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Verzeichnis der Abklrzungen

Arg Arginin

ATEE N-Acetyl-tyrosyl-athyl-ester

BTEE N-benzoyl-L-tyrosinethyl-ester

C Kohlenstoff

Ca™ Calcium

CaCl, Calciumchlorid

CCK Cholecystokinin

Cr Chlorid

BC-MTG B3C-markierte gemischte Triglyceride
BC-MTG-Test *C-mixed-Triglycerid CO,-Atemtest

CO, Kohlendioxid

cPDR cumulative percentage dose of *3C recovered per hour
DNA Desoxyribonukleinséure

DOB d over baseline

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay
EPS-G7 4,6-Ethyliden-(Gy7)-p-nitrophenol-(G;)-a-D-maltoheptaosid
GEC Gastric emptying Coefficient

GLP-1 Glucagon-like Peptide-1

GRP Gastrin Releasing Peptide

HCI Salzséure

HCO; Bicarbonat

IRMS Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie
Lys Lysin

MRNA Messenger-Ribonukleinsaure

MW Mittelwert

NaCl Natrium chloratum

NaHCO3 Natriumbicarbonat

NaOH Natriumhydroxid

NBT-PABA  N-Benzoyl-L-tyrosyl-paraaminobenzoesaure
NDIRS nichtdispersive Infrarotspektrometrie

PDR percentage dose of **C recovered per hour
PDRmax maximale Wiederfindungsrate

Phe Phenylalanin

PHM Peptid Histidin Methionin

RNA Ribonukleinsdure

Rrps B3C:12C in international standard PeeDeeDelemnite=0.0112372
SE Standardfehler

SP-Test Sekretin-Pankreozymin-Test

ty, Magenentleerungshalbwertzeit

tiag Lag-Phase

TAME p-Tosyl-L-argininmethyl-ester

TLI trypsin-like immunoreactivity

tPDRmax Zeit bis zur maximalen Wiederfindungsrate
TRIS Tris-(Hydroxymethyl-) Aminomethan

Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

VIP vasoaktives intestinales Polypeptid

NIRA Near-Infrarot-Reflexions-Analyse
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1 Einleitung

1.1 Exokrine Pankreasfunktion

Im Rahmen der Nahrungsaufnahme ist es erforderlich, die verschiedenen Nahrungsbe-
standteile in ihre Einzelkomponenten zu zerlegen, damit sie vom Darm in die Blut-
bahn aufgenommen werden und so dem Intermedidrstoffwechsel zur Verfiigung ste-
hen kénnen. Das Pankreas hat hierbei eine zentrale Funktion. Die Enzyme der Bauch-
speicheldriise, die postprandial vermehrt in das Duodenum sezerniert werden, sorgen
fur die Spaltung von mit der Nahrung aufgenommen Fetten, Eiweilen und Kohlen-
hydraten. Die Spaltprodukte missen teilweise durch Burstensaumenzyme des Dinn-

darmepithels weiter aufgespalten werden, bevor sie resorbiert werden kénnen.

In Abhédngigkeit von der Nahrungsaufnahme sezerniert das menschliche Pankreas
taglich etwa 1-1% Liter alkalischen Verdauungssaft, der sich aus zwei isotonen Flis-
sigkeiten zusammensetzt. Die sogenannten Azinuszellen der beerenférmigen Driisen-
endstlicke sezernieren einen neutralen, NaCl-reichen Saft, in dem die Verdauungsen-
zyme gelost sind, wéhrend das Epithel der Drisenausflihrungsgange ein alkalisches,
NaHCOs-reiches Sekret abgibt. Man unterscheidet die wasserproduziernde hydrokine-

tische von der enzymproduzierenden ekbolischen Pankreasfunktion.

Bei im Ruhezustand geringer pankreatischer Sekretionsrate tiberwiegt die Azinuszell-
sekretion, so dass ein Cl-reiches Endsekret resultiert. Das Polypeptidhormon Chole-
cystokinin (CCK) stimuliert dabei insbesondere die Pankreasenzymsekretion. Eine
Steigerung der Sekretionsrate wird hingegen vornehmlich durch eine Erhéhung der
Gangepithelsekretion hervorgerufen, was ein Uberwiegen des Bicarbonatgehaltes im
Endsekret zur Folge hat. Die gesteigerte duktale Wasser- und Bicarbonatsekretion
fuhrt zur Ausschwemmung der Verdauungsenzyme ins Duodenallumen. Dort ver-
mischt sich das Sekret mit dem HCI-haltigen Chymus und bewirkt die Einstellung
eines pH-Wertes fiir eine optimale Wirksamkeit der Verdauungsenzyme (Young et al.
2001).
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Folgende Tabelle (Tab. 1) gibt eine Ubersicht tiber die Funktion der wichtigsten
Pankreasenzyme (Young et al. 2001).

Tabelle 1: Funktion der wichtigsten Pankreasenzyme

Enzym (Proenzym) Funktion

Trypsin(ogen)e 1, 2 und 3 Hydrolyse von Arg- und Lys-Peptidbindun-
gen, von besonderer Bedeutung fir die N&hr-

Kallikrein(ogen)e 1, 2 und 3 stoffdigestion (Trypsin)

Hydrolyse von Phe-, Tyr- und Trp-Peptidbin-
Chymotrypsin(ogen)e A und B dungen, von besonderer Bedeutung fiir die
Né&hrstoffdigestion

(Pro)Elastasen 1 und 2 Hydrolyse aliphatischer Peptidbindungen

C-terminale Hydrolyse von Phe-, Tyr- und

(Pro)Carboxypeptidasen Al und A2 Trp-Peptidbindungen

C-terminale Hydrolyse von Arg- und Lys-

(Pro)Carboxypeptidasen Al und A2 Peptidbindungen

Hydrolyse von 1,2-

(ProjPhospholipase A, Diacylglycerophosphocholinen an Position 2

Hydrolyse von C;- und Cs-Glycerinesterbin-
Pankreaslipase dungen, von besonderer Bedeutung fur die
Néahrstoffdigestion

(Pro)Colipasen 1 und 2 Kofaktor flir Pankreaslipase

RNase Hydrolyse der Phosphatesterbindungen in der
RNA

DNase 1 Hydrolyse.der DNA am 3‘-Ende der Phos-
phatesterbindung

DNase 2 Hydrolyse.der DNA am 5°-Ende der Phos-
phatesterbindung

Unspezifische Carboxylesterase Hydrolyse aller Ester

Hydrolyse der a-1,4-glykosidischen Bindung
Pankreas-a-Amylase in Stérke, von besonderer Bedeutung fir die
Néahrstoffdigestion
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Manche Enzyme, wie zum Beispiel Lipase und Amylase, werden in aktiver Form in
das Duodenallumen abgegeben, wahrend andere Enzyme, wie die Proteasen Trypsin
und Chymotrypsin, in Form inaktiver Zymogene, sezerniert werden. Diese Zymogene
werden erst im Duodenum zur enzymatisch wirksamen Form aktiviert. Die Aktivie-
rung von Trypsinogen erfolgt durch Abspaltung eines Hexapeptidrests durch die duo-
denale Enteropeptidase und durch bereits vorhandenes Trypsin in Gegenwart von Cal-
ciumionen. So entstandenes Trypsin aktiviert wiederum durch Spaltung einer Peptid-

bindung andere Zymogene einschliel}lich von weiterem Trypsinogen.

1.2 Nervale und hormonale Regulation der Pankreassekretion

Die Innervation des Pankreas erfolgt parasympathisch durch den Nervus Vagus, sym-
pathisch durch die Nervi Splanchnici, sowie durch peptiderge intrapankreatische Ner-
venfasern. Weiterhin bestehen cholinerge gastro- und enteropankreatische Reflexbo-
gen. Die efferenten Vagusfasern, die im Wesentlichen an der Versorgung der ekbo-
lisch aktiven Azinuszellen beteiligt sind, setzen Acetylcholin und vasoaktives intesti-
nales Polypeptid (VIP) frei. Acetylcholin aktiviert tiber M3-Cholinozeptoren die Phos-
phatidylinositol-Signalkette im Inneren der Azinuszellen, was zu einem Anstieg der
zytosolischen Ca**-Konzentration fiihrt. Noradrenerge sympathische Fasern wirken

hemmend auf die Pankreassekretion (Holst 1990).

Die starksten humoralen Stimuli des exokrinen Pankreas sind die gastrointestinalen
Polypeptidhormone Sekretin und Cholezystokinin. Das in den S-Zellen des duodena-
len und zum Teil des jejunalen Epithels gebildete Sekretin stimuliert die Wasser- und
Bicarbonatsekretion der Pankreasgénge. Cholecystokinin (CCK) wird hauptsachlich in
den I-Zellen des Epithels im Duodenum, in geringeren Mengen auch weiter distal ge-
bildet und stimuliert in den pankreatischen Azinuszellen die Sekretion des neutralen,
chloridreichen Saftes, der die Verdauungsenzyme enthélt. Man geht davon aus, dass
CCK beim Menschen nicht direkt auf die Azinuszellen wirkt, sondern die stimulieren-
de Wirkung der cholinergen Nervenendigungen des Parasympathikus moduliert (Ad-
ler et al. 1991, Beglinger et al. 1992, Katschinski et al. 1995). Weitere wichtige Stimu-

lanzien des exokrinen Pankreas sind Gastrin und VIP. Die Hormone Somatostatin,
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Glukagon und pankreatisches Polypeptid haben dagegen hemmenden Einfluss auf die
pankreatische Enzymsekretion (Schusdziarra 1989). Auch die intestinalen Peptidhor-

mone GLP-1 und PYY hemmen die Pankreasenzymsekretion (Keller et al. 2006).

1.3 Exokrine Pankreasinsuffizienz

Unter einer exokrinen Pankreasinsuffizienz versteht man eine Herabsetzung der exo-

krinen Sekretion des Pankreas bei Prufung seiner Funktion unter reproduzierbaren

Bedingungen (Rick 1970). Folgende Tabelle (Tab. 2) zeigt die haufigsten Ursachen
einer exokrinen Pankreasinsuffizienz (Lankisch 1989).

Tabelle 2: Ursachen einer exokrinen Pankreasinsuffizienz

chronische Pankreatitis

Pankreaskarzinom (meist Pankreaskopfkarzinom)

akute Pankreatitis (meist passagere Insuffizienz)

Zustand nach Pankreasresektion

Zustand nach Pankreastrauma (oft passagere Insuffizienz)

Mukoviszidose

© N g~ w DN RE

Angeborene Insuffizienz (Enzymdefekte, Zystenpankreas; Shwachman-Syndrom
= exokrine Pankreasinsuffizienz mit Zwergwuchs, Dysostosen und chronischer
Neutropenie)

9. Hamochromatose

10. Kwashiorkor (Proteinmangelernahrung)

Aufgrund einiger anatomischer und physiologischer Besonderheiten reagiert die Li-
piddigestion gegenuber stérenden Einflissen sensibler als die Verdauungsmechanis-

men anderer Nahrstoffe.
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Die pankreatische Amylase ist ein sehr stabiles Enzym. Deshalb erreicht ein sehr ho-
her Anteil der in das Duodenum sezernierten Amylase das terminale lleum in aktiver
Form (Layer et al. 1986 a, Layer et al. 1990 a, Layer et al. 1990 b, Holtmann et al.
1997). Demgegentber erreichen lediglich 20 bis 30 % der pankreatisch sezernierten
Proteasen das terminale Ileum. Wéhrend der Dunndarmpassage wird von allen Pank-
reasenzymen jedoch die Lipase am starksten inaktiviert, so dass nur ein kleiner Anteil
des Enzyms in aktiver Form das terminale lleum erreicht (Layer et al. 1986 a, Granger
et al. 1975). Die Inaktivierung der Pankreasenzyme im Dunndarmlumen erfolgt haupt-
séchlich durch proteolytische Enzyme. Einige Studien weisen darauf hin, dass insbe-
sondere Chymotrypsin flur die Deaktivierung der pankreatischen Lipase im Dulnn-

darmlumen verantwortlich ist (Layer et al 1990 a, Thiruvengadam et Di Magno 1988).

Die Proteinverdauung beginnt mit intragastraler proteolytischer Aktivitat und wird
neben pankreatischen Enzymen durch Blrstensaumenzyme des Diinndarms fortge-
setzt. Aufgrund dieser extrapankreatischen proteolytischen Kapazitaten bleibt die Pro-
teinverdauung selbst dann weitgehend erhalten, wenn praktisch alle luminalen proteo-
Iytisch aktiven pankreatischen Enzyme unter experimentellen Bedingungen blockiert
werden (Layer et al. 1990 b). Ganz ahnlich wird in Abwesenheit der pankreatischen
Amylaseaktivitat die Starkeverdauung zwar verringert, aber bis zu 80 % durch Amy-
lase der Ohrspeicheldriise und Birstensaumoligosaccharidasen des Diinndarms auf-
recht erhalten (Layer et al. 1986 b). Extrapankreatische lipolytische Enzyme, insbe-
sondere die gastrale Lipase, leisten einen nur geringen Beitrag zur Lipidverdauung
beim Menschen (Sternby et al. 1992, Layer et Keller 2005, Carriere et al. 2005). Da-
riber hinaus existiert kein System von Triglycerid-verdauenden Birstensaumenzymen
im Bereich des Dunndarms. Folglich hangt die Lipidverdauung des gesamten Gas-
trointestinaltraktes in der Hauptsache von der pankreatischen Lipase und deren Kofak-

toren ab.

Im Verlaufe einer chronischen Pankreatitis ist die pankreatische Kapazitét, Lipase zu
synthetisieren und zu sezernieren friiher und schwerer beeintrachtigt als bei anderen
Pankreasenzymen (Layer et Keller 1999). Die im Zuge einer chronischen Pankreatitis
verminderte pankreatische Bicarbonatsekretion in das Duodenum beeintrachtigt die

luminale Pankreaslipase insofern besonders, als dass Lipase wegen der damit verbun-
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denen intraduodenalen pH-Wert-Senkung stérker inaktiviert wird als andere Enzyme
(Di Magno et al. 1977).

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass verglichen mit anderen Enzymen wie Tryp-
sin, Chymotrypsin oder Amylase, die pankreatische Synthese und Sekretion von Lipa-
se schneller beeintrachtigt wird, ihre intraluminale Uberlebenszeit kiirzer ist und ihre
luminale Verdauungsaktivitat durch nichtpankreatische Mechanismen kaum kompen-
siert wird (Layer et Keller 1999). Wegen des Bicarbonatmangels erniedrigte intralu-
minale pH-Werte fiihren dartber hinaus zur Deaktivierung von Gallenséuren, und die
Gallenséuresekretion wird bei Malabsorption weiter besonders stark gehemmt (Keller
et al. 2006).

