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1. Einleitung
Ubergewicht und Adipositas gehéren zu den groften gesundheitlichen Herausforderungen
des 21. Jahrhunderts'. Ubergewicht ist bei Kindern unter funf Jahren durch die zweifache
Standardabweichung des Medians der Somatogramme fir die durchschnittliche Gréen- und
Gewichtszunahme beschrieben, Adipositas durch die dreifache Standardabweichung. Bei
Erwachsenen wird Ubergewicht durch einem Body Mass Index (BMI) gleich oder groRer
25 kg m? beschrieben, Adipositas hingegen mit einem BMI gleich oder groRer 30 kg m.
Daten der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) zeigten, dass sich
die Anzahl an Ubergewichtigen Menschen weltweit seit 1975 verdreifacht hat2. Erhebungen
der NCD Risk Factor Collaboration (NCD RisC) aus dem Jahr 2017 zeigten, dass die
Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas zwischen 1975 und 2016 gestiegen ist®. Seit dem
Jahr 2000 hat diese in Landern mit hohem Einkommen stetig zugenommen, in Sud-, Stidost-
und Ostasien, sowie in Landern mit niedrigen und mittleren Einkommen hat diese allerdings
stark zugenommen. Schatzungen der WHO und der NCD RisC Uber die Anzahl der
Erwachsenen Uber 20 Jahren, die an Ubergewicht bzw. Adipositas leiden, sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Dazu belegte ein Report der World Obesity Federation (WOF) den Trend,
dass bis 2025 einer von funf Erwachsenen an Adipositas Grad | leiden wird, ein Drittel davon

an Adipositas Grad II°.

Tabelle 1: Geschatzte Anzahl an Erwachsene tber 20 Jahren weltweit, die von Ubergewicht bzw.
Adipositas betroffen sind [Stand: 2016]°

Ubergewicht Adipositas Grad | Adipositas Grad Il Adipositas Grad Il

BMI 25 - 29,9 kg m BMI 2 30 kg m2 BMI 2 35 kg m2 BMI 2 40 kg m2
Frauen 613 Mio. 390 Mio. 136 Mio. 45,5 Mio.
Manner 694 Mio. 281 Mio. 67 Mio. 18,7 Mio.
Summe 1.307 Mio. 671 Mio. 203 Mio. 64,1 Mio.

Basierend auf diesen Zahlen vereinbarten die Mitgliedsstaaten der WHO im Jahr 2010 in der
Weltgesundheitsversammlung, dass die Pravalenz von NCDs (Non Communicable Diseases,
nicht-libertragbare Krankheiten) und damit auch die von Ubergewicht bis zum Jahr 2025 nicht
steigen solle. Eine der primaren Mallnahmen daflr sollte eine Zuckerreduktion auf maximal
10 % der Gesamtenergieaufnahme von Kindern- und Erwachsenen darstellen. Bereits im
Marz 2020 wurde erkannt, dass die Wahrscheinlichkeit dieses Ziel zu erreichen in den meisten

Landern unter 10 % liegt®.



Ubergewicht und Adipositas flhren zu einem allgemein schlechteren Gesundheitszustand und
somit zu einer erhdhten Gesamtmortalitat. Zudem erhéhen sie das Risiko fur Komorbiditaten
wie die NCDs und invalidisierenden Krankheiten wie Diabetes mellitus Typ 2, Arteriosklerose,
Hypertonie, koronare Herzkrankheiten, Herzinfarkt, Schlaganfall, bestimmte Krebsarten,
Gicht, Dyslipidamie, obstruktive Schlafapnoe, Osteoarthritis und weitere Stérungen des
Bewegungsapparates. Mit zunehmenden BMI steigt das Risiko fur Komorbiditaten dieser Art.
Wie Abbildung 1 zu entnehmen ist, lag die Mortalitatsrate von Menschen unter 70 Jahren im

Jahre 2012, die an die verschiedenen NCDs zurlickzuflihren sind, bei 52 %".

A B
Bl 34 % Ubertragbare miitterliche, perinatale und Il 37 % Kardiovaskulare Erkrankungen
ernahrungsbedingte Erkrankungen 3 27 % Bosartige Neubildungen
3 52 % NCDs > B 24 % Andere NCDs
E 14 % Verletzungen 1 8 % Atemwegserkrankungen

Bl 4 % Diabetes mellitus

Abbildung 1: A Hauptursachen der Todesfalle weltweit bei Menschen unter 70 Jahren. B Genauere

Darstellung der Mortalitatsraten einzelner NCDs. [Stand 2012]"

Ubergewicht und Adipositas sowie NCDs z&hlen somit zu den gréten Herausforderungen der
Public Health und bringen erhebliche Kosten flr das Gesundheitssystem auf. Schatzungen
der WHO ergaben, dass bis zu 13,2 % der Gesamtausgaben fir das Gesundheitssystem
weltweit auf Ubergewicht und Adipositas zuriickzufiihren sind, was insgesamt 990,6 Milliarden
US-Dollar jahrlich ausmacht. Zudem kommt, dass an Ubergewicht bzw. Adipositas erkrankten
Personen in ihrer Produktivitat beeintrachtigt sind und generell ein kirzere Lebenserwartung
bei einer verminderten Lebensqualitat haben3. AufRerdem miissen die betroffenen Personen
im Vergleich zu Personen mit durchschnittlichem BMI bis zu 30 % mehr Ausgaben fur ihre

Gesundheit aufbringen®.

Zu den Ursachen fiir Ubergewicht und Adipositas und den damit einhergehenden NCDs
zahlen vielfaltige Variablen. Dazu gehdéren genetische Faktoren, psychische Gesundheit,

soziokulturelle Faktoren, schlechte bzw. nicht vorhandene Krankenversorgung, Wirtschaft
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sowie deren kommerzielle Interessen und andere Umweltfaktoren. Ein Zusammenspiel dieser
fuhrt zudem zu einem gegenseitigen Synergismus der einzelnen Umstande®. Individuelle
Faktoren wie Erziehung, Einfuhrungszeitpunkt von fester Nahrung im Sauglingsalter, Stillen,
Fernsehkonsum, zwischenmenschliche Faktoren wie die Entwicklung von Essstérungen und
umweltbedingten Faktoren wie soziodkonomischer Status der Eltern, alleinerziehende
Elternschaft und schulische Ernahrungspolitik kénnen Kinder und Jugendliche in dieser
Hinsicht pragen®. Zudem steigern schlechte Erndhrungsgewohnheiten und unzureichende
kérperliche Aktivitat weitgehend das Risiko fiir Ubergewicht und Adipositas'®. Einen groRen
Beitrag zu einer positiven Energiebilanz und damit zur Gewichtszunahme leisten verschiedene
mit Zucker gesiRte Getranke (sugar sweetened beverages, SSB) wie Softdrinks, Fruchtsafte,
Energy- und Vitamindrinks®, deren Konsum in den letzten Jahrzehnten weltweit anstieg. Vor
allem die zunehmende Urbanisierung in vielen Schwellen- und Entwicklungslandern, welche
zu einem erleichterten Zugang zu SSB filhren, beglnstigte einen erhéhten Konsum™. Die in
Deutschland durchgefiihrte DONALD-Studie, Kurzform fir Dortmund Nutritional and
Anthropometric Longitudinally Designed Study, untersucht seit 1985 unter anderem Trends in
der Nahrstoffaufnahme und im Ernahrungsverhalten. Im Rahmen dieser Studie wurde 2020 in
einem Artikel beschrieben, dass im Allgemeinen der Zuckerkonsum durch SSB in Deutschland
im letzten Jahrzehnt abgenommen hat, was gegen den weltweiten Trend spricht. Allerdings
liegt der Konsum von Mono- und Disacchariden, welche Lebensmitteln zugesetzt oder
naturlich enthalten sind, noch weit Giber dem Empfehlungswert der WHO'!, welcher unter 10 %
des Gesamtenergiebedarfs liegen sollte?”. Im Allgemeinen ist dieses Verhalten auf die
anderen europaischen Landern Ubertragbar, wo SSB und andere sifle Produkte die
durchschnittliche Zuckeraufnahme durchwegs erhéhen’. Diese Vorliebe und die Fahigkeit zur
Erkennung des sifien Geschmacks sind evolutionsbedingt schon im frilhen Leben vorhanden.
Zum Beispiel erkennen Neugeborene gleich nach der Geburt Muttermilch durch ihre Suf3e als
Nahrungsgrundlage'. Somit impliziert der siiRe Geschmack eine Kohlenhydratquelle und
sichert damit eine wichtige Energiequelle’. Diese Praferenz halt wahrend der gesamten
Kindheit an und nimmt dann tendenziell ab Mitte der Adoleszenz nach und nach bis zum
Erwachsenenalter ab''%. Die Ursache dafiir konnte bisher nicht festgestellt werden, dieses
Verhalten wurde allerdings auch bei anderen Saugetieren beobachtet'®. Der siike Geschmack
und die bereits im Sauglingsalter entwickelte Vorliebe daflir flihren dazu, dass der Verzicht
dieser wertvollen Energiequelle sehr schwer fallt und das vermehrte Verlangen danach

beglnstig'>16:17,

Mehrfache Mechanismen fiir die Gewichtszunahme durch SSB werden debattiert. Primar
erfolgt der Konsum von SSB meistens zusatzlich zur herkémmlichen Kost, wobei die
UbermaRige Kalorienaufnahme nicht durch eine Reduktion der Mahlzeiten ausgeglichen wird®-

8, Als Kalorienausgleich erfolgt zuséatzlich keine oder eine nicht ausreichende korperliche
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Betatigung, was bestimmend flir eine positive oder negative Energiebilanz und damit fir das
Korpergewicht ist'. Diskutiert wird auch der geringere Séttigungseffekt von siiRen Getranken
im Vergleich zu einer isokalorischen Mahlzeit durch feste Nahrung, was wiederum zu einem
erhdohten Konsum von SSB verflihren soll. Allerdings konnte dieser Effekt durch den
isokalorischen Ersatz von Zucker durch andere Makronahrstoffe nicht beobachtet werden'®.
SSB konnen auf3erdem, zusatzlich zu anderen Zuckern, auch Fructose enthalten. Diese fihrt
zu einem Anstieg der Serumlipide und dadurch zu deren Ablagerungen als Leber, Skelett- und
Viszeralfett mit einer Auswirkung auf das Gesamtkorpergewicht. Ein Risiko fiir die
Gewichtszunahme durch den hohen Konsum an SSB konnte bei Jugendlichen® sowie bei
Erwachsenen’ festgestellt werden. Im Vergleich zu Personen, die keine SSB trinken, wurde
fir SSB-Konsumenten ein 1,18-fach erhdhtes Risiko fiir Ubergewicht und Adipositas und um
1,20-fach erhohtes Risiko flr einen grofReren Taillenumfang berechnet®. Erhéhte Risiken fir
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, sowie Diabetes mellitus Typ 2 wurden ebenfalls erfasst?. Bei
Kindern ist die Studienlage Uber die Kurzzeitfolgen noch unschlissig. Erhdhter BMI,
Taillenumfang und Korperfettanteil wurden bei Kindern und Jugendlichen beschrieben?'.
Jenes konnte allerdings von anderen Studien nicht bestatigt werden??. Das erhohte Risiko fiir
Ubergewicht und Adipositas als Langzeitfolge konnte im Abstand von 12 Monaten zur
durchgefliihrten Studie observiert werden??. Mit SuRstoffen, wie Aspartam, Sucralose und
Saccharin, gesliRte Getranke werden oft als geslindere Alternative als herkémmlichen SSB
angesehen. Tatsachlich konnte in diversen Studien eine Verbesserung des Kérpergewichtes
bzw. des prozentuellen Fettanteiles durch den Ersatz von SSBs durch mit SiRstoffen
gesiBten Getranken beobachtet werden?*-25, Letzteres stellte einen unterstiitzenden Faktor
bei der Gewichtsreduktion bei Erwachsenen dar?®24, allerdings nicht bei der Anwendung in
Diaten zur Gewichtsreduktion?®. Eine weitere Studie mir schwacherer Beweiskraft konnte nur
durch eine geringere bzw. keine Auswirkung auf BMI, Korperfettanteil oder das Risiko flr
Ubergewicht und Adipositas nachweisen?. Nur ein Artikel konnte ein um 1,59-fach erhdhtes
Risiko fur Ubergewicht verglichen mit Personen, die keine Softdrinks konsumieren,
feststellen®. Es besteht daher eine Notwendigkeit die Beweislage zu starken, der Fokus sollte
dabei unter anderem auf Langzeitstudien gelegt werden. Zudem wurde in friheren Studien
untersucht, ob SuRstoffe SGLT1 und GLUT2 auf der apikalen Membran der Enterozyten
aktivieren. Bisherige in vivo Versuche durch intraperitoneale Infusion von 1 mM Sucralose und
gleichzeitiger Gabe von 20 mM Glucose bei Ratten zeigten eine erhdhte Expression von
apikalen GLUT2 und dadurch eine gesteigerte Glucoseaufnahme?’. Dies wurde von Ma et al.
(2010) aufgegriffen und in einem einfach verblindeten, randomisierten Modell auf dem
Menschen Ubertragen: Es folgten intraduodenale Infusionen mit Sucralose (4 mM in 0,9 %iger
Kochsalzlésung) und eine Kontrollldsung (0,9 %ige Kochsalzldsung) mit der

FlieRgeschwindigkeit 4 mL min' {ber 150 Minuten. Nach 30 Minuten (T =0) wurden
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25 % Glucose und 2,5 % 3-O-Methylglucose (3-OMG) hinzugefugt, was 30 Minuten spater zu
einem Anstieg der Plasmaglucose, GLP-1 und 3-OMG flhrte. Dies konnte sowohl bei der
Testlésung mit Sucralose als auch bei der Kontrolllésung festgestellt werden. Somit konnte
der Effekt der gesteigerten Glucoseaufnahme durch die Synergie mit Sifstoffen bei
Menschen nicht bewiesen werden'’. Eine erhohte GLP-1-Ausschittung durch SiRstoffe
wurde von Brown et al. (2009) bei Menschen untersucht. Daflir wurden 22 Probandinnen eine
koffein- und zuckerfreie Cola, gesuf3t mit Sucralose und Acesulfam-K, und als Kontrollldsung
unaromatisiertes, karbonisiertes Wasser verabreicht. 10 Minuten spéater erfolgte ein oGTT mit
75 g Glucose. Anschlieldend wurden Glucose-, Insulin- und GLP-1-Konzentrationen im Plasma
bis zu 180 Minuten nach der Glucosegabe aufgezeichnet. Nur bei GLP-1 konnte ein
statistischer Unterschied in der AAUC, verursacht durch die mit StR3stoffen versetzte Cola, im
Vergleich zum unaromatisierten, karbonisiertes Wasser festgestellt werden?. Allerdings muss
hier angemerkt werden, dass die verwendeten Zuckermengen sehr hoch sind und nur als

Stimulierung im Rahmen des oGTT eingesetzt wurden.

1.1 Regulation der Blutglucosehomodostase
Insulin und Glucagon gehéren zu den wichtigsten Hormonen fur die Aufrechterhaltung des
Blutzuckerspiegels. Diese spielen bei der Regulation der Blutglucose eine gegenlaufige, aber
abgestimmte Rolle, sodass eine Glucosekonzentration im Bereich von 4 - 6 mmol L' bzw.
72 -108 mg dL™' mit postprandialen Hochstwerten bis zu 15 mmol L' bzw. 270 mg dL™
erhalten bleibt. Bei ldngerem Fasten Uber Nacht oder zwischen den Mahlzeiten fallt der
Glucosespiegel ab, was die Sekretion von Glucagon begunstigt. Dieses wird in den a-Zellen
des Pankreas gebildet und halt die Glucosekonzentration aufrecht, indem es die hepatische
und renale Glycogenolyse fordert?®. Die Plasmakonzentrationen von Glucagon nach 12- bis
16-stlindigem Fasten schwanken individuell zwischen 25 und 150 pmol L' . Im Gegenzug
dazu wird Insulin durch erhohte Glucosekonzentrationen im Blut stimuliert und aus den (3-
Zellen des Pankreas sezerniert®32. Die Insulinkonzentration im Blut ist von der
Glucosekonzentration abhangig, bei gesunden Menschen ohne Stoffwechselstérungen liegt
diese zwischen 69 — 690 pmol L. Eine basale Insulinsekretion firr die Aufrechterhaltung des
Glucosetransports in die Zellen ist immer vorhanden®’. Neben der massenbasierten Angabe
in pmol L', kann eine Insulinangabe, wie auch bei anderen biologisch aktiven Stoffen, nach
seiner Biowirksamkeit erfolgen. Dies geschieht anhand der internationalen Einheiten
International Units (IU), wobei dies ein Verhaltnis fur die Wirksamkeit der Substanz beschreibt.
Fir Insulin gilt der Umrechnungsfaktor 1 ylU mL™" entspricht 6.00 pmol L' . Zu den
wichtigsten Wirkungen von Insulin zahlen die Insulin-anhdngige Glucoseaufnahme in die

Zellen des Leber-, Muskel- und Fettgewebes, was in einer Reduktion des Blutglucosespiegels



und damit der Glycogensynthese resultiert**3%. AuRerdem fordert Insulin die Lipogenese®® und
vermittelt dem Gehirn Sattigungssignale®. Zusammengefasst halt Glucagon den
Blutglucosespiegel wahrend Fastenperioden aufrecht und Insulin senkt ihn wieder nach

dessen Anstieg in Folge von Mahlzeiten®.

Zwei weitere Hormone, welche eine Rolle in der Glucosehomoéostase spielen, sind die
Inkretine. Dazu gehdren das Glucose-Dependent Insulinotropic Polypeptide, kurz GIP, und
das Glucagon-like Peptide 1, kurz GLP-1. GIP wird in den K-Zellen, welche vermehrt im
Duodenum und Jejunum aufzufinden sind, gebildet. GLP-1 hingegen wird aus L-Zellen
sezerniert, welche vermehrt im lleum und Colon lokalisiert sind*. Diese beiden Hormone sind
verantwortlich fur den Inkretin-Effekt, der beschreibt, dass oral verabreichte Glucose zu einer
starkeren Insulinausschittung flhrt als intravends verabreichte Glucose. Diese Wirkung bleibt
bei der Erreichung derselben Plasmaglucosekonzentrationen durch die zwei
Verabreichungsmethoden bestehen. Je nachdem wie grof3 die applizierte Glucosemenge ist,
tragt der Inkretin-Effekt schatzungsweise zwischen 25 und 75 % zur Sekretion von Insulin
bei®. Dieser Mechanismus ist in Abbildung 2 dargestellt: An der Oberflache der B-Zellen des
Pankreas befinden sich GLP-1-Rezeptoren, welche nach der Aktivierung durch ihre Liganden
die Adenylylcyclase aktivieren. Diese katalysiert die Bildung von cAMP, welches die Hemmung
des Kaliumioneneinstroms unterstitzt und als weiteren Effekt die Proteinkinase A aktiviert.
Diese verstarkt den Calciumioneneinstrom in das Cytoplasma, was zur Depolarisation der
Zelle und somit einer verstarkten Insulinausschittung fiihrt*>4!, Diese insulinotrope Wirkung

von GLP-1 wurde erst ab Plasmaglucosekonzentrationen von circa 66 mg dL™! beobachtet*?.



Glucose GLP-1

Glucose
Adenylat-
l cyclase Hochregulierte

Citrat- Insulin-Gen

Zyklus ™~ Glucose-6-P cAMP Transkription im

17

Zellkern

ATP/ADP 1t PKA

l l

ATP-sensitive K+ Potenzierung Exocytose

Kanéle schlieRen : insulinhaltiger
/ esikel

Gl 2+ Ej
Depolarisation ~ C&°" Einstrom
Spannungsabhangige

Ca?*-Kanéle offnen sich

Abbildung 2: Insulinotrope Wirkung von GLP-1 auf eine B-Zelle des Pankreas, veradndert nach

Vangoitsenhoven et al. (2012)*'. Fur die Beschreibung siehe Flietext.

