIP und GLP-1
unter der Behandlung mit Sitagliptin erhéht. Ausserdem kam es zu einer zusatzlichen
Erhhung der aktiven GLP-1 Konzentrationen bei gleichzeitiger Gabe von Ex-9. Ein Ef-
fekt, der auch schon in friiheren Studien, sowohl bei Gesunden, als auch Patienten mit
T2DM, beschrieben wurde [87, 91, 92]. Man geht davon aus, dass es sich hierbei um
eine Autofeedbackhemmung der GLP-1-Ausschiittung aus intestinalen L-Zellen durch
endogenes GLP-1 handelt, welche durch den GLP-1-Rezeptorantagonisten blockiert

wird. Das Phanomen tritt daher auch nur postprandial und nicht im Niichternzustand
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auf. Umso wichtiger ist in Anbetracht der hohen GLP-1 Konzentrationen unter Sitagliptin
und Ex-9 die von uns eingesetzte hohe Dosierung von Ex-9, um den GLP-1-Rezeptor mog-

lichst komplett zu blockieren.

Zur Messung der Magenentleerungsgeschwindigkeit verwendeten wir einen 13C-Ace-
tat-Atemtest, welcher als gut validierte indirekte Methode zur Messung der Magenent-
leerung von fliissigen Mahlzeiten eingesetzt wird [86]. Sitagliptin fiihrte zu einer maRi-
gen aber signifikanten Verzogerung der Magenentleerung. Diese Beobachtung war aber
unter gleichzeitiger GLP-1-Rezeptorblockade mittels Ex-9 nicht zu machen, so dass da-
von auszugehen ist, dass GLP-1 dafiir verantwortlich ist. GLP-1 scheint also auch im Rah-
men des T2DM einen hemmenden Einfluss auf die Magenentleerung zu haben. Wie
schon friiher gezeigt, ist die Magenentleerung ursachlich am frilhen Blutglukosekon-
zentrationsanstieg nach Nahrungsaufnahme beteiligt [108, 109]. Analog dazu konnten
wir unter Ex-9 eine Beschleunigung der Magenentleerung mit fritheren und héheren
Blutglukose-Spitzenspiegeln sehen, wohingegen Sitagliptin zu einer Verzogerung mit
spateren und niedrigeren Spiegel fiihrte. Hier ist die Datenlage nicht einheitlich: bei Ge-
sunden wurde unter Einsatz von Ex-9 kein Effekt von endogenem GLP-1 auf die Magen-
entleerung nachgewiesen [92]. Studien mit dem DPP-4 Inhibitor Vildagliptin bei Diabe-
tikern zeigten bei Woerle et al. eine Verzégerung der szintigraphisch gemessenen Ma-
genentleerung [110]. Vella et al. benutzte zur Messung der Magenentleerungsgeschwin-
digkeit eine Gamma-Kamera und Vildagliptin wurde zuvor tiber 10 Tage eingenommen.
Hier wiederum konnte kein Effekt festgestellt werden [111]. Dass GLP-1 ein Regulator
der antroduodenalen Motilitdat und der Magenentleerung ist, scheint ausser Frage zu
stehen [91]. Die Magenentleerung ist aber durch zahlreiche neurohumorale Regulato-
ren und auch die Glykdamie selbst redundant reguliert. Mahlzeitzusammensetzung und -
volumen, begleitende Glykdmie und Diabetesstatus sind wichtige EinflussgrofRen [96].
So hat bereits eine Anderung der Blutglukosekonzentrationen im physiologischen Rah-

men einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Magenentleerung [112].

Unsere Studie weist einige wenige Einschrankungen auf, welche Einfluss auf die Inter-
pretation haben kdnnten. Letztendlich bleibt unklar, ob Ex-9 tatsachlich in der Lage ist,
alle GLP-1 Rezeptoren quantitativ zu blockieren, auch wenn die in der vorliegenden Ar-

beit gewdhlte Dosis dem zumindest nahe kommen sollte. So gibt es im menschlichen
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Organismus einige Orte, wie etwa im Darm oder im Zentralnervensystem, welche erwie-
senermallen GLP-1 Rezeptoren aufweisen, aber Uber die Blutzirkulation nur erschwert
oder kaum zuganglich sind. Es ist also unklar, inwieweit trotz GLP-1-Rezeptorblockade
doch eine Restwirkung von GLP-1 vorhanden ist [101]. Zudem war unsere Kohorte an
Typ 2 Diabetikern sehr gut eingestellt, was der niedrige HbAlc wiederspiegelt. Es muss
also weiter untersucht werden, inwieweit sich unsere Ergebnisse auch auf Diabetiker
Ubertragen lassen, welche im Krankheitsverlauf weiter fortgeschritten sind, und daher
die Funktion ihrer Betazellen starker beeintrachtigt ist. In Bezug auf die Magenentlee-
rung kann von unseren Untersuchungen mit einem Standard OGTT mit 75 g Glukose
nicht vollstdandig auf feste Mahlzeiten geschlossen werden, da die Physiologie hier ab-

weicht.

Zusammenfassend konnten wir erstmals zeigen, dass die Glukosehomoostase bei Pati-
enten mit T2DM nach einem OGTT Uber unterschiedliche Mechanismen durch endoge-
nes GLP-1 geregelt wird: durch eine deutliche Zunahme der Insulinausschittung, einer
tonischen Hemmung der Glukagonsekretion und einer Hemmung der Magenentleerung.
Bei gut eingestellten Patienten mit T2DM ist der IE weitgehend intakt ( ~“60%). Die Be-
handlung mit dem DPP-4-Inhibitor Sitagliptin steigert die Konzentrationen von aktivem
GLP-1 und GIP und zwar postprandial und im Nichternzustand. Sitagliptin stimuliert In-
sulin postprandial und auch wahrend Niichternhyperglykdmie, Sitagliptin steigert deut-
lich den Inkretineffekt. Sitagliptin hemmt postprandial die Glukagonfreisetzung und re-
duziert die Magenentleerungsgeschwindigkeit. Diese drei Mechanismen sind wesentlich
verantwortlich fir die antidiabetische Wirkung vom Sitagliptin. Die Hemmung der Glu-
kagonfreisetzung und die Reduktion der Magenentleerungsgeschwindigkeit unter Si-
tagliptin sind vermittelt durch GLP-1. Die insulinotrope Wirkung von Sitagliptin ist hin-
gegen nur partiell Gber GLP-1 vermittelt. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass neben GLP-
1 zusatzlich GLP-1-unabhangige Faktoren bestehen missen, die fir die insulinotrope
Wirkung der DPP-4-Hemmung verantwortlich sind. GIP als weiteres bekanntes insulinot-
ropes Inkretinhormon wiirde die erforderlichen Kriterien erflillen. Doch es braucht noch
weitere Forschung um die Rolle von GIP im Rahmen des Diabetes mellitus zu definieren,
und zu verstehen, wie genau die DPP-4-Inhibitoren um Sitagliptin neben einer Verstar-

kung der endogenen GLP-1-Wirkung funktionieren.
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