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EINLEITUNG

1. Einleitung

Der Diabetes mellitus hat sich durch einen Anstieg der Erkrankungsfalle zu
einem gesundheitspolitischen Problem entwickelt. Nach Schatzungen wird die Anzahl
der Erkrankungen global von 1995 mit 135 Millionen Erkrankter auf 300 Millionen im
Jahr 2025 anwachsen (King et al. 1998). Allein in Deutschland fand sich nach
epidemiologischer Studienlage im Jahr 1990 eine Diabetespravalenz von 4,5% der
Geamtbevolkerung. Die Pravalenz bei den uber 60 Jahre alten Menschen lag sogar bei
20%, was in Anbetracht der Tatsache einer zunehmenden Lebenserwartung in unserer
Gesellschaft von hoher Relevanz ist (Hauner 1998).

Da die Behandlung des Diabetes mellitus und dessen Folgeerkrankungen
inzwischen 5 bis 10% aller Ausgaben der Gesundheitssysteme der industrialisierten
Nationen ausmacht, ist eine umfassende Grundlagenforschung und Weiterentwicklung
der medikamentosen Therapiemdglichkeiten von groRter Bedeutung (Rubin et al. 1994).

Der Uberwiegende Teil der Erkrankungen ist dem Diabetes mellitus Typ-2
zuzuordnen. Dieser Typ ist insbesondere initial auch ohne Insulinsubstitution
behandelbar. Daher bildeten sich gerade hier Forschungsschwerpunkte zur Entwicklung
neuer medikamentdser Therapieansatze.

Eine neue Generation von Medikamenten zur Behandlung des Typ-2 - Diabetes
mellitus steht seit jungster Zeit zur Verfugung. Die Basis zur Entwicklung dieser
Medikamentengruppe war die Entdeckung des Inkretin-Effektes. Auf der Grundlage
dieser Erkenntnisse wurden zwei Hormone identifiziert, die zur Schaffung neuer
Substanzgruppen geeignet schienen: GIP (Glucose - Dependent Insulinotropic
Polypeptide) und GLP-1 (Glucagon - Like Peptide - 1). Da GIP aber bei Patienten mit
Typ-2 - Diabetes mellitus nur einen geringen insulinotropen Effekt aufweist (Nauck et al.
1993a), war das Interesse mehr auf das GLP-1 gerichtet. Zur Verbesserung der
Insulinantwort auf orale Glukose-Belastungen durch Erhohung der GLP-1-Spiegel oder
Aktivierung von  GLP-1-Rezeptoren gibt es  mittlerweile  verschiedene
Ansatzmadglichkeiten. Die erste Mdglichkeit stellt die Inhibition des Enzymes Dipeptidyl-
Peptidase - 4 (DPP - 4) dar, welches flr die rasche Inaktivierung des GLP-1 im
menschlichen Organismus verantwortlich ist. Zu diesem Zweck wurden die DPP — 4-
Inhibitoren produziert, von denen aktuell mit Sitagliptin, Vildagliptin und Saxagliptin drei
Vertreter auf dem deutschen Markt sind. Des Weiteren existiert zur subkutanen

Anwendung ein Peptid, welches in der Lage ist, die GLP-1-Rezeptoren zu stimulieren.
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EINLEITUNG

Dieses Peptid wurde eher zufallig in der Speicheldrise der Echse Heloderma
suspectum entdeckt und zeigte eine hohe Homologie zum nativen humanen GLP-1.
Das Peptid wird Exendin-4 genannt. Aus ihm ging das Exenatide hervor, welches
aktuell auf dem Markt zur Verfugung steht.

Ein weiterer Weg das Wissen um die Inkretinwirkung zur Therapie bei Typ-2-
Diabetikern auszunutzen, ist die Veranderung der Affinitat des applizierten GLP-1 zum
abbauenden Enzym DPP - 4. Durch Veranderungen der Aminosauresequenz oder
Bindung des Peptids an Nebenketten kdnnen derartige Effekte erzielt werden. Ein
Vertreter dieser GLP-1-Analoga ist das Liraglutide, das in aktuellen klinischen Studien
erprobt wird und 2009 als neues Diabetesmedikament zugelassen wurde (Drucker und
Nauck 2006).