GIP und GLP-1 spielen eine wichtige Rolle bei chronischen Zustadnden wie
Stoffwechselerkrankungen und gelten als Ansatzpunkt fir die Therapie von
Glucosestoffwechselstorungen. So werden GLP-1-Rezeptor-Agonisten und Inhibitoren der
Dipeptidylpeptidase 4 (DPP-4) bereits als Antidiabetika eingesetzt: Durch die Hemmung des
Enzyms DPP-4 wird dem Abbau von GLP-1 entgegengewirkt, sodass GLP-1 flir eine langere
Zeit seine insulinotrope Wirkung entfalten kann und bei Diabetes Typ 2 unerwiinschte
Hyperglykamien vermindert®. Exogen zugefiihrtes GLP-1 verringert den Appetit, regt das
Sattigungsgeflihl an und vermindert somit die Nahrungsaufnahme*®. Diese Effekte, zusatzlich
mit einer verlangsamten Magenentleerung und Darmpassage, konnten auch durch endogene
Sekretion von GLP-1 beobachtet werden®. Eine weitere Wirkung von GLP-1 ist zusammen
mit Insulin die Unterdrickung der Glucagonsekretion aus den a-Zellen des Pankreas, was zur
Senkung des postprandialen Plasmaglucosespiegels beitragt*'44. Zudem wird auch vermutet,
dass die Freisetzung von Glucose aus den Hepatozyten durch GLP-1 glucagonunabhangig in
nlchternen Zustand unterbunden wird*. In niichternem Zustand liegt die gesamt-GLP-1-
Konzentration, sprich aktives GLP-1 zusammen mit den durch die DPP-4 entstandenen
Metabolite, im Bereich von 5 — 10 pmol L. Einige Minuten nach Beginn der Mahlzeit steigt der
Plasma-GLP-1-Spiegel, wobei der Hochstwert nach circa einer Stunde erreicht wird. Dieser
liegt bei einer maximalen Konzentration von 40 pmol L. Die basale Konzentration normalisiert
sich dann erst nach einigen Stunden wieder*®8 Die systematische Konzentrationen von
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biologisch aktivem GLP-1 hingegen liegen in niichternen Zustand unter 2 pmol L' mit

postprandialen Hochstwerten von 5 — 10 pmol L 4°,

Das Zusammenspiel von Plasmaglucose, -insulin und -glucagon wird in Abbildung 3

dargestellt:
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Abbildung 3: Zusammenspiel von Plasmaglucose-, Insulin und Glucagonkonzentrationen nach einer

kohlenhydratreichen Mahlzeit (Mittelwert £ Standardabweichung) aus Loffler et al. (2014)

1.2 Storungen der Regulation der Blutglucosehomoostase als Ursache von
Diabetes

Eine Stoérung dieses Zusammenspiels der oben genannten Verdauungshormone bei
Ubergewicht und/oder Diabetes mellitus Typ 2 ist allgemein bekannt. Zum Beispiel nimmt die
postprandiale GLP-1-Ausschuttung mit steigendem BMI ab, also ist die GLP-1 Ausschuttung
indirekt proportional zum BMI, wodurch die synergistische Wirkung auf die Rezeptoren der §3-
Zellen des Pankreas fir die Unterstitzung der Insulinausschuttung ausfallt. Eine Begrindung
dafur konnte allerdings noch nicht gefunden werden. Weiteres wird der Inkretin Effekt bei
Ubergewicht ebenfalls vermindert®®5!. Eine gute GLP-1-Antwort wird aulerdem mit einer

besseren Insulinsensitivitdt und Funktion der B-Zellen assoziiert®'. Aktuell wird noch



untersucht, ob Inkretine eine Ursache fiir Ubergewicht darstellen und ab welchen Zeitpunkt
der Pathogenese diese Stérung auftritt. Durch eine verminderte Sekretion von GLP-1 kénnten
zum Beispiel dessen appetithemmenden und sattigungsférdernden Effekte nicht gewahrleistet
werden, was eine erhohte Nahrungsaufnahme beglinstigen wiirde®. Durch eine Meta-Analyse
konnte bei Diabetes mellitus Typ 2 in der Sekretion von Inkretinen hingegen kein Unterschied
zu gesunden Personen festgestellt werden, allerdings kénnte eine schlechte glykamische
Kontrolle mit einer verminderten GLP-1-Ausschittung in Zusammenhang gebracht werden®2,
Die insulinotrope Wirkung von GLP-1 wird durch Diabetes mellitus Typ 2 nicht beeintrachtigt.
Diese ist im Vergleich mit gesunden Personen allerdings bis zu 25 % schwacher, was ebenso
fur die Glucagonsekretion gilt***!. Dies verdeutlicht die dringliche Notwendigkeit fiir das
Verstandnis des Kohlenhydratstoffwechsels und dessen Mechanismen, da sie die Grundlage
zur Erhaltung eines gesunden Korpergewichts darstellen und damit Ansatze verschiedener
Therapiemdglichkeiten fir Ubergewicht und Adipositas bieten. Dafiir bieten beispielsweise
endokrine, kephalische Rickkopplungsmechanismen (Cephalic Phase Responses, CPR) eine
weitere Moglichkeit zum Verstandnis der Pathophysiologie von gestértem Essverhalten und
Diabetes. CPR beschreibt die Anregung des Verdauungssystems durch visuelle, olfaktorische
und/oder gustatorische Wahrnehmung von Lebensmitteln®3-5¢. Diese manifestieren sich durch
erhohten Speichelfluss, verstarkte Gallenblasen- und Magensaftsekretion sowie durch eine
erhohte Darmmotilitat. AuRerdem kommt es zu einer vermehrten Sezernierung von Leptin,
Glucagon, Insulin, Ghrelin und anderen pankreatischen Peptidhormonen®”%8. Dadurch sollen
Verdauungsprozesse in Erwartung der eingehenden Nahrstoffe bereits angeregt werden, um
Nahrstoffe besser verwerten, den Appetit zu steigern und gréfiere Mahlzeiten aufnehmen zu
konnen®®. Evolutionar gesehen bietet dies einen groRen Vorteil, kann aber in der heutigen Zeit
zu einem UbermaRigen Konsum von Lebensmitteln verleiten®. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Cephalic Phase Insulin Response (CPIR), also die Insulinausschittung
durch CPR, durch die Anregung der Verdauung bereits vor den Mahlzeiten eine positive
Wirkung auf den postprandialen Blutzuckerspiegel hat, da die Hemmung des CPIRs erhdhte
Blutzuckerwerte zur Folge hatte. Das Umgehen von CPIR durch enterale Infusionen resultierte
postprandial in héheren Blutglucosewerten. Eine Wirkung auf GIP und GLP-1 durch CPR
konnte nicht nachgewiesen werden®'62, Lasschuijt et al. (2020) kamen in einer systematischen
Ubersichtsarbeit beziiglich des CPIR zum Schluss, dass die aktuelle Studienlage zu CPIR
beim Mensch zu schwach sei und man bisher daraus nur voreilige Schlussfolgerungen ziehen
kdénne. Unterschiedlichste Methoden in den einzelnen Studien und verschiedene Standards
fur die statistische Signifikanz wirden zu diesen inkonsistenten Ergebnissen beitragen. Durch
eine Einflhrung von standardisierten Methoden ware ein Vergleich verschiedener Studien

moglich und wiirde die aktuelle Diskussion zu den CPR unterstiitzen®?.



1.3 Aufbau des Siirezeptors

Ein zuséatzlicher Ansatzpunkt zum Verstandnis der Pathogenese von Ubergewicht, Adipositas
und die einhergehenden NCDs ist die Rolle des SiRrezeptors (sweet taste receptor, STR) in
der Mundhéhle und besonders im Verdauungstrakt. Eine Grundlage dafir bietet auch die
belegte Wirkung von CPIR durch eine Meta-Analyse von Humanstudien®. Die Wahrnehmung
des sufRen Geschmacks erfolgt Uber Geschmacksrezeptorzellen mit morphologischer
Untergruppe Typ II, welche auch Rezeptorzellen genannt werden. Diese sind zusammen mit
den Typ | Zellen, die vermutlich den salzigen Geschmackseindruck vermitteln, den Typ Il
Zellen, welche den sauren Geschmackseindruck vermitteln, Basalzellen und anderen
undifferenzierten Zellen in den Geschmacksknospen auf der Zunge und Gaumen lokalisiert.
Geschmacksrezeptorzellen sind gekennzeichnet durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-
protein-coupled receptor, GPCR) an ihrer Oberflache, wodurch die Wahrnehmung von siR,
bitter und umami ermdglicht wird'. Der Eindruck verschiedener Geschmacksqualitaten ist auf
die Unterfamilien des GPCR zurlckzufuhren; als nicht-kovalent gebundene Protomere bilden
TAS1R2 und TAS1R3 als Heterodimer den SURrezeptor®.

Der Sufrezeptor ist gekennzeichnet durch eine grofie extrazellulare Doméane. Diese besteht
aus dem sogenannten N-terminalen Venusfliegenfalle-Modul (Venus fly trap module, VFTM),
an welche verschiedene chemische Verbindungen docken kénnen. Das VFTM ist Uber eine
cysteinreiche Domane (CRD) an die heptahelische, transmembrane Domane (TMD) der
Plasmamembran verankert. An der intrazellularen Domane des Rezeptors liegt der C-

Terminus, wo sich das G-Protein befindet®®.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des SiiRrezeptors nach Yang et al. (2021). Das N-
terminale, extrazelluldre Ende des Rezeptors wird durch das Venusfliegenfalle-Modul (VFTM) gebildet.
Dieses ist Uber eine cysteinreiche Domane (CRD) an die transmembrane Doméane (TMD) gebunden,
welche durch sieben Helices in der Zellmembran verankert ist. Die TMD bildet das intrazellulare C-
terminale Ende, worauf das G-Protein gekoppelt ist. Dieses leitet die Signaltransduktion in der

intrazellularen Domane (ID) ein.

Die Aktivierung dieses Rezeptors erfolgt durch eine Mehrzahl chemischer Verbindungen.
SiuRstoffe wie Aspartam, Neotam, Saccharin, Acesulfam K, die Aminosaure D-Tryptophan,
Stevioside und die SuRkraftverstarker (sweet enhancer, SE) SE-2 und SE-3 interagieren mit
der TAS1R2-Untereinheit des SiRrezeptors® 0. Weitere SiiRstoffe wie Cyclamat und
Neohesperidin-Dihydrochalkon hingegen wechselwirken mit der TAS1R3-Untereinheit’".
Zucker wie Glucose und Sucrose, sul3-schmeckende Proteine mit hohem Molekulargewicht
und Sucralose kénnen an beide Untereinheiten binden. Allerdings konnte fur Sucrose eine
hoéhere Affinitat fir TAS1R3 als fur TAS1R2 gezeigt werden, flr Glucose zeigte sich eine
hohere Affinitat fir TAS1R27°. Die Aktivierung des Rezeptors durch diese verschiedenen,
chemischen Verbindungen bewirkt eine Konformationsanderung der Struktur. Die Segmente
des VFTM schlieRen sich, wodurch weitere Anderungen der Strukturen von CRD, TMD und
der intrazellularen Domane (ID) ausgeldst werden. Dies fuhrt zu einer Aktivierung der G-
Proteine an der Innenseite der Plasmamembran. G-Proteine sind aus den kleineren
Untereinheiten Ga-Gustducin, GB3 und Gy13 zusammengesetzt, welche nach deren

Aktivierung eine Signalkaskade einleiten’>. Es werden zwei verschiedene Modelle dafir
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diskutiert: Eines davon ist der GPCR-Gs-cAMP-Signaltransduktionsweg. Gq-Gustducin wird
durch die Konformationsanderung des N-terminalen Teiles des Rezeptors aktiviert. Dieses
aktiviert die Adenylylcyclase, welche die Bildung von cAMP aus ATP katalysiert. CAMP wirkt
anschlief3end direkt auf die CNG-Kanale (cyclic nucleotid-gated ion channels) und 6ffnet diese,
was einen Einstrom von K' und Ca?' in die Zelle bewirkt. Zudem aktiviert cAMP die
Proteinkinase A, diese phosphoryliert die Kaliumkanale und schlief3t sie damit. Ein zusatzlicher
Calciumeinstrom leitet die Depolarisation der Zelle ein und 18st ein Aktionspotential aus. Der
zweite Mechanismus ist der GPCR-G4/GBy-IPs Signalweg. Dabei spaltet sich das G4-Protein
in seine Untereinheiten auf. Gaq aktiviert die Phospholipase C-B. (PLCB2), welche
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG) spaltet. Der Second Messenger IP3 aktiviert den IPs-Rezeptor am endoplasmatischen
Retikulum, wodurch ein Calciumausstrom ins Zellplasma erfolgt’®. Diese erhohte
Calciumkonzentration im Zellinneren aktiviert wiederum den Transienten Rezeptor-Potential-
Kanal der Subfamilie M 4 und 5 (transient receptor potential cation channel, TRPM4/5), was
zu einem Natriumeinstrom in die Zelle fihrt und somit die Depolarisation der Zelle einleitet.
Dadurch werden die spannungsabhangigen Natriumkanale (voltage-gated sodium channel,
VGSC) geodffnet, weiteres Natrium stromt somit in die Zelle”®’®. Durch das entstandene
Membranpotential wird das Aktionspotential ausgeldost, was zur Aktivierung der Calcium
homeostasis modulator 1 und 3 (CALHM1/3) Kanale, und wiederum zur Ausschittung von
ATP flhrt. Dieses wirkt hier als Neurotransmitter auf die purinergen Rezeptoren 2 und 3 (P2X2
und P2X3) der afferenten Hirnnerven, wodurch ein Aktionspotential ausgel6st wird, welches
zur Aktivierung des gustatorischen Cortex fiihrt’®””. Es wurden zwei unterschiedliche Modelle
fur das Verstandnis der Reizweiterleitung bzw. der Informationsverarbeitung der TRC und die
Ubertragung deren Geschmacksqualitdten zum Gehirn aufgestellt: Das einfachere Modell ist
die ,labeled line“-Kodierung, welche besagt, dass die Informationen einzelner
Geschmacksqualitdten Uber eigene Nervenfasern ans Gehirn weitergeleitet werden, die nur
fur diese eine Geschmacksqualitat Gbertragen. Im Gegenzug dazu steht die etwas komplexere
,cross-fiber pattern“-Kodierung. Anhand der Uberlappung der Reize verschiedener
Geschmacksqualitaten Gber dieselben afferenten Nervenfasern entstehen im Gehirn die flinf

Grundgeschmacksrichtungen’.

1.4 SiBrezeptorunabhingige SulRwahrnehmung
Seit einigen Jahren werden die Glucosetransporter SGLT und GLUT untersucht, ob sie
ebenfalls bei der Wahrnehmung von stRem Geschmack beteiligt sind, da verschiedene Typen
dieser Glucosetransporter in den Geschmacksknospen nachgewiesen werden konnten. So

fanden zwei unabhangige Forschungsgruppen im Jahr 2011 die Expression GLUT1 und

12



GLUT3 im Geschmacksgewebe von Mausen; GLUT1 wurde in Typ Il Zellen der Papillae
vallatae, welche ebenfalls Gustducin und IPsR3 exprimieren, aufgefunden. Die Expression von
SGLT1 konnte ebenso in Typ-lI-Geschmackszellen mit der Untergruppe T1R3 nachgewiesen
werden. Yee et al. (2011) sowie Toyono et al. (2011) kamen zum selben Schluss, dass GLUT1
und SGLT1 bei Mausen als Glucosesensoren fungieren’®8. Dies wurde ebenfalls von
Yasumatsu et al. (2020) beobachtet, sie postulierten zusatzlich einen Rolle von SGLT1 bei der
kephalischen Phase der Verdauung, dadurch soll die Unterscheidung zwischen SifRstoffen

und Zuckern, sowie die Erkennung von energiereichen Lebensmitteln gewahrleistet werden®'.

1.5 Lactisol als allosterischer Modulator des STR
Der Sufrezeptor kann durch verschiedene allosterische Modulatoren inhibiert werden. Die
herkdmmlichsten, bekannten Verbindungen daflir sind Lactisol und die Gymnemasaure. Beide
binden an die TMD und hemmen die Signalbildung in der Zelle®. Lactisol, welches in dieser
Studie als SuRinhibitor verwendet wurde, kommt aus der Gruppe der Phenolether und ist das
Natriumsalz der 2-(4-Methoxyphenoxy)propionsaure (Abbildung 5) [PubChem 23670520].

O@
Hso\O CH; N&°

Abbildung 5: Vereinfachte Abbildung von Lactisol ohne Stereochemie. [National Center for
Biotechnology Information (2021). PubChem Compound Summary for CID 23670520, Sodium 2-(4-
methoxyphenoxy)propanoate. Retrieved April 16, 2021]

Diese Substanz bindet an die TMD3, TMD5 und TMD6 des TAS1R3 und verursacht eine
Konformationsanderung dieser Strukturen. Dadurch wird deren Bewegung eingeschrankt, was
die Stabilisierung des aktiven Zustands beeintrachtigt. Vor allem die drei extrazellularen
Loops, welche die Untereinheiten der TMD miteinander verbinden, sind ausschlaggebend fur
die Empfindlichkeit fir Lactisol®2. Die S-Konfiguration von Lactisol erlaubt eine Bindung an die
TMD durch deren Carboxylgruppe und den aromatischen Ring, was zu einer weitaus starkeren
Inhibierung im Vergleich zur R-Konfiguration fuhrt. Die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) von S-Lactisol bei humanen, oralen Wildtyp STR-Zellen liegt bei 0,065 + 0,005 mM&3:84,
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1.6 STR als extraoraler Rezeptor
In den letzten Jahren wurde der Sulrezeptor, welcher bis dato nur in der Mundhdhle gefunden
worden war®®, auch in verschiedenen Organen wie der Lunge und dem Gastrointestinaltrakt
nachgewiesen®8. Der STR ist auferdem in vielen weiteren Gewebszellen, die fur die
Kohlenhydratverdauung und -resorption sowie der Aufrechterhaltung der Glucosehoméostase
von Bedeutung sind, aufzufinden. Darunter fallen zum Beispiel pankreatische [-Zellen,
Hepatozyten, Adipozyten und Neuronen des Hypothalamus®”#. Der wichtigste Unterschied
zum Suflrezeptor in der Mundhohle ist, dass trotz der Aktivierung des SulRrezeptors im GIT
der sufle Geschmack nicht vom Gehirn wahrgenommen wird. Allerdings gibt es Hinweise,
dass die Aktivierung dieses extraoralen SuURrezeptors physiologische Veranderungen
beziiglich der Glucosehomoostase auslost®®®. Im GIT sind der STR und a-Gustducin in
enteroendokrinen Zellen (EEZ) wie zum Beispiel K, L und enterochromaffinen Zellen, also im
diffusen, neuroendokrinen Systems (DNES) lokalisiert®®2. EEZ sind spezialisierte Zellen des
GITs und sind auf der Darmmukosa zwischen den Enterozyten verstreut zu finden®.
Mengenmalig machen sie nur einen geringen Anteil der Gesamtmenge an Darmzellen aus,
bilden aber ein sehr wichtiges endokrines Organ des menschlichen Korpers, da sie
verschiedenste Hormone und Signalmolekiile fir die Regulierung von Verdauung, Appetit und
Sattigung sezernieren®-%, Durch einen Reiz ihres STR werden sie zur Sekretion stimuliert.
Diese kann lokal oder durch die Blutbahn transportiert systemisch wirken . Zusatzlich zu den
EEZ wurden der STR und die Expression von a-Gustducin ebenfalls in Birstenzellen
(englisch: brush cells) des GIT nachgewiesen® . Die genaue Funktion dieser Zellen ist noch
unbekannt, aber aufgrund von Gemeinsamkeiten mit Typ Il Zellen der Geschmackszellen, wie
die Expression von T1R2, a-Gustducin, TRPM5 und PLC-32, wird vermutet, dass sie fur die
Chemorezeption der Nahrungsbestandteile eine Rolle spielen®'%. Papacocea et al. (2020)
vermuten, dass die Aktivierung der STR in Magenzellen eine intrazellulare Calciumzunahme
ausldst und dadurch die Magenmotilitdt angeregt wird. Blrstenzellen spielen folglich eine Rolle
bei der Anpassung der Intensitat, Dauer und GroRe der peristaltischen Wellen an die
Zusammensetzung des Chymus'®'. Der STR auf EEZ und Birstenzellen hat damit Einfluss
auf die Sekretion von Verdauungsenzymen und anderen gastroentero-pankreatischen
Hormonen sowie Motilitdt und Peristaltik im GIT, was eine bessere Verdauung und eine
optimale Nahrstoffaufnahme unterstitzt. Durch eine in vitro Stimulierung von humanen EEZ
(L Zellen, Zelllinie: NCI-H716) mit Glucose und Sucrose konnte eine verstarkte Sekretion von
GLP-1 beobachtet werden. Dieser Effekt konnte auch bei der Anwendung von Sucralose
festgestellt werden. Das Einsetzen von Lactisol fuhrte zur Hemmung dieses Effekts, was
dieselbe Wirkung von Lactisol auf den STR im GIT wie beim STR in der Mundhéhle suggeriert.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass eine Modulierung der GLP-1-Sekretion durch

Lactisol im GIT erreicht werden kann®2. Ebenso verursachte Lactisol beim oGTT von gesunden
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mannlichen Probanden erhéhte Plasmainsulinkonzentrationen durch die Hemmung des STR.
Diese Wirkung passierte Inkretin-unabhangig, weil die GLP-1 Ausschittung im Vergleich zur
Gabe von Glucose ohne Lactisol vermindert war. Postuliert wurde, dass dies nicht auf eine
beeintrachtigte B-Zellfunktion, sondern auf eine verringerte Insulinsensitivitat zurtickzufihren
war'92193 Des Weiteren wurde beobachtet, dass der Knockout von a-Gustducin und TAS1R3
in EEZ bei Mausen die Fahigkeit SGLT1 nach kohlenhydratreichen Mahlzeiten zu exprimieren
beeintrachtigte. Die Regulierung dieses Transportproteins ist fir die korrekte
Glucoseabsorption und die Vermeidung von Malabsorption unabdinglich. Dessen Aktivierung
erfolgt durch verschiedene Zucker und ebenfalls durch Siuf3stoffe. Diese Chemorezeption der
EEZ konnte als Ansatz fur die Entwicklung neuer therapeutischer Methoden fur die
Behandlung von Glucose-Malabsorption, Diabetes Mellitus und Fettleibigkeit'®. Die Evidenz
fur die Beteiligung des STR bei der Erkennung von Kohlenhydraten im Darmlumen steigt nach
und nach und bestétigt den Beitrag vom STR im Darm an die Regulierung der postprandialen
Glucosehomdostase. Das Verstandnis der Rolle des Sulirezeptors aulierhalb der Mundhéhle
und deren Auswirkungen auf den Stoffwechsel ist unabdinglich fir die Entwicklung neuer
therapeutischer Ansatze zur Behandlung von Ubergewicht, weiteren Stoffwechselstérungen

und gestorter Darmmotilitat.