Leitsymptom einer schweren exokrinen Pankreasinsuffizienz ist daher die Steatorrhoe
(Mdssner 1994). Dazu kommt es allerdings erst bei einem Funktionsausfall der
Bauchspeicheldriise von mehr als 90 % (Di Magno et al. 1973). Eine erhebliche He-
rabsetzung der exokrinen Pankreassekretion kann demnach schon lange vor Einsetzen
einer Steatorrhoe bestehen. Abhangig von Stuhlfettausscheidung und direkt gemesse-
ner pankreatischer Sekretionsleistung wird die exokrine Pankreasinsuffizienz in drei

verschiedene Schweregrade eingeteilt (Lankisch et al. 1983):

+ Leichte Pankreasinsuffizienz: HCOs-Sekretion normal, Sekretion eines oder mehre-
rer Enzyme erniedrigt, normale Stuhlfettausscheidung

» Mittelschwere Pankreasinsuffizienz: HCOs-Sekretion und Enzymsekretion redu-
ziert, normale Stuhlfettauscheidung

» Schwere Pankreasinsuffizienz: HCOj3-Sekretion und Enzymsekretion stark redu-

ziert, Steatorrhoe

Der Messung der Lipaseaktivitat beziehungsweise der Lipidverdauung kommt also bei

der Pankreasfunktionsdiagnostik eine besondere Bedeutung zu.
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1.4 Exokrine Pankreasfunktion bei Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus gehdrt nicht zu den wesentlichen Ursachen einer mit einer Stea-
torrhoe einhergehenden schweren exokrinen Pankreasinsuffizienz. Es besteht aber
eine Koinzidenz leichter Formen einer exokrinen Pankreasinsuffizienz bei Patienten
mit Diabetes mellitus Typ | und 11 (Bretzke 1984, Frier et al. 1976). Zum Verstandnis
moglicher pathophysiologischer Zusammenhénge ist es wichtig, sich manche Beson-
derheiten des Pankreas als sowohl endokrin als auch exokrin aktives Organ zu verge-

genwartigen.

1.4.1 Inselzell-Azinus-Achse

Die Aufteilung des menschlichen endokrinen Pankreas in etwa eine Million Inseln, die
disseminierte Anordnung dieser Inseln im exokrinen pankreatischen Gewebe und das
Vorhandensein kapillarer Anastomosen zwischen Inseln und exokrinem Gewebe flihr-
te Henderson 1969 zu der Annahme eines evolutiondren Vorteils dieser Morphologie
gegenuber einfacheren Vertebraten, bei denen im einfachsten Falle der endokrine Teil
des Pankreas aus einem separaten Organ besteht (Henderson 1969). Eine wichtige
Konsequenz dieser speziellen Anordnung ist eine enorm hohe Kontaktflache zwischen
beiden Geweben. Das Konzept der Inselzell-Azinus-Achse basiert morphologisch auf
diesem besonderen insuloazindren portalen GefaRsystem und funktionell auf der Beo-
bachtung, dass Inselhormone, insbesondere Insulin, direkt die Azinuszellfunktion re-
gulieren (Williams et Goldfine, 1985).

Es wurde in zahlreichen Experimenten gezeigt, dass durch insuloazinére portale Per-
fusion lokal erhdhte Insulinkonzentrationen (Fujita 1973, Fujita et Murakami 1973),
insbesondere in sogenannten periinsuldaren Azini (Malaisse-Lagae et al. 1975, Ben-
dayan et Ito 1979), zu einer Stimulation und somit Aktivitatssteigerung der exokrinen
Pankreassekretion beitragen konnen (Korc et al. 1981, Sankaran et al. 1981). Umge-
kehrt flihrte die Schaffung einer diabetischen Stoffwechsellage zur Reduktion der
exokrinen Pankreassekretion (Groger et Layer 1995). Unter Stimulation des exokrinen

Pankreas wirkt Glukagon beim Menschen hemmend auf die pankreatische Enzymse-
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kretion (Dyck et al. 1970). Die beim Diabetes mellitus vorliegende a-Zelltberfunktion
mit konsekutiver Hyperglukagonamie kann ebenfalls zur Entwicklung einer exokrinen

Pankreasinsuffizienz beitragen (Unger et al. 1970).

1.4.2 Pankreasmorphologie bei Diabetes mellitus

Im Sektionsgut von Patienten mit Typ 1 Diabetes zeigte sich eine Reduktion von Ge-
wicht und Volumen des Pankreas, intra- und periinsuldre entzindliche Infiltrate, eine
intra- und perilobuldre Sklerose und eine leichte Atrophie der Azini (Gepts 1965, Do-
niach et Morgan 1973). Bei erst kirzlich an einem Typ 1 Diabetes erkrankten Patien-
ten beobachtete man, dass Langerhans-Inseln mit sehr niedrigem Insulingehalt von
atrophischen, kleinen und zymogenarmen Azini umgeben waren, wahrend sich um

insulinreiche Inseln normale Azini anordneten (Foulis et Stewart 1984).

1.4.3 Exokrine Pankreasinsuffizienz bei Diabetes mellitus

Die Frage, ob beim Diabetes mellitus auch eine Schadigung der exokrinen Pankreas-
funktion vorhanden ist, wird sehr unterschiedlich beurteilt. Obwohl eine Steatorrhoe,
als Ausdruck einer schweren Pankreasinsuffizienz, bei gut eingestellten Diabetikern
nicht haufiger ist als bei Stoffwechselgesunden, kommt es beim Diabetiker oftmals zu
pathologischen Ergebnissen von Pankreasfunktionsuntersuchungen (Bretzke 1984). Es
existieren mehrere mégliche Mechanismen, die urséchlich fir eine exokrine Pankreas-
insuffizienz bei Patienten mit Diabetes mellitus in Frage kommen (Grdger et Layer
1995):

Fehlende trophische Wirkung auf Azinuszellen durch Insulinmangel

Pankreasfibrose durch diabetische Mikroangiopathie
« Hemmender Einfluss von Hormonen wie Glukagon, Somatostatin oder pankreati-

sches Polypeptid

Zerstorung des endokrinen und exokrinen Pankreas durch einen Ubergreifenden

autoimmunologischen Prozess
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Untersuchungen mit intrajejunaler Aminosdure- und intravendser Sekretin-CCK-
Stimulation ergaben bei Diabetespatienten etwa um 60 % reduzierte Sekretionsraten
von Amylase und Bicarbonat im Vergleich zu gesunden Personen (el Newihi et al.
1988). Eine andere Studie zeigte ebenfalls eine signifikant reduzierte Sekretion von
Bicarbonat, Trypsin und Amylase bei Diabetespatienten im Vergleich zu Nichtdiabe-
tikern unter exogener Stimulation mit Sekretin und CCK. 80 % der Diabetiker hatten
pathologische Trypsinwerte und 65 % hatten pathologisch erniedrigte Amylasewerte.
Der Grad der Mindersekretion korrelierte dabei mit der Diabetesdauer (Frier et al.
1976). Bei Untersuchungen von Chey et al. fanden sich nach Sekretin- und CCK-
Stimulation in 77 % der Diabetespatienten eine Storung der exokrinen Pankreasfunk-
tion, ohne dass eine Korrelation zwischen Ausmal der Pankreasinsuffizienz und der
Dauer oder dem Schweregrad des Diabetes oder der Dosis des benétigten Insulins
beobachtet wurde (Chey et al. 1963).

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass Diabetespatienten selten eine schwere, hau-
fig jedoch eine leichte bis maRige Einschrdnkung der exokrinen Pankreasfunktion
aufweisen. Patienten mit Typ 1 Diabetes haben in etwa 25 bis 80 % der Félle eine
leichte bis mittelschwere exokrine Pankreasinsuffizienz, wohingegen die Préavalenz
der exokrinen Pankreasinsuffizienz bei Patienten mit Typ 2 Diabetes mit 15 bis 73 %

etwas geringer ist (Keller et al. 2005).

1.5 Etablierte Pankreasfunktionstests

Bei der Diagnostik einer exokrinen Pankreasinsuffizienz unterscheidet man zwischen
direkten und indirekten Untersuchungsmethoden. Bei direkten Pankreasfunktionstests
werden die Parameter der Pankreassekretion wie Bicarbonatgehalt und Pankreasen-
zyme direkt gemessen. Bei indirekten Pankreasfunktionstests kann mit Hilfe bestimm-
ter Testsubstrate aus dem Nachweis einer verminderten pankreatischen Verdauungs-

leistung auf eine verminderte Pankreassekretion geschlossen werden.

Invasive, direkte Pankreasfunktionstests wie der Sekretin-Pankreozymin- bzw. Sekre-

tin-Cerulein-Test haben die héchste Sensitivitat und Spezifitat beziglich der Diagnos-
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tik einer exokrinen Pankreasinsuffizienz. Sie sind jedoch zeitaufwandig, invasiv,
teuer, unkomfortabel und nicht standardisiert. Indirekte Pankreasfunktionstests wie
der Pankreolauryltest® oder der NBT-PABA-Test sind in der Handhabung deutlich
praktikabler, besitzen jedoch wesentlich niedrigere Sensitivitat und Spezifitat, beson-
ders bei Vorliegen einer nur leichten oder mittelschweren exokrinen Pankreasinsuffi-

zienz (Loser et al. 1996). In Deutschland sind sie auRerdem aktuell nicht verfugbar.

1.5.1 Sekretin-Pankreozymin-Test

Der Sekretin-Pankreozymin-Test (SP-Test) ist ein direkter Pankreasfunktionstest und
gilt als Referenzmethode der exokrinen Pankreasfunktionsdiagnostik. Er weist im
Vergleich zu anderen Tests im Friihstadium einer chronischen Pankreatitis mit nur
leicht eingeschrankter Sekretionsleistung die hdchste Sensitivitat und Spezifitat auf
(Schmidt 1997). Durch intravendse Injektion der Hormone Sekretin und Pankreozy-
min oder des Analogons Cerulein wird die exokrine Pankreassekretion stimuliert und
Uber eine Duodenalsonde der Chymus mit dem Sekret der Bauchspeicheldriise aspi-
riert und analysiert (Rick 1970). Aufgrund des groRen Zeit- und Kostenaufwandes und
der flr den Patienten belastenden und unangenehmen Untersuchung ist dieses Testver-
fahren fir die Routinediagnostik schlecht geeignet und pankreatologisch orientierten
Zentren vorbehalten (Loser et Folsch 1996). Trotz hoher Aussagekraft ist der Test
auflerdem nicht international standardisiert, und die Ergebnisse und Referenzwerte der

verschiedenen Zentren lassen sich nicht miteinander vergleichen (Richter et al. 1992).

1.5.2 Pankreolauryltest® und NBT-PABA-Test

Beim Pankreolauryltest® wird zusammen mit einer Testmahlzeit eine bestimmte
Menge Fluoresceindilaurat oral verabreicht, welches durch pankreasspezifische Cho-
linesterase gespalten wird (Kaffarnik et Meyer-Bertenrath 1969). Untersuchungen an
Patienten mit chronischer Pankreatitis ergaben eine Sensitivitat von 97,6 % und einer
Spezifitdt von 90 % (Lankisch et al. 1983). Der NBT-PABA-Test &hnelt vom Test-

prinzip und der Aussagekraft her dem Pankreolauryltest®, verwendet aber N-Benzoyl-
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L-tyrosyl-paraaminobenzoesdure (NBT-PABA) als Substrat (Imondi et al. 1972,
Thomas et al. 2003). Beide Tests sind aktuell in Deutschland nicht verfiigbar.

1.5.3 Stuhlfettbestimmung, Chymotrypsin und Elastase 1 im Stuhl

Die titrimetrische Neutralfettanalyse nach Van de Kamer erfasst quantitativ freie Fett-
séuren und Fettsdureester im Stuhl und wird als Referenzmethode der Fettassimila-
tionsdiagnostik eingesetzt (Van de Kamer et al. 1949). Aullerdem gibt es die Methode
der Near-Infrarot-Reflexions-Analyse (NIRA), um den Stuhlfettgehalt zu quantifizie-
ren (Picarelli et al. 1995). Die normale Assimilation von Nahrungstriglyceriden ist
sowohl von der pankreatischen Lipolyse, als auch von funktionierender hepatobiliérer
Sekretion fur die Mizellenbildung, mukosaler Resorptionsleistung, mukosaler Re-
veresterung und lymphatischem Abtransport abhéngig. Neben einer Pankreasinsuffi-
zienz kommen also auch Erkrankungen, die andere dieser Partialfunktionen beein-

trachtigen, urséchlich flr eine Steatorrhoe in Betracht.

Eine Untersuchung von 246 Probanden zeigte flr die Bestimmung der Chymotryp-
sinaktivitdt im Stuhl (Tympner et al. 1977) eine Sensitivitat von 97 % und eine Spezi-
fitat von 93 % (Schneider et al. 1974). Die Sensitivitét ist jedoch abhangig vom Aus-
maR der Insuffizienz. Sie betragt 95 % im Falle einer schweren Pankreasinsuffizienz
und sinkt auf lediglich 67 % bei Vorliegen einer nur leichten Sekretionsstérung (Am-
mann et al. 1968).

Alteren Untersuchungen zufolge wurde dem Elastase 1-Gehalt einer Stuhlprobe be-
zuglich einer exokrinen Pankreasinsuffizienz im Rahmen einer chronischen Pankreati-
tis eine hohe Aussagekraft zugesprochen. Er hatte bei gleicher Sensitivitat eine deut-
lich hdhere Spezifitat als der Pankreolauryltest® und galt bei vergleichbarer Spezifitat
sensitiver als der Chymotrypsin-Stuhltest (Dominguez-Munoz et al. 1995). Eine ak-
tuellere Metaanalyse, welche die Testgenauigkeit bei verschiedenen Schweregraden
einer exokrinen Pankreasinsuffizienz beriicksichtigt, ermittelte jedoch den Pankreo-
lauryltest als diejenige Methode mit der vergleichsweise besten Aussagekraft (Sieg-
mund et al. 2004) (Tab. 3):
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Tabelle 3: Genauigkeit etablierter Pankreasfunktionstests bei Vorliegen einer leichten
(LI), mittelschweren (MI) und schweren (SI) exokrinen Pankreasinsuffizienz

Sensitivitat (LI) | Sensitivitat (MI) | Sensitivitat (SI) | Spezifitat
Pankreolauryl 63% 76% 94% 85%
Elastase-1-Test 54% 75% 95% 79%
Chymotrypsin 54% 53% 89% 74%
NBT-PABA 49% 64% 72% 83%

Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, dass keiner der verfligbaren nicht-invasiven Pankreas-
funktionstests sensitiv genug ist, um eine leichte bis mittelschwere exokrine Pankreas-

insuffizienz zuverléssig nachzuweisen (Sigmund et al. 2004).

1.5.4 Pankreasenzyme im Serum

Die enzymatische Bestimmung der sogenannten trypsin-like immunoreactivity (TLI)
und der pankreatischen Isoamylase im Serum erwiesen sich als nicht sensitiv genug,
um als Screening-Test fur die exokrine Pankreasinsuffizienz eingesetzt zu werden
(Lankisch et al. 1986, Jacobson et al. 1984).

1.6 3C-Atemtests zur Messung der exokrinen Pankreasfunktion

Seit einigen Jahren werden in der gastroenterologischen Funktionsdiagnostik auch
Atemtests mit *3C-markierten Substraten verwendet. Diesen Atemtests liegt ein ein-
heitliches Prinzip zugrunde. Nach oraler oder intravendser Verabreichung des Substra-
tes erfolgt dessen Metabolisierung im Koérper zu **C-markiertem Kohlendioxid, das
abgeatmet wird. Dabei kann die **CO,-Exhalation nur dann als direkte MessgroRe des
geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes angesehen werden, wenn alle anderen meta-
bolischen und Transportschritte vor- oder nachher unter normalen und pathologischen

Bedingungen schneller ablaufen (Braden et al. 1991). In Atemgasproben, die in be-
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stimmten zeitlichen Intervallen abgenommen werden, kann das Verhéltnis von **CO,
und *?CO, als sogenannter 8-Wert ermittelt werden. Aus dem Inkrement tber einem
zu Testbeginn gemessenen Basalwert (6 over baseline, DOB) kann auf Leistung und
Geschwindigkeit des zugrunde liegenden Stoffwechselprozesses rickgeschlossen
werden. Je nach Testverfahren kommen dabei einfache Zweipunktmessungen oder

aufwendige Integralkurven zur Anwendung (Keller et al. 2005).