1.1 Der Inkretin-Effekt

Der Inkretin-Effekt beschreibt das Phanomen, dass bei oraler Glukosegabe die
Insulin-Sekretionsantwort deutlich hoher ausfallt als bei intravenoser Gabe derselben
Glukosemenge [Elrick et al. (1964), MclIntyre et al. (1965), Perley und Kipnis (1967)].

Dass der Gastrointestinaltrakt einen wesentlichen Einfluss und eine wichtige
Funktion fur die endokrine und exokrine Rolle des Pankreas hat, wurde schon langer
vermutet. Es konnte schon 1902 gezeigt werden, dass intestinale Mukosa eine
Substanz enthalten musste, welche in der Lage war, die exokrine Pankreasfunktion
uber die Blutbahn zu beeinflussen. Die Autoren nannten die Substanz Sekretin und
installierten den Begriff des Hormones in der medizinischen Fachwelt (Bayliss und
Starling 1902). Die Arbeitsgruppe um Moore begann 1906 mit Versuchen, bei denen ein
Duodenal-Mukosa-Extrakt per os in der Annahme gegeben wurde, es gabe eine
Substanz im Gastrointestinaltrakt, welche die Insulin-Sekretion steigere. Hier wurde
bereits eine Substanz vermutet, die die endokrine Pankreasfunktion beeinflussen kann
(Moore 1906). In der Folgezeit gab es viele Forschungsprojekte zu diesem Thema mit
variablen Ergebnissen und Ansatzen. Ein Durchbruch waren die Arbeiten von La Barre
und Still 1930. Es gelang ihnen, das bisherige Sekretin in zwei Fraktionen aufzuspalten,
von denen die eine in der Lage war, die exokrine Pankreasfunktion zu stimulieren und
die andere, den Blutzucker zu senken (La Barre und Still 1930). La Barre war es auch,
der 1932 den Begriff “Incrétine” pragte, mit welchem er eine Substanz bezeichnete, die

er aus der Mukosa des oberen Darmabschnittes gewann und welche den Blutzucker in
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Tierversuchen bei intravendser oder subkutaner Gabe senkte, ohne dabei die exokrine
Pankreasfunktion zu stimulieren (La Barre 1932).

Die Verfeinerung der Untersuchungs- und Bestimmungsmethoden, insbesondere
die Entwicklung der Radioimmunoassays durch Yalow und Berson (Yalow und Berson
1959), brachten die Forschungsarbeiten zunehmend voran. Die Untersuchungen, die
die Grundlage fur die Entdeckung des Inkretin-Effektes waren, brachten Ergebnisse, in
denen gezeigt werden konnte, dass eine orale Glukosegabe zu einer deutlich hoheren
Insulin-Sekretionsantwort fuhrte als die intravendse Gabe von Glukose bei gleichen
Plasmaglukose-Konzentrationen (,Isoglykamie®). Daraus resultierte die Annahme, dass
gastrointestinale Faktoren bei der Insulin-Sekretionsantwort eine essentielle Rolle
spielen mussen [Elrick et al. (1964), McIntyre et al. (1965), Perley und Kipnis (1967)].
Nach Einschatzungen der Autoren mussten circa 50% der Insulin-Sekretionsantwort
nach einer oralen Glukose-Belastung durch den Inkretin-Effekt bedingt sein (Nauck et
al. 1986). Unger und Eisentraut pragten in diesem Zusammenhang auch den Begriff der
“‘entero-insularen-Achse” (Unger und Eisentraut 1969). Der Begriff sollte
veranschaulichen, in welchem komplexen System der Gastrointestinaltrakt und der
Inselapparat des Pankreas standen. Die Zellen des Pankreas werden nicht isoliert
durch verschiedene Substrate (Kohlenhydrate, Fette, Aminosauren) beeinflusst,
sondern auch durch neuronale Einfluisse und endokrin Uber Inkretine und andere

Hormone. Eine schematische Darstellung dieser Einflusse findet sich in Abbildung1.
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THE ENTERO-INSULAR AXIS
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Abb.1: Entero-insulare Achse: Nach Nahrungsaufnahme kdnnen hormonproduzierende
Zellen der Pankreasinselzellen (A-Zellen, B-Zellen, D-Zellen, PP-Zellen) durch einen
oder mehrere Modalitaten beeinflusst werden: |: endokrine Signale, |l: neuronale
Signale, llI: direkter Substratkontakt. (aus Creutzfeldt 1979, S. 76).