1.7 Einfluss von Stoffwechselkrankheiten auf die Expression des extraoralen
STR

Die Expression von STR im Verdauungssystem kann bei pathologischen Zustdanden wie
Adipositas und Diabetes Typ 2 eine grofle Rolle spielen. Zum Beispiel konnte bei
ubergewichtigen Ratten festgestellt werden, dass Sucralose dosisabhangig die Expression
von T1R2, T1R3 und SGLT1 im Dinndarm beeinflusst. Bei héheren applizierten Dosen war
die Dichte an T1R2 und SGLT-1 im lleum und T1R3 im Duodenum hoher'®. Weitere
Untersuchungen an Mausen brachten hervor, dass nach der Gabe einer Sucraloselésung bei
gesunden und adipésen Versuchstieren die AUC der Plasmaglucose im Vergleich zu Wasser
um 30 + 10 % erhdht war. Obwohl die Auswirkungen auf die Plasmaglucose in beiden
Gruppen ahnlich waren, normalisierte sich die Insulinantwort bei gesunden Mausen zwischen
20 und 40 Minuten nach Verabreichung der Sucraloselésung. Bei adipdsen Mausen hingegen,
hielt dieser Effekt langer an und eine Normalisierung auf die Basalkonzentration traf erst
zwischen 90 und 120 Minuten nach der Gabe der Lésung ein. Zudem wurde beobachtet, dass
die Insulinsensitivitat bei gesunden Mausen durch Sucralose um 52 + 20 % erhéht war, bei
adipdsen Mausen zeigte sich allerdings keine Veranderung der Insulinsensitivitat'®. Dieser
Effekt der verringerten Insulinsensitivitat konnte ebenso bei Menschen festgestellt werden,

wobei diese Verringerung nur in Verbindung von Sucralose zusammen mit einem Zucker

15



gilt'. In einer randomisierten, Cross-Over Interventionsstudie wurde die Expression des STR
im Darm bei gesunden und adipésen Patientlnnen in Vergleich gestellt. Die Expression des
STRs im Darm war bei einem euglykdmischen Zustand in beiden Gruppen unbeeinflusst,
ebenso zeigten beide Gruppen mit Zunahme der luminalen Glucosekonzentration eine
vermehrte Expression von TAS1R2 im Darm. Im hyperglykdmischen Zustand wurde bei
gesunden Probandlnnen eine Abnahme der Konzentration von TAS1R2 festgestellt, was auf
eine verminderte Expression von TAS71R2 hindeutet. Bei Probandinnen mit Diabetes mellitus
Typ 2 wurde TASTR2 trotz Hyperglykdmie weiterhin exprimiert, was mit einer vermehrten
Glucoseabsorption einhergeht. Diese Erkenntnisse zeigen eine fehlerhafte Regulierung der
Expression von TAS71R2 bei Personen mit Diabetes Typ 2°'. Weniger erforscht sind hingegen
die Auswirkungen der wahrgenommenen Sife in der Mundhdhle auf die Hormonsekretion

und Darmmotilitat.

1.8 Darlegung der Fragestellung
In dieser Masterarbeit, welche im Zusammenhang mit einer Studie von Griineis et al. (2020)'%
entstanden ist, wurde untersucht, ob die StiRwirkung an sich oder die chemische Struktur
zweier Kohlenhydrate von gréf3erer Bedeutung fur die Blutglucoseregulation bei gesunden
Probanden ist. Diese These wurde durch die Gabe von Glucose- und Sucroseldsungen jeweils
allein oder in Kombination mit dem Sif3geschmacksinhibitor Lactisol an gesunden, mannlichen
Probanden untersucht. In dieser Studie wurde eine Konzentration dieser Zucker von 10 %
verwendet, um mdglichst genau den Effekt auf den Metabolismus durch denselben
Zuckergehalt von erhéltlichen Softdrinks und Fruchtsaften nachzuahmen'®. Eine
Sucroseldsung, welche den Standard zum Vergleich der SuRRkraft verschiedener Zucker und
SiRstoffe gibt, ist stiker als eine isokalorische Glucoseldsung (StRkraft 0,50)''°. Daher wurde
die SuRintensitat der 10 %igen Sucroselosung durch Zugabe von 60 mg L' Lactisol auf die
SuRe der 10% Glucosel6sung angeglichen. Zudem wurde eine Testlésung von 10 % Glucose
mit 60 mg L' Lactisol als Kontrolle untersucht. Dies ermdglichte einen direkten Vergleich der
einzelnen Zucker mit und ohne reduzierter SuRintensitat und den Vergleich einer 10 %igen
Glucoselésung und einer 10 %igen Sucroselésung mit 60 ppm Lactisol. Damit ergab sich der
direkte Vergleich eines Mono- und eines Disaccharids mit derselben SuURintensitat. In einer
Studie von Crapo et al. (1982) konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine isokalorische
Gabe von Glucose im Vergleich zu Sucrose zu verschiedenen Hoéchstwerten in der
Blutglucose flihrte'!". Diese Studie plus weitere, welche zu diesem Thema publiziert wurden,
verwendeten hdhere Mengen an Zucker als in herkdbmmlichen zuckergesuften Getranken zu
finden sind. Diese flihrten dementsprechend auch zu héheren Anstiegen von Blutglucose,

pankreatischen Hormonen und anderen Neuropeptiden'9?112113 Zuydem wurden sehr hohe
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Mengen an Lactisol eingesetzt, womit der sifie Geschmack der Zucker komplett unterdrickt

wurde'%?,

ReslUmierend wurden in dieser Studie die Auswirkungen des siiRen Geschmacks von zwei
Kohlenhydraten auf den Glucosestoffwechsel untersucht. Der Einfluss der Modulierung der
SiRe einer Sucroseldsung durch Lactisol im Vergleich zu einer isokalorischen Glucoselésung
auf den Blutglucosestoffwechsel von gesunden, mannlichen Probanden wurde somit im
Rahmen dieser Masterarbeit genauer betrachtet. Es wurden die Hypothesen aufgestellt, dass
sowohl die Struktur der eingesetzten Zucker als auch die orale bzw. extraorale
Chemorezeption der SuRintensitat den Blutglucosespiegel sowie dessen Aufrechterhaltung
durch Insulin, Glucagon und GLP-1 der untersuchten, gesunden Probanden beeinflussen
koénnten. Zusatzlich mit der bereits bestehenden Studienlage sollen diese Daten anschliel3end
zur Entwicklung von neuen Praventionsmalinahmen flir ernahrungsbedingte Krankheiten wie

Ubergewicht, Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 bieten.
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign
Die dieser Arbeit zugrundeliegende Studie war eine randomisierte, einfach verblindete, cross-
over Humaninterventionsstudie. Die Probanden erhielten an vier unabhangigen Studientagen,
welche in einen Abstand von mindestens fiinf Tagen abgehalten wurden, eine der vier

verschiedenen Testldsungen aus Tabelle 2.

Tabelle 2: Zusammensetzung der vier Testlésungen

Testlosungen

10 % (w/v) Sucrose in 300 mL Leitungswasser

10 % (w/v) Sucrose in 300 mL Leitungswasser + 60 ppm Lactisol

10 % (w/v) Glucose in 300 mL Leitungswasser

10 % (w/v) Glucose in 300 mL Leitungswasser + 60 ppm Lactisol

Die Zuteilung der Testlésungen zu Probanden und Studientagen erfolgte zufallig durch das
Onlinetool ,randomizer.org®. Dabei wurden die Probandennamen durch einen Code ersetzt,
um die Anonymitat der Probanden und die Unabhangigkeit der Autoren dieser Studie zu
gewahrleisten. Die Teststarke (Power) wurde durch die Software G Power 3.1 berechnet.
Diese ergab fir eine Power von 0,85 einen Stichprobenumfang von 26 Probanden. Durch die
Teilnahme von 27 Probanden wurde damit eine ausreichende Power sichergestellt''*. Die
Studie wurde vor der Durchflihrung von der Ethikkommission der Universitat Wien (Antrag Nr.
00432) begutachtet. Die Probanden wurden vor der Teilnahme Uber das Prozedere informiert

und mussten eine schriftliche Einverstandniserklarung unterschreiben.

Es wurden 39 mannliche Probanden rekrutiert. Frauen wurden a priori von dieser Studie
ausgeschlossen, da der weibliche Monatszyklus Einfluss auf den Blutzuckerspiegel und den
Stoffwechsel hat und daher die Ergebnisse dieser Studie verfalschen konnte''s. Die zu
erfillenden Kriterien flr die Teilnahme an dieser Studie waren ein Alter zwischen 18 und 45
Jahren und ein BMI zwischen 18,5 und 30,0 kg m?. Probanden mit einem nlichternen
Blutzuckerwert von (ber 120 mgdL™, psychogenen Essstorungen, chronischen
Erkrankungen, Stoffwechselstdrungen wie Diabetes Typ 2 und Fettstoffwechselstérungen
wurden von dieser Studie ausgeschlossen. Tabakkonsum, medizinische Behandlungen,
Alkohol- und Drogenmissbrauch sowie Unvertraglichkeiten oder Allergien gegen die

eingesetzten Testprodukte fihrten ebenfalls zum Ausschluss. Daher reduzierte sich die
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Probandenzahl von 39 auf 29. Ein Proband brach die Teilnahme an dieser Studie ab und ein
weiterer missachtete das Studienprotokoll und wurde demnach von der Auswertung

ausgeschlossen. Somit wurden 27 Probanden in die Analyse dieser Studie eingeschlossen.

2.2 Ablauf der medizinischen und sensorischen Screenings
Die Probanden wurden durch Onlineforen und Flyern an Pinnwanden in den Gebauden der
Universitat Wien rekrutiert. Im Rahmen eines medizinischen Screenings wurde festgestellt, ob
die Teilnehmer gesundheitlich fir diese Studie geeignet waren. Die Probanden mussten am
Tag des Screenings dafir nlchtern eintreffen, ein groRes Blutbild und ein oraler
Glucosetoleranztest, sowie auch die Analyse auf Harnzucker wurde durch ,lhr Labor 1220
(Medizinisch-diagnostisches Labor, Dr. Gabriele Greiner, Wien) durchgeflihrt. Um ein engeres
Monitoring des Blutglucoseanstieges zu erhalten wurde zusatzlich der Blutzuckerspiegel durch
ein Blutzuckermessgerat (Accu-Check Performa, Roche Diabetes Care, Schweiz) vor der
Verabreichung der Zuckerlésung und 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten danach aufgezeichnet.
Weitere Parameter wie systolischer und diastolischer Blutdruck, Gewicht und GréRe wurden
dreifach bestimmt (Messwerte siehe Tabelle 3). Zudem erhielten die Probanden einen
SCOFF-Fragebogen, um eventuelle psychogene Essstérungen auszuschlieRen'® und einen
Fragebogen, um Informationen Uber Lebensmittelallergien und -intoleranzen, chronischen

Erkrankungen und Uber den allgemeinen Gesundheitszustand zu erlangen.

Tabelle 3: Anthropometrischen Daten der Studienteilnehmer, ausgedruckt in MW £ SEM (n = 27).

Parameter Messwert
Alter 27,6 +0,88 a
Gewicht 77,8 +2,29 kg
Grofe 181+ 0,10 cm
BMI 23,7 + 0,07 kg m

Ein weiterer wichtiger Teil dieser Studie stellte die Sensorik der Probanden dar. Fir deren
Evaluierung wurden am selben Tag des Screenings in einem Sensoriklabor (Department fur
Erndhrungswissenschaften, Universitdt Wien) eine Schwellenwertprifung fur siRen
Geschmack und eine subjektive Bewertung der SiRintensitdt der vier verschiedenen
Testldsungen durchgefihrt. Fir die Schwellenwertprifung laut DIN EN I1ISO 3972:2013-12

nach Hohl und Busch-Stockfisch''” wurden neun Lésungen mit den in Tabelle 4 aufgelisteten
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Sucrosekonzentrationen (C12H2,0+1; 342,30 g mol') hergestellt. Die Proben Nummer zehn
und elf wurden zusatzlich zu den Lésungen der DIN EN ISO-Norm hinzugeflgt, da einige
Probanden den sifen Geschmack auch bei Losung Nummer neun mit der hoéchsten

Konzentration an Sucrose nicht wahrnehmen konnten.

Tabelle 4: Sucrosekonzentrationen der elf Losungen fir die Schwellenwertpriifung der

Geschmacksrichtung Sif

Probennummer Konzentration [g L'] Konzentration [mmol L]

Probe 1 0,00 0,00
Probe 2 0,34 0,98
Probe 3 0,55 1,61
Probe 4 0,94 2,73
Probe 5 1,56 4,56
Probe 6 2,59 7,57
Probe 7 4,32 12,62
Probe 8 7,20 21,03
Probe 9 12,00 35,06
Probe 10 24,00 70,12
Probe 11 50,00 140,24

Die Probanden haben neun bzw. elf Lésungen bekommen, die sie in ansteigender Reihenfolge
verkosten sollten. Dazu wurde ein Fragebogen mit finf verschiedenen
Bewertungsmoglichkeiten fir jede Testlosung ausgehandigt: Falls die Ldsung keinen
Geschmackseindruck verursachte, sollte die Probe mit ,0“ bewertet werden. Sobald ein
Unterschied zum neutralen Wassergeschmack erkannt wurde, die Geschmacksrichtung
allerdings nicht definiert werden konnte, sollte die Probe mit ,?“ bewertet werden. Sobald der
Geschmackseindruck definierbar wurde, sollte die Probe mit ,+“ bewertet werden und die
Geschmacksart dazu notiert werden. Je nach Intensitdt der wahrgenommenen

Geschmacksrichtung, konnte die Probe mit ,,++“ oder ,+++“ bewertet werden.

Als Einleitung fir eine spater folgende Bewertung der SuRe der Testldsungen, bekamen die
Probanden ein Skalentraining, bei dem flnf verschiedene Lésungen mit steigender Intensitat

des Siulgeschmacks zur Verkostung angeboten wurden. Die VAS sind Skalen, die verwendet
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werden, um subjektive Intensitaten einer Empfindung quantifizieren zu kénnen. Daflir werden
Testbogen mit Linien mit einer Lange von 10 cm vorgelegt, worauf man die Intensitat der
Wahrnehmung markiert"” (siehe Abbildung 6).

nicht leicht deutlich intensiv sehr intensiv
00 10 20 30 40
I |
Uberhaupt nicht deutlich sehr intensiv

Abbildung 6: Visual Analogue Scale (VAS), welche zuerst als Training fur die Bewertung des siif3en
Geschmacks und anschlieBend fiir die Beschreibung der Intensitat der vier Testlosungen verwendet

wurde.

Tabelle 5: Sucrosekonzentrationen der Lésungen, die verwendet wurden, um die Anwendung der VAS

zu trainieren.

Probennummer Empirische Beschreibung  Konzentration der Losung [g L]

Losung 00 L»hicht" 0
Losung 10 Jleicht 6
Lésung 20 ,deutlich® 20
Lésung 30 Lintensiv" 50
Losung 40 ,sehr intensiv® 100

Im Anschluss bekamen die Probanden die vier Testlésungen zur Bewertung der Stintensitat
in codierter Form. Die Zusammensetzungen der vier Testldsungen sind dieselben, die an den

Studientagen verabreicht wurden und in Tabelle 2 angeflhrt.

2.3 Ablauf der Studientage
An Studientagen trafen nach Absprache bis zu acht Probanden ein. Die Probanden sollten zu
diesem Zeitpunkt seit mindestens 12 Stunden nudchtern sein. Zu Beginn bekamen die
Probanden von einer Studienarztin bzw. einem Studienarzt einen peripheren
Venenverweilkathether gelegt und es wurde ihnen Blut abgenommen (Zeitpunkt t0).

AnschlieRend wurde den Probanden jeweils eine der vier Testldsungen verabreicht. Die
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Konzentrationen der vier Testlésungen sind in Tabelle 6 angeflihrt und sind damit genau
dieselben Lésungen wie beim Screening. Die Reihenfolge der Zuteilung der verschiedenen
Testlésungen wurde durch das Onlinetool ,randomizer.org“ nach dem Zufallsprinzip

ausgewahlt.

Tabelle 6: Ubersicht der vier verschiedenen Testldsungen, die an den Studientagen verabreicht wurden

Codierung Testsubstanzen

A 10 % (w/v) Glucose in 300 mL Leitungswasser + 60 ppm Lactisol
B 10 % (w/v) Sucrose in 300 mL Leitungswasser
C 10 % (w/v) Sucrose in 300 mL Leitungswasser + 60 ppm Lactisol
D 10 % (w/v) Glucose in 300 mL Leitungswasser

Nach der Gabe der Testlosung sollten die Probanden die SiiRe der jeweiligen Lésung anhand
von VAS entsprechend der oben genannten Beschreibung einordnen. Dann wurden den
Probanden in den Zeitabstanden von 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der Verabreichung
der Testlésung Blut abgenommen. Die Blutabnahme erfolgte bei jedem Zeitpunkt in jeweils
drei Monovetten: 4 mL Blut wurden in eine S-Monovette 4 mL K3E mit EDTA, 1,2 mL Blut
wurden in einer S-Monovette 1,2 mL LH mit Heparin und 1,2 mL Blut wurden in einer S-
Monovette 1,2 mL FE mit Fluorid abgefiillt. Das abgenommene Blut wurde gleich im Anschluss
ins Labor fir die Probenvorbereitung gebracht. Nach der letzten Blutabnahme beim Zeitpunkt
t120 bekamen die Probanden noch ein standardisiertes, kontinentales Friihstlick serviert. Da
dieser Teil der Studie fUr diese Masterarbeit nicht relevant ist, wird nicht genauer darauf
eingegangen. Zwischen den einzelnen Studientagen gab es fur die Probanden mindestens

eine Woche Regenerationszeit.
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— Ankunft der Probanden um 73 Uhr

—» Legen des peripheren Venenverweilkathethers und erste Blutabnahme - t0

—» Gabe der Testldsung und anschlieRende Bewertung der SiiRintensitat

— Weitere Blutabnahmen in den Zeitabstanden 15, 30, 60 und 90 Minuten nach Gabe der Testlésung
— Letzte Blutabnahme 120 Min nach Gabe der Testldsung

— Ad libitum Frihstlck der Probanden
v

Abbildung 7: Zusammenfassung des Ablaufs eines Studientages

2.4.1 Chemikalien

Chemikalie Hersteller CAS-Nummer
D(+)-Glucose Monohydrat Dr. Lohmann Diaclean GmbH 14431-43-7
(Dextrose)

Saccharose AGRANA Zucker GmbH 57-50-1
Lactisol (na-PMP) Symrise AG 150436-68-3

2.4.2 Material fiir Blutabnahme

Material Hersteller Katalognummer
Venenverweilkantlen B. Braun Melsungen AG 4268113B
Mandarins Becton Dickinson Infusion Therapy AB 394281
Multi-Adapter Sarstedt AG & Co KG 14.1205
Kanulenfixierverband Shaoxing Yibon Medical Co., Ltd. T603983
Isotonische Kochsalzlésung 0,9% Serumwerk Bernburg AG 1324421
S-Monovetten 4 ml K3E Sarstedt AG & Co KG 03.1068.001
S-Monovetten 1,2 ml LH Sarstedt AG & Co KG 06.1666.001
S-Monovetten 1,2 ml FE Sarstedt AG & Co KG 06.1665.001
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2.4.3 Kits

Kit

Hersteller

Katalognummer

GLP-1 Total ELISA

EMD Millipore Corporation

EZGLP1T-36K

EZGLP1T-36BK

Insulin ELISA DRG Instruments GmbH EIA-2935
Glucagon ELISA Thermo Scientific EHGCG
Glucose Colorimetric Assay Kit Cayman Chemical Company 10009582
2.4.4 Gerite
Gerat Hersteller Modell- bzw.
Katalognummer
Mikrowaage Sartorius AG 329 05376
Zentrifuge Eppendorf 5418 R
Zentrifuge Eppendorf 5810 R
COs: Inkubator Thermo Fisher Scientific Inc. 11799863

Wasseraufbereitungsanlage

Sartorius Lab Instruments GmbH &
Co. KG

arium® SterilePlus

A24801976

Tecan Reader

Tecan Trading AG

Infinite® M200 PRO

Orbitalschuttler Grant Instruments LTD. PMR-30
Pipetten Eppendorf
Multikanalpipetten Eppendorf

2.4.5 Probenvorbereitung

Die Blutabnahme wurde von einer Studienarztin bzw. einem Studienarzt an vier verschiedenen

Tagen nach der Gabe der verschiedenen Testlésungen zu den Zeitpunkten t0, t15, t30, t60,

t90 und

t120 durchgefuhrt. Die Proben wurden sofort auf Eis gelegt und zur

Probenvorbereitung ins Labor gebracht. Die Monovetten wurden mit 1800 x g fiir 15 Minuten
bei 4 °C (Zentrifuge, Eppendorf AG, 5810 R) zentrifugiert. Anschliefend wurde das Blutplasma

entnommen und in die daflr vorbereiteten und beschrifteten Mikroreaktionsgefalte mit 1,5 mL

Fassungsvolumen aliquotiert. Wahrend der gesamten Probenvorbereitung wurde auf Eis
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gearbeitet, um die Proben vor Verderb zu bewahren. Die gesammelten Proben wurden am

Ende jedes Studientages bis zu deren Analyse bei - 80 °C gelagert.