Fir die indirekte Messung der exokrinen Pankreasfunktion wurden Tests mit **C-
markierten komplexen Kohlenhydraten (*3C-Starke), Proteinen (HiihnereiweiB) und
Lipiden (**C-markierte gemischte Triglyceride, ‘*C-Hiolein, *C-Triolein, **C-
Palmitin) beschrieben (Keller et al. 2005). Triglyceride kénnen erst vom menschlichen
Diinndarm resorbiert werden, nachdem sie durch die Pankreaslipase zu 2-Monoacyl-
glycerol und freien Fettsauren hydrolysiert wurden. Untersucht wurden bislang **C-
markiertes Tripalmitin, Triolein, Hiolein, Trioctanoin und sogenannte gemischte Tri-
glyceride (**C-MTG), bei denen am zweiten Kohlenstoffatom des Glycerinmolekiils
B3C-markierte Oktansaure gebunden ist. **C-markierte gemischte Triglyceride bieten
als Atemtestsubstrat gegeniiber anderen Lipiden mehrere Vorteile (Keller et al. 2005):
In einer normalen Diét sind nur geringe Mengen Oktansdure enthalten, so dass das
markierte Substrat kaum durch unmarkiertes verdinnt wird. Mittelkettige Fettséduren
wie die Oktansaure werden aufRerdem schneller hepatisch metabolisiert als langkettige
Fettsauren, und *CO, wird entsprechend frither abgeatmet. Dies erméglicht eine kiir-
zere Testdauer. AuBerdem wird **C-markierte Oktansaure in geringerem MaRe in kor-
pereigenes Fettgewebe eingebaut. Deshalb kommt es im Vergleich zu anderen mar-
kierten Substraten zu einer héheren maximalen **C-Exhalation und einer héheren Ge-
samtabatmungsrate (Wutzke et al. 1999). Dies ist vorteilhaft fir eine bessere Unter-

scheidung zwischen normalen und pathologischen Ergebnissen.

Stérke scheint als Substrat zur Messung der exokrinen Pankreasfunktion ungeeignet
zu sein. Der Vergleich eines **C-Atemtests mit 50 g Maisstarke mit dem Sekretin-
Pankreozymin-Test und der Elastase-1- sowie Chymotrypsinmessung im Stuhl zeigte
eine nur unzureichende Genauigkeit des **C-Starke-Atemtests (Loser et al. 1997). Das
liegt zum einen daran, dass die Amylasesekretion auch anderer Speicheldriisen we-

sentlich zur Stérkespaltung beitragen (Fried et al. 1987) und andererseits werden
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selbst bei nahezu vollstdndiger experimenteller Hemmung der Amylaseaktivitat nach
Aufnahme von Reisstérke noch ca. 80 % der Kohlenhydrate unabhéngig von enzyma-

tischer Spaltung resorbiert (Layer et al. 1986 b).

Auch die Resorption von Proteinen ist nicht nur von der Proteasensekretion des Pank-
reas abhangig. Neben der Proteolyse im sauren Milieu des Magens und durch Blrs-
tensaumenzyme werden Proteine auch bakteriell verstoffwechselt (Evenepoel et al.
1998, Macfarlane et Macfarlane 1997, Nordgaard et Mortensen 1995). Dennoch zeig-
ten Untersuchungen eine gute Korrelation zwischen der duodenalen Trypsinflussrate
und der kumulativen **C-Exhalation nach Ingestion von *3C-markierten Proteinen

(Evenepoel et al. 2000). Der Test befindet sich aber noch im experimentellen Stadium.

1.7 Zusammenfassende Wertung etablierter Pankreasfunktionstests und des **C-
MTG-Tests

Nur direkte Pankreasfunktionstests, wie der Sekretin-Pankreozymin-Test (SP-Test),
ermdglichen die Registrierung leichter bis mittelschwerer Formen einer exokrinen
Pankreasinsuffizienz. Im Gegensatz zu diesen, in der Regel invasiven, zeit- und kos-
tenaufwandigen Untersuchungsmethoden gewdhrleistet der Test mit **C-markierten
gemischten Triglyceriden (**C-mixed-Triglycerid CO,-Atemtest oder **C-MTG-Test)
als nicht invasiver, indirekter Pakreasfunktionstest eine wesentlich einfachere Hand-
habung. Er misst die intestinale Lipolyse und liefert nicht nur Informationen tber die
kumulative *C-Exhalation, sondern auch tiber kinetische Daten. Neben einer guten
Sensitivitat fiir eine schwere Pankreasinsuffizienz (92-100 %) bietet der *C-MTG-
Test in seiner bislang tblichen Handhabung eine jedoch deutlich geringere Sensitivitat
fur das Vorliegen leichter und mittelschwerer Formen einer Pankreasinsuffizienz (46-
62 %) und eine nur begrenzte Spezifitat (69-85 %) (Loser et al. 1998). Ein generelles
Problem von Pankreasfunktionspriifungen und **C-Atemtests ergibt sich durch die
mégliche Beeinflussung von zahlreichen Zwischenschritten bis zur *3C-Exkretion.
Stoérungen der Funktion von Magenentleerung, mukosaler Absorption, hepatischer
Zirkulation, endogener CO,-Produktion und pulmonaler CO,-Exhalation kénnen das

Testergebnis beeinflussen und somit zur Reduktion von Sensitivitdt und Spezifitat
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beitragen (Loser et al. 1998). Hierbei ist vor allem zu beriicksichtigen, dass bereits
geringe korperliche Aktivitat die CO,-Produktion gegenuber dem Ruhezustand um
etwa 50 % erhoht (Keim et al. 2004, Westerterp et Plasqui 2004).

Maglichkeiten zur Verbesserung der *C-MTG-Testgenauigkeit waren somit zum ei-
nen die Kontrolle der Magenentleerungsgeschwindigkeit und der endogenen CO»-
Produktion, als zentrale einflussnehmende Faktoren. Andererseits konnte eine Erho-
hung der Lipiddosis in der Testmahlzeit eine bessere Abgrenzung verschiedener
Schweregrade einer exokrinen Pankreasinsuffizienz ermoglichen. Bei niedriger Lipid-
dosis reicht die Lipasesekretion von Patienten mit eingeschrankter exokriner Pank-
reasfunktion aus, um Lipide &hnlich schnell wie Pankreasgesunde zu spalten. Wenn
jedoch eine ausreichend hohe Lipiddosis die lipolytische Kapazitat von Personen mit
nur leicht reduzierter Enzymsekretion tbersteigt, fuhrt dies moglicherweise durch die
somit verzogerte *C-MTG-Digestion und verspatete *CO,-Exhalation zur besseren
Unterscheidbarkeit von nur leichten und méRigen Graden einer exokrinen Pankreasin-

suffizienz.

1.8 Zielsetzung

Bislang existieren keine nicht-invasiven Verfahren, die mit hinreichender Genauigkeit
eine Abgrenzung zwischen normaler Pankreasfunktion und leichter beziehungsweise

mittelschwerer Pankreasinsuffizienz erlauben.

Der '*C-Atemtest mit gemischten Triglyceriden (**C-MTG-Test) ist ein nicht-
invasives indirektes Verfahren, das die intestinale Lipolyse als MaR fiir die exokrine
Pankreasfunktion bestimmt und somit die klinisch besonders wichtige und besonders
anfallige Lipasesekretion erfasst. Allerdings bieten die bislang praktizierten Verfahren
bezuglich Sensitivitat und Spezifitat keinen Vorteil gegenuiber anderen nicht-invasiven

Verfahren.

Ziel der vorliegenden Studie war es, zu prifen, ob durch Berlcksichtigung der Ma-

genentleerungsgeschwindigkeit, durch Standardisierung der endogenen CO,-
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Produktion und durch Steigerung der verabreichten Lipiddosis, die Aussagekraft des
BC-MTG-Tests verbessert werden kann. Zu diesem Zweck fiihrten wir einen Sekre-
tin-Pankreozymin-Test zur exakten Quantifizierung der exokrinen Pankreasfunktion,
einen *C-Oktansaure-Atemtest zur Messung der Magenentleerungsgeschwindigkeit
und einen modifizierten 3 C-MTG-Test mit erhhter Lipiddosis durch und zwar bei
Gesunden und Patienten mit Diabetes mellitus. Wahrend beider Atemtests wurden die
Probanden angewiesen sitzende Haltung einzunehmen, um korperliche Aktivitat zu
meiden. Diabetespatienten waren bei unserer Fragestellung insofern geeignete Pro-
banden, als dass sie, wie in dem vorangehenden Abschnitt dargestellt, hdufig patholo-
gisch erniedrigte Pankreasenzymsekretionsraten im Sinne einer leichten bis mittel-

schweren Pankreasinsuffizienz aufweisen (Grdger et Layer 1995).
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden

An der Studie nahmen insgesamt 26 Probanden, 12 Gesunde und 14 Diabetespatien-

ten, freiwillig teil.

Die Gruppe der gesunden Probanden bestand aus 6 Frauen und 6 Mé&nnern im Alter
zwischen 21 und 31 Jahren (mittleres Alter 26,5 Jahre). 7 Frauen und 7 Manner im
Alter zwischen 20 und 66 Jahren (mittleres Alter 46,5 Jahre) mit Diabetes mellitus
Typ 1 (n=10) und Typ 2 (n=4) bildeten die Patientengruppe. Nach ausfiihrlicher
mindlicher und schriftlicher Aufklarung uber Inhalte und Risiken war vor Durchfih-
rung jeglicher beziiglich der Studie relevanter Malinahmen eine schriftliche Einver-
standniserklarung zu leisten. Das Protokoll wurde von der Ethik-Kommission der Arz-

tekammer Hamburg beflrwortet.

Fur die Teilnahme an der Studie bestanden folgende Einschlusskriterien: Mit Aus-
nahme des Diabetes mellitus und den damit assoziierten Begleiterkrankungen inner-
halb der Patientengruppe musste ein guter, altersentsprechender Gesundheitszustand
vorliegen und dieser durch eine kdrperliche Untersuchung und ein normales Routine-
labor bestétigt werden. Nur Probanden im Alter zwischen 18 und 75 Jahren mit einem
,body mass index“ unter 30 kg/m?> kamen in Frage. Bei weiblichen Teilnehmern
musste eine bestehende Schwangerschaft ausgeschlossen werden. Es wurde sicherge-
stellt, dass keine Pharmaka eingenommen wurden oder gastrointestinale \Voroperatio-
nen stattgefunden hatten, welche die Magen-Darm-Motilitdt und -Funktion beein-
trachtigen. Eine stark verzégerte Magenentleerungshalbwertzeit im *3C-Oktansaure-
Atemtest, beispielsweise verursacht durch eine diabetische Gastroparese, hatte den

Ausschluss aus der Studie zur Folge.

Es wurden insbesondere solche Diabetiker untersucht, die eine auf exokrine Pankreas-
insuffizienz hinweisende abdominale Symptomatik wie Diarrhoen oder Meteorismus
aufwiesen, wobei jedoch kein Patient Anhalt fir eine Steatorrhoe und somit eine

schwere exokrine Pankreasinsuffizienz hatte. Die Symptome wurden anhand eines
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standardisierten Fragebogens quantifiziert. Bei jedem Diabetespatienten wurde auf3er-
dem Chymotrypsin im Stuhl bestimmt. Im Gegensatz zum Diabetiker fuhrte ein patho-
logisches Ergebnis im Sekretin-Pankreozymin-Test beim Gesunden zum Studienaus-

schluss (n=2).

2.2 Experimentelles Protokoll

Gegenstand der Studie waren 3 verschiedene Untersuchungen, welche bei jedem Pro-
banden im Abstand von ca. 1 Woche ambulant im gastroenterologischen Funktionsla-
bor des Israelitischen Krankenhauses in Hamburg durchgefiihrt wurden. Dabei handel-
te es sich um den Sekretin-Pankreozymin-Test, den **C-Oktansaure-Atemtest und den
BC-MTG-Test.

Um Uberlappungseffekte zu vermeiden, wurde zwischen den **C-Atemtests Tests ein
Intervall von mindestens 3 Tagen eingehalten. Die einzelnen Untersuchungen, zu de-
nen jeder Proband niichtern erschien, starteten zwischen 8 und 9 Uhr morgens, wobei
bis zum Ende der jeweiligen Untersuchung halbstindig der Blutzucker kontrolliert
wurde. Bei Werten Uber 350 mg/dl oder unter 70 mg/dl oder bei subjektiven Sympto-
men der Hypoglykdmie wurde bei den Diabetikern entsprechend Insulin subkutan

oder Glucoselésung intravends appliziert.

2.3 Sekretin-Pankreozymin-Test

Die Durchfuhrung und Auswertung des Sekretin-Pankreozymin-Tests orientierte sich

an den Empfehlungen des Européischen Pancreasclubs (Rosien et al. 1996).

2.3.1 Intestinale Intubation

Die zur Flussigkeitsaspiration verwendete flexible, naso-duodenale Lagerlof-Sonde

besteht aus einem 115 cm langen, 5 mm breiten, doppellaufigen, fir den intrakorpora-
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len Verlauf vorgesehenen Hauptteil, der sich nach auflen Y-férmig in zwei 4 mm brei-
te, je 54 und 58 cm lange, einlumige Abschnitte aufgabelt. Uber eine Linge von 10
cm befinden sich distal an der Spitze des Hauptteils 9 spiralformig angeordnete Aspi-
rationsoffnungen mit Verbindung zum etwas langeren extrakorporalen Sondenab-

schnitt.

gastrale
Aspiration
duodenale
Aspiration
Abbildung 1: Schematische Darstellung der naso-duodenalen, doppellumigen Lagerlof-

Sonde zur gastralen und duodenalen Flussigkeitsaspiration

In einem Abstand von 16 cm weiter proximal sind weitere 8 Offnungen tber eine
Lange von 7,5 cm verteilt, die im kirzeren extrakorporalen Sondenabschnitt miinden
(Abb. 1).
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Vor der transnasalen Intubation wurde mit Lidocain (Xylocain® Pumpspray, ASTRA
GmbH, Wedel, Deutschland) sowohl Nasenhdhle, als auch Gaumenbereich lokal anés-
thesiert, um neben Schmerzen auch den Wurgreflex zu reduzieren. Nach Einflhren
der Sonde in den Magen wurde diese unter standiger Aspiration und Kontrolle von
Konsistenz, Farbe und pH-Wert des gewonnenen Sekretes langsam vorgeschoben.
Ziel war es, die proximale Aspirationsstelle intragastral und die distale intraduodenal
zu platzieren (Abb. 1).

Als Anhaltspunkt fur die korrekte Sondenlage diente dabei die fur das jeweilige Hohl-
organ charakteristische Beschaffenheit des drainierten Sekretes, welche im Hinblick
auf unterschiedliche Konsistenz, Farbe und pH-Wert eine Abgrenzung gegeneinander
ermoglichte (Lagerlof 1942).