1970 konnte ein Peptid aus der Darmschleimhaut isoliert werden, das anfanglich
wegen seiner inhibitorischen Wirkung auf die Magensaureproduktion im Tierversuch
“Gastric Inhibitory Polypeptide” (GIP) genannt wurde [Brown et al. (1970), Brown und
Dryburgh (1971)]. Drei Jahre spater entdeckte man die insulinotrope Wirkung des GIP
(Dupre et al. 1973) und schlug deshalb spater vor, es “Glucose - Dependent
Insulinotropic Polypeptide” zu nennen. Da GIP formal die Kriterien fur ein Inkretin erfullt,
gilt es als erstes nachgewiesenes Inkretin. Nachfolgende Untersuchungen zeigten aber
rasch, dass noch weitere Inkretine existieren mussten, welche fir den Insulin-
Sekretionssteigernden Effekt nach oraler Glukose-Belastung mitverantwortlich waren
und noch auf ihre Entdeckung warteten (Creutzfeldt 1979).

Spater gelang es, ein weiteres Peptid zu generieren, das einen insulinotropen
Effekt im Tierversuch hatte und ebenfalls die Kriterien fir ein Inkretin erfullte. Es
handelte sich um Glucagon-Like peptide-1 (1-36) [GLP-1(1-36)]. Anschlielend konnte
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eine weitere insulinotrop wirkende Form, das Glucagon-Like Petide-1 [7-36-Amid] (GLP-
1 [7-36-Amid]), generiert werden (Schmidt et al. 1985).

In einer Vielzahl von nachfolgenden Untersuchungen wurde der Nachweis er-
bracht, dass der Inkretin-Effekt sowohl durch GIP als GLP-1 getragen wurde. Beide
Inkretine waren im gesunden Organismus in der Lage, die Insulin-Sekretionsantwort
nach oraler Glukose-Belastung im Vergleich zur intravendsen Glukose-Belastung
deutlich zu steigern (Nauck et al. 1986).

Die Erforschung der Stérungen des Inkretin-Effektes bei Patienten mit einem
Typ-2 - Diabetes mellitus sollten zum Grundstein einer neuen Generation von
Medikamenten zur Behandlung des Typ-2 - Diabetes mellitus werden. Neben den
schon bekannten pathophysiologischen Grundlagen eines Typ-2 - Diabetes mellitus
zeigten sich auch Veranderungen auf dem Sektor der Inkretine. Es fanden sich eine
leicht reduzierte Sekretion von GLP-1 [Toft-Nielsen et al. (2001), Vilsbgll et al. (2001)]
und ein deutlicher Wirkverlust des GIP [Nauck et al. (1993a), Meier et al. (2001),
Vilsbgll et al. (2002)] bei Patienten mit einem Typ-2 - Diabetes mellitus. Der
insulinotrope Effekt des GLP-1 blieb bei Diabetes mellitus Typ-2 Patienten erhalten,
wenn auch etwas vermindert im Vergleich zu gesunden Vergleichsgruppen [Nauck et al.
(1993a), Kjems et al. (2003), Nauck et al. (2004)]. Die erhaltene Wirksamkeit des
Inkretins GLP-1 bei an Typ-2 - Diabetes mellitus erkrankten Menschen war die
Hauptbasis der Entwicklung einer neuen Generation von Medikamenten trotz der
Tatsache, dass das GIP vermutlich das bedeutendere physiologische Inkretin im

gesunden Organismus ist (Nauck et al. 1993b).