2.5 Analysierte Parameter
Im Rahmen dieser Masterarbeit wurden die Plasmakonzentrationen von Glucose, Insulin,
Glucagon und Glucose-like Peptide 1 (GLP-1) bestimmt. Die Plasma-Glucose wurde
enzymatisch durch einen Glucose Colorimetric Assay quantifiziert. Die quantitative
Bestimmung der Plasma-Konzentrationen von Insulin, Glucagon und GLP-1 erfolgte durch

Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).

2.5.1 Bestimmung der Plasma-Glucosekonzentration
Die Glucosekonzentration der Proben wurde anhand des Glucose Colorimetric Assay Kit (Item
No. 10009582) der Firma Cayman Chemical Company bestimmt. Die Nachweisgrenze dieses
Kits liegt bei 0,23 mgdL", der Interassay-Variationskoeffizient betragt 1,7 % und der

Intraassay-Variationskoeffizient betragt 4,6 %.

Das Prinzip der Methode beruht auf einer enzymatischen Reaktion, in der die B-D-Glucose
durch das Enzym Glucose-Oxidase zu &-D-Gluconolacton oxidiert wird, wahrend der Cofaktor
Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) zu FADH- reduziert wird (Reaktion 1). Anschlieffend wird die
bei Reaktion 1 entstandene reduzierte Form der Glucoseoxidase durch molekularen
Sauerstoff oxidiert. Als Nebenprodukt entsteht Wasserstoffperoxid (Reaktion 2). Das
Wasserstoffperoxid reagiert dann mit dem 3,5-Dichlor-2-hydroxybenzensulfonsaure
Natriumsalz und 4-Aminoanripyrin, welche im reduzierten Zustand eine Gelbfarbung ergeben.
Durch die Zugabe der Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase, HRP) oxidiert der
Komplex mit Wasserstoffperoxid und Salzsadure als Nebenprodukte und ergibt eine pinke
Farbung (Reaktion 3). Die Bestimmung erfolgte photometrisch beim Absorptionsmaximum von
514 nm. Die Intensitat der Farbung ist direkt proportional der Glucosekonzentration in der
Probe.

(0] OH

OH OH

Glucoseoxidase-FADH, +

+ Glucoseoxidase-FAD

Reaktion 1

u, ,//O H

OH

B-D-Glucose 8-D-Gluconolacton
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Reaktion 2 Glucoseoxidase-FADH, + O, —_— Glucoseoxidase-FAD + H,0,

Cl (o]
o} NH,
2 H,0 N !
Uz + o0— + ‘ N
| /
o N
OH Cl \ reduziert, gelb
Reaktion 3 .
Na* o
/ Q
O=—s—=0 o
N
4H0 + HCl + o N \ |
N

AN

oxidiert, pink
Cl

Die praktische Durchfliihrung des Assays begann mit der Vorbereitung des Natrium-Phosphat-
Assay-Puffers. Dafir wurde der Inhalt der im Kit enthaltenen Phiole mit 40 mL destillierten
Wasser verdinnt. Die Natriumphosphatkonzentration des Puffers lag bei 50 mM mit einem
pH-Wert von 7,2. Zu Beginn erfolgte ein Vortest zur Bestimmung der idealen
Probenverdinnung mit dem Assay-Puffer; diese lag bei 1:10. Es wurde eine Standardgerade
laut Angaben des vorgelegten Assay-Protokolls hergestellt: 50 yL des Glucosestandards mit
der Konzentration von 1.000 mg dL™' wurden mit 450 uyL des Assay Puffers verdiinnt.
AnschlieBend wurden acht Standards mit den Konzentrationen 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20;
25 mg dL™" hergestellt. Jeweils 15 uL dieser Standards wurden in Doppelbestimmung in die
Wells einer im Kit enthaltenen 96-Mikrotiterplatte pipettiert. Jeweils 15 pL der mit Assay-Puffer
verdinnten und gevortexten Proben wurden in Einzelbestimmung in die Wells aufgetragen.
Somit wurden auf jeder Mikrotiterplatte die gesamten Proben von drei Probanden aufgetragen.
AnschlieBend wurden 85 uL des Assay Puffers mit einer Multikanalpipette hinzugefligt. Die
Enzymmischung wurde durch die Verdiinnung vom Inhalt der entsprechenden Phiole mit 6 mL
Assay-Puffer vorbereitet. Es erfolgte die Zugabe von 100 yL Enzyme-Mixture pro Well. Nach
einer 10-minutigen Inkubation bei 37 °C wurde eine deutliche Pinkfarbung sichtbar. Im
Anschluss erfolgte die photometrische Bestimmung durch ein Mikroplatten-Reader (Tecan
Reader, Infinite® M200PRO, Tecan Trading AG) bei einer Wellenlange von 514 nm.

Zur Auswertung der Messung wurde der Mittelwert der Blanks von allen Messwerten
subtrahiert. Dann wurde anhand des Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft Excel fir Mac
(Version 16.31) eine Kalibriergerade mit dem Mittelwert der gemessenen Absorptionswerte
der Standards und deren bekannten Konzentrationen erstellt, sieche Abbildung 8. Durch die
Umformung der Geradengleichung und die Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor 10
wurde die Plasma-Glucosekonzentration der Proben ermittelt, siehe Formel 1.
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Abbildung 8: Gewichtete Kalibriergerade berechnet aus den Absorptionen aller gemessenen

Kalibriergeraden zur Berechnung der Glucosekonzentrationen in den Proben

Abs — d
)*VF

c[mgdl™1] = ( T

Formel 1: Berechnung der Glucosekonzentration durch die Umformung der Geradengleichung. ¢
entspricht der Plasma-Glucosekonzentration in mg dL-'; Abs beschreibt die korrigierte Absorption um

den gemittelten Blank; d ist der Achsenabschnitt; k ist die Steigung; VF steht fir Verdiinnungsfaktor.

2.5.2 Bestimmung der Plasma-Insulinkonzentration
Die Insulinbestimmung erfolgte mit einem Festphasen-Enzymimmunoassay, welcher auf der
Sandwichtechnik basiert. Die Wells der Mikrotiterplatten sind mit monoklonalen Antikérpern
beschichtet, welcher eine spezifische Stelle am Insulinmolekiil bindet und nicht sensitiv ist auf
GLP-2, GIP und Glucagon. Die Insulinkonzentration der Proben wurde anhand des DRG
Insulin ELISA (ltem No. EIA-2935) der Firma DRG Instruments GmbH bestimmt. Die
analytische Sensitivitat dieses Kits liegt bei 1,76 ylU mL" bzw. 50 pg mL™", der Interassay-

Variationskoeffizient betragt 2,6 % und der Intraassay-Variationskoeffizient betragt 5,99 %.

Es wurde ein Vortest durchgefihrt, durch welchen die ideale Probenverdinnung ermittelt
wurde. Die besten Ergebnisse wurden ohne Probenverdiinnung erzielt. Die Standardgerade
und die bendtigten Lésungen waren im Kit bereits gebrauchsfertig enthalten. Im Kit wurden
Leerwert und funf verschiedene Konzentrationen der Standards 6,25; 12,5; 25; 50 und
100 plU mL" bereitgestellt. Jeweils 25 uL der Standards und der Proben wurden in die Wells
pipettiert. Dazu kamen anschlieBend 25 uL Enzymkonjugat, das aus einem anti-Insulin-
Antikdrper und konjugierten Biotin besteht. Nach 10 Sekunden langem Mischen auf dem

Orbitalschitter (Grant Instruments LTD., PMR-30) bei 450 rpm, wurde die Platte fir
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30 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberschuss an Enzymkonjugat durch das
Waschen der Wells entfernt. In einer zweiten 30-mintigen Inkubation mit 50 uL Streptadivin-
Peroxidase-Enzymkomplex bindet dieser an den bionylierten anti-Insulin-Antikérper. Nach
einem weiteren Waschschritt wurden jeweils 50 yL Substratiésung in jedes Well pipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten war eine deutliche Blaufarbung der Wells
erkennbar. Nach der Zugabe von jeweils 50 pyL der Stopplésung pro Well schlug die Farbung
von blau auf gelb um. Die Messung der Extinktion wurde innerhalb von 10 Minuten anhand
eines Mikrotiterplattenlesegerat (Tecan Reader, Infinite® M200PRO, Tecan Trading AG) bei
450 nm gemessen. Die Intensitat der gelben Farbung ist direkt proportional zur Insulin-
Konzentration in der Probe. Die Auswertung erfolgte durch die Statistiksoftware GraphPad
Prism (Macintosh Version 9.0.2). Der Mittelwert der Leerwerte wurde von den anderen Werten
der gelesenen Platte subtrahiert. AnschlieBend wurde eine polynomiale Geradengleichung

vierten Grades erstellt:

2.0-

Absoption

T T 1
0 50 100 150

¢ Insulin [pIU/mL]

Abbildung 9: Gewichtete Kalibriergerade berechnet aus den Absorptionen aller gemessenen

Kalibriergeraden

max—min
x —HillSlope
EC50

y =min +

1

i —HillSlope

X = <(w) - 1> « EC50
y—min

Formel 2: Die Berechnung der Plasma-Insulinkonzentration erfolgte durch die folgende Formel und

deren Umformung nach x. x entspricht der Insulinkonzentration; max ist der maximale Wert, den y
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annehmen kann, hier also die Absorption; min ist der minimale Wert, den y annehmen kann; y entspricht
der umgekehrten proportionalen Antwort auf x; EC50 beschreibt die Konzentration einer bioaktiven
Substanz, bei der 50% der Reaktion abgelaufen ist; HillSlope ist ein Faktor zur Berechnung der Steigung

der Kurve.

2.5.3 Bestimmung der Plasma-GLP-1-Konzentration
Die Plasmakonzentration von GLP-1 wurde mittels Sandwich ELISA der Firma EMD Millipore
Corporation bestimmt (Cat. EZGLP1T-36K). Die Nachweisgrenze dieses Kits liegt bei 1,5 pM,
der Interassay-Variationskoeffizient betragt 8,0+4,8% und der Intraassay-

Variationskoeffizient liegt bei 7,4 £ 1,1%.

Das Prinzip dieser Methode beruht auf Immunbindung, genauer auf der Technik des Sandwich
ELISAs. Die Bdden der 96-Wellplatte sind dabei mit antigenspezifischen GLP-1 polyklonalen
Antikérpern beschichtet. Der Analyt wird spezifisch an diesem Antikérper gebunden und alle
anderen Bestandteile der Probenldsung werden durch den Waschvorgang weggespult. Nun
bindet ein sekundarer, Biotin-gebundener, monoklonaler Anti-GLP-1-Antikdrper den Analyten.
An diesem Sekundarantikérper ist die HRP gebunden, welche das passende Substrat
3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB, Abbildung 10) umsetzt, was eine Blaufarbung in den
Wells zur Folge hat. Durch die Zugabe einer Saure, welche die Aktivitat der HRP stoppt, wird
das TMB reduziert und farbt sich gelb. Da TMB lichtempfindlich ist, sollte die Messung
innerhalb von flnf Minuten nach Zugabe der Stopp-Ldsung erfolgen. Die Bestimmung erfolgt
somit photometrisch bei 450 nm, korrigiert durch die Messung bei 590 nm. Die Intensitat der

Farbung ist der GLP-1-Konzentration in der Probe direkt proportional.

CHj CHj,

NH, NH
-2H
HsC O — . HiC ‘
3 CHy ——— ¢ = CHj
+2H
HoN HN

CH; CH;

Abbildung 10: 3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB) ohne Stereochemie’. Links ist die oxidierte Form
abgebildet, welche eine blaue Farbung aufweist. Rechts ist die durch die Saure reduzierte Form

dargestellt, diese ergibt eine gelbe Farbung in den Wells.

! National Center for Biotechnology Information (2021). PubChem Compound Summary for CID 41206,
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine. Retrieved January 4, 2021 from
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3_3_5 5 -Tetramethylbenzidine.
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Zu Beginn der Durchflihrung wurden die bendétigten Reagenzien des Kits vorbereitet. Dazu
gehoren der Waschpuffer, der im Verhaltnis 1:10 mit bidestilliertem Wasser verdiinnt wurde,
GLP-1 Kontrollen 1 und 2, der Inhalt beider Flaschchen wurde jeweils mit 0,5 mL bidestilliertem
Wasser gel6st, und zuletzt wurde dem Flaschchen, mit dem GLP-1-Standard, 0,5 mL
bidestilliertes Wasser hinzugefligt und vorsichtig geschwenkt. Aus dem GLP-1-Standard mit
der Konzentration von 1,085 pM wurde eine Verdlinnungsreihe mit folgenden Konzentrationen
4,47, 13,40; 40,19; 120,56; 361,67; 1.085 pM erstellt.

Nach Fertigstellung der Reagenzien wurde das Kit nach beigelegter Anleitung ausgefuhrt. Die
Wells wurden zur Aktivierung mit jeweils 300 yL Waschpuffer drei Mal gewaschen.
Anschlielfend wurden jeweils 50 yL Matrix Solution mit Hilfe einer Multikanalpipette in die
Wells gefullt. 50 yL Assaypuffer wurden in die Wells, welche die Leerwerte und die Proben
enthalten sollten, pipettiert. Dann wurden 50 pL jedes Standards und der GLP-1-Kontrollen 1
und 2 in Doppelbestimmung in die Wells pipettiert. Jeweils 50 yL der Proben wurden in
Einzelbestimmung wurden in die Wells pipettiert, eine Verdinnung der Proben war nicht
notwendig. Die Wellplatte wurde mit einer Folie bedeckt und fur 90 Minuten auf dem Schuttler
(Grant Instruments LTD., PMR-30) bei 450 rpm bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit wurde der Uberschuss an Fliissigkeit ausgeschiittet und drei Mal mit jeweils
300 uL Waschpuffer gewaschen. Als nachstes wurden 100 uL Detection Antibody Solution in
die Wells pipettiert, die Platte wurde mit Folie bedeckt und wiederum auf einem Orbitalschttler
bei 450 rpm bei Raumtemperatur fur 60 Minuten inkubiert. Nachdem die Flussigkeit aus den
Wells entfernt wurde, erfolgten wiederum drei Waschvorgange mit jeweils 300 pL
Waschpuffer. Jeweils 100 uL mit Enzyme Solution wurden in die Wells pipettiert, diese wurden
mit Folie abgedeckt und 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Shaker bei 450 rpm
inkubiert. Nach drei Waschvorgangen wurden 100 pL Substrate Solution in die Wells pipettiert,
mit Folie abgedeckt und fir circa 10 Minuten, bis ein deutlicher, blauer Farbumschlag
erkennbar wurde, auf dem Shaker bei 450 rpm inkubiert. Dann wurden jeweils 100 uL Stopp
Solution in die Wells pipettiert und die Platte wurde sanft geschwenkt, um die Stopp Solution
in den Wells zu vermischen. Es erfolgte ein Farbumschlag zu gelb. Die Messung erfolgte bei

450 nm und zur Korrektur bei 590 nm.

Die Auswertung erfolgte durch die Statistiksoftware 3 (Version 12.0). Der Mittelwert der
Leerwerte wurde von den anderen Werten der gelesenen Platte subtrahiert. Anschliel3end

wurde eine polynomiale Geradengleichung vierten Grades erstellt (Abbildung 11):
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Abbildung 11: Beispiel einer Kalibriergerade berechnet aus den Absorptionen und Konzentrationen
der GLP-1-Standards

2.5.4 Bestimmung der Plasma-Glucagonkonzentration
Die Glucagonkonzentration der Proben wurde mittels Sandwich ELISA der Firma Thermo-
Fischer Scientific bestimmt (ltem No. EHGCG). Die Nachweisgrenze dieses Kits liegt bei
2,5pg ml', der Interassay-Variationskoeffizient betragt <12 % und der Intraassay-

Variationskoeffizient betragt < 10 %.

Da es sich beim Prinzip dieses Assays wie bei der Insulin- und GLP-1-Bestimmung um einen
Sandwich ELISA handelt, kann das Prinzip dieses Assays von 2.4.2 bzw. 2.4.3 enthommen

werden.

Vor Beginn der Durchfihrung dieses Assays wurden die im Kit vorhandenen Ldsungen
vorbereitet. Das Assay Diluent wurde funffach mit bidestilliertem Wasser verdinnt. Der Inhalt
des Behalters mit Wash Buffer wurde in 380 mL bidestillierten Wasser geldst. Das Bionilated
Antibody Reagent wurde im Vial mit 100 yL Assay Diluent in Ldsung gebracht und
anschliellend nochmal 80-fach mit Assay Diluent verdinnt. Das Streptavidin HRP Reagent
wurde vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren vermischt und dann 500-fach mit Assay Diluent
verdunnt. Zur Quantifizierung der Proben wurden sieben Standards hergestellt. Dafur wurde
die Glucagon-Standardiésung mit der Konzentration von 20 ng mL™" mit 917,1 uyL Assay
Diluent verdinnt und davon wurden 6 pL in einer Verdlnnungsreihe weiter zu den
Konzentrationen 0; 2,03; 4,06; 8,13; 16,25; 32,5; 65,0; 130,0 pg mL™" verdiinnt.

Anders als im Kit empfohlen, wurden die Proben unverdinnt verwendet, da die Glucagon-
Konzentration in den Proben sehr gering war. Nachdem die Proben aufgetaut waren, wurden

sie nur geschwenkt und laut Anweisung des Kits nicht gevortext. Jeweils 100 pyL der sieben
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Standards in Doppelbestimmung und 100 uL der Proben in Einfachbestimmung wurden in die
Wells pipettiert, die Platte wurde mit Klebefolie abgedeckt und bei Raumtemperatur fir
150 Minuten auf dem Schiittler bei 400 rpm inkubiert. Es erfolgte ein vierfacher Waschvorgang
mit je 300 uyL Wash Buffer. AnschlieRend wurden anhand einer Multikanalpipette 100 pL
Bionilated Antibody in die Wells pipettiert und fir 60 Minuten auf dem Orbitalschuttler (Grant
Instruments LTD., PMR-30) bei 400 rpm bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten weitere vier
Waschvorgange mit 300 uL Wash Buffer. Dann wurden 100 yL Streptavidin HRP Reagent in
die Wells pipettiert und wiederum fir 45 Minuten auf dem Schuttler mit 400 rpm bei
Raumtemperatur inkubiert. Wiederum wurde der Uberschuss ausgeschiittet und vier Mal mit
300 uL Wash Buffer gewaschen. Es folgte eine Zugabe von 100 yL TMB-Substrat pro Well
und eine Inkubation auf dem Shaker bei 400 rpm bei Raumtemperatur flr 30 Minuten. Nach
Ablauf dieser Zeit war eine Blaufarbung der Standards und der Proben ersichtlich. Es wurden
50 uL Stopp Solution pro Well hinzugefligt, was ein Farbumschlag von blau zu gelb zur Folge
hatte. Es wurden zwei photometrische Messungen bei 550 nm und 450 nm durchgefuhrt. Die
Messwerte bei 550 nm wurden automatisch durch die Software des Plattenlesegerates (Tecan
Reader, Infinite® M200PRO, Tecan Trading AG) von den Messwerten bei 450 nm subtrahiert.

Wahrend der gesamten Durchfiihrung des Assays wurde im Dunkeln gearbeitet.

Fur die Berechnung der Glucagon-Konzentrationen in den Proben erfolgte durch die
Statistiksoftware Sigma Plot. Der Mittelwert der Leerwerte wurde von den anderen Werten der
gelesenen Platte subtrahiert. Eine Kalibriergerade wurde erstellt, indem die Konzentrationen
der Standards auf die x-Achse und die gemessenen Absorptionen auf die y-Achse aufgetragen

und die eine polynomiale Geradengleichung vierten Grades berechnet.

Absorption
T T ¥

N
1

0 50 100 150
¢ Glucagon [pg/mL]

Abbildung 12: Kalibriergerade berechnet aus den Absorptionen und Konzentrationen der Standards
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2.6 Berechnung und statistische Analyse der Messwerte
Zur Durchflihrung der folgenden Berechnungen und statistischen Analysen wurden die

Programme Microsoft Excel (Version) und GraphPad Prism 8 (Version Mac) benutzt.