2.3.2 Hormonale Stimulation

Zur exogenen hormonalen Stimulation des Pankreas verwendeten wir Secretin-5HCL
(Secrelux®, Goldham Bioglan Pharma GmbH, Zusmarshausen, Deutschland) und das
CCK-Analogon Ceruletid, Tris(diethylamin)-Salz 3H,O (Takus®, Pharmacia & Up-
john GmbH, Erlangen, Deutschland). Die intravendse Verabreichung der Hormone
erfolgte Uber 2 Perfusoren und getrennte periphere Zugange am rechten und linken
Arm. Secrelux® wurde mit 1 IE/kg/h und Takus® mit 75 ng/kg/h dosiert.

2.3.3 Versuchsablauf

Nach erfolgreicher Sondenplatzierung wurde Uber einen Zeitraum von 2% Stunden
mit Hilfe herkdmmlicher 10-ml-Spritzen (Injekt 10 ml, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) separat duodenales und gastrales Sekret vollstandig aspi-
riert. Dabei stimulierten wir nach einem 30-minutigen Basalintervall 1 Stunde lang
mit Secrelux® und anschlielend eine weitere Stunde lang mit Secrelux® und Takus®
(Abb. 2).
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Sekretproben 1 IE/kg/h Secrelux® 75 ng/kg/h Takus® 40 ug
Start BZ-Kontrollen Ende

30 60 90 120 [min]

Abbildung 2: Ablauf des Sekretin-Pankreozymin-Tests

Alle 10 Minuten wurden Volumen und pH-Wert der so gewonnenen Flussigkeiten
bestimmt und das Duodenalsekret auf mehrere Aliquots verteilt. Die Proben wurden
sofort auf Eis gelegt, nach Versuchsende bei -20°C tiefgefroren und spatestens nach 4
Wochen zur biochemischen Analyse wieder aufgetaut, da der lagerungsbedingte Ver-
lust an initialer Pankreasenzymaktivitat auf diese Weise sehr gering gehalten wird
(Legg et Spencer 1975). Die Enzymaktivitaten wurden in U/ml bzw. U/min, die Sek-
retvolumina in ml, die Sekret-pH-Werte in —log[H"] und die gastrale Saure- und duo-

denale Bicarbonatkonzentration in pval/ml bzw. pval/min angegeben.

2.4 Biochemische Analysen

Fur die photometrische Trypsin- und Chymotrypsinbestimmung wurde ein Uvikon
922 Spectrophotometer (Uvikon 922, Kontron Instruments GmbH, Neufahrn,
Deutschland) und Quarzkivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. Die
Messung von Lipase und Amylase erfolgte mit dem automatischen Cobas Bio® Ana-
lysegerat (Cobas Bio®, Hoffmann-LaRoche Diagnostics, Basel, Schweiz). Es wurden

jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.4.1 Trypsin

Die Messung der Trypsinaktivitat in den Duodenalsaftproben erfolgte durch Messung

der Extinktionsédnderung wéhrend der Trypsin-katalysierten Hydrolyse von p-Tosyl-L-
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argininmethyl-ester, abgekiirzt TAME. Durch Zugabe des aus CaCl, und Tris-
(Hydroxymethyl-)Aminomethan-Ldsung bestehenden TRIS-Puffers wurde ein flr
Trypsin optimaler und stabiler pH-Wert von 8,1 gewdhrleistet. Bei einer UV-
Lichtwellenldange von 247 nm und 25°C Reaktionstemperatur kommt es durch das
starker absorbierende, sich in der Losung anreichernde Reaktionsprodukt p-Tosyl-
arginin zu einer Extinktionszunahme, welche direkt proportional zur Trypsinaktivitét
ist (Hummel 1959). Zur Kontrolle wurde jedesmal ein Trypsinstandard mit bekannter

Aktivitat mitbestimmt.

2.4.2 Chymotrypsin

Chymotrypsin wurde bestimmt durch Messung der Extinktionsénderung wéhrend der
Chymotrypsin-katalysierten Hydrolyse des in 26 % Methanol gelosten N-benzoyl-L-
tyrosinethyl-esters, abgekiirzt BTEE. Ein fur Chymotrypsin stabiles pH-Optimum von
7,8 wurde ebenfalls durch Zugabe von TRIS-Puffer erreicht. Bei 256 nm Wellenlange
und 25°C Reaktionstemperatur wurde die Extinktionszunahme durch das bei der
Reaktion entstehende N-benzoyl-L-tyrosin gemessen (Hummel 1959). Auch hier er-
folgte eine Kontrolle durch Mitbestimmung eines Chymotrypsinstandards mit bekann-
ter Aktivitat.

2.4.3 Lipase

Zur Bestimmung der Lipaseaktivitat wurde bei 340 nm Wellenldnge die Extink-
tionsabnahme gemessen, welche aus der Lipase-katalysierten Reaktion: Triolein + 2
H,O <> Monoglycerid + 2 Olsiure bei 25°C resultiert (Ziegenhorn et al. 1979). Ver-
wendet wurde das TECO<DIA Lipase-Fertigreagenz und die Kontrollseren Preci-
norm® U und Precipath® U.
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2.4.4 Amylase

Die Amylasebestimmung erfolgte durch einen photometrischen Test, in dem das
Substrat 4,6-Ethyliden-(G7)-p-nitrophenol-(G;)-a-D-maltoheptaosid (EPS-G7) von a-
Amylasen in verschiedene Bruchstlicke zerlegt wird. Diese werden in einem zweiten
Schritt von a-Glucosidase unter Bildung von Glucose und p-Nitrophenol hydrolysiert.
Die bei 405 nm Wellenldnge und 25°C Reaktionstemperatur gemessene Extinktions-
zunahme ist direkt proportional zur Amylaseaktivitat (Kruse-Jarres et Kaiser 1989).
Fiir die Bestimmung wurde das gebrauchsfertige a-Amylase CC FS Reagenz und die

Kontrollseren Precinorm® U und Precipath® U verwendet.

2.4.5 Gastrale Salzsaure- und duodenale Bicarbonatkonzentration

Die gastrale Salzsdure- und duodenale Bicarbonatkonzentration wurde durch Titration
mit Lauge bzw. Sdure ermittelt. Dafuir wurde ein elektronisches Titrationsmodul (ak-
ku-drive® titration, Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG, Eberstadt, Deutsch-
land) und ein Mikroprozessor-pH-Meter (HI 931401, MS Laborgeréate, Heidelberg,
Deutschland) verwendet. Unter Annahme der &quimolaren Neutralisation wurden 10
ml Magensaft mit 0,1 M NaOH und 10 ml Duodenalsaftaspirat mit 0,1 M HCI jeweils
bis zu einem pH-Wert von 7 titriert. Die Bicarbonatbestimmung erfolgte dabei umge-
hend nach der Sekretgewinnung, um den Bicarbonatverlust durch Umwandlung in
Kohlendioxid méglichst gering zu halten. Die gesuchte Probenkonzentration lief3 sich

mit Hilfe der Titrationsvolumina berechnen:

Titrationsvolumen e Titrationskonzentration

Probenkonzentration =
Probenvolumen
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2.4.6 Materialien und Substanzen

Die folgende Tabelle (Tab. 4) gibt eine Ubersicht lber die zur biochemischen Analy-

se verwendeten Materialien und Substanzen einschlieBlich der jeweiligen Bezugsquel-

len.

Tabelle 4:

Verwendete Materialien und Substanzen

Salzséure (0,1 N)

Bezeichnung Verwendungszweck Bezugsquelle
Natronlauge (0,1 N) VWR™ [nternational,
Titration Vertriebszentrum

Hamburg, Deutschland

p-Tosyl-L-argininmethyl-
ester (TAME)

Substrat flr Trypsin

N-benzoyl-L-tyrosinethyl-
ester (BTEE)

Substrat fir Chymotrypsin

Methanol (299,8 %)

Bestandteil der Chymotrypsin-
Substratlésung

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Trypsin

Trypsinstandard

Chymotrypsin

Chymotrypsinstandard

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen,
Deutschland

Tris-(Hydroxymethyl)-
Aminomethan

C&Clz

Bestandteile des TRIS-Puffers

Merck eurolab GmbH,
Hamburg, Deutschland

TECO-*DIA Lipasereagenz

Fertigreagenz zur Lipasebe-
stimmung

Diagnostica-Service,
K. Wethmar GmbH &
Co. KG, Endingen,
Deutschland

A-Amylase CC FS Rea-
genz

Fertigreagenz zur Amylasebe-
stimmung

DiaSys Diagnostic
Systems GmbH & Co.
KG, Holheim,
Deutschland

Precinorm® U

Precipath® U

Kontrollseren fur Lipase- und
Amylasebestimmung

Boehringer Mannheim
GmbH, Mannheim,
Deutschland
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2.5 IRIS-Atemgasanalysator und **C-Atemtest-Parameterdefinitionen

Die nichtdispersive Infrarotspektrometrie (NDIRS) zur Bestimmung des *CO,/**CO,-
Verhéltnisses in der Atemluft ist eine kostengiinstigere und praktikablere Alternative
zur Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie (IRMS) (Koletzko et al. 1995, Braden et
al. 1996). Genauigkeit der NDIRS und hohe Ubereinstimmung mit Ergebnissen der
IRMS als Goldstandard wurden sowohl fiir den **C-Harnstoff-Atemtest als auch fiir
den '*C-Oktansaure-Atemtest nachgewiesen (Braden et al. 1999, Leodolter et al.
2000).

Der von uns verwendete Infrarot-Isotopenanalysator (IRIS®, Wagner Analysen Tech-
nik Vertriebs GmbH, Bremen, Deutschland) besteht aus einer Infrarotquelle, zwei
Messkivetten, zwei Empféangern sowie der Elektronik und dem Tréger mit Thermos-
tat. Uber eine digitale Schnittstelle werden messtechnische Daten und Steuersignale
zu einem Rechner Ubertragen (Haisch et al. 1996). Am Geh&use des Analysators be-
finden sich 8 Anschlusse fur die Aspiration von Atemgasproben. Bei den von uns
durchgefuhrten Atemtests wurde die Ausatemluft der Probanden in Atembeuteln
(IRIS-Atembeutel, Wagner Analysen Technik Vertriebs GmbH, Bremen, Deutsch-

land) mit einem Volumen von 1,3 | gesammelt.

Der vom Atemgasanalysator ermittelte '*C-Wert gibt das **CO./*2CO,-Verhiltnis
einer Atemgasprobe Rs bezogen auf ein Referenzisotopenverhéltnis Rppg = 0,0112372
wieder (Schoeller et al. 1980, Chey et al. 2001). Aus den Messwerten lassen sich die
prozentuale **C-Wiederfindungsrate pro Stunde (percentage dose of **C recovered per
hour, PDR) (Schoeller et al. 1980, Watkins et al. 1982), die maximale Wiederfin-
dungsrate (PDRmax), die Zeit bis zur maximalen Wiederfindungsrate (tPDRmax) und
die kumulative Wiederfindungsrate (cumulative percentage dose of **C recovered per
hour, cPDR) berechnen (Kalivianakis et al. 1997, Swart et al. 1997).
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2.6 *C-Oktansaure-Atemtest

Der *C-Oktansaure-Atemtest dient dem Nachweis von Magenentleerungsstérungen.
Die mit einer Testmahlzeit verabreichte **C-markierte Oktansaure (**COOH-CHs-
(CH>)6) gelangt dabei nach Passage von Osophagus und Magen ins Duodenum, wo sie
von den Darmepithelzellen rasch resorbiert wird. Das durch hepatische Metabolisie-
rung entstehende *3CO, kann in der Atemluft spektrometrisch bestimmt werden. Der
gastroduodenale Chymustransfer stellt dabei den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt fiir die Anreicherung von *CO; in der Atemluft dar. Deshalb kann der *CO;-
Anstieg in der Atemluft als indirekter Parameter der Magenentleerung herangezogen
werden (Ghoos et al. 1993, Delbende et al. 2000, Keller et al. 2005).

Die bei unserer Studie verwendete Testmahlzeit bestand aus 200 ml Orangensaft, 2
Scheiben WeiRbrot, 10 g Butter, 50 g Schinken und einem Ruihrei, das 91 mg zu 99 %
mit pro Molekiil einem **C-Atom markierte Oktansaure (octanoic acid 1-**C 99 %,
Euriso-Top GmbH, Saarbriicken, Deutschland) enthielt. Die 91 mg **C-Oktansaure
wurden vor der Zubereitung in den separierten Eidotter pipettiert und gut vermischt.
FUr die Einnahme der Testmahlzeit wurde eine maximale Zeit von 10 Minuten ange-
setzt. Die Probanden wurden auRerdem angewiesen, fiir die gesamte Dauer des Tests
in sitzender Haltung zu bleiben. Atemgasproben wurden vor der Testmahlzeit, alle 15
Minuten ber 5 Stunden postprandial, zusatzlich alle 5 Minuten wéhrend der ersten
halben Stunde und alle 10 Minuten wahrend der zweiten halben Stunde postprandial

gesammelt (Abb. 3). Jede halbe Stunde erfolgte die Kontrolle der Blutzuckerwerte.

Testmahlzeit Atemgasproben BZ-Bestimmungen

Start Ende

Yy r0rrrrrrrrrrrrrrrr
30 60 90 120 150 180 210 240 270 [min]

Abbildung 3:  Ablauf des *C-Oktansaure-Atemtests
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Die Ergebnisse wurden als PDR, PDRmax, tPDRmax und cPDR nach je 1-5 Stunden
dargestellt. Aullerdem erfolgte die Berechnung von ty, ti,g und GEC, drei weiteren
Parametern der Magenentleerung auf der Basis einer nicht-linearen Regressionsanaly-
se (Delbende et al. 2000, Ghoos et al. 1993) mittels eines Computerprogramms. Dabei

bedient man sich Funktionsdarstellungen der PDR als y = ate™

und der cPDR als y =
m(l-e'kt)B, wobei t die Zeit in Stunden, ¢ die Eulersche Zahl und a,b,c,m,k und f

Schéatzungskonstanten darstellen.

[-1/k] * In [1-(0,5)*"]
[-1/k] * In [1-(0,1)*"]
In(a)

ti,v) (Magenentleerungshalbwertzeit) [min]

tiagb) (Lag-Phase) [min]

GEC (Magenentleerungskoeffizient)

Durch Resorption und Oxidation der im Duodenum befindlichen **C-markierten Ok-
tansaure tritt eine zeitliche Verzégerung auf, bevor sich *CO; in der Atemluft anrei-
chert. Es ist eine weitere Umrechnung der so ermittelten Magenentleerungshalbwert-
zeit und Lag-Phase notwendig, um diese Verzégerung zu neutralisieren und die tat-
séchliche Magenentleerungskinetik zu beschreiben (Ghoos et al. 1993):

(tllz(b) —66) (tlag(b) —66)

V2o 112 lag 0,94

2.7 Test mit **C-markierten Triglyceriden

Der Test mit **C-markierten Triglyceriden (**C-mixed-Triglycerid CO,-Atemtest oder
13C-MTG-Test) dient der indirekten Beurteilung der pankreatischen Lipaseaktivitat.
Die mit einer Testmahlzeit verabreichten **C-markierten Triglyceride (1,3-Distearyl-
2[**C]-Octanoyl-Glycerol) gelangen dabei nach der Magenpassage ins Duodenum und
werden abhédngig von der Aktivitat der vom Pankreas sezernierten Lipase gespalten
und nach Mizellenbildung von den Darmepithelzellen resorbiert. Durch hepatische
Metabolisierung entsteht **CO,, das iiber die Lunge abgeatmet wird und spektrome-
trisch bestimmt werden kann. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fir die An-

reicherung des *CO, in der Atemluft ist dabei die Hydrolyse der beiden Stearyl-
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Gruppen an Position 1 und 3 des Triglyceridmolekils durch pankreatische Lipase
(Swart et al. 1997, Vantrappen et al. 1989). Erst danach kann Glyrerol-mono-*C-
Oktansaure vom Darm resorbiert werden. Der **CO,-Anstieg in der Atemluft dient

somit als indirekter Parameter der pankreatischen Lipaseaktivitat im Duodenum.