1.2 GLP-1

GLP-1 wird sowohl in den intestinalen L-Zellen des Jejunums, terminalen llleums,
Kolons und Rektums [Eissele et al. (1992), Orskov (1994)] als auch in den A-Zellen des
Pankreas gebildet [@rskov et al. (1987), Eissele et al. (1992)]. Die héchste Dichte von
L-Zellen findet sich im distalen llleum. Dartuber hinaus kommen L-Zellen im gesamten
Dunndarm und in héherer Dichte im Dickdarm vor [Eissele et al. (1992), Damholt et al.
(1999)]. Der luminale Abschnitt der pyramidenférmigen L-Zelle ist mit Mikrovilli besetzt
und im Bereich ihrer Basis reich an Granula [Larsson et al. (1975); Eissele et al.
(1992)]. Bei den L-Zellen handelt es sich um endokrine “open-type” Zellen. Ihr

Sekretionsverhalten wird durch direkten Kontakt von Nahrungsbestandteilen im
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intestinalen Lumen beeinflusst. Man konnte nachweisen, dass die orale Zufuhr von
Fetten und Kohlenhydraten eine rasche GLP-1-Spiegel-Erhohung im Plasma auslosen
konnen. Auch Proteine und gemischte Aminosauren koénnen die GLP-1-Sekretion
steigern [Elliott et al. (1993); Herrmann et al. (1995)].

Nach oraler Zufuhr von Glukose kommt es nach ca. 5-15 Minuten zu einem
raschen Anstieg des GLP-1-Plasmaspiegels, gefolgt von einer glukose-
dosisabhangigen Plateauphase in der zweiten Stunde nach Nahrungsaufnahme und
einer folgenden langsamen Annaherung an die basalen Ausgangskonzentrationen
(Schirra et al. 1996). Aufgrund der Verteilung der L-Zellen im Gastrointestinaltrakt
scheint es paradox, dass es nach Nahrungszufuhr zu einem so raschen Anstieg der
GLP-1-Spiegel kommt, die hochste Dichte an L-Zellen aber erst in distalen Abschnitten
des Dunndarmes nachgewiesen wird. Bei einem gesunden Probanden erscheint oral
zugeflihrte flissige Glukose nach ca. 6-8 Minuten im proximalen Duodenum, was
zeitlich gut zu der ersten Phase des GLP-1-Anstieges passt (Balks et al. 1997). Nicht
dazu passt die anatomische Verteilung der L-Zellen. Daher werden alternative
Stimulationswege der L-Zellen unter folgender Vorstellung diskutiert: Die erste Phase
des postprandialen GLP-1-Anstieges erfolgt durch alternative Stimulationswege der L-
Zellen und die prolongierte Plateauphase wird durch direkten Kontakt von
Nahrungsbestandteilen mit den L-Zellen getragen.

Es wurde vermutet, dass neuronale Einflisse das Sekretionsverhalten der L-
Zellen verandern. Es konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass Neurotransmitter
wie Acetylcholin eine Freisetzung von GLP-1 auslésen kénnen und diese Effekte sich
durch die Gabe von Atropin verhindern lassen [Plaisancie et al. (1994), Dumoulin et al.
(1995), Herrmann-Rinke et al. (1995)]. Beim Menschen jedoch ist dieses Phanomen
nicht sicher nachvollziehbar. Gegen einen Einfluss des vegetativen Nervensystems
spricht insbesondere die Tatsache, dass die vagal vermittelte praabsorptive Phase
(cephalische Phase) keinen Einfluss auf die GLP-1-Konzentrationen hat und dass eine
Atropingabe ebenfalls keine Veranderungen der GLP-Spiegel provoziert [Balks et al.
(1997), Ahrén und Holst (2001)]. Dartber hinaus fanden sich auch nach Vagotomie
keine wegweisenden Veranderungen [Miholic et al. (1991), Miholic et al. (1993),
Gebhard et al. (2001)].

Eine andere Erklarung fur die rasche GLP-1-Antwort nach Nahrungsaufnahme
war die Annahme, dass gastrointestinale Hormone endokrinologisch im duodeno-ilealen