Die VAS der Sensorik der Screening- und Studientagen, welche aus einer Skala von 0 bis 10
bestehen, wurden mit einem Lineal (Genauigkeit 0,01 cm) bemessen und wurden somit
quantitativ erfasst. Statistische Unterschiede bei der Bewertung der Intensitat der Suflke der
einzelnen Lésungen untereinander und bei der Bewertung derselben stif3en Lésungen vom
Screening im  Vergleich zu den  Studientagen wurden durch  Tukey’s

Mehrfachvergleichsanalysen erfasst. Die statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 festgelegt.

Die Auswertungen der Rohdaten der Glucose-, Insulin-, GLP-1- und Glucagonmessungen sind
in den entsprechenden Unterpunkten angefihrt. Die t0-Werte wurden den entsprechenden
t15, t30, t60, t90 und t120 subtrahiert, diese Basislinienwerte werden folgend als A-Werte
bezeichnet, und daraus die Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) nach der
Trapezregel berechnet. Bei Glucose und Insulin wurde die positive AAUC Uber die Zeit fur
weitere Berechnungen verwendet. Flr die beiden Parameter GLP-1 und Glucagon wurde
stattdessen die Net-A-AUC Uber die Zeit ermittelt. Mittels gemischter Effektanalyse mit
Mehrfachvergleichen wurden Uber die Zeit statistische Unterschiede in den AAUCs untersucht,
welche durch die Gabe der vier verschiedenen Testldsungen verursacht wurden. Der
statistische Vergleich der mittleren AAUCs der Plasmaglucose, welche durch die vier
Behandlungen beeinflusst wurden, erfolgte durch einen t-Test. Korrelationen zwischen
Blutglucose- bzw. Insulinwerten und Schwellenwert, SGwahrnehmung, BMI, sowie Insulin-

Glucose-Quotient wurden mittels Pearson-Korrelation untersucht.

Die Daten wurden durch einen Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft und in Form
von Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Bei Daten, bei denen keine
Normalverteilung gegeben war, wurde ein entsprechender nichtparametrischer Test
angewandt. Des Weiteren wurden zeitabhangige Effekte innerhalb der einzelnen Parameter
untersucht. Die Prifung auf Signifikanz im gemischten Modell erfolgte durch einen Tukey-Test.
Zweiseitige, gepaarte t-Tests zeigten Unterschiede zwischen zwei Behandlungen. p-Werte

kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant interpretiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Bewertung der SiiBintensitit der vier Testldsungen an Screening- und
Studientagen im Vergleich

Die Probanden wurden im Rahmen dieser Studie zwei Mal gebeten, die SuRintensitat der

Testlésungen anhand von VAS zu beschreiben. Beim medizinischen Screening wurden die

Lésungen alle zum selben Zeitpunkt im Sensoriklabor der Universitat Wien verabreicht. An

den Studientagen wurden dieselben Testlédsungen jeweils einzeln verabreicht.
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Abbildung 13. Bewertung der SiiRe der vier verschiedenen Testldsungen an Screening- (SC) und
Studientagen (ST) anhand von VASs. Die Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen an SC und ST wurden durch eine
Tukey’s Mehrfachvergleichsanalyse ermittelt (p < 0,05). ** deutet auf einen hoch signifikanten
statistischen Unterschied hin (p < 0,01). ns steht flir keinen statistisch unterschiedlichen Ergebnisse
(n=27).

Wie man dem Diagramm in Abbildung 13 entnehmen kann, gab es keine signifikanten
Unterschiede in der Bewertung der SifRe bei den Glucose-Lésungen (p > 0,9999), bei den
Glucose-Lactisol-Lésungen (p=0,9837) und bei den Sucrose-Lactisol-Lésungen
(p = 0,2005). Die Daten der Sucrose-L6sungen an Studientagen und am Tag des Screenings
unterschieden sich sehr signifikant (p = 0,0095).
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3.2 Sensorik — Modulierung der SiiBintensitat durch Lactisol
Daten aus der Publikation von Karl et al. (2020) haben gezeigt, dass eine 5 %ige
Sucroselésung dieselbe SiRintensitat wie eine 10 %ige Glucoselésung hat''®, Zudem
belegten Vorversuche fir diese Studie, dass durch das Hinzufligen von 60 ppm Lactisol zu
einer 10 %igen Sucroseldsung dieselbe Sulintensitat einer 10 %igen Glucoseldsung erreicht
wird. Dieser Effekt konnte anhand der Daten aus dem Screening der Studie beobachtet
werden. Die sensorische Bewertung durch die Probanden zeigte keinen Unterschied in der
SiuRe der beiden Lésungen (p = 0,9102). Die Bewertung der 10 %igen Sucroseldésung durch
die sensorisch ungeschulten Probanden erwies eine deutlich hdhere SuRintensitat als die

Losung mit derselben Konzentration an Glucose (p < 0,0001).
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Abbildung 14: Bewertung der SuRintensitat der vier Testlésungen durch VAS. Die Angabe der Werte
erfolgte in Mittelwert + SEM. Die Mittelwerte wurden anhand einer Tukey’s Mehrfachvergleichsanalyse
miteinander verglichen (p < 0,05). * steht fir einen statistisch signifikanten Unterschied bezogen auf die
10 %ige Glucoseldsung (n = 27).

Weiter konnte gezeigt werden, dass eine 10 %ige Glucoselésung mit 60 ppm Lactisol eine
geringere SufRintensitat also eine 10 %ige Glucoselésung ohne 60 ppm Lactisol aufweist
(p < 0,0001). Dieser Effekt wurde ebenfalls bei der 10 %igen Sucroselésung und der 10 %igen
Sucroselésung mit 60 ppm Lactisol beobachtet (p < 0,0001). Dies stimmt ebenfalls mit den
Ergebnissen der Vorversuche fur diese Studie Uberein. Somit wurde die Modulierung der
SuRintensitat durch Lactisol bestatigt.
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3.3 Einfluss der vier Testlosungen auf die Plasmakonzentrationen von Glucose
Die Gabe einer 10 %igen Sucroseldsung verursachte im Vergleich zur Gabe einer 10 %igen
Glucoseldsung einen signifikant verringerten Hochstwert in der Plasmaglucosekonzentration
beim Zeitpunkt t30 (p = 0,01), was in einer verringerten AAUC resultiert (p = 0,023). Diese war
bei der Gabe der 10 %igen Glucoseldsung (AAUC = 1567 + 231) um 31,56 % + 6,04 % groRer
als nach der Verabreichung der 10 %igen Sucroseldésung (AAUC = 1072 £ 136; p = 0,02).

Weitere Vergleiche der Blutglucosekonzentrationen nach den vier verschiedenen
Behandlungen wurden untersucht, allerdings konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden: Es konnten durch die Gabe der 10 %igen Glucoselésung
(AAUC = 1567 = 231) im Vergleich zu der 10 %igen Sucroseldésung mit 60 ppm Lactisol
(AAUC = 1351 + 193) keine statistisch signifikanten Unterschiede Uber die Zeit festgestellt
werden (p = 0,29). Beim Zeitpunkt t120 war allerdings die Plasmaglucose nach der 10 %igen
Glucoseldsung im Vergleich signifikant verringert. Unterschiede zwischen der Testlésung mit
10 % Sucrose (AAUC =1072 + 136) und dem mit 10 % Sucrose und 60 ppm Lactisol
(AAUC = 1351 £ 193) waren in den AUCs der Blutglucose nicht ersichtlich (p = 0,14). Ebenso
waren keine Unterschiede zwischen den Behandlungen mit 10 % Glucose und dem mit 10 %
Glucose und 60 ppm Lactisol (AAUC =1427 £ 139) in den AUCs der Blutglucose zu
beobachten (p = 0,60).
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Abbildung 15: Mittlerer, auf dem Nichternwert normalisierter Kurvenverlauf des Plasmaglucosespiegels
15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der Verabreichung der Testlésungen (Glucose (Glu), Glucose mit
Lactisol (Glu+Lac), Sucrose (Suc) und Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac); jeweils n = 27). Die Angabe der
Werte erfolgte in Mittelwert £+ SEM. Statistische Unterschiede (p < 0,05) wurden mittels gemischter

*

Effektanalyse mit Mehrfachvergleichen ermittelt. * zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen
Glucose und Sucrose nach 30 Minuten und einen signifikanten Unterschied zwischen Glucose und

Sucrose mit Lactisol nach 120 Minuten an.
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Abbildung 16: Mittlere AAUCs der Plasmaglucose [mg dL' x min] nach Verabreichung der
verschiedenen Testldsungen (Glucose (Glu), Sucrose (Suc), Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac), Glucose
mit Lactisol (Glu+Lac))). Die Werte sind angegeben in Mittelwert £+ SEM (n = 27). Als statistische
Analyse wurde ein t-Test (p < 0,05) durchgefiihrt. * deutet auf einen statistischen Unterschied

zwischen der Verabreichung von Sucrose verglichen mit der Verabreichung von Glucose hin.
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3.4 Einfluss der vier Testlosungen auf die Plasmainsulinkonzentrationen
Im Allgemeinen waren keine zeitabhangigen Effekte in den Kurven der vier Testldsungen
bezogen auf die einzelnen Plasmainsulinwerte zu beobachten. Es zeigte sich ein Trend
(p = 0,053), wo die AAUC vom Plasmainsulin nach der Verabreichung von einer 10 %igen
Sucroseldsung (AAUC = 2024 +219) um 21,08 % £ 2,3 % geringer war als nach der
Verabreichung einer 10 %igen Glucoseldsung (AAUC = 2577 + 278).

Die Plasmainsulinkonzentrationen nach der Gabe der 10 %igen Sucroseldésung mit 60 ppm
Lactisol (AAUC =2034 £ 271) im Vergleich zu denen nach der Gabe einer 10 %igen
Glucoseldsung (AAUC = 2577 + 278) waren um 21,08 % + 0,3 % signifikant niedriger
(p =0,02).

Bei der Betrachtung der Plasmainsulinkonzentrationen nach den Verabreichungen von
10 % Glucose (AAUC = 2577 + 278) und 10 % Glucose mit 60 ppm Lactisol konnten keine
Unterschiede festgestellt werden (p = 0,76). Dasselbe Ergebnis wurde beim Vergleich nach
der Behandlung mit 10 % Sucrose (AAUC =2024 +219) und 10 % Sucrose und 60 ppm
Lactisol erreicht (AAUC = 2034 £ 271; p = 0,97).

E 60-
5 o~ GlutLac
= 40— -8 Suc
Q
3 -+ Suc+lLac
o
2 50~ -+ Gluc
£
]
=
s 07
9
E -20 T T T T T T
t0 t15 t30 t60 t90 t120

Zeitpunkte der Blutabnahme

Abbildung 17: Mittlerer, auf dem Nuchternwert normalisierter Kurvenverlauf des
Plasmainsulinspiegels 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der Verabreichung den Testlésungen
(Glucose (Glu), Glucose mit Lactisol (Glu+Lac), Sucrose (Suc) und Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac);
jeweils n = 27). Die Angabe der Werte erfolgte in Mittelwert + SEM. Statistische Unterschiede

(p < 0,05) wurden mittels gemischter Effektanalyse mit Mehrfachvergleichen untersucht.
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Abbildung 18: Mittlere AAUCs des Plasmainsulins [mg dL-' x min] verursacht durch die einzelnen
Testldsungen (Glucose (Glu), Sucrose (Suc), Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac), Glucose mit Lactisol
(Glu+Lac)). Die Werte sind angegeben in Mittelwert £+ SEM (n = 27). Als statistische Analyse wurde
der Student's t-Test (p < 0,05) durchgefihrt. * deutet auf einen statistischen Unterschied zur Gabe der

10 %igen Glucoseldsung hin.

3.5 Einfluss der vier Testlosungen auf die Plasma-GLP-1-Konzentrationen
Zeitabhangig konnte bei den Plasma-GLP-1-Konzentrationen ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der 10 %igen Glucoselésung (AAUC = -219 £77) im Vergleich mit der
10 %igen Sucroseldsung mit 60 ppm Lactisol (AAUC =-446 £104) beim Zeitpunkt t30
beobachtet werden (p = 0,02). Durch die 10 %ige Sucroselésung mit 60 ppm Lactisol zeigte

sich de facto eine Abnahme der Plasma-GLP-1-Konzentrationen um 102,66 %.

Des Weiteren konnte bei der Betrachtung der Plasma-GLP-1-Konzentrationen nach der Gabe
von 10 % Sucrose und 10 % Sucrose mit 60 ppm Lactisol (AAUC = -446 + 104) ein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden; die GLP-1-Konzentrationen waren durch die
Gabe von 10 % Sucrose mit Lactisol geringer als bei 10 % Sucrose allein (p = 0,04). Diese
Verringerung des Plasma-GLP-1-Spiegels durch Lactisol konnte beim Vergleich der
Testlésung mit 10 % Glucose und der mit 10 % Glucose mit 60 ppm Lactisol allerdings nicht
festgestellt werden (p = 0,5). Ebenfalls zeigte der Vergleich der sifleren Testlésung mit 10 %
Sucrose mit der weniger stiRen 10 %igen Glucoseldésung keine Unterschiede in der GLP-1-
Antwort (p = 0,7).
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Abbildung 20: Mittlere AAUCs des Plasma-GLP-1-Spiegels [mg dL-' x min] verursacht durch die
einzelnen Testlosungen (Glucose (Glu), Sucrose (Suc), Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac), Glucose mit
Lactisol (Glu+Lac)). Die Werte sind angegeben in Mittelwert £+ SEM (n = 27). Als statistische Analyse
wurde der Student's t-Test (p <0,05) durchgefiihrt. * deutet auf einen statistischen Unterschied

verglichen mit der Gabe der 10 %igen Glucoseldsung hin.
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Abbildung 19: Mittlerer, auf dem Nuchternwert normalisierter Kurvenverlauf des Plasma-GLP-1-
Spiegels 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der Verabreichung den Testlosungen (Glucose (Glu),
Glucose mit Lactisol (Glu+Lac), Sucrose (Suc) und Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac); jeweils n = 27). Die
Angabe der Werte erfolgte in Mittelwert £ SEM. Statistische Unterschiede (p < 0,05) wurden mittels
gemischter Effektanalyse mit Mehrfachvergleichen untersucht. * Zeigt einen signifikanten Unterschied

zwischen Glucose und Sucrose mit Lactisol nach 30 Minuten an.
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3.6 Einfluss der vier Testlosungen auf die Plasmaglucagonkonzentrationen
Die Messungen der vier Behandlungen von acht Probanden konnten fir die statistischen
Berechnungen nicht verwendet werden, da die Messwerte dieser unter der Nachweisgrenze
waren. Somit wurden die Berechnungen mit den Daten der restlichen 19 Probanden
durchgeflhrt.

Wie bei den Plasmainsulinergebnissen konnten auch bei den
Plasmaglucagonkonzentrationen keine zeitabhangigen Effekte in den Kurven der vier
Testldsungen beobachtet werden. Ebenso konnten beim Vergleich der AAUCs keine
statistisch signifikanten Ergebnisse berechnet werden (p>0,05; AAUC Glucose = -
51,42 + 19,85; AAUC Sucrose = 69,71 + 74,37, AAUC Glucose mit Lactisol = 43,38 £ 71,73;
AAUC Sucrose mit Lactisol = 88,73 £ 103,48). Vergleiche zwischen der Applikation von
Glucose im Vergleich zu Glucose mit Lactisol, sowie die Vergleiche zwischen der Gabe von

Sucrose und Sucrose mit Lactisol waren beide inkonsistent.
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Abbildung 21: Mittlerer, auf dem Nichternwert normalisierter Kurvenverlauf des
Plasmaglucagonpiegels 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach der Verabreichung den Testlésungen
(Glucose (Glu), Glucose mit Lactisol (Glu+Lac), Sucrose (Suc) und Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac);
jeweils n = 19). Die Angabe der Werte erfolgte in Mittelwert + SEM. Statistische Unterschiede (p < 0,05)

wurden mittels gemischter Effektanalyse mit Mehrfachvergleichen untersucht.
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Abbildung 22: Mittlere AAUCs des Plasma-GLP-1-spiegels [mg dL" x min] verursacht durch die
einzelnen Testlésungen (Glucose (Glu), Sucrose (Suc), Sucrose mit Lactisol (Suc+Lac), Glucose mit
Lactisol (GlutLac)). Die Werte sind angegeben in Mittelwert £+ SEM (n = 19). Als statistische Analyse
wurde der Student's t-Test (p < 0,05) durchgefihrt.

3.7 Alnsulin/AGlucose Ratio
Tabelle 7: Alnsulin/AGlucose Ratio. Die Werte sind angegeben als Mittelwert £+ SEM. Statistisch
signifikante Unterschiede wurden mit p < 0,05 angenommen und durch eine gemischte Effektanalyse

mit Mehrfachvergleichen untersucht. Fixed effect p-Wert = 0,61.

Testlosung t15 t30 t60 t90 t120

Glu 2.27 £ 0,29 2,48 + 0,67 0,56 + 0,69 -0,21 £ 0,40 0,50 + 0,25
Suc 4,69 + 2,55 1,40 £ 0,60 -28,28 + 29,36 2,53 +2,09 0,24 + 0,32
Suc+Lac 2,24 + 0,62 1,45+ 0,57 1,93 + 1,11 -0,03 £ 0,41 -0,81 £ 0,91
Glu+tLac 0,29 £ 1,86 1,37 £ 0,50 -5,94 + 6,87 0,41+ 0,56 0,37 £ 0,22
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3.8 AGlucagon/Alnsulin Ratio
Tabelle 8: AGlucagon/Alnsulin Ratio. Die Werte sind angegeben als Mittelwert £ SEM. Statistisch
signifikante Unterschiede wurden mit p < 0,05 angenommen und durch eine gemischte Effektanalyse

mit Mehrfachvergleichen untersucht. Fixed effect p-Wert = 0,56.

Testlosung t15 t30 t60 t90 t120
Glu 0,005+ 0,008 -0,007 £0,003 0,280+0,298 -0,412+0,238 0,051+ 0,233
Suc 0,017 +0,011 0,008 +0,013 0,235+0,278 -0,592 + 0,587 -0,010 £ 0,149

Suc+lLac -0,191 £ 0,214 0,053 +0,058 -0,230+0,116 -0,275+0,157 -0,118 £ 0,142

GlutLac 0,016 £0,016 0,006 +0,011 0,007 £0,020 0,150+ 0,094 0,002 +0,174

3.9 Hochstwerte der AGlucose-, Alnsulin-, AGLP-1 und

AGlucagonkonzentrationen
Tabelle 9: AHochstwerte der Blutglucose-, Insulin-, GLP-1- und Glucagonkonzentrationen. Die
Werte sind angegeben als Mittelwert + SEM. Statistische Unterschiede (p < 0,05) wurden durch eine
gemischte Effektanalyse mit Mehrfachvergleichen untersucht. * deutet auf einem statistisch
signifikanten Unterschied verglichen mit der Behandlung mit Glucose hin. # deutet auf einem Trend fiir

Signifikanz hin (p < 0,1).

Glu Suc Suc+Lac Glu+Lac

AHo6chstwerte Glucose [mg dL'] 38,28 +3,68 30,98+2,72% 37,61+3,16 40,61+ 3,49

AHo6chstwerte Insulin [ulU mL"] 61,98 +6,94 50,30+4,70# 53,80 +6,61%* 57,58 6,02

AHochstwerte GLP-1 [pM] 6,05+ 0,93 5,49 + 1,04 4,02+0,80° 5,79+0,96

AHo6chstwerte Glucagon [pg mL'] 0,56 + 0,21 1,56 + 0,77 1,69 + 1,01 1,18 £ 0,65

3.10 Korrelationsanalysen der einzelnen Parameter
Eine Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson wurde fir zusammenhangende Parameter
wie Sulschwellenwert, Intensitat der wahrgenommenen Sife der vier Testldsungen, BMI, die
Glucosehomd@ostase und die Ausschuittung von Insulin, Glucagon und GLP-1 durchgefuhrt. Es

konnten darunter keine Zusammenhange dieser nachgewiesen werden.
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4. Diskussion
Im Rahmen dieser Masterarbeit wurde untersucht, ob der oral wahrgenommene, sife
Geschmack bzw. die extra-orale Stimulierung des STR, ausgeldst durch die in Tabelle 2
angefuhrten Testlosungen, die Glucosehomdostase durch die Regulierung von Insulin,
Glucagon und GLP-1 beeinflusst. Dadurch soll ein weitgehenderes Verstandnis uUber die
Funktion des Sufigeschmacks und deren Auswirkungen auf Metabolismus und dessen
Mechanismen in der Rolle der Pathogenese von Ubergewicht und Adipositas geschaffen
werden. Um diesen vorzubeugen, empfiehlt die WHO die Zuckerzufuhr unter 10 % des
Gesamtenergiebedarfs zu halten®’. Da dies jedoch fiir viele nicht auf den Alltag anwendbar
ist, ist die Notwendigkeit zum besseren Verstandnis von Zucker und dessen Metabolisierung
bzw. seinen Einfluss auf weitere Signalwege unabdinglich. Dies wirde anschlieBend die
wissenschaftliche Grundlage bieten, gezielt in die Zusammensetzung von Lebensmitteln mit
hohem Zuckergehalt einzugreifen, um die Pathogenese von Ubergewicht und Adipositas
grundsatzlich vorzubeugen oder spezifische Medikamente zur Verbesserung dieser Zustande

zu entwickeln.