CH,-COO0-(CH3)16-CH3 CH(CH)

CH-*COO0-(CHy)s-CH3 —Lipase—> CH-COO-CH3-(CH,)s + 2 CHs-(CH2)16-COOH
CH,-COO-(CH3)16-CHs CH(OH)

Abbildung 4:  Substratmetabolismus beim *C-MTG-Test

Die Testmahlzeit bestand aus 200 ml Wasser, 100 g Weil3brot, 20 g Butter und 30 g
Nutella®, in dem 250 mg zu 99 % mit pro Molekiil einem **C-Atom markierte Tri-
glyceride (mixed Triglyceride (2-Octanoyl), Euriso-Top GmbH, Saarbriicken,
Deutschland) enthalten waren (modifiziert nach Loser 1998). Analog zum *C-
Oktansaure-Atemtest war auch bei dieser Untersuchung eine Zeit von maximal 10
Minuten fiir die Einnahme der Testmahlzeit und sitzende Haltung flr die Dauer des
gesamten Tests vorgeschrieben. Sammlung von Atemgasproben und Blutenthahmen
zur Blutzuckerkontrolle erfolgten vor der Testmahlzeit, und jede halbe Stunde (ber 8

Stunden postprandial (Abb. 5).

Testmahlzeit Atemgasproben BZ-Bestimmungen
Start Ende

I I I I I I I I I I I I I I I I
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 [min]

Abbildung 5:  Ablauf des *C-MTG-Tests
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Aufgrund der langen Testdauer wurde den Probanden 6 Stunden nach dem Testfriihs-
tick eine Zwischenmabhlzeit bestehend aus 150 g Fisch oder Geflugel, 150 g Gemdse

und 400 ml Wasser oder ungesufRtem Tee angeboten.

Die Ergebnisse wurden als PDR, PDRmax, tPDRmax und cPDR nach je 1-8 Stunden
dargestellt.

2.8 Kombination von *C-MTG-Test und **C-Oktansaure-Atemtest

Wir versuchten die Parameter des *C-MTG-Tests, die ja von der Magenentleerungs-
zeit mit beeinflusst werden, mit Parametern des **C-Oktans4ure-Atemtests zu kombi-
nieren, um dadurch die Einflisse von verzdgerter oder beschleunigter Magenentlee-
rung und sonstigen Metabolisierungsprozessen zu neutralisieren und Parameter zu
gewinnen die nun mdglichst genau die Lipasedigestion reprasentieren und quantifizie-

ren, um sie mit Werten der direkten Pankreasfunktionsanalyse zu vergleichen.

Der 6sophagogastroduodenale Transport, die Resorption, Metabolisierung und Exha-
lation der Substrate bzw. der **C-markierten Atome sind beim **C-MTG-Test und **C-
Oktansaure-Atemtest sehr ahnlich. Der Unterschied ist lediglich, dass an Position 1
und 3 eines Glycerinrestes gebundene Stearylgruppen beim **C-MTG-Test erst durch
Lipase abgespalten werden miissen, bevor Glyrerol-mono-"*C-Oktansaure im Duode-
num resorbiert wird. Deshalb spiegelt der **C-Oktansaure-Atemtest samtliche Trans-
port- und Stoffwechselschritte wider, die auch beim **C-MTG-Test durchlaufen wer-
den, mit Ausnahme der Lipase-abhangigen Spaltung der Triglyceride. Aus diesem
Grunde subtrahierten wir die prozentualen Exhalationsraten beider Atemtests vonei-
nander, um so die gemeinsamen Transport- und Metabolisierungsschritte zu neutrali-

sieren.

Eine andere bewahrte Methode, welche Prozesse wie Magenentleerung, Resorption,
Metabolismus und Abatmung zu diskriminieren vermag, ist unter dem mathemati-
schen Prinzip des Konvolutionsproduktes bekannt (Maes et al. 1998). In unseren Ana-

lysen wurde sie wie folgt angewendet: Die Rate der *CO,-Exhalation beim *C-MTG-
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Test wéhrend eines bestimmten Zeitintervalls ist das Resultat eines akkumulierten
Effektes von Substraten, welche in den vergangenen Intervallen aus dem Magen ins
Duodenum ubergetreten sind. Zum Beispiel ist die Marker-Dosis, welche sich im drit-
ten Zeitintervall (M) in der Atemluft ansammelt, das Resultat des Anteiles des Mar-
kers, welcher im ersten Zeitintervall aus dem Magen ins Duodenum dbertritt (O;) und
im zweiten Zeitintervall im Duodenum durch Lipase verstoffwechselt wird (L), plus
den Anteil des Markers, welcher im zweiten Zeitintervall aus dem Magen ins Duode-
num Gbertritt (O2) und bereits im ersten Zeitintervall im Duodenum durch Lipase ver-

stoffwechselt wird (L;). Mathematisch wird dies folgendermalien beschrieben:

M, =0,
M, =0,L, +O,L,

M, =0L, +O,L, +O,L,

M, =O,L, +O,L, +O,L, +O,L,

oder generell:

M steht dabei fir jeweilige Intervall-Parameter des **C-MTG-Tests, O fiir Parameter
des *C-Oktansaure-Atemtests und L fiir die zu berechnende Lipaseaktivitat. Durch

Umformen ist dann nach der gesuchten Lipaseaktivitat aufzulosen:

_Mz
L=3
L_Ms_ozl-i
, =————=—=
o1
M,-0O.,L -O,L
|_3: 4 3|-1 22

Ol
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wobei auch hier generell formuliert werden kann:

i-1
M i+lz Oi+l*joj

L,=—2%
n Ol

2.9 Statistische Analysen

Die relevanten Daten waren normal verteilt (Kolmogoroff-Smirnoff-Test). Deshalb
wurden die Ergebnisse der Untersuchungen, soweit nicht anders vermerkt, als Mittel-
wert + Standardfehler dargestellt (MW = SE). Signifikante Unterschiede zwischen
einzelnen Gruppen wurden mit dem t-Test fiir verbundene oder unverbundene Stich-
proben ermittelt. Zur Quantifizierung der Starke eines Zusammenhanges von Maf3zah-
len erfolgte die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson. Normalbe-
reiche waren definiert als Mittelwert + 2 Standardabweichungen der Werte von den 10

untersuchten gesunden Probanden.
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3 Ergebnisse

3.1 Direkte Pankreasfunktionsanalyse

Mittlere EnzymfluRraten (U/min) Maximale EnzymfluRraten (U/min)
A
400 7 Trypsin A s 500 - + A
+ A
300 A +

200 A

100 -

150 1 Chymotrypsin

3000 - Lipase
2500 A
2000 -
1500 A
1000 A

500 4

700 1 Amylase
600
500
400 A
300
200
100

Basal Sekretin Sekretin/CCK Basal Sekretin  Sekretin/CCK

Abbildung 6: Basale und hormonal stimulierte Pankreasenzymflussraten in U/min (MW
+ SE), : Gesunde (n=10), B Diabetiker (n=14), +: p < 0,05 gegeni-
ber Basal, A: p < 0,05 gegeniiber Sekretin, %: p < 0,05 gegeniiber Gesun-
den
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3.1.1 Enzymflussraten

Sowohl bei den Gesunden, als auch bei den Diabetespatienten waren die pankrea-
tischen Enzymflussraten wahrend der Stimulation mit Sekretin und Ceruletid hoher,
verglichen mit der Basalflussrate und der Flussrate unter solitérer Sekretinstimulation
(Abb. 6). Wahrend simultaner Sekretin- und Ceruletid-Stimulation waren die Mittel-
und Maximalwerte aller Enzymflussraten bei den Diabetespatienten niedriger als bei
den Gesunden (Abb. 6). Die pankreatische Mindersekretion betraf dabei besonders die
Enzyme Chymotrypsin und Amylase. Im Mittel waren die Flussraten beider Enzyme
im Vergleich zu den gesunden Probanden auf 55-60 % reduziert. Bei nur 4 der 14
Diabetespatienten befanden sich alle Enzymflussraten im Normalbereich, welcher
definiert war als Mittelwert + 2 Standardabweichungen der Werte von den 10 unter-

suchten gesunden Probanden (Tab. 5).

Tabelle 5: Mittlere (Mi.) und maximale (Ma.) Werte der Enzym- [U/min], Wasser- [ml]
und Bicarbonatflussraten [pval/min] unter Sekretin- und Ceruletid-
Stimulation bei Diabetespatienten, -: im Normalbereich, V : pathologisch

erniedrigt

Diabetes- Trypsin Chymotrypsin Lipase Amylase Volumen Bicarbonat
Patient | mi. | Ma. | Mi. | Ma. | Mi. | Ma. | Mi. | Ma. | Mi. | Ma. | Mi. | Ma.

1 - - - v - - - - - - - -

2 - - v v - - - v v - v -

3 - - - - - - - - v v - -

4 - - - - - - - - v - - -

5 - - - - - - - v - - - -

6 - - - v - - - v v - v v

7 - - - v - - - v v v v v

8 - - - - - - - - - - - -

9 - - - - - - - - - - - -

10 - - - - - - - v - - v v

11 - - v v - - v v v - v -

12 - - v v - - v v - - - -
13 v - v v - - v v v v v v
14 - - v v - - - - v v v v
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2 Diabetiker hatten eine isolierte Amylase-, ein Patient eine isolierte Chymotrypsin-
mindersekretion, 5 hatten reduzierte Amylase- und Chymotrypsinsekretion, einer hatte
verminderte Amylase-, Chymotrypsin- und Trypsinwerte und ein Diabetespatient hat-

te erniedrigte Werte fir die beiden Proteasen Trypsin und Chymotrypsin (Tab. 5).

3.1.2 Volumen und Bicarbonat

Mittelwert Maximalwert
150 4 Volumen (ml/10 min) 120 -
+ & 100 -
100 - + 80 -
60
50 - 40 -
20 -
0 0
A A
140 - Bicarbonat (puval/min) + + 250 -
1201 + 200 -
100 - +
80 4 150 A
60 1 100 -
40 -
20 50 -
0 4 0
Basal Sekretin Sekretin/CCK Basal Sekretin Sekretin/CCK
Abbildung 7: Basale und hormonal stimulierte pankreatische Wasser- und Bicarbonat-

flussrate (MW + SE), & : Gesunde (n=10), | : Diabetiker (n=14), +: p
< 0,05 gegen-iiber Basal, A: p < 0,05 gegeniiber Sekretin, #: p < 0,05
gegeniiber Gesunden

Analog zu den Enzymflussraten waren die pankreatischen Wasser- und Bicarbonat-
flussraten der gesunden Probanden und der Diabetespatienten wéhrend simultaner
Sekretin- und Ceruletidstimulation héher, verglichen mit der Basalflussrate und der

Flussrate unter solitdrer Sekretinstimulation (Abb. 7).

Unter solitdrer Sekretinstimulation waren die Maximal- und insbesondere die Mittel-
werte von Volumen und Bicarbonatflussrate bei den Diabetespatienten niedriger als

bei den Gesunden. Signifikant war der Unterschied jedoch nur bei den Mittelwerten
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der Sekretvolumina (Abb. 7). Wahrend der Sekretin/Ceruletid-Stimulationsperiode
befanden sich bei nur 5 der 15 Diabetespatienten die Volumen- und Bicarbonatwerte
in dem von den gesunden Probanden vorgegebenen Normalbereich, 2 Diabetiker hat-
ten ein solitér reduziertes Sekretionsvolumen, 1 Patient hatte pathologisch erniedrigte
Werte nur die Bicarbonatflussrate betreffend und 6 Diabetiker hatten kombiniert redu-

zierte Volumen- und Bicarbonatwerte (Tab. 5).

3.2 Magenentleerung

Unter Berlcksichtigung der Parameter, die tblicherweise fir die Messung der Magen-
entleerung mittels *C-Oktansaure-Atemtest verwendet werden (Ghoos et al. 1993),
ergab die Magenentleerungsgeschwindigkeit von fester Nahrung fir Gesunde und
Diabetespatienten keinen signifikanten Unterschied (., fir Gesunde bzw. Diabetiker:
141,16 + 14,07 gegeniber 168,31 + 28,37 min, p=0,456; tiag: 135,05 + 27,16 gegeni-
ber 115,39 + 23,12, p=0,587). Bezogen auf den von den 10 gesunden Probanden vor-
gegebenen Normalbereich hatten 3 Diabetespatienten eine verzégerte Magenentlee-
rung (ty, > 218,5 min) und 1 Diabetespatient eine grenzwertig beschleunigte Magen-

entleerung (ty < 49,7 min).
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kumulative **C-Wiederfindungsrate/h
(cPDR) [%]

13~ _\\Ji . 0
15 - C-Wiederfindungsrate/h (PDR) [%] 40 -

—&— Gesunde FeKk

—&— Diabetiker

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Testzeit [h] Testzeit [h]

Abbildung 8:  '*C-Oktansaure-Atemtest: Prozentuale **C-Wiederfindungsrate (PDR) und
kumulative *C-Wiederfindungsrate (cPDR) bei Gesunden und Diabetikern
(MW £ SE), *: p <0,05; **: p<0,01; ***: p < 0,001

Die prozentuale **C-Wiederfindungsrate (PDR) nach 3 und 4 Stunden, die kumulative
3C-Wiederfindungsrate (cPDR) nach 4 und 5 Stunden und die maximale **C-
Wiederfindungsrate (PDRmax) waren jedoch bei den Diabetespatienten im Vergleich

zu den Gesunden signifikant reduziert (Abb. 8).
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3.3 Indirekte Pankreasfunktionsanalyse

3.3.1 BC-MTG-Test

1o - Bc-Wiederfindungsrate/h (PDR) [¢

—O— Gesunde Sk
10 - **k%

—@— Diabetiker

1 2 3 4 5 6 7 8
Testzeit [h]
60 - Kumulative*C-Wiederfindungsrate/h (cPDR) [% *%*

1 2 3 4 5 6 7 8
Testzeit [h]

Abbildung 9: BC-MTG-Test: Prozentuale “*C-Wiederfindungsrate (PDR) und kumulative

B3C-Wiederfindungsrate (cPDR) bei Gesunden und Diabetikern (MW +
SE), *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p < 0,001

Auch beim *C-MTG-Test war die maximale **C-Wiederfindungsrate (PDRmax) der

Diabetespatienten im Vergleich zu den Gesunden signifikant reduziert (7,13 + 0,34
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gegenuber 9,82 + 0,86 %, p=0,004). Weiterhin waren bei den Diabetikern die prozen-
tuale *C-Wiederfindungsrate (PDR) nach 1, 4, 5, 6, 7 und 8 Stunden und die kumula-
tive *C-Wiederfindungsrate (cPDR) nach 1, 2, 5, 6, 7 und 8 Stunden gegeniiber den
Gesunden signifikant reduziert (Abb. 9).