Kreislauf auf die L-Zellen einwirken konnten. Das GIP wird auch aus K-Zellen im
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Duodenum sezerniert und kommt daher frihzeitig mit Nahrungsbestandteilen in
Kontakt. In Tierversuchen war GIP durchaus in der Lage, die GLP-1-Sekretion zu
erhdhen [Greenberg et al. (1985), Roberge und Brubaker (1993), Dumoulin et al.
(1995), Hermann-Rinke et al. (1995)]. Beim Menschen liel3 sich dieser Mechanismus
aber nicht sicher nachweisen, und es gilt daher als unwahrscheinlich, dass es einen
endokrinologisch - regulierenden Kreislauf zwischen GIP und GLP-1 gibt [Nauck et al.
(1993a), Herrmann et al. (1995), Schirra et al. (1996)]. Andere Hormone wie
Cholezystokinin (CCK) oder Sekretin hatten schon in Tierversuchen mit Ratten keinen
Einfluss auf die GLP-1-Sekretion [Plaisancie et al. (1994), Dumoulin et al. (1995),
Herrman-Rinke et al. (1995)]. Beim Menschen fand sich in einer Studie eine Stimulation
der GLP-1-Sekretion durch CCK (Fieseler et al. 1995). Dieser Effekt lie® sich in einer
weiteren Studie aber nicht reproduzieren (Ahrén et al. 2000). In Kombination mit der
Tatsache, dass CCK-Antagonisten keinen Einfluss auf die Insulin-Sekretion nach einem
“‘mixed meal-Test” zeigten, gilt es als unwahrscheinlich, dass CCK einen Einfluss auf
die Sekretion der Inkretin Hormone hat [Hildebrand et al. (1991), Schwarzendrube et al.
(1991)].

Einen starkeren Einfluss als endokrine Effekte scheinen parakrine Effekte durch
Somatostatin auf das GLP-1-Sekretionsverhalten zu haben. Somatostatin wird unter
anderem aus D-Zellen des Gastrointestinaltraktes sezerniert. Diese D-Zellen finden sich
auch in unmittelbarer Nachbarschaft zu K- und L-Zellen (Damholt et al. 1999).
Somatostatin-Infusionen konnten bei “in-vivo’-Studien zeigen, dass Somatostatin die
Potenz hat, sowohl die GLP-1- als auch die GIP-Sekretion zu inhibieren [Salera et al.
(1982), Ho et al. (1987), Martin PA und Faulkner (1996)]. Die GLP-1-Sekretion wird
starker durch das von den D-Zellen sezernierte Somatostatin-28 als durch das neuronal
gebildete Somatostatin-14 inhibiert. Gemeinsam mit der Tatsache, dass sowohl GIP als
auch GLP-1 in der Lage sind, die Somatostatin-Sekretion zu stimulieren, scheint hier
ein parakriner Regelkreis zu existieren, der die Inkretin-Hormon-Sekretion limitiert [Jia
et al. (1994), Hansen et al. (2000), Chisholm und Greenberg (2002)].

Insgesamt scheinen multiple Einflisse durch direkte als auch indirekte
Mechanismen die frihe GLP-1-Antwort zu steuern. Den Haupteinfluss hat aber trotz
gegenlaufiger Verteilung der L-Zellen im Gastrointestinaltrakt scheinbar der direkte
Kontakt zwischen Nahrungsbestandteilen und L-Zellen im proximalen Verdauungstrakt.
Grundlage fir diese Annahme sind zum einen nachgewiesene duodenale L-Zellen

(Theodorakis et al. 2006) und zum anderen die Sekretion einer GLP-1-Menge nach
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Nahrungsaufnahme, die ca. 10% der in den jejunalen L-Zellen gespeicherten
Gesamtmenge ausmacht (Nauck et al. 1997a). Daruber hinaus hatten Resektionen im
Verlauf des Gastrointestinaltraktes, unabhangig ob Dinndarm oder Dickdarm, keinen
Einfluss auf die GLP-1-Sekretion (Nauck et al. 1996). Insbesondere diese Erkenntnis
gibt Anlass zu der Annahme, dass die GLP-1-Sekretion primar vom Kontakt zwischen
L-Zellen und Nahrungsbestandteilen abhangt, unabhangig davon, in welcher Region
des Darmes der Kontakt stattfindet.

Der basale Plasmaspiegel von GLP-1 Total liegt bei 2 -15 pmol/L [Herrmann et
al. (1995), Nauck (1998)]. Postprandial liegen die Konzentrationen zwischen 25 — 40
pmol/L in Abhangigkeit zur GroRe der Mahlzeit und deren Zusammensetzung. Die