Tierversuche in vitro konnten bereits nachweisen, dass die Aktivierung von oralen und
extraoralen SufRrezeptoren in EEZ durch SuRstoffe die Ausschittung von GLP-1 und GIP zur
Folge hatte. Allerdings konnte dies bei der Ubertragung der Daten auf in vivo Versuchen an
Menschen nicht belegt werden®. Dies legt dar, dass das Verstandnis der StiRintensitat von
SSBs auf Blutzuckerspiegel und den damit verbundenen Stoffwechselhormonen noch
lickenhaft ist. Solche Unbestimmtheiten fihrten zur Fragestellung, ob die orale und extraorale
Stimulierung des SuBrezeptors durch SSBs die Glucosehomdostase von gesunden
Probanden beeinflussen kann. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass zwei
isokalorische Ldsungen mit unterschiedlichen SdRintensitdten den Blutglucosespiegel
unterschiedlich stark ansteigen lassen sollten. Dafur wurden eine 10 %ige Sucroselésung mit
60 ppm Lactisol und eine 10 %ige Glucoseldsung gewahlt, da diese beiden aquisuf’ sind.
Deren Auswirkungen auf den Blutzuckerspiegel wurden deshalb genauer untersucht. Als
Kontrolle wurden ebenfalls eine 10 %ige Glucoselésung mit 60 ppm Lactisol, welche am
wenigsten st} schmeckte, und eine 10 %ige Sucroseldésung, welche die grofite SuRintensitat

hatte, an 27 gesunde, mannliche Probanden verabreicht.

Vor Beginn der Studie wurde die SuBwahrnehmung der Probanden untersucht und als Teil
des medizinischen Screenings implementiert. An diesem Tag bekamen die Probanden eine
Schulung bezlglich der VAS, anhand derer sie die Intensitdt des sufen Geschmacks
bewerten sollten. Dies erfolgte im Anschluss ebenso fur die vier Testldsungen, welche jeweils
einzeln an einem der vier Studientage als Testldsung verabreicht wurden. Die SuRintensitat
der vier Lésungen am Screeningtag und der vier Studientage wurde anhand dieser VAS

quantifiziert, um sie anschlie®end miteinander zu vergleichen. Die Probanden waren sowohl
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am Screeningtag als auch an den Studientagen in der Lage, die Unterschiede in der Intensitat
der verschiedenen Testldsungen bzw. die Ahnlichkeit der 10 %igen Glucoselésung und der

10 %igen Sucroselésung mit 60 ppm Lactisol wahrzunehmen.

Im Einklang zu Daten aus der Publikation von Karl et al. (2020)''° und den Vorversuchen fir
diese Masterarbeit wurden die SutRintensitat der 10 %igen Sucroseldsung mit 60 ppm Lactisol
und der 10 %igen Glucoseldsung von den untrainierten Probanden in der vorliegenden Studie
als gleich sul3 bewertet (siehe Abbildung 14). Die Intensitat der anderen, isokalorischen
Testlésungen zeigten einen sehr starken Unterschied in der oral wahrgenommenen Sif3e. Die
geringere SufRkraft von Glucose im Vergleich zur selben Menge an Sucrose'® liel? sich sich
ebenfalls durch diese Masterarbeit bestatigen. Die Sulwahrnehmung der Probanden bildete
damit eine solide Grundlage fir die Fragestellung und das Design dieser Masterarbeit. Somit
konnten die sensorischen Daten zur Testung der aufgestellten Hypothese zum Vergleich der
Glucose-, Insulin-, GLP-1- und Glucagonwerte der Probanden im Crossover-Design an

verschiedenen Tagen verwendet werden.

Die Ergebnisse der Blutglucosekonzentrationen der Probanden 30 Minuten nach
Verabreichung der Testlosungen zeigten einen verstarkten Anstieg nach der
10 %igen Glucoseldsung verglichen mit der 10 %igen Sucroseldésung. Dies wurde ebenso in
einer Studie von Crapo et al. (1982) gezeigt, welche signifikant flachere Hochstwerte durch
eine Sucroselésung im Vergleich mit einer isokalorischen Glucoselosung feststellten'".
Erklarbar sind diese Erkenntnisse eher durch die Unterschiede in Absorption und
anschlielender Verstoffwechselung der einzelnen Zucker als durch die Beeinflussung des
Glucosestoffwechsels durch deren sulen Geschmack. Die Spaltung komplexer

Kohlenhydrate erfolgt durch die Pankreasamylase und anschlieBend durch verschiedene
Disaccharidasen im Darmlumen®. Sucrose ist ein a-D-Glucopyranosyl-O-(1—2)-B-D-

fructofuranosid? und wird durch die Saccharase in ihre Bausteine zerlegt*°. An den Enterozyten
sitzen an der apikalen und basolateralen Seite spezifische Zuckertransportproteine, welche
fur den grofdten Teil der Zuckerresorption zustandig sind. So wird Glucose, welches ein stark
polares Molekdl ist und nicht durch die Doppelmembran der Enterozyten frei diffundieren
kann''®, auf der apikalen Seite durch SGLT1 zusammen mit zwei Natrium-Kationen
spannungsabhangig und auf der basolateralen Seite von GLUT2 durch passive Diffusion
resorbiert. GLUT2 hat mit einer Ky von 40 mmol L' eine sehr groRe Transportkapazitat fir
Glucose''2" Fructose hingegen wird bei kleineren Mengen unter 1 g kg™' KG apikal durch
GLUT2 ins Cytosol aufgenommen, bei h6heren Fructosemengen geschieht dies durch GLUTS5.

Basolateral diffundiert Fructose bei kleineren Mengen wiederum durch GLUT2 und bei

2 National Center for Biotechnology Information. "PubChem Compound Summary for CID 5988, Sucrose"
PubChem, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Sucrose. Accessed 22 November, 2021.
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groferen Mengen durch GLUT5 in den Blutstrom. Kleinere Mengen an Fructose kénnen unter
anderem direkt im Dinndarm metabolisiert werden, dieser Mechanismus ist jedoch schnell
gesattigt. GLUTS5 ist hier somit der Schlusselregulator fur die Aufnahme von groflen Mengen
Fructose in die Pfortader'?>'23, AnschlieRend werden Glucose und Fructose zusammen mit
anderen Nahrstoffen durch die Pfortader zur Leber transportiert. Fructose wird dort durch
GLUT2 in die Hepatozyten aufgenommen, wo Fructose durch die Ketohexokinase C zu
Fructose-1-Phosphat (F-1-P) phosphoryliert wird. F-1-P kann dann zu Glyceraldehyd-3-
phosphat umgebaut werden und Uber Pyruvat und Acetyl-CoA zur Synthese von Triglyceriden
oder VLDL herangezogen werden'??. Aufterdem gibt es im Tierversuch Indizien dafiir, dass
der Dinndarm in der Lage ist, kleine Mengen von Fructose in Glucose umzuwandeln'?*. Nur
sehr geringe Mengen an Fructose gelangen somit in den Blutkreislauf, wodurch Fructose ihre
hormonelle Regulierung weitgehend umgeht und somit nicht insulinstimulierend ist'.
Zusatzlich besitzen pankreatische (-Zellen nur sehr geringe Mengen an GLUTS, was die
Absorption von Fructose nicht erlaubt und keinen Stimulus fir die Insulinproduktion darstellt'?.
Eine Untersuchung von Evans et al. (2017), welche Glucose und Sucrose durch Fructose in
Lebensmitteln und Getranken ersetzten, ergab ebenso geringere Hochstwerte der
Blutglucose- und Plasmainsulinwerte im postprandialen Zustand'?6. Ein Ersatz von Glucose
und Sucrose durch Fructose ergab ebenso in einer weiteren Studie geringere postprandiale
Hochstwerte von Glucose und Insulin. Die daflir angefiihrten Griinde sind in Einklang mit den
Erkenntnissen dieser Arbeit. Allerdings wurde noch erwahnt, dass die postprandialen
Hochstwerte von Glucose und Insulin bei Probanden mit gestorter Glucosetoleranz und
Diabetes mellitus Typ 1 und 2 noch flacher ausfielen, als bei gesunden Probanden und
Fructose nach diesem Aspekt ein guter Ersatz fir anderen Zuckern in Lebensmittel bieten
konnte, unter anderem aber wiederum einen weiteren Indiz Uber die Pathogenese bei
Ubergewicht und seine Komorbiditaten liefert'?”. Im Vergleich zu mit Glucose gesiiRten SSBs,
fuhren auch mit Fructose geslf3te SSBs zu niedrigeren Hdchstwerten in Glucose und
Insulin?. Dieser Effekt wird vor allem durch groRere Mengen Fructose, sprich > 5 g pro
Mahlzeit, verursacht'®. All diese Studien erkldren die im Rahmen dieser Masterarbeit
festgestellte geringere AAUC nach dem Konsum der 10 %igen Sucroselésung im Vergleich
zur 10 %igen Glucoselésung. Nach Verabreichung der aquisifien Lésungen, 10 % Sucrose
plus 60 ppm Lactisol und 10 % Glucose, konnten keine Unterschiede in der Plasmaglucose
der Probanden festgestellt werden. Die Applikation von 10 % Glucose und 10 % Glucose mit
60 ppm Lactisol, welche hoch signifikant unterschiedlich sif3 schmecken, sowie die
Applikationen von 10 % Sucrose und 10 % Sucrose mit 60 ppm Lactisol, welche sich ebenfalls
sehr deutlich in der Sif3e voneinander unterschieden, hatten keine auffalligen Auswirkungen
auf die Plasmaglucosekonzentration. Dies lasst darauf schlielen, dass sich die

wahrgenommene SuBintensitat der Losungen nicht auf den Stoffwechsel der angewandten
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Zucker auswirkt. Ein Anstieg der Plasmaglucosekonzentration durch die Intensitat des
SiuRgeschmacks der verwendeten Losungen konnte somit nicht festgestellt werden. Lactisol
zeigte anhand dieses Parameters ebenfalls keinen Einfluss darauf. Dass stattdessen die
Struktur der beiden Zucker, sprich Mono- vs. Disaccharid, sich unterschiedlich auf den
Stoffwechsel auswirkt, bestatigte sich anhand der hier ermittelten Daten bei gesunden

Probanden.

Zur weiteren Betrachtung der Regulation der Blutglucose nach der Verabreichung der vier
Testlésungen wurden ebenfalls die Plasmainsulinwerte der Probanden untersucht. Dies nimmt
bei der Regulierung der Blutglucose eine sehr wichtige Rolle ein, da es eine
blutzuckerspiegelsenkende Wirkung erzielt'?*'3°, Bei der Betrachtung der Daten zeigte sich
eine signifikant kleinere AAUC nach der Verabreichung der 10 %igen Sucroseldésung mit
60 ppm Lactisol im Vergleich zur AAUC der 10 %igen Glucosel6sung. Hinzu fugt sich ein
statistischer Trend, bei der die 10 %ige Sucroseldésung eine flachere Kurve in der
Insulinantwort verursachte als die 10 %ige Glucoselésung. Auch die Ergebnisse der
ausgewerteten Plasmainsulindaten deuten eher auf den Einfluss der Struktur der
verabreichten Zucker als auf die SuRintensitat der verabreichten Ldsungen hin. Ware
Letzteres der Fall gewesen, hatten sich Unterschiede zwischen den einzelnen Testlosungen
mit und ohne Lactisol feststellen lassen. Die SuRintensitat derer hatte in dieser Studie also
keinen Einfluss auf die Ausschiittung von Insulin und damit ebenfalls nicht auf CPIR. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit weiteren Humanstudien und Reviews, die den Einfluss von
SiRstoffen auf die Insulinantwort untersuchten®'%7.132_ Eine Studie darunter untersuchte die
Auswirkung von Lactisol auf dem STR im GIT. Dessen Hemmung verursachte eine erhdhte
Insulinantwort in zehn gesunden Probanden. Allerdings wurden deutlich h6here Mengen an
Lactisol (500 ppm) eingesetzt, somit ist dieses Ergebnis nicht direkt vergleichbar mit diesem
Studiendesign. Zudem wurde das Lactisol bereits 10 Minuten vor der Verabreichung der
12,5 %igen Glucoselésung verabreicht, was eventuell die abweichenden Resultate erklaren
konnte'@. In einer weiteren Humanstudie wurden 45-sekiindige Mundspllungen mit
verschiedenen Ldsungen wie Wasser, Starke, Saccharin und Sucrose von gesunden
Probandinnen durchgefihrt. Nur die 0,01 M Saccharin- und die 1,0 M Sucroselésung flhrten
zu einem signifikanten Anstieg des Insulinspiegels. Dieser CPIR-Effekt konnte allerdings nur
bei nichternen Bedingungen der Probandinnen festgestellt werden. Des Weiteren mussten
die Losungen oral verabreicht werden, ein visueller Stimulus reichte nicht fur die
Insulinausschittung'?. Die Ergebnisse aus Tierversuchen an Ratten waren ebenfalls im
Einklang mit der eigenen und den oben angefihrten Humanstudien: Kurzfristig nach der
Einnahme von Sustoffen war kein CPIR zu beobachten. Andrerseits flhrte der orale Stimulus
mit StRstoffen zusammen mit Glucose zur Ausschittung von Insulin und somit zu einer CPIR.

Unter anderem kann die Hydrolyse des Kohlenhydrats in der Mundhohle als Ursache des
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Insulinanstiegs nicht ausgeschlossen werden'33, Weitere in vitro Untersuchungen auf B-Zellen
von Mausen zeigten eine Aktivierung ihrer STR durch Glucose infolge der vermehrten
Expression der Biomarker TAS1R3 und CaSR. Dieser Glucosestimulus fiuhrte zur verstarkten
Insulinsekretion. Bei der Inhibierung des STRs durch Lactisol, wurde dieser Effekt von Glucose
auf dem STR gehemmt'3+13% Ein Effekt von Lactisol auf den Metabolismus konnte damit nur
in vitro Uber die B-Zellen von Mausen und in vivo beim Menschen nur in sehr hohen Mengen
festgestellt werden. Nach der systematischen Ubersichtsarbeit von Lasschuijt et al. (2020), wo
die CPIR nicht wiederlegt werden konnte, liege dies an den schwer miteinander vergleichbaren
Studienlagen und an mangelnden standardisierten Methoden fir empirische Forschungsarbeit
bei Humanstudien®. Eine weitere systematische Ubersichtsarbeit und Meta-Analyse von
Humanstudien von Wiedemann et al. (2020) konnte die CPIR bei Menschen belegen, wobei
Art und Veranschaulichung des Stimulus daflr ausschlaggebend sind®. Im Rahmen dieser
Masterarbeit konnte CIPR bei den 27 mannlichen Probanden nicht nachgewiesen werden.
Dies konnte darauf zurickzufuhren sein, dass CPIR am ehesten durch feste Lebensmittel
verursacht wird und die Zuckerlésungen nicht lange genug in der Mundhoéhle der Probanden
verweilt sind, um diesen Effekt auszuldsen®. Weiteres ist CPIR beim Mensch weitaus
komplexer als bei Tieren und zusatzlich zum Geschmack sind sensorische Stimuli daflr
notig™®. Die Ergebnisse dieser Masterarbeit, dass eine Verabreichung der 10 %igen
Glucoseldsung eine starkere Insulinausschittung bewirkte als die 10 %ige Sucroseldsung
sind also auf die Strukturen der beiden Zucker zurickzufuihren. Wie bereits bei der Diskussion
der Plasmaglucose erortert, beinhaltet eine 10 %ige Sucroseldésung genau die halbe Menge
an Glucose, wie die 10 %ige Glucoselésung. Da Fructose kaum insulinstimulierend ist'®, wirkt
also nur die in der Sucrosel6sung beinhaltete Glucosemenge'?? auf dem Blutzuckerspiegel der
Probanden und verursacht somit eine kleinere AAUC in der Insulinantwort'?. Dies spiegelt
ebenfalls in der Alnsulin/AGlucose-Ratio wieder, dass keine Unterschiede durch die einzelnen
Testlésungen festgestellt werden konnten und sich wiederum zeigt, dass die erhdhte
SiuRintensitat keinen starkeren Insulinspiegelanstieg als Wirkung hat. Ebenso wurde durch die
AGlucagon/Alnsulin-Ratio  nachgewiesen, dass die Glucagonantwort zu der
Insulinausschattung passt und dass die starkere SuRintensitat keine starkere Stimulation der
hepatischen Glucosefreisetzung zur Folge hat. Die Héchstwerte der AGlucose-, Alnsulin-,
AGLP-1- und AGlucagonkonzentrationen aus Tabelle 9 stimmen mit den AAUCs der einzelnen

Parameter Uberein, was eine Kontrolle der ermittelten Parameter darstellt.

Aus der Analyse der ermittelten Plasma-GLP-1-Daten der Probanden ergab sich eine
statistische Signifikanz im Unterschied bei der Applikation von 10 % Glucose und
10 % Sucrose mit Lactisol. Diese gleich sufien Losungen ergaben eine um 102,66 %
verringerte AAUC fir die Sucrose mit Lactisol. Zusatzlich konnte ebenfalls eine statistisch

signifikant geringere GLP-1-Ausschittung nach der Behandlung mit Sucrose mit Lactisol im
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Vergleich zu Sucrose allein festgestellt werden. Sucrose hat eine hdhere Affinitat fur die
Untereinheit TAS1R37°, welche gleichzeitig die Bindestelle am STR von Lactisol darstellt®?.
Dies wirft die Frage auf, ob Sucrose sensitiver fur die Effekte von Lactisol ist als Glucose. Dies
muss aber noch weiter untersucht werden. Der Unterschied der beiden aquistiRen Lésungen
Glucose vs. Sucrose mit Lactisol deutet darauf hin, dass die Stintensitat einer Lésung nicht
ausschlaggebend fir die ausgeschuttete Menge an GLP-1 ist. Im Tier- und Humanversuch ist
eine orale Fructosegabe weniger GLP-1-stimulierend im Vergleich zu einer isokalorischen
Glucoselésung'®'3° Wie bei den Argumentationen von Glucose und Insulin fallt hier wieder
die geringere Menge an Glucose an, die sich in der Sucroselésung befindet. Dazu sollten die
unterschiedlich st schmeckenden Lésungen mit Sucrose und Glucose, sowie Glucose und
Glucose mit Lactisol auch unterschiedliche GLP-1-Konzentrationen im Plasma aufweisen.
Nach den in dieser Arbeit angefuhrten Ergebnissen flhrt eher die Struktur des Zuckers oder
dessen Wechselwirkung mit dem STR wund Glucosetransportern zu einer GLP-1-
Ausschittung. In vitro Inkubation Gber eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO von humanen NCI-
H716 enteroendokrinen L-Zellen mit Sucralose (0,04; 0,2; 1; 5 und 20 mM), Sucrose (0,5; 1;
und 5 %) und Glucose (1; 3 und 10 %) zeigten konzentrationsabhangig einen Stimulus fur die
GLP-1 Ausschittung durch den STR. Beim Knockout vom STR lber TAS7R3 durch die
Mitinkubation von 2,5 mM Lactisol bei den mit Sucralose behandelten NCI-H716 Zellen, wurde
eine geringere GLP-1 Ausschiittung festgestellt. In derselben Studie wurden in vivo Versuche
auf Mausen mit und ohne Gen flir a-Gustducin durchgefiihrt. Nach Zwangsfltterung mit 5 g
Glucose kg KG™' durch Injektion ins Duodenum zeigten die Wildtyp-Mause mit intakter
Expression von a-Gustducin einen signifikanten Anstieg des Plasma-GLP-1-Spiegels nach
10 Minuten. Mause ohne funktionierendes Gen waren hingegen durch die Verabreichung von
Glucose unbeeinflusst. Diese Ergebnisse bestatigen die Rolle des STR bei der GLP-1-
Sekretion aus L-Zellen durch Zucker und SiiRstoffe und den Effekt von Lactisol®. In
verschiedenen Studien wurde untersucht, ob die Kombination von Sitf3stoffen und Glucose zu
einer hoheren GLP-1-Ausschittung fiihrte'4%-142, Reimann et al. untersuchten L-Zellen aus
primaren Zelllinien von Mausen. Es erfolgte eine Inkubation der Zellen mit 10 mM Glucose und
1 mM Sucralose bzw. 10 mM Glucose zusammen mit 2 mM Acesulfam K. Die GLP-1-
Ausschittung war glucoseabhangig, allerdings konnte kein Unterschied durch die
Kombinationen mit und ohne SiiRstoffe festgestellt werden''. Saltiel et al. fiihrten eine
ahnliche Studie an L-Zellen aus primaren Zelllinien von Ratten durch. Die Stimulierung erfolgte
durch 20 % (w/v) Glucose (1,1 mol L") zusammen mit 1,25 % (w/v) Sucralose (31,4 mmol L-
), 3,85 % (w/v) Acesulfam K (191,3 mmol L") bzw. 2,5 % Steviosid (31,3 mmol L"). Die
Konzentrationen wurden absichtlich hoch gewahlt, um die maximale Aktivierung des
Rezeptors zu erreichen. Glucose stellte einen Stimulus fur GLP-1 und GIP dar. Aus den