3.3.2 Chymotrypsin im Stuhl

Die nur bei den Diabetespatienten durchgefiihrte Bestimmung von Chymotrypsin im
Stuhl ergab einen Mittelwert von 7,29 £+ 1,09 U/g (Normalwert > 6 U/g). 9 Patienten

hatten normale und 5 hatten pathologisch erniedrigte Werte.

3.4 Assoziation zwischen Magenentleerung und exokriner Pankreasfunktion

3.4.1 Alle Probanden

Unter Berucksichtigung aller Probanden, Gesunde und Diabetespatienten, zeigten die
zur Magenentleerungsgeschwindigkeit erhobenen Parameter (t, tiag und tPDRmax)
eine signifikante Assoziation zur direkt mit dem SP-Test gemessenen und zur indirekt
mit dem *C-MTG-Test gemessenen exokrinen Pankreasfunktion. Die unter hormona-
ler Stimulation gemessenen Enzymaktivitdten im Duodenalsaft korrelierten dabei po-
sitiv mit der maximalen und kumulativen **C-Exkretion nach Ingestion von **C-
Oktansaure und negativ mit ty, ti,g und tPDRmax. Hohe Enzymsekretionsraten im SP-
Test waren demnach mit schneller Magenentleerung und hoher **C-Exkretion wah-
rend des **C-Oktansaure-Atemtests assoziiert. Im Allgemeinen waren die Assoziatio-
nen flr Lipase und Amylase unter solitdrer Sekretinstimulation ausgepragter als fiir
Trypsin, Chymotrypsin und simultane Sekretin/Ceruletid-Stimulation (Abb. 10 und
Abb. 11).
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Abbildung 10:  Assoziation zwischen Parametern des **C-Oktansdure-Atemtests und der
mittleren Sekretin-stimulierten Amylasesekretion bei Gesunden und Diabe-
tikern (t,: r = -0,405; p < 0,05; cPDR): r = 0,455; p < 0,05)
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Abbildung 11:  Assoziation zwischen Parametern des “*C-Oktansaure-Atemtests und der
mittleren Sekretin-stimulierten Lipasesekretion bei Gesunden und Diabeti-
kern (t,: r =-0,408; p < 0,05; cPDRn): I = 0,422; p < 0,05)
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In &hnlicher Weise waren die Parameter der Magenentleerung mit den im **C-MTG-
Test gemessenen indirekten Parametern der exokrinen Pankreasfunktion assoziiert.
Die kumulative *3*C-Exkretion nach **C-MTG-Ingestion, die jeweils nach 1-8 Stunden
bestimmt wurde, zeigte immer eine signifikante positive Korrelation gegentber der

maximalen *C-Exkretion nach Aufnahme von *3C-Oktanséure (p < 0,05).

3.4.2 Diabetespatienten

Die beschriebenen Assoziationen waren bei solitarer Betrachtung der Diabetespatien-
ten besonders ausgepréagt (Abb. 12 und Abb. 13). Bei den Diabetikern korrelierten die
mittleren und maximalen Sekretin- oder Sekretin/Ceruletid-stimulierten Enzymaktivi-
taten von Trypsin, Lipase und Amylase positiv mit der kumulativen *C-Exkretion
nach Ingestion von **C-Oktansaure und negativ mit den Magenentleerungsparametern
tys, tiag UNd tPDRmax.

aso 4 W2 (BC-Oktansaure-Atemtest) [mi 16~ CPDRey (BC-Oktansaure-Atemtes
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Abbildung 12:  Assoziation zwischen Parametern des **C-Oktansdure-Atemtests und der
mittleren Sekretin-stimulierten Amylasesekretion bei Diabetikern (t,: r =
-0,447; p > 0,05; cPDR¢n): r = 0,649; p < 0,05)
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Abbildung 13:  Assoziation zwischen Parametern des **C-Oktanséure-Atemtests und der
mittleren Sekretin-stimulierten Lipasesekretion bei Diabetikern (t,: r =
-0,572; p < 0,05; cPDR@n): r = 0,738; p < 0,01)

Es bestand darlber hinaus eine signifikante negative Korrelation zwischen der Zeit bis
zur maximalen prozentualen *C-Wiederfindungsrate (tPDRmax) nach **C-MTG-Inges-

tion und der PDRnax und cPDR(1.5 ny nach Aufnahme von **C-Oktansaure (Abb. 14).
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Abbildung 14:  Assoziation zwischen der tPDRya nach *C-MTG-Ingestion und Parame-
tern des **C-Oktansaure-Atemtests bei Diabetikern (PDRya: ' = -0,624; p
< 0,05; cPDR@n): r =-0,763; p < 0,01)

3.4.3 Gesunde

Die unter Bericksichtigung aller Probanden gefundenen Assoziationen wurden bei
solitarer Betrachtung der gesunden Probanden nicht beobachtet. Statt dessen waren
bei den Gesunden die simultan mit Sekretin und Ceruletid stimulierten mittleren und
maximalen Enzymflussraten von Lipase und Amylase positiv korreliert mit niedriger
frihpostprandialer kumulativer **C-Exhalation (cPDR) nach Aufnahme von **C-
Oktansdaure (Abb.15). Aulerdem fand sich eine signifikante positive Korrelation
zwischen der Magenentleerungshalbwertzeit (t,) und der PDRpax und cPDR(1g ny nach
Aufnahme von *C-MTG (Abb. 15).
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Abbildung 15:  Links: Assoziation zwischen cPDR:, nach “*C-Oktanséure-Ingestion und
Sekretin/Ceruletid-stimulierter maximaler Lipasesekretion bei Gesunden (r
= -0,634; p < 0,05), rechts: Assoziation zwischen Magenentleerungshalb-
wertzeit (t,,) und cPDR 4y nach *C-Oktanséure-Ingestion bei Gesunden (r
=0,714; p < 0,05)

3.5 Assoziation zwischen direkten und indirekten Pankreasfunktions-

Parametern
3.5.1 Alle Probanden

Unter Beriicksichtigung aller untersuchten Probanden waren die mittleren und maxi-
malen Aktivitaten samtlicher Enzyme im Duodenalsaft unter simultaner Sekretin- und
Ceruletid-Stimulation assoziiert mit allen 1-8 Stunden nach *C-MTG-Ingestion ge-
messenen kumulativen **C-Exhalationen. Insbesondere die cPDRzn) zeigte dabei ge-
genuber Trypsin, Chymotrypsin und Amylase eine signifikante positive Korrelation
(Abb. 16-18), nicht dagegen bei Lipase. AuBerdem bestand eine negative Korrelation
zwischen Sekretin-stimulierter mittlerer und maximaler Lipasesekretion und der Zeit
bis zur maximalen **C-Exkretion nach **C-MTG-Ingestion (r = -0,46 ; p < 0,05 und r
=-0,491; p < 0,05). Hohe Lipasesekretionsraten waren demzufolge signifikant mit im

13C-MTG-Test gemessener schneller Lipiddigestion assoziiert.



3 Ergebnisse 44

13 13
1 - CPDR;) (T"C-MTG -Test) [% 15 - CPDR;p) (T"C-MTG -Test) [%
O Gesunde o o
. . o o
10 4 [® Diabetiker
8 -
6 4
4 -
2 -
0 L) L) L) L) Ll 0 L) L) L) Ll
0 100 200 300 400 500 0 200 400 600 800
Sekretin/CCK-stimulierte mittlere Trypsinsekretion Sekretin/CCK-stimulierte maximale Trypsinsekretion

[U/min] [U/min]

Abbildung 16:  Assoziation zwischen der cPDRy,y nach **C-MTG-Ingestion und der Sekre-
tin/Ceruletid-stimulierten mittleren (links) und maximalen (rechts) Tryp-
sinsekretion bei Gesunden und Diabetikern (r = 0,594; p < 0,05 und r =

0,56; p < 0,05)
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Abbildung 17:  Assoziation zwischen der cPDR ¢, nach B3C-MTG-Ingestion und der Sekre-
tin/Ceruletid-stimulierten mittleren (links) und maximalen (rechts) Chy-
motrypsinsekretion bei Gesunden und Diabetikern (r = 0,53; p < 0,05 und
r =0,519; p <0,05)
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Abbildung 18:  Assoziation zwischen der cPDRy,y nach **C-MTG-Ingestion und der Sekre-
tin/Ceruletid-stimulierten mittleren (links) und maximalen (rechts) Amyla-
sesekretion bei Gesunden und Diabetikern (r = 0,408; p < 0,05 und r =
0,498; p <0,05)

Dariiber hinaus ergab sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der
CPDRy nach *C-MTG-Ingestion und der mittleren und maximalen Lipasesekretion
unter alleiniger Sekretin-Stimulation ( r = 0,483; p < 0,05 und r = 0,443; p < 0,05)
(Abb. 19).
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Abbildung 19:  Assoziation zwischen der cPDRy,y nach **C-MTG-Ingestion und der Sekre-
tin-stimulierten mittleren (links) und maximalen (rechts) Lipasesekretion
bei Gesunden und Diabetikern (r = 0,483; p < 0,05 und r = 0,443; p <
0,05)

3.5.2 Diabetespatienten

Unter alleiniger Beriicksichtigung der Diabetespatienten ergaben sich ahnlich hohe
Korrelationskoeffizienten zwischen der cPDR 2 Stunden nach Aufnahme von **C-
MTG und den Enzymsekretionen unter simultaner Sekretin- und Ceruletid-
Stimulation. Aufgrund des geringeren Stichprobenumfanges (n=14) ergab sich jedoch
nur fur die mittlere Trypsinsekretion eine signifikante Korrelation (Abb. 20). Auch fur
die Diabetespatienten ergab sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der
cPDRr) nach *C-MTG-Ingestion und der mittleren und maximalen Lipasesekretion
unter alleiniger Sekretin-Stimulation (r = 0,669; p < 0,05 und r = 0,652; p < 0,05)
(Abb. 21).
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Abbildung 20:  Assoziation zwischen der cPDRy,y nach **C-MTG-Ingestion und der Sekre-
tin/Ceruletid-stimulierten mittleren (links) und maximalen (rechts) Tryp-
sinsekretion bei Diabetikern (r = 0,534; p < 0,05 und r = 0,505; p > 0,05)
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Abbildung 21:  Assoziation zwischen der cPDR ¢, nach B3C-MTG-Ingestion und der Sekre-
tin-stimulierten mittleren (links) und maximalen (rechts) Lipasesekretion
bei Diabetikern (r = 0,669; p < 0,01 und r = 0,652; p < 0,05)
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Die bei den Diabetespatienten bestimmten Chymotrypsinaktivitaten im Stuhl ergaben
weder gegenuber den im SP-Test direkt gemessenen Enzymaktivitdten noch gegeni-

ber den im *C-MTG-Test erhobenen Parametern signifikante Korrelationen.

3.5.3 Gesunde

Unter alleiniger Berticksichtigung gesunder Probanden ergaben sich wiederum insge-
samt kaum signifikante Korrelationen zwischen der cPDR 2 Stunden nach Aufnahme
von *C-MTG und den Enzymflussraten unter simultaner Sekretin- und Ceruletid-
Stimulation, mit Ausnahme der Chymotrypsinsekretion, bei welcher sowohl Mittel-
werte, als auch Maximalwerte signifikant korrelierten (r = 0,714; p < 0,05 und r =
0,692; p < 0,05) (Abb. 22).
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Abbildung 22:  Assoziation zwischen der cPDR ¢, nach 13C—MTG—Ingestion und der Sekre-
tin/Ceruletid-stimulierten mittleren (links) und maximalen (rechts) Chy-
motrypsinsekretion bei Gesunden (r = 0,714; p< 0,05 und r = 0,692; p <
0,05)
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3.5.4 Aussagekraft des *C-MTG-Tests bei Pankreasinsuffizienz
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Abbildung 23:  **C-MTG-Test: Prozentuale **C-Wiederfindungsrate (PDR) und kumulative
3C-Wiederfindungsrate (cPDR) bei Personen ohne und solchen mit leicht-
er bis mittelschwerer Pankreasinsuffizienz (MW + SE), *: p < 0,05; **: p
<0,01; ***: p < 0,001

Es fanden sich bei den von uns untersuchten Personen 12 Probanden (10 Gesunde, 2
Diabetespatienten) ohne Pankreasinsuffizienz, bezogen auf den von den 10 gesunden
Probanden vorgegebenen Normalbereich. Die Ubrigen 12 Diabetespatienten zeigten

alle eine Einschrankung eines oder mehrerer Sekretionsparameter im Sekretin-
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Pankreozymin-Test, jedoch ohne klinischen Anhalt fiir eine Steatorrhoe. Sie hatten

demzufolge alle eine nur leichte bis mittelschwere Pankreasinsuffizienz.

Bei Personen mit leichter bis mittelschwerer Pankreasinsuffizienz war die prozentuale
3C-Wiederfindungsrate (PDR) nach 1, 4, 5 und 7 Stunden und die kumulative **C-
Wiederfindungsrate (cPDR) nach 1, 2, 5, 6, 7 und 8 Stunden gegentiber den Personen

mit normaler exokriner Pankreasfunktion signifikant reduziert (Abb. 23).
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Abbildung 24:  cPDRany nach **C-MTG-Ingestion bei Probanden ohne und solchen mit
leichter bis mittelschwerer Pankreasinsuffizienz (SP-Test)

Bei einem Grenzwert von 1,8 % erwies sich die kumulative prozentuale *C-
Wiederfindungsrate 1 Stunde nach Aufnahme von *C-MTG-Tests (CPDRn)) mit ei-
ner Sensitivitat von 83,3 % und einer Spezifitdt von 91,7 % als geeignetster Parame-
ter, Personen mit vorhandener leichter oder mittelschwerer Pankreasinsuffizienz ge-
gen solche mit normaler exokriner Pankreasfunktion abzugrenzen (Abb. 24). Wegen
zu groRer Uberlappung der Messwerte war es jedoch kaum mdglich, eine leichte ge-

gen eine mittelschwere Form der Pankreasinsuffizienz abzugrenzen.
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3.5.5 Kombination von **C-MTG-Test und *3*C-Oktansaure-Atemtest

Verschiedene Kombinationen von *C-MTG-Test und '*C-Oktansiure-Atemtest,
zwecks Neutralisation gemeinsamer und fiir die Quantifizierung der lipolytischen Ak-
tivitat unerheblicher Transport- und Stoffwechselschritte, ermdglichten keine Verbes-
serung der Aussagekraft der indirekten Pankreasfunktionsanalyse. Weder die Subtrak-
tionen der prozentualen Exhalationsraten beider Atemtests, noch die Anwendung des
Konvolutionsproduktes (Maes et al. 1998) ergaben bessere Korrelationen mit den di-
rekten Pankreasfunktionsparametern, als die nicht korrigierten Ausgangswerte des
BC-MTG-Tests.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Parameter des unter Ruhebedingungen und mit
einer erhdhten Lipiddosis durchgefiihrten modifizierten **C-MTG-Tests bei Gesunden
und Diabetikern mit der invasiv gemessenen Pankreasenzymsekretion signifikant kor-
relieren. Es besteht also eine signifikante Assoziation zwischen den Ergebnissen des
direkten, invasiven und des indirekten, nicht invasiven Pankreasfunktionstests bei
gleichzeitig hoher Sensitivitat und Spezifitat des *C-MTG-Tests fiir eine exokrine
Pankreasinsuffizienz. Dies ist besonders bedeutsam, da die untersuchten Patienten
héchstens milde bis méaRige Formen einer exokrinen Pankreasinsuffizienz aufwiesen,
der Test also auch leichte exokrine Sekretionsstorungen des Pankreas zu erkennen

vermag.