luminal applizierten SuRstoffen konnte darunter nur Acesulfam K eine hoéhere GLP-1
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Ausschittung auslésen. Bei der vaskularen Applikation der SiRstoffe zeigten hingegen nur
Sucralose und Steviosid einen Reiz fur die GLP-1 Ausschittung. Allerdings beeinflusst
Sucralose nur in sehr hohen Mengen (10 mM) den GLP-1-Spiegel'?. Eine in vivo Studie an
Ratten mit Zwangsfutterung von Saccharin (1 g kg™' KG), Acesulfam K (1 g kg”' KG), D-
Tryptophan (50 mg kg™' KG), Sucralose (1 gkg'KG) und Stevia (1 g kg' KG) jeweils mit
Glucose (1 g kg™ KG) fiihrte ebenso zum Ergebnis, dass nur die Glucose einen Stimulus flr
die GLP-1-Antwort darstellt und nicht die StiRstoffe'#. Diese Resultate spiegeln sich ebenfalls
in zwei Humanstudien wieder' 43, 4 mM Sucralose in 0,9 %iger Kochsalzlésung bzw.
0,9 %ige Kochsalzlésung als Kontrolle wurden zehn Probandinnen intraduodenal verabreicht.
Nach 30 Minuten wurden der Infusion mit bzw. ohne Suf3stoff 25 % Glucose hinzugefugt. Es
wurden keine Unterschiede in der Plasma-GLP-1-Antwort der beiden Studientage
festgestellt'”. Wu et al. (2013) verabreichten zehn gesunden Probanden gleich siiRe Getranke
mit 52 mg Sucralose, 200 mg Acesulfam bzw. 46 mg Sucralose mit 26 mg Acesulfam K in
240 mL Wasser. 10 Minuten spater bekamen die Probanden noch 75 g Glucose in 300 mL
Wasser. Die Plasma GLP-1 Kontestationen durch die vier Testlosungen unterschieden sich
nicht, nur die Glucose verursachte einen Anstieg'*. In einer Ubersichtsarbeit von Ahmad et
al. (2020) wurden weitere 19 Studien, die sich hauptsachlich mit dem Einfluss von Sufstoffen,
aber zum Teil auch Glucose auf Plasma GLP-1 befassten, zusammengefasst: In 14 Studien
Uber gesunde Personen konnte kein Effekt auf Anderungen der Plasmaglucose oder weiterer
Regulationshormone der Blutglucosehomoostase festgestellt werden. Vier Studien Uber
gesunde und an Diabetes erkrankte Probandlnnen stellten alle einen Anstieg vom Plasma-
GLP-1 fest. Nur eine einzige Studie Uber gesunde Menschen zeigte eine vermindere
Ausschiittung von GLP-1"'%. Pathologische Zustéande wie Ubergewicht und Diabetes mellitus
Typ 1 und 2 verursachten anhand dieser Daten keinen Unterschied bei der Ausschuttung von
GLP-1. Zusammengefasst Iasst sich also sagen, dass die Stintensitat nur einen sehr kleinen
oder keinen Effekt auf die GLP-1 Ausschttung hat, wobei St3stoffe einen geringeren Einfluss
darauf haben als Glucose. Weitere Forschung zur Bestadtigung dieser Erkenntnisse ist
allerdings nétig. Im Allgemeinen passen die in dieser Masterarbeit ermittelten GLP-1-Werte
der 27 gesunden Probanden zu den angefiihrten Insulinwerten. Die Insulinausschittung wird
bei oraler Verabreichung des Testldsungen durch GLP-1 vermittelt und die GLP-1-
Ausschittung verursacht eine hohere Insulinsensitivitdt und eine bessere Funktion der
pankreatischen B-Zellen®"%5, Der Hochstwert in der GLP-1-Kurve bei t15 konvergiert mit dem
Plasmainsulin-Héchstwert bei t30, was gut zur bereits bestehenden Literatur passt. Die
Hochstwerte in der GLP-1-Antwort waren nach der Applikation von 10 % Sucrose bzw. 10 %
Glucose geringer als die bei herkdmmlichen oGTTs. 10 % Glucose oder Sucrose entsprechen

30 g geldst in 300 mL Wasser, wobei beim oGTT 75 g Glucose in 300 mL Wasser angewandt
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werden. Dies erklart sich dadurch, dass ausgeschittete Menge an GLP1 von

Glucosekonzentration abhangig sind>'-146,

Bei den Plasmaglucagonwerten von 19 mannlichen Probanden konnten keine zeitabhangigen
Effekte, sowie keine Unterschiede in den AAUCs der vier verschiedenen Behandlungen
festgestellt werden. Ebenso konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen Zuckern mit und
ohne Lactisol beobachtet werden, somit konnten wir keinen Einfluss der StiRintensitat und von
Lactisol auf die Glucagonkonzentrationen der Probanden nachweisen. Einer der moglichen
Grinde dafir ist, dass bei dieser Studie geringere Glucosemengen, sprich 10 %ige Lésungen,
eingesetzt wurden als beim herkdmmlichen oGTT, bei dem 12 %ige Ldsungen verwendet
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse kdnnen keine Schlisse Uber den Einfluss eines Mono-
bzw. Disaccharids auf die Regulierung von Glucagon gezogen werden. Da Lactisol ebenfalls
keine Wirkung darauf zeigte, kann der Einfluss der SuRe auf den Glucagonspiegel

ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Masterarbeit und der daraus resultierenden
Publikation erstmals der Effekt der oralen bzw. extraoralen, sifen Chemorezeption und der
Struktur verschiedener Zucker in herkdmmlich verwendeten Konzentrationen beschrieben. Die
Ergebnisse der untersuchten Parameter zeigen, dass die SiRintensitat der verwendeten
Testlésungen keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die Regulierung der Blutglucose
hat. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der oral wahrgenommenen Sif3e und der
Regulierung der Blutglucose durch Insulin, Glucagon und GLP-1 sowie der Blutglucose selbst
belegt werden. Ein wichtiger Parameter, welcher in kinftigen Studien genauer unter den
Einfluss von Glucose und Sucrose mit und ohne Lactisol untersucht werden sollte, ist GLP-1.
Daruber hinaus sollten bei Studien ernahrungsrelevante Mengen an Glucose und Sucrose
eingesetzt werden, damit die Ergebnisse vergleichbar sind und eine aussagekraftige
Grundlage zum Verstandnis dieser Thematik bieten. Es sollte weiters untersucht werden,
welche Rolle die SuBwahrnehmung beim Verzehr von zuckerhaltigen Lebensmitteln bei
Frauen spielt. Ebenso ware die Aufschlisselung der langfristigen Auswirkungen von

kalorischen, zuckerhaltigen Produkten von Relevanz.
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5. Limitierungen und Starken der Studie
Mehrere Limitierungen kénnen in Bezug auf diese Studie erwahnt werden. Wichtig ist die
Tatsache, dass die Untersuchung nur an Mannern durchgefiihrt worden ist, da der weibliche
Hormonzyklus die Regulierung der Plasmaglucose stark beeinflussen kann. Damit sind die
Daten nicht direkt auf das weibliche Geschlecht Ubertragbar und nicht direkt mit Studien
vergleichbar, wo beide Geschlechter untersucht wurden. In einigen Studien Uber GLP-1 wurde
aulerdem ofters auch GIP analysiert, welches ebenfalls Einfluss auf die Regulierung der
Blutglucose hat. Gegebenenfalls kdnnte dieser Parameter zu einem vollstandigeren
Gesamtbild beitragen. Interessant ware es fur folgende Studien, die Blutabnahme in engeren
Zeitabstanden in der ersten Stunde nach Verabreichung der Testlosungen durchzufuhren.
Dies wurde eine héhere Aufldsung bieten und eventuelle Unterschiede in den AAUCSs liel3en
sich besser ermitteln. Zusatzlich waren Langzeitinterventionsstudien wiinschenswert, damit
beobachtet werden kann, ob eine verlangerte Aktivierung des Sulrezeptors im GIT durch eine
héhere Expression von GLUT die Resorption von Glucose beginstigt. Fir die Forschung von
CIPR-Effekten ware die Etablierung standardisierter methodischer Ansatze sehr hilfreich, um
die wissenschaftliche Grundlage zu starken. Darunter zahlen eine eindeutigere Beschreibung
der verwendeten Zuckergehalte, da in einigen Studien nicht klar zwischen naturlichen und
zugesetzten Zuckern unterschieden wird. Zudem gibt es keine Definition flir SSBs, da dieser
Begriff zu breit gefachert ist, womit eine unzureichende Messung der Exposition und den damit
verbundenen Zuckerkonsum einhergeht®. Um die Aussagekraft von Studien zu erhohen,
waren groflere Gruppen an Probandlnnen winschenswert. Zusatzlich wirden weitere
Humanstudien mit Testlésungen mit Fructose und Glucose bzw. Glucose und Sucrose im

Vergleich zu einer stichhaltigeren Studienlage positiv beitragen.

Zu den Starken dieser Studie gehort das cross-over Design, wodurch ein klarer Vergleich der
einzelnen Parameter untereinander ermoglicht wurde. Zudem wurde durch die grof3e
Stichprobe mit den 27 Probanden die Power von 82 % (1-B) erreicht. Dabei wurden eine
Effektstarke von 0,5 fur die Feststellung der Unterschiede der Plasmaglucose nach der
Verabreichung der Glucose- und Sucroseldésungen und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,5
vorausgesetzt  (G-Power 3.1).  Zusatzlich wurden Glucose und Sucrose in
ernahrungsrelevanten Konzentrationen eingesetzt, um die SiRe der Testldsungen mit

herkdmmlichen, erhaltlichen Softdrinks vergleichen zu kénnen.
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6. Zusammenfassung
Fragestellung: In dieser Studie wurden die Parameter flr die Regulierung des
Blutzuckerspiegels nach der Applikation von isokalorischen Sucrose- und Glucoselésungen
bei 27 gesunden, mannlichen Probanden untersucht. Der SufRegrad dieser Testldsungen
wurden anhand von Lactisol eingestellt. Als Hypothesen fur diese Masterarbeit wurde
angenommen, dass sowohl die Sufintensitat der vier Testlosungen als auch die Struktur des
jeweiligen beinhalteten Zuckers die Glucosehomoostase und deren regulierenden Parametern

der untersuchten Probanden beeinflusst.

Methodik: Die Untersuchung der aufgestellten Hypothesen erfolgte durch ein randomisiertes
crossover-Design der Studie. Insgesamt 27 gesunde, méannliche Probanden bekamen an vier
Studientagen jeweils eine der Testlésungen (10% Glucose, 10% Sucrose, 10% Saccharose +
60 ppm Lactisol und 10% Glucose + 60 ppm Lactisol) verabreicht. Im nichternen Zustand und
15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach Verabreichung der Losung wurde ihnen Blut entnommen
und daraus die Plasmaglucose, Plasmainsulin, GLP-1- und Glucagonkonzentrationen

bestimmt.

Ergebnisse: Die Bewertung der Sucroseldsung fiel stifRer aus als die Glucoseldsung. Die
Zugabe von Lactisol zur Sucroselosung fuhrte dazu, dass beide Lésungen gleich sufd bewertet
wurden. Die weniger siifRe Glucoselosung bewirkte im Vergleich zur Sucroselésung einen
grolieren Anstieg der Blutglucose nach 30 Minuten, somit ergab die Sucroselésung eine
kleinere AAUC der Blutglucose (1082 + 136) als die AAUC des Blutzuckerspiegels verursacht
durch Glucoselésung (1567 + 231). Die Modulierung der SuRintensitat durch Lactisol hatte

keinen Einfluss auf die erfassten Parameter Glucose, Insulin, GLP-1 und Glucagon.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Studie lieBen darauf schlieen, dass die Sulze der
vier verschiedenen Testldsungen nicht ausschlaggebend war, sondern die Struktur der
eingesetzten Mono- und Disaccharide einen Einfluss auf die Regulation

Blutglucosehomdostase hat.
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7. Abstract
Objective: In this study we examined the regulation of the blood glucose levels after the
application of isocaloric sucrose and glucose solutions on 27 healthy male volunteers. The
sweetness of these test solutions was adjusted using lactisole. As hypotheses for this master’s
thesis it was assumed that both the sweetness intensity of the four test solutions and the
structure of the respective contained sugars would influence the glucose homeostasis of the

investigated, healthy, male subjects.

Methodology: To verify our hypotheses, we chose a randomized crossover study design. 27
healthy, male participants were selected in a previous screening. They participated in four
study days, where they ingested one of the different test solutions (10 % glucose, 10 %
sucrose, 10 % glucose with 60 ppm lactisole and 10 % sucrose with 60 ppm lactisole). A blood
sample was collected before the treatment with one of the solutions (t0), further ones were
collected 15, 30, 60, 90 and 120 minutes after the treatment. These were used to determine
the plasma concentrations of glucose itself, insulin, GLP-1 and glucagon. Additionally, the

sweetness of the solutions had to be rated.

Results: The sucrose solution was described to be sweeter than the glucose solution, so
lactisole was added to sucrose to modulate the sweetness and achieve an equisweet solution.
The less sweet glucose solution caused a stronger increase of the blood glucose levels after
30 minutes in comparison to the sucrose solution. This was also reflected in the AAUC of the
blood glucose levels caused by the sucrose solution (1082 + 136) confronted with the AAUC
of the blood glucose levels caused by the glucose solution (1567 + 231). The modulation of
the sweetness by lactisole had no impact on the investigated markers for blood glucose

regulation, namely blood glucose, insulin, GLP-1 and glucagon.

Conclusion: The results we obtained in this study suggest that the structure of the applied
sugars in the test solutions had a stronger impact on the investigated parameters which

regulate the blood homeostasis than the sweetness of the solutions themselves.
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9. Anhang

9.1 Absolutwerte der Plasmaglucose
Tabelle 10: Berechnete Absolutwerte der Plasmaglucose in mg dL-! fiir alle untersuchten Probanden in
der Studie. Erklarung der Codierung der Testlosungen: A steht fir die 10 %ige Glucoseldsung mit
60 ppm Lactisol, B fur die 10 %ige Sucroselésung, C fur die 10 %ige Sucroselésung mit 60 ppm Lactisol

und D fur die 10 %ige Glucoselésung.

ID Testlosung to0 t15 t30 t60 t90 t120
01 A 56,88 96,81 82,41 81,31 42,44 45,23
01 B 81,24 81,61 92,86 55,95 63,51 53,03
01 C 67,57 80,61 116,06 84,74 67,48 59,40
01 D 56,96 66,40 125,81 107,22 60,39 43,80
02 A 44,63 97,66 88,41 45,32 35,41 49,12
02 B 61,67 72,49 98,36 80,79 67,44 52,66
02 C 72,49 105,93 11538 87,53 66,14 57,64
02 D 60,47 118,29 121,02 102,57 57,84 59,16
03 A 73,22 121,32 76,92 47,53 63,64 63,76
03 B 65,33 93,38 100,57 107,84 76,43 66,24
03 C 51,92 70,96 78,05 131,74 73,31 81,43
03 D 49,69 115,66 136,57 123,82 77,06 47,54
04 A 75,49 89,02 112,21 100,03 72,91 57,82
04 B 58,76 96,72 84,18 62,80 66,57 56,22
04 C 59,43 98,99 70,31 54,69 58,01 59,20
04 D 67,04 87,87 139,69 104,18 64,23 61,62
05 A 84,41 79,79 106,25 118,76 73,34 67,51
05 B 74,36 115,87 99,06 99,63 67,51 68,26
05 C 80,10 86,95 116,78 87,89 75,57 72,72
05 D 77,23 107,46 107,42 72,46 69,36 71,95
06 A 50,24 82,45 118,77 77,50 45,44 40,60
06 B 59,36 75,18 90,17 59,33 39,43 55,41
06 C 60,27 69,87 71,21 55,25 57,26 56,44
06 D 61,18 88,37 88,91 71,99 58,70 53,37
07 A 71,28 70,50 88,84 79,87 62,17 52,81
07 B 71,54 79,82 68,63 69,05 74,80 67,76
07 C 72,29 95,53 77,03 63,67 68,77 67,90
07 D 79,92 91,79 120,03 73,55 68,58 70,30
09 A 80,67 88,95 108,35 63,32 62,26 62,73
09 B 76,72 105,55 84,99 65,24 74,17 69,97
09 C 70,27 112,95 116,42 75,55 65,06 65,90
09 D 73,67 90,76 87,83 64,57 72,60 60,48
10 A 88,17 82,47 105,16 79,53 55,73 52,02
10 B 74,90 89,01 103,00 48,89 45,68 64,62
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10 C 70,16 94,20 102,32 48,50 41,88 58,97
10 D 66,18 82,49 108,73 51,31 53,34 44,53
11 A 48,64 99,83 119,93 37,20 51,39 56,29
11 B 70,23 92,33 58,78 62,33 60,30 55,85
11 C 69,83 85,44 105,03 65,78 57,07 58,73
11 D 65,52 89,95 104,76 51,76 56,17 55,63
12 A 69,69 93,33 110,94 5143 37,82 61,86
12 B 67,77 103,87 103,71 51,36 55,49 56,95
12 C 75,28 98,29 106,99 47,80 56,45 66,38
12 D 72,44 90,71 99,27 53,97 56,62 61,32
16 A 69,29 85,70 85,85 73,76 57,54 58,62
16 B 74,51 95,92 93,82 68,05 59,01 65,94
16 C 59,83 88,41 95,94 61,18 64,41 81,25
16 D 64,88 92,42 108,52 78,97 65,23 61,86
19 A 91,95 126,25 174,16 91,66 82,86 82,04
19 B 93,55 104,44 132,61 124,13 99,43 99,27
19 C 87,51 97,79 115,87 81,46 84,43 91,08
19 D 103,12 127,42 142,06 113,26 109,79 93,55
20 A 73,09 81,07 103,51 103,95 88,20 74,87
20 B 71,21 111,30 106,09 73,37 53,35 47,26
20 C 77,97 105,11 117,69 110,50 87,01 84,50
20 D 73,84 104,05 118,81 90,04 59,85 67,73
24 A 75,26 99,56 94,84 75,09 78,21 66,78
24 B 80,68 87,51 96,05 70,57 69,44 66,53
24 C 80,92 77,56 79,60 71,74 78,14 70,45
24 D 76,22 102,20 93,68 80,54 70,57 69,09
25 A 68,49 84,97 101,14 101,30 70,98 54,54
25 B 67,40 70,72 81,49 56,11 60,10 59,17
25 C 74,47 71,58 96,33 80,51 67,48 64,89
25 D 76,56 81,87 79,38 53,86 49,71 58,68
27 A 65,07 80,30 93,28 65,78 45,82 52,54
27 B 62,28 72,86 108,55 71,05 68,80 75,84
27 C 60,44 97,30 107,87 63,38 61,78 62,40
27 D 67,46 70,77 89,63 76,24 54,81 40,35
28 A 69,16 71,63 84,78 95,60 74,83 68,20
28 B 71,37 68,49 70,95 92,73 66,21 65,04
28 C 64,43 83,02 95,43 119,29 99,00 77,15
28 D 79,64 90,18 102,45 95,57 74,85 57,62
29 A 82,65 141,59 161,55 87,79 66,92 69,53
29 B 78,89 121,20 151,64 75,66 78,80 85,42
29 C 81,62 115,80 145,59 82,86 78,14 85,14
29 D 110,00 130,59 156,18 97,80 62,37 68,94
31 A 52,85 73,48 79,16 60,10 51,89 59,59
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31 B 82,47 73,96 92,36 89,45 71,66 68,62
31 C 71,39 86,09 84,40 83,48 58,84 63,42
31 D 63,07 90,15 81,23 76,42 65,20
33 A 86,72 94,43 128,35 98,11 53,93 65,29
33 B 74,54 114,45 103,89 63,41 62,66
33 C 68,79 86,98 116,86 59,90 49,29 66,99
33 D 74,12 80,91 107,76 102,10 72,67 57,45
35 A 70,64 122,79 111,08 66,32 56,72 62,28
35 B 81,01 120,84 106,32 67,82 70,21 68,00
35 C 76,20 116,29 72,87 62,77 66,69
35 D 73,19 88,19 91,36 65,63 67,16
37 A 81,43 103,47 125,12 73,50 50,98 65,73
37 B 81,64 112,25 98,99 56,57 71,72 72,28
37 C 79,81 96,05 126,34 76,59 63,97 68,62
37 D 72,49 91,29 130,21 69,63 61,24 61,31
38 A 69,55 115,21 120,17 94,84 56,38 61,86
38 B 70,38 112,56 89,04 76,78 61,60 65,71
38 C 62,32 100,21 109,63 69,74 58,76 64,67
38 D 74,15 99,48 116,60 80,45 63,48 63,66
39 A 79,76 103,39 75,57 67,34 78,68
39 B 82,10 105,22 90,43 66,42 84,42 91,73
39 C 86,58 95,74 106,94 75,13 90,11 87,53
39 D 103,62 113,72 113,60 69,36 77,41 85,97
32 A 88,17 97,28 128,40 75,14 71,53 63,07
32 B 76,72 86,38 94,16 94,39 86,10 74,29
32 C 89,77 97,14 134,13 74,88 80,85 66,13
32 D 67,82 101,66 92,84 80,10 78,73 75,73
42 A 55,98 80,73 98,41 61,10 47,84 69,91
42 B 68,54 106,86 92,37 50,07 60,35 62,33
42 C 68,57 80,31 103,45 54,49 57,75 71,25
42 D 71,27 119,29 103,35 69,60 70,38

9.2 Absolutwerte der Plasmainsulinkonzentrationen
Tabelle 11: Berechnete Absolutwerte der Plasmainsulinkonzentrationen in plU mL*' fir alle
untersuchten Probanden in der Studie. Erklarung der Codierung der Testldsungen: A steht fir die
10 %ige Glucoselésung mit 60 ppm Lactisol, B fur die 10 %ige Sucroseldsung, C fur die 10 %ige
Sucroseldsung mit 60 ppm Lactisol und D fiir die 10 %ige Glucoselésung.