4.1 Exokrine Pankreasfunktion bei Patienten mit Diabetes mellitus

In zahlreichen Studien wird eine erhdhte Prévalenz der exokrinen Pankreasinsuffi-
zienz sowohl bei Typ 1-, als auch bei Typ 2 Diabetespatienten beschrieben, wobei
aber insgesamt sehr unterschiedliche Angaben gemacht werden. Wahrend manche
Studien keine Reduktion der digestiven pankreatischen Funktion bei Diabetikern er-
heben (Peters et al. 1966, Aktan et Klotz 1958) beschreiben andere Autoren bei bis zu
93 % der Diabetespatienten eine exokrine Pankreasinsuffizienz unterschiedlichen
Ausmales (Baron et Nabarro 1973). Zu einem groflen Anteil wird die Differenz
zwischen diesen Ergebnissen darauf zuriickzufiihren sein, dass in den verschiedenen
Studien unterschiedliche Untersuchungsmethoden mit unterschiedlicher Sensitivitat
und Spezifitdt zum Einsatz kamen, um die exokrine Pankreasfunktion zu quantifizie-
ren. Der haufig verwendete Sekretin-Pankreozymin-Test ist darlber hinaus nicht
international standardisiert und die Ergebnisse und Referenzwerte der verschiedenen
Zentren lassen sich nicht miteinander vergleichen (Richter et al. 1992). AulRerdem
durfte die Patientenselektion wesentlichen Einfluss auf die Ergebnisse der einzelnen
Untersuchungen haben, da es Hinweise auf eine deutlich hohere Prévalenz der exokri-
nen Pankreasinsuffizienz bei Typ 1 Diabetespatienten im Vergleich zu Typ 2 Diabeti-
kern gibt (Frier et al. 1976, Bretzke 1984, Chey et al. 1963). Pathologisch erniedrigte
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Elastase 1-Konzentrationen im Stuhl finden sich hdufiger bei Typ 1 Diabetespatienten
als bei Typ 2 Diabetikern (Hardt et al. 2000). Frier et al. fanden bei 9 Typ 1 Diabetes-
patienten mit noch teilweise erhaltener Betazellfunktion eine signifikante positive
Korrelation zwischen der residualen Insulinsekretionskapazitdt und der exokrinen
Pankreasfunktion (Frier et al. 1978). Eine solche direkte Abhangigkeit der exokrinen
Pankreasfunktion von der lokalen Insulinkonzentration liefert eine mogliche Erkléa-
rung fir eine beim Typ 2 Diabetespatienten weniger ausgepragte exokrine pankrea-
tische Funktionsstorung, aufgrund der noch vorhandenen, wenn auch relativ zu gerin-

gen Insulinsekretion.

Im Vergleich zum Normalbereich hatten 12 der 14 von uns untersuchten Diabetespa-
tienten (85 %) pathologisch erniedrigte Pankreasfunktionsparameter im Sekretin-
Pankreozymin-Test. Wahrend simultaner Sekretin- und Ceruletid-Stimulation waren
alle Enzymflussraten bei den Diabetespatienten signifikant niedriger als bei den Ge-
sunden. Die pankreatische Mindersekretion betraf dabei besonders die Enzyme Chy-
motrypsin und Amylase. Im Mittel waren die Flussraten beider Enzyme im Vergleich

zu den gesunden Probanden auf 55-60 % reduziert.

4.2 Magenentleerungsstorungen bei Patienten mit Diabetes mellitus

Messbare Magenentleerungsstérungen treten bei Patienten mit Diabetes mellitus hau-
figer auf als bei Gesunden. Etwa 50 % der Patienten mit Diabetes mellitus haben eine
Magenentleerungsverzégerung (Horowitz et al. 1986, Keshavarzian et al. 1987, Ho-
rowitz et al. 1989).

Hyperglykamie reduziert die postprandiale antrale Kontraktionsaktivitat bei Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 1 und autonomer Neuropathie. Es wird vermutet, dass diese
Veranderungen der antroduodenalen Motilitdt die Magenentleerungsverzégerung bei
diesen Patienten im Zuge einer Hyperglykdmie verursachen (Samsom et al. 1997).
Umgekehrt reduziert wiederum eine verzdgerte Magenentleerung im Zuge einer dia-
betischen Gastroparese das Ausmal} einer postprandialen Hyperglykdmie (Camilleri

2007). Zwischen Magenentleerung und Blutzuckerspiegel bestehen somit durchaus
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gegenseitige Beeinflussungen. Vornehmlich jedoch wird die diabetische Gastroparese
zuriickgefihrt auf eine irreversible Schadigung des autonomen Nervensystems im
Zuge einer diabetischen Neuropathie (Feldman et Schiller 1983, Camilleri et Malage-
lada 1984, Malagelada et al. 1980). Sie tritt sowohl bei Typ 1, als auch bei Typ 2 Dia-
betespatienten auf (Samsom et al. 2003, Pfaffenbach et al. 1995, Folwaczny et al.
2003), verstarkt sich mit zunehmendem Alter und zunehmender Diabetesdauer (Laci-
gova et al. 2000) und gilt als typische diabetische Spatkomplikation (Tomi et al.
2002).

Die seltenere pathologische beschleunigte Magenentleerung manifestiert sich bei etwa
20 % der erst kirzlich an Diabetes mellitus erkrankten Patienten (Tomi et al. 2002).
Sie tritt hauptséchlich bei Typ 2 Diabetespatienten auf (Schwartz et al. 1997, Bertin et
al. 2001) und ist assoziiert mit vermehrten proximalen gastralen phasischen Kontrak-
tionen (Frank et al. 1995).

Anders als erwartet zeigten aktuelle Untersuchungen, dass Patienten mit autonomer
Dysfunktion h&ufiger eine beschleunigte als eine verzogerte Magenentleerung aufwei-
sen. 44 % der Patienten mit nachweislichen sudomotorischen, thermoregulatorischen,
kardiovagalen und vasomotorisch-adrenergen Funktionsstérungen hatten eine be-
schleunigte Magenentleerung. Die Ubrigen Patienten hatten zu jeweils 27 % eine nor-
male und verzdgerte Magenentleerung (Lawal et al. 2007). Zu bemerken ist dabei,
dass es sich um Patienten mit gastrointestinalen Symptomen und autonomer Dysfunk-
tion handelte, ohne dass jedoch eine zugrunde liegende, die autonome Dysfunktion
erklarende Stérung, wie zum Beispiel ein Diabetes mellitus, dabei eine besondere Be-
ricksichtigung fand. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen haben, wie bereits oben
beschrieben, etwa 50 % der Patienten mit Diabetes mellitus vergleichsweise deutlich
haufiger eine Magenentleerungsverzégerung. Eine moégliche Erklarung fur diese Hau-
figkeitsunterschiede sind Hyperglykdmien, die ja bei Diabetespatienten neben einer
autonomen Neuropathie zu Magenentleerungsverzdgerungen beitragen (Fraser et al.
1990, Schvarcz et al. 1997).

Bezogen auf den von den 10 gesunden Probanden vorgegebenen Normalbereich hat-

ten 3 (21 %) der 14 von uns untersuchten Diabetespatienten eine verzogerte und ein
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Patient (7 %) eine beschleunigte Magenentleerung. Im Wesentlichen entsprechen so-

mit unsere Ergebnisse den in der Literatur angegebenen Haufigkeiten.

Ahnlich wie in anderen Studien (Pfaffenbach et al. 1995, Folwaczny et al. 2003) zeig-
ten unsere Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied der Magenentleerungs-
halbwertzeiten von Diabetespatienten im Vergleich zu Gesunden, mit lediglich einer
Tendenz zu durchschnittlich langeren Magenentleerungshalbwertzeiten bei Diabeti-
kern. Diese Tatsache reflektiert jedoch das grofiere Spektrum der pathologischen, teils
beschleunigten, teils verzogerten Magenentleerungsgeschwindigkeiten bei Diabetes-
patienten, so dass es bei der Mittelwertbildung zu einem Aufhebungseffekt kommt.
Dabei scheint jedoch auch die Konsistenz der verabreichten Testmahlzeit eine Rolle
zu spielen, zumal bei Verwendung einer fllissigen Testmahlzeit signifikant verzdgerte
Magenentleerungshalbwertzeiten bei Diabetespatienten beschrieben werden (Pfaffen-
bach et al. 1995, Folwaczny et al. 2003).

4.3 Assoziation zwischen Magenentleerung und exokriner Pankreasfunktion

Unter Berucksichtigung aller Probanden, Gesunde und Diabetespatienten, zeigten die
zur Magenentleerungsgeschwindigkeit erhobenen Parameter (t, tiag und tPDRmax)
eine signifikante Assoziation zur direkt mit dem SP-Test gemessenen und zur indirekt
mit dem *C-MTG-Test gemessenen exokrinen Pankreasfunktion. Die unter hormona-
ler Stimulation gemessenen Enzymaktivitdten im Duodenalsaft korrelierten dabei po-
sitiv mit der maximalen und kumulativen **C-Exkretion nach Ingestion von **C-
Oktansdure und negativ mit der Magenentleerungshalbwertzeit, der Lag-Zeit und der
Zeit bis zur maximalen Wiederfindungsrate. Hohe Enzymsekretionsraten im SP-Test
waren demnach mit schneller Magenentleerung und hoher **C-Exkretion wéhrend des
13C-Oktansaure-Atemtests assoziiert. Die beschriebenen Assoziationen waren bei al-
leiniger Betrachtung der Diabetespatienten besonders ausgepragt, fanden sich hinge-

gen nicht bei isolierter Betrachtung der Gesunden.

Bemerkenswert ist insbesondere, dass die direkt mittels SP-Test gemessenen Enzym-

flussraten, welche durch exogene, von der Magenentleerung volistandig unabhéngigen
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Stimulation des exokrinen Pankreas resultieren, signifikant mit den Magenentlee-
rungsparametern korrelierten. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass CCK beim
Menschen nicht direkt auf die Azinuszellen zu wirken scheint, sondern uber CCK-
Rezeptoren auf cholinergen Nervenfasern (Adler et al. 1991, Beglinger et al. 1992,
Katschinski et al. 1995). Pathologisch erniedrigte Enzymflussraten unter maximaler
exogener Sekretin- und CCK-Stimulation im SP-Test kdnnen somit zumindest partiell

auf ein geschédigtes zwischengeschaltetes Nervensystem zurlickzufiihren sein.

Die beschriebenen Korrelationen und insbesondere die starkere Auspragung bei Dia-
betespatienten weisen aber darauf hin, dass die fir die diabetische Gastroparese vor-
nehmlich verantwortliche autonome Neuropathie (Feldman et Schiller 1983, Camilleri
et Malagelada 1984, Malagelada et al. 1980), neben humoralen, autoimmunen und
perfusionsbedingten Stérungen (Grdger et Layer 1995), mdglicherweise zu einem
nicht unerheblichen Anteil auch an der Entwicklung einer exokrinen Pankreasinsuffi-
zienz beim Diabetespatienten beteiligt sein kann. Auch wenn eine diabetische Poly-
neuropathie nur bei zwei der untersuchten Patienten bekannt war, kdnnte sie bei et-
lichen Patienten subklinisch vorgelegen haben und die gleichzeitige Reduktion von

Magenentleerungsgeschwindigkeit und Pankreasenzymausschittung erkléren.

4.4 Evaluation des ®C-MTG-Tests

Frihere Untersuchungen fanden keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
gesunden Kontrollpersonen und Patienten mit leichter exokriner Pankreasfunktion
unter Verwendung des **C-MTG-Tests (Loser et al. 1998). Dariiber hinaus ergab eine
2004 veroffentlichte Metaanalyse, dass auch keiner der anderen verfuigbaren nicht-
invasiven Pankreasfunktionstests sensitiv genug ist, um eine leichte bis mittelschwere

exokrine Pankreasinsuffizienz zuverlassig nachzuweisen (Sigmund et al. 2004).

Ziel der vorliegenden Studie war die Verbesserung des **C-MTG-Tests zwecks besse-
rer Abgrenzung zwischen normaler Pankreasfunktion und leichter beziehungsweise
mittelschwerer Pankreasinsuffizienz. Deshalb fiihrten wir unsere Untersuchungen ge-

zielt an Diabetespatienten durch. Sie waren bei unserer Fragestellung insofern geeig-
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nete Probanden, als dass sie haufig pathologisch erniedrigte Pankreasenzymsekre-
tionsraten im Sinne einer leichten bis mittelschweren Pankreasinsuffizienz aufweisen
(Groger et Layer 1995, Keller et al. 2005). Es fanden sich bei den von uns untersuch-
ten Personen 12 Probanden (10 Gesunde, 2 Diabetespatienten) ohne Pankreasinsuffi-
zienz, bezogen auf den von den 10 gesunden Probanden vorgegebenen Normalbe-
reich. Die Ubrigen 12 Diabetespatienten zeigten alle eine Einschrankung eines oder
mehrerer Sekretionsparameter im Sekretin-Pankreozymin-Test. Sie hatten aufgrund
des Fehlens einer entsprechenden Symptomatik (Lankisch et al. 1983) definitionsge-

manR eine nur leichte bis mittelschwere Pankreasinsuffizienz.

In unserer Studie war bei Personen mit leichter bis mittelschwerer Pankreasinsuffi-
zienz die prozentuale *C-Wiederfindungsrate (PDR) nach 1, 4, 5 und 7 Stunden und
die kumulative *C-Wiederfindungsrate (cPDR) nach 1, 2, 5, 6, 7 und 8 Stunden gege-
niber solchen mit normaler exokriner Pankreasfunktion signifikant reduziert (Abb.
23). Bei einem Grenzwert von 1,8 % erwies sich die kumulative prozentuale **C-
Wiederfindungsrate 1 Stunde nach Aufnahme von *C-MTG-Tests (cPDR@ny) mit ei-
ner Sensitivitat von 83,3 % und einer Spezifitat von 91,7 % als geeignetster Parame-
ter, Personen mit vorhandener leichter oder mittelschwerer Pankreasinsuffizienz ge-

gen solche mit normaler exokriner Pankreasfunktion abzugrenzen (Abb. 24).

Im Vergleich zu friheren Studien wurde in der aktuellen Untersuchung ein modifi-

ziertes Testverfahren eingesetzt:

« Es wurde beim *C-MTG-Tests eine vergleichsweise hohe Lipiddosis in der Test-
mahlzeit verwendet.

« Es wurde die Magenentleerungsgeschwindigkeit, welche auch die Parameter des
13C-MTG-Tests beeinflusst, mittels **C-Oktansaure-Atemtest kontrolliert.

« Sowohl wihrend des **C-Oktansaure-Atemtests, als auch wahrend des **C-MTG-
Tests wurden die Probanden angewiesen, fur die gesamte Dauer des Tests in sit-

zender Haltung zu bleiben.

Welchen relativen Einfluss die Modifikationen der einzelnen Parameter auf die Er-

gebnisse haben, l&sst sich aufgrund des Studiendesigns nicht differenzieren.
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Im einzelnen kann die Erhéhung der Lipiddosis in der Testmahlzeit insofern eine bes-
sere Abgrenzung verschiedener Schweregrade einer exokrinen Pankreasinsuffizienz
ermoglichen, indem bei niedriger Lipiddosis die Lipasesekretion von Patienten mit
eingeschrénkter exokriner Pankreasfunktion ausreicht, um Lipide &hnlich schnell wie
Pankreasgesunde zu spalten. Wenn jedoch eine ausreichend hohe Lipiddosis die lipo-
Iytische Kapazitat von Personen mit nur leicht reduzierter Enzymsekretion (bersteigt,
fuhrt dies moglicherweise durch die somit verzogerte **C-MTG-Digestion und verspa-
tete 3CO,-Exhalation zur besseren Unterscheidbarkeit von nur leichten und magigen

Graden einer exokrinen Pankreasinsuffizienz.

Wie bereits in Kapitel 2 aufgefuhrt, ist der wesentliche Unterschied zwischen den fiir
den 'C-Oktansdure-Atemtest und **C-MTG-Test verwendeten Substraten lediglich
der, dass an Position 1 und 3 eines Glycerinrestes gebundene Stearylgruppen beim
13C-MTG-Test erst durch Lipase abgespalten werden miissen, bevor Glyrerol-mono-
3C-Oktansaure im Duodenum resorbiert wird, wahrend beim *C-Oktanséure-
Atemtest freie 3C-Oktansaure resorbiert wird. Deshalb kann es zu einer gewissen
zeitlichen Verzogerung der Substratverarbeitung gegentiber der freien **C-Oktansaure
kommen, welche beim **C-Oktansaure-Atemtest ohne pankreatische Digestion resor-
biert wird. Aus diesem Grunde subtrahierten wir die prozentualen Exhalationsraten
beider Atemtests zu allen Zeitpunkten voneinander, um so die gemeinsamen Trans-
port- und Metabolisierungsschritte zu neutralisieren und moglicherweise ein exakteres
MaR fiir die Lipaseaktivitat zu erhalten. Die Subtraktionen der prozentualen Exhala-
tionsraten beider Atemtests ergaben jedoch keine besseren Korrelationen mit den di-
rekten Pankreasfunktionsparametern, als die nicht korrigierten Ausgangswerte des
13C-MTG-Tests, so dass hierdurch keine Verbesserung der Aussagekraft der indirek-

ten Pankreasfunktionsanalyse ermdglicht werden konnte.

Eine andere bewahrte Methode, welche Prozesse wie Magenentleerung, Resorption,
Metabolismus und Abatmung zu diskriminieren vermag, ist unter dem mathema-
tischen Prinzip des Konvolutionsproduktes bekannt (Maes et al. 1998). In unseren
Analysen wurde es wie folgt angewendet: Die Rate der *CO,-Exhalation beim **C-
MTG-Test wéhrend eines bestimmten Zeitintervalls ist das Resultat eines akkumulier-

ten Effektes von Substraten, welche in den vergangenen Intervallen aus dem Magen
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ins Duodenum (bergetreten sind. Durch Umformen des sich ergebenden mathema-
tischen Ausdruckes (vgl. Material und Methoden) kann nach der gesuchten Lipaseak-

tivitat aufgelost werden.

Auch die Anwendung des Konvolutionsproduktes ergab keine besseren Korrelationen
mit den direkten Pankreasfunktionsparametern als die nicht korrigierten Ausgangs-
werte des *C-MTG-Tests, so dass auch hierdurch keine Verbesserung der Aussage-

kraft der indirekten Pankreasfunktionsanalyse ermdglicht werden konnte.

Es bleibt jedoch zu beriicksichtigen, dass den *C-MTG-Test beeinflussende Magen-
entleerungsstérungen insofern kontrolliert wurden, als dass nur solche Probanden ein-
geschlossen wurden, die laut **C-Oktansaure-Atemtest eine normale oder allenfalls
maRig verzogerte Magenentleerung hatten. Im Gegensatz zu den nicht lukrativen
Kombinationsversuchen von *C-MTG-Test und **C-Oktanséure-Atemtest, kann die-
ser Sachverhalt zur Verbesserung der Aussagekraft der indirekten Pankreasfunktions-
analyse beigetragen haben. Durch Ausschluss von Patienten mit ausgepragter Magen-
entleerungsstérung wurde vermutlich die Zahl falsch positiver Befunde reduziert, weil
eine stark verzogerte Entleerung von Nahrstoffen in das Duodenum zu einer Reduk-

tion der endogenen Stimulation fihrt.

Korperliche Aktivitat kann in zweierlei Hinsicht die Ergebnisse von **C-Atemtests
beeinflussen: Moderate korperliche Aktivitat fiihrt zu einer deutlichen Beschleunigung
der Magenentleerung (Lipp et al. 2000, Neufer et al. 1989) und etwa zu einer Verdop-
pelung der CO,-Produktion (Keim et al. 2004, Westerterp et Plasqui 2004). Magenent-
leerungsgeschwindigkeit, *3CO,-Produktion und -Exhalation sind entscheidende
Zwischenschritte bzw. die entscheidenden GroBen sowohl des '*C-Oktansaure-
Atemtests als auch des **C-MTG-Tests. Die oben beschriebenen Veranderungen die-
ser Prozesse durch korperliche Aktivitét fuhren folglich zur Beeinflussung der Tester-
gebnisse. Wahrend der Durchfithrung der **C-Atemtests wurden alle Probanden an-
gewiesen, korperliche Aktivitdt zu meiden, wodurch diesbeziigliche Testungenauig-
keiten minimiert wurden und wahrscheinlich die Aussagekraft der indirekten Pank-

reasfunktionsanalyse verbessert wurde.
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Signifikante Korrelationen zwischen *C-MTG-Test-Parametern und samtlichen im
Sekretin-Pankreozymin-Test gemessenen Enzymflussraten zeigten sich sowohl bei
Betrachtung aller Probanden, als auch zumindest fur einen Teil der Enzyme bei der
alleinigen Betrachtung von Diabetespatienten oder Gesunden. Bei Betrachtung aller
Probanden zeigte insbesondere die cPDR2r) dabei gegentber Trypsin, Chymotrypsin
und Amylase unter simultaner Sekretin- und Ceruletid-Stimulation eine signifikante
positive Korrelation, nicht dagegen bei Lipase. Da der *C-MTG-Test ein MaR fiir die

intestinale lipolytische Aktivitat darstellt, ist dieser Befund zundchst unerwartet.

Eine mogliche Erklarung dafur ist ein methodisches Problem: Die verwendeten Ana-
lysemethoden hatten fir Lipase einen wesentlich groReren Schwankungsbereich als
fur die anderen Enzyme, woraus eine geringere Messgenauigkeit fir die Lipaseaktivi-
tat resultiert. Bei der Messung des Lipaseenzymstandards wurden Schwankungen von
bis zu 20 % um den erwarteten Mittelwert toleriert, wahrend fiir die Messung der Ub-
rigen Enzyme nur Schwankungen von 10 % auftraten. Die mittels **C-MTG-Test indi-
rekt gemessene Lipaseaktivitdt korrelierte also moglicherweise mit den im Sekretin-
Pankreozymin-Test direkt exakter gemessenen anderen Pankreasenzymen besser, als

mit der direkt weniger exakt gemessenen Lipaseaktivitét selbst.

Demgegenuber ergab sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der
cPDRn und der mittleren und maximalen Lipasesekretion unter alleiniger Sekretin-
Stimulation. Eine mdgliche Erklarung dafur ist, dass sowohl die alleinige Sekretinin-
fusion als auch die Testmahlzeit beim *C-MTG-Test einen nur submaximalen und
dadurch vergleichbaren Stimulus fir die exokrine Pankreassekretion darstellen und
die jeweils direkt und indirekt gemessenen Lipaseaktivitaten nur unter Gewahrleistung

dieser submaximalen Stimulation gute Korrelationen aufweisen.

Sekretin fihrt bekanntermaen zu einer maximalen Steigerung der Bicarbonatsekre-
tion bei nur submaximaler Stimulation der Enzymflussraten und wirkt starker auf die
Lipase- und Amylasesekretion als auf die Proteasenausschittung (Solomon 1987).
Eine in hoher Dosierung gegebene Sekretininfusion fihrt beim Menschen innerhalb
von einer Stunde zu einer maximalen Lipaseausschittung. Die Sekretion von Lipase

ist dann nicht mehr durch zusétzliche Gabe von CCK zu steigern, wéhrend Trypsin
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und Chymotrypsin unter alleiniger Sekretininfusion nur zu einem Drittel stimuliert
werden und anschliefend durch CCK vermehrt sezerniert werden (Schusdziarra et
Classen 1988).

Auf der anderen Seite ist nicht davon auszugehen, dass die durch eine Testmahlzeit
ausgeloste endogene Stimulation zu dhnlich hochdosierter Stimulation fuhrt, wie es

bei der simultanen intravendsen Dauerinfusion im SP-Test der Fall ist.

Dieses Konzept einer durch bestimmte Mediatorkonstellationen bevorzugten physio-
logischen Enzymsekretion liefert eine mogliche Erklarung fur das bereits oben be-
schriebene Phanomen, dass die direkt gemessenen Flussraten von Trypsin und Chy-
motrypsin nur unter simultaner Sekretin- und Ceruletid-Stimulation, Lipase jedoch
unter alleiniger Sekretin-Stimulation besser und signifikant mit den im **C-MTG-Test

indirekt gemessenen Pankreasfunktionsparametern korrelierten.

Zusammenfassend konnten in unserer Studie durch Ausschluss von Patienten mit Ma-
genentleerungsstorungen, Kontrolle der korperlichen Aktivitat zur Begrenzung des
Einflusses einer unterschiedlichen CO,-Produktion wahrend der *C-Atemtests und
durch Erhdéhung der verabreichten Lipiddosis signifikante Korrelationen zwischen den
Ergebnissen des direkten, invasiven und des indirekten, nicht invasiven Pankreasfunk-
tionstests und eine hohe Sensitivitat und Spezifitat des *C-MTG-Tests erzielt werden.
Dies ist besonders bedeutsam, da keiner der untersuchten Patienten eine schwere
exokrine Pankreasinsuffizienz aufwies, sondern alle héchstens milde bis maRige For-
men. Die aktuelle Studie zeigt, dass der modifizierte **C-MTG-Test im Gegensatz zu
den wenigen anderen nicht invasiven Pankreasfunktionstests, die derzeit klinisch zur
Verfligung stehen (Sigmund et al. 2004), auch milde bis méRige Einschrdnkungen der
exokrinen Pankreasfunktion zuverlassig erfassen und somit die diagnostischen M&g-

lichkeiten sinnvoll erganzen kann.
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5 Zusammenfassung

Die bislang verflighbaren nicht-invasiven Pankreasfunktionstests erlauben zwar die
sensitive Erfassung einer schweren exokrinen Pankreasinsuffizienz, aber keine hinrei-
chend genaue Abgrenzung zwischen normaler und leicht bis maRig eingeschrénkter
Funktion. Dies gilt auch fiir den Atemtest mit **C-markierten gemischten Triglyceri-
den (*C-MTG-Test) in etablierter Form. Ziel der vorliegenden Studie war es zu prii-
fen, ob durch Bertcksichtigung der Magenentleerungsgeschwindigkeit, durch Stan-
dardisierung der endogenen CO,-Produktion und durch Steigerung der verabreichten
Lipiddosis die Aussagekraft des "*C-MTG-Tests verbessert werden kann. Wir fiihrten
den Sekretin-Pankreozymin-Test (SP-Test) zur exakten Quantifizierung der exokrinen
Pankreasfunktion, einen standardisierten *3C-Oktansaure-Atemtest zur Messung der
Magenentleerungsgeschwindigkeit und einen modifizierten **C-MTG-Test mit erhoh-
ter Lipiddosis (250 mg 1,3-Distearyl-2[**C]-Octanoyl-Glycerol) durch und zwar bei
10 gesunden Probanden und 14 Patienten mit Diabetes mellitus. Diabetiker wurden als
Kontrollgruppe ausgewahlt, weil sie bekanntermalien hdufig eine moderat erniedrigte
Enzymsekretion aufweisen. Wahrend beider Atemtests wurde auf das Meiden von
korperlicher Aktivitat zwecks Standardisierung der endogenen CO,-Produktion be-
sondere Ricksicht genommen. Insgesamt 12 der 14 untersuchten Diabetespatienten
(85 %) hatten mindestens einen pathologisch erniedrigten Sekretionsparameter im SP-
Test, 5 hatten eine leichte, 7 eine moderate exokrine Pankreasinsuffizienz. Die mittle-
re Magenentleerungsgeschwindigkeit war bei Gesunden und Diabetespatienten ver-
gleichbar (t,, fur Gesunde bzw. Diabetiker: 141 + 14 vs. 168 + 28 min, p=0,456; tjag:
135 + 27 vs. 115 + 23, p=0,587), von den Diabetikern wiesen allerdings 3 eine méRig
verzogerte, einer eine grenzwertig beschleunigte Magenentleerung auf. Derjenige Pa-
rameter des *C-MTG-Tests, der am besten mit der im SP-Test gemessenen Enzym-
sekretion korrelierte, war die kumulative prozentuale **C-Wiederfindungrate nach 2 h
(cPDR(2ny). Sie korrelierte mit den Sekretionsraten von Trypsin, Chymotrypsin und
Amylase bei maximaler Stimulation (Chymotrypsin, n=24: r=0,53;, p<0,05). Die Li-
pasesekretion korrelierte dagegen besser mit der cPDR,y nach *C-MTG-Ingestion
unter submaximaler Stimulation (Gesamtgruppe, n=24: r=0,483; p<0,05; Diabetiker,
n=14: r=0,669; p<0,01). Die kumulative prozentuale **C-Wiederfindungsrate 1 Stunde
nach Aufnahme von **C-MTG (cPDRpy) erwies sich bei einem Grenzwert von 1,8 %
mit einer Sensitivitat von 83,3 % und einer Spezifitat von 91,7 % als geeignetster Pa-
rameter, Diabetiker mit exokriner Pankreasinsuffizienz gegen Gesunde abzugrenzen.
Die Beriicksichtigung unterschiedlicher Magenentleerungsparameter bei der Analyse
des *C-MTG fiihrte zu keiner Verbesserung von Sensitivitat und Spezifitat im Ver-
gleich zum SP-Test. Die Ergebnisse zeigen, dass bei Kontrolle der kdrperlichen Akti-
vitdt zur Begrenzung des Einflusses einer unterschiedlichen CO,-Produktion wahrend
des **C-MTG-Tests und Erhéhung der hierbei verabreichten Lipiddosis die Ergebnisse
des direkten, invasiven SP-Tests und des indirekten, nicht invasiven Atemtests signi-
fikant miteinander korrelieren. Zudem fanden sich eine hohe Sensitivitat und Spezifi-
tat fur bestimmte Parameter des *C-MTG-Tests. Der modifizierte **C-MTG-Test
kann, im Gegensatz zu den wenigen anderen nicht invasiven Pankreasfunktionstests,
die derzeit klinisch zur Verfigung stehen, auch milde bis maRige Einschrankungen
der exokrinen Pankreasfunktion zuverlassig erfassen und somit die diagnostischen
Maoglichkeiten sinnvoll erganzen.
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