ID Testlosung to t15 t30 t60 t90 t120
01 A 12,50 40,78 50,88 23,09 5,55 1,84
01 B 17,10 42,73 52,83 9,29 6,92 5,24
01 C 13,85 34,37 35,65 23,98 14,28 7,69
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01 D 9,30 24,66 41,23 51,02 11,00 6,18
02 A 11,13 79,74 65,82 19,55 6,39 4,36
02 B 10,12 62,61 69,72 20,42 11,24 6,41
02 C 7,82 57,53 65,23 43,79 10,92 6,45
02 D 9,74 136,84 57,21 41,61 15,13 7,36
03 A 6,16 33,12 32,26 23,78 8,69 0,16
03 B 7,46 25,83 20,46 15,78 14,50 11,49
03 C 3,55 3,01 17,30 12,85 16,76 11,87
03 D 4,53 35,73 35,61 28,69 11,52 7,96
04 A 4,24 19,22 34,71 19,35 6,88 4,42
04 B 4,17 19,35 21,07 4,90 1,45 1,87
04 C 2,50 17,60 9,40 2,69 2,27 7,76
04 D 5,76 31,79 53,00 19,40 6,71 5,03
05 A 17,00 22,00 1,42 41,55 19,78 10,07
05 B 12,65 18,21 45,60 25,95 11,42 13,33
05 C 13,63 45,76 60,88 27,80 16,42 15,29
05 D 12,77 51,71 57,35 18,44 20,07 11,74
06 A 20,74 86,18 91,68 92,62 21,93 14,64
06 B 18,52 85,40 77,84 45,08 15,56 12,35
06 C 23,61 81,85 33,15 9,58 11,16 11,93
06 D 21,73 47,96 79,54 59,36 17,00 12,75
07 A 6,31 42,14 43,77 33,44 10,22 9,06
07 B 18,64 30,27 21,30 16,68 10,96 10,18
07 C 13,10 77,11 43,02 16,60 16,69 7,30
07 D 16,10 48,01 60,01 21,23 12,74 12,42
09 A 26,41 95,49 85,96 36,98 14,24 14,60
09 B 18,82 94,59 66,49 30,49 20,08 17,60
09 C 17,67 19,42 97,05 36,07 21,28 23,64
09 D 25,64 82,20 77,50 17,15 19,46 15,48
10 A 7,37 28,74 81,90 59,00 10,03 4,41
10 B 8,91 51,46 83,84 12,01 6,35 7,12
10 C 7,43 37,26 74,21 18,13 7,21 5,58
10 D 6,17 40,90 67,28 19,43 4,78 4,68
11 A 6,94 57,48 82,21 9,71 6,07 8,21
11 B 3,98 45,22 46,05 7,51 3,27 5,19
11 C 10,88 53,61 67,43 7,93 4,40 26,51
11 D 5,65 48,65 94,33 7,93 4,40 26,51
12 A 15,94 84,60 73,83 17,41 6,54 7,11
12 B 12,04 90,22 87,31 13,46 8,30 9,00
12 C 9,66 77,26 85,02 13,88 15,89 9,99
12 D 10,87 82,34 65,37 21,84 9,75 7,02
16 A 8,40 27,25 52,64 37,88 13,72 8,03
16 B 21,26 72,68 102,12 20,37 9,27 13,76
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16 C 12,25 19,86 61,41 51,40 11,09 8,24

16 D 7,96 29,07 46,60 11,31 7,52 2,82

19 A 29,88 91,82 91,76 79,59 25,97 19,58
19 B 41,16 87,42 120,81 86,33 69,26 27,27
19 C 47,18 59,85 74,75 54,63 41,41 35,02
19 D 39,07 61,92 79,28 63,40 39,70 40,76
20 A 10,88 35,72 49,79 29,23 31,85 14,73
20 B 13,13 67,99 80,80 39,17 12,51 9,47

20 C 21,86 64,22 82,70 59,93 42,67 32,61
20 D 18,03 45,41 60,33 32,26 16,25 12,36
24 A 24,80 57,26 65,13 32,37 65,55 18,34
24 B 23,18 32,81 44,58 33,17 37,41 17,24
24 C 43,59 40,39 33,26 40,56 65,31 40,12
24 D 23,20 73,19 70,97 74,07 47,14 22,49
25 A 18,77 69,87 71,79 44,85 19,02 10,51
25 B 19,25 37,76 43,74 20,50 14,59 16,21
25 C 30,20 24,73 93,20 60,68 21,56 18,76
25 D 13,17 42,55 63,89 31,31 13,32 10,82
27 A 8,51 33,24 58,93 33,45 6,67 6,08

27 B 5,83 22,28 37,55 11,86 5,62 5,42

27 C 6,82 33,81 37,56 11,34 7,59 4,69

27 D 7,17 19,72 29,35 35,57 14,83 5,08

28 A 7,46 8,10 13,52 22,70 13,39 10,74
28 B 10,58 5,55 15,21 21,26 11,80 11,35
28 C 8,78 11,15 17,51 13,96 13,60 10,64
28 D 8,17 19,54 21,49 24,23 18,61 4,24

29 A 31,20 114,19 106,59 49,41 21,92 21,40
29 B 20,11 58,05 96,34 19,55 15,20 27,32
29 C 29,12 79,03 85,43 38,54 27,89 31,26
29 D 35,08 88,15 159,32 60,57 20,88 25,40
31 A 7,33 21,08 40,85 29,08 12,22 18,76
31 B 10,32 30,48 17,85 48,54 17,47 24,09
31 C 11,83 27,66 33,50 44,60 13,89 17,25
31 D 10,23 50,57 58,45 1,87 18,27 14,07
33 A 19,48 131,57 203,19 81,53 27,23 18,52
33 B 16,03 98,33 85,53 37,78 47,10 30,21
33 C 20,72 143,35 212,36 67,70 27,41 17,35
33 D 20,73 210,18 157,42 92,72 32,97 25,67
35 A 12,19 66,35 83,98 26,16 7,20 7,10

35 B 12,72 60,76 53,85 2,53 10,36 9,21

35 C 14,86 27,36 57,54 21,74 8,97 9,06

35 D 10,11 30,61 68,13 69,29 17,78 11,16
37 A 18,52 71,56 75,99 41,63 14,16 13,35
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37 B 24,27 64,45 61,37 27,76 22,48 18,85
37 C 16,26 61,34 51,37 12,98 15,32
37 D 18,36 50,07 44,46 26,70 16,70
38 A 21,63 35,41 84,62 30,82 8,62 9,73
38 B 16,01 72,60 64,49 14,83 9,29 8,35
38 C 14,24 45,14 90,79 13,50 10,94 10,07
38 D 15,58 31,63 90,12 21,08 6,88 6,97
39 A 20,73 63,23 79,57 92,72 32,97 25,67
39 B 15,27 81,91 92,65 47,26 14,43 7,81
39 C 19,14 73,38 36,46 13,17 10,57 10,56
39 D 13,14 80,64 55,16 12,29 16,98 10,73
32 A 15,58 79,12 53,82 0,63 17,36 12,73
32 B 8,02 81,15 51,06 13,00 16,60 8,24
32 C 12,97 33,27 83,99 14,67 13,80 13,53
32 D 18,62 68,35 92,20 25,52 17,14 19,32
42 A 15,95 48,07 52,14 25,83 12,81 12,44
42 B 15,88 49,05 41,10 17,61 11,65 12,55
42 C 19,98 57,74 84,85 21,30 16,27 17,97
42 D 20,73 87,06 80,36 37,15 13,66 15,96

9.3 Absolutwerte der Plasma-GLP-1-Konzentrationen
Tabelle 12: Berechnete Absolutwerte der Plasma-GLP-1-Konzentrationen in pM fir alle untersuchten
Probanden in der Studie. Erklarung der Codierung der Testldsungen: A steht fur die 10 %ige
Glucoselésung mit 60 ppm Lactisol, B fur die 10 %ige Sucroselésung, C fur die 10 %ige Sucroselésung

mit 60 ppm Lactisol und D fiir die 10 %ige Glucoselosung.

ID Testlosung to t15 t30 t60 t90 t120
01 A 17,17 21,07 16,13 12,85 13,24 18,28
01 B 23,60 29,43 20,28 18,44 29,91 28,01
01 C 21,26 22,78 19,68 15,42 16,87 21,00
01 D 17,12 26,31 21,05 13,19 14,11 19,14
02 A 27,71 44,35 26,99 23,04 19,99 24,00
02 B 27,99 37,74 27,33 18,33 22,19 28,52
02 C 37,68 44,41 30,61 18,73 18,91 26,35
02 D 31,54 35,98 25,15 22,29 21,71 25,06
03 A 8,52 8,91 4,20 2,74 4,67 5,67
03 B 8,29 11,44 7,83 2,14 2,14 2,77
03 C 717 6,47 6,40 2,83 1,51 1,80
03 D 8,41 10,36 10,50 3,21 4,45
04 A 11,96 16,25 12,10 7,04 5,82 8,07
04 B 8,52 21,98 12,02 8,03 9,97 9,56
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04 C 14,94 20,08 9,31 9,60 11,21 12,40
04 D 8,46 14,81 12,76 4,67 4,55 7,21

05 A 17,45 30,57 14,67 15,28 9,56 13,30
05 B 20,74 31,74 17,97 18,53 16,53 17,75
05 C 21,84 30,54 19,41 17,63 14,78 18,01
05 D 24,64 23,91 22,90 20,42 16,87 18,01
06 A 21,31 30,90 27,78 15,57 11,28 14,65
06 B 21,94 27,75 26,05 17,61 17,19 18,64
06 C 35,77 46,51 19,44 18,83 20,42 22,50
06 D 24,63 33,81 28,02 20,20 15,24 16,48
07 A 19,02 23,44 17,48 11,92 9,57 11,35
07 B 21,68 19,21 16,80 19,12 19,91 18,22
07 C 25,96 27,69 23,38 23,66 20,45 20,29
07 D 19,34 23,10 23,10 15,01 13,96 15,89
09 A 19,31 23,32 21,37 15,11 14,29 17,25
09 B 15,73 18,83 13,33 11,96 13,29 15,50
09 C 19,79 22,78 20,52 13,19 15,76 19,15
09 D 18,51 23,85 16,45 15,47 15,21 14,42
10 A 14,98 21,80 22,05 19,19 15,14 18,07
10 B 14,18 16,78 14,96 12,14 14,93 15,86
10 C 18,47 21,05 22,69 15,49 16,52 21,89
10 D 17,45 21,35 23,34 16,34 18,49 20,49
11 A 8,63 15,65 10,49 7,43 8,04 12,69
11 B 10,03 13,93 9,50 7,24 10,91 17,29
11 C 15,21 17,67 15,13 12,77 12,66 15,36
11 D 11,82 20,44 25,06 10,24 9,50 15,24
12 A 36,17 37,76 40,14 25,35 28,67 37,53
12 B 42,57 38,13 34,91 32,30 45,23 47,06
12 C 37,76 40,80 32,04 27,05 33,70 40,44
12 D 27,24 30,02 26,07 20,76 20,23 23,77
16 A 10,39 23,21 25,47 10,68 8,46 9,14

16 B 11,63 16,69 11,59 9,27 10,87 12,02
16 C 11,53 21,32 14,95 10,57 10,50 9,54

16 D 11,67 17,47 10,11 9,14 10,14 14,80
19 A 46,02 46,63 38,94 35,11 40,22 44,29
19 B 46,63 48,51 35,49 31,65 32,01 38,71
19 C 48,77 43,50 37,93 36,88 39,80 42,98
19 D 40,55 44,12 35,37 35,49 43,30 46,20
20 A 11,82 15,60 14,77 10,21 9,68 9,25
20 B 12,51 20,16 16,78 12,19 13,47 15,37
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20 C 17,98 19,95 17,12 13,67 12,62 13,05
20 D 13,37 14,61 12,05 11,27 12,21 12,23
24 A 18,96 18,76 16,27 17,37 18,50 16,08
24 B 19,11 13,87 13,90 12,84 15,54 12,89
24 C 23,58 21,08 19,81 18,23 17,76 18,35
24 D 21,71 18,13 15,56 16,67 17,40 17,40
25 A 38,00 49,56 32,83 19,58 25,37 28,71
25 B 53,40 39,05 49,70 35,58 24,36 34,31
25 C 28,96 25,12 28,92 21,85 22,84 31,94
25 D 38,91 45,29 51,70 30,52 26,38 27,38
27 A 18,51 21,67 22,00 13,63 13,29 18,55
27 B 35,09 26,63 24,03 16,65 17,84 21,16
27 C 24,72 22,07 14,66 11,75 13,67 23,13
27 D 25,55 30,24 24,50 17,73 13,06 21,93
28 A 4,89 4,84 5,61 7,01 5,74 5,92
28 B 4,97 6,45 7,36 5,20 5,07 4,73
28 C 9,64 9,47 11,73 5,74 5,56 6,70
28 D 8,22 8,74 7,46 6,20 5,69 6,45
29 A 20,84 32,69 21,79 12,39 12,95 17,81
29 B 15,42 22,15 20,02 10,91 16,89 18,69
29 C 27,25 34,89 23,21 16,75 17,26 22,99
29 D 23,82 28,21 38,46 15,85 14,43 17,89
31 A 16,25 15,07 15,20 14,98 17,40 16,01
31 B 9,94 13,28 11,18 13,16 13,95 15,91
31 C 12,22 13,01 12,15 9,97 13,01 14,76
31 D 12,15 15,69 17,79 11,06 14,73
32 A 53,27 57,53 54,98 40,98 43,71 46,34
32 B 53,12 65,11 76,49 77,47 79,03 75,27
32 C 46,99 63,22 59,59 50,87 56,00 52,21
32 D 57,97 74,62 65,37 55,15 55,82 71,84
33 A 40,32 45,02 39,39 29,91 27,49 31,18
33 B 33,11 34,08 28,99 35,21 41,50
33 C 52,75 43,20 39,16 34,95 38,33 44,83
33 D 45,10 45,47 4417 33,55 24,07 30,09
35 A 25,80 26,59 20,06 11,87 15,71 17,36
35 B 22,98 25,51 18,25 16,54 20,21 25,37
35 C 27,56 28,38 19,03 17,40 18,18
35 D 18,95 28,17 27,85 22,33 16,73
37 A 21,46 19,33 21,21 13,41 14,27 20,04
37 B 20,22 23,30 16,09 16,00 21,76 25,46
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37 C 22,47 25,74 21,09 16,97 20,75 24,85
37 D 16,68 21,98 17,59 12,53 13,92 17,50
38 A 23,51 30,74 22,71 13,89 17,28 19,57
38 B 28,50 31,71 19,05 20,04 20,90 24,61
38 C 29,38 29,86 19,85 17,68 21,15 23,05
38 D 25,19 30,17 28,41 16,31 17,15 20,75
39 A 17,78 19,23 17,90 16,18 16,84
39 B 19,26 19,36 17,25 14,58 14,99 19,48
39 C 16,37 19,11 17,09 14,71 17,71 19,20
39 D 28,05 27,62 21,09 14,93 18,12 24,52
42 A 26,65 30,92 30,71 20,86 23,65 24,85
42 B 21,65 27,85 20,76 22,85 22,56 22,46
42 C 29,66 40,19 29,15 23,14 26,56 27,70
42 D 30,50 44,20 35,31 25,48 22,27 26,07

9.4 Absolutwerte der Plasmaglucagonkonzentrationen
Tabelle 13: Berechnete Absolutwerte der Plasmaglucagonkonzentrationen in pgmL- fir alle
untersuchten Probanden in der Studie. Erklarung der Codierung der Testlésungen: A steht fir die 10
%ige Glucoseldésung mit 60 ppm Lactisol, B fir die 10 %ige Sucroselésung, C fur die 10 %ige

Sucroseldsung mit 60 ppm Lactisol und D fur die 10 %ige Glucoseldsung.

ID Testlésung t0 t15 t30 t60 t90 t120
01 A 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
01 B 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
01 C 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
01 D 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
02 A 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03
02 B 0,02 0,03 0,05 0,03 0,02 0,02
02 C 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
02 D 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03
03 A 1,44 1,19 0,80 0,96 0,98 1,19
03 B 1,22 1,49 1,03 0,93 0,86 1,17
03 C 1,22 3,36 1,03 1,31 1,13 0,92
03 D 1,12 1,23 1,18 1,08 0,60 1,05
04 A 1,63 1,65 1,93 1,13 1,89 1,68
04 B 1,84 2,29 2,41 1,85 1,54 2,00
04 C 1,72 2,14 1,99 1,85 212 1,65
04 D 2,57 2,35 1,99 2,27 1,77 1,52
05 A 21,55 21,67 21,76 20,55 21,75 23,06
05 B 22,38 22,28 25,45 21,71 21,70 22,35
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05 C 23,11 22,14 22,43 23,28 24,88 22,52
05 D 22,85 23,20 21,55 23,51 24,00 23,75
07 A 2,08 2,16 1,91 1,83 2,06 2,07

07 B 2,16 2,15 1,87 1,73 3,37 2,22

07 C 2,65 2,72 2,85 2,36 2,45 2,91

07 D 2,40 2,30 2,34 2,24 2,58 1,87

10 A 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,04

10 B 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,03
10 C 0,03 0,04 0,03 0,02 0,04 0,04
10 D 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03
12 A 0,04 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
12 B 0,05 0,04 0,03 0,04 0,06 0,04
12 C 0,04 0,04 0,03 0,04 0,04 0,03
12 D 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
16 A 7,84 8,44 7,42 8,99 8,23 8,57
16 B 6,57 6,63 6,43 2,41 6,43 6,72
16 C 9,11 11,35 10,29 9,53 9,74 9,02
16 D 6,62 7,48 7,52 7,11 7,72 7,85
19 A 13,10 9,77 9,49 8,70 9,58 10,16
19 B 10,13 11,01 9,11 9,02 9,05 8,65
19 C 10,94 10,43 9,48 10,02 10,10 9,24
19 D 9,78 11,49 8,53 8,99 7,54 6,65
20 A 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
20 B 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
20 C 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
20 D 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03
24 A 1,28 1,20 1,52 0,33 0,83
24 B 1,30 1,28 1,41 0,72 1,35
24 C 2,19 2,08 2,52 1,58 1,20
24 D 2,34 1,10 1,30 1,66 1,10 0,76
25 A 12,62 12,42 12,94 12,59 12,93 13,27
25 B 11,06 12,03 10,42 11,23 9,65 10,20
25 C 13,38 15,10 12,78 12,45 13,33 13,20
25 D 11,45 10,95 11,10 10,64 11,23 11,32
29 A 23,71 24,58 24,65 22,56 25,24 25,44
29 B 26,05 25,95 25,57 27,24 27,80 28,28
29 C 28,30 29,62 29,00 28,12 27,63 29,65
29 D 23,25 26,88 24,41 21,39 22,71 25,55
32 A 0,03 0,04 0,03 0,02 0,02 0,02
32 B 0,02 0,04 0,05 0,03 0,03 0,04
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32 C 0,03 0,07 0,05 0,04 0,03 0,03
32 D 0,03 0,05 0,04 0,02 0,03 0,06
37 A 3,36 2,77 2,05 4,30 3,50 3,44
37 B 5,04 4,54 3,72 4,53 4,28 4,79
37 C 3,98 4,52 3,10 4,59 3,43 3,96
37 D 2,96 1,75 1,04 2,67 2,30
38 A 12,94 25,64 24,36 23,63 23,17 25,24
38 B 10,81 24,65 24,35 24,04 19,21 25,64
38 C 8,76 27,78 27,77 26,09 22,57 28,33
38 D 26,48 26,16 26,09 21,72 25,13 22,72
39 A 3,50 3,76 3,55 3,45 4,11
39 B 3,53 3,11 3,23 3,75 2,69 3,91
39 C 3,57 3,44 3,70 2,75 2,53 3,11
39 D 4,43 4,49 4,27 3,65 3,19 2,96
42 A 4,43 5,43 5,48 5,45 4,49 5,14
42 B 4,76 6,01 5,32 5,49 5,36 5,90
42 C 5,74 6,47 6,21 4,79 5,01 6,19
42 D 5,73 6,93 5,43 3,31 3,84 2,98
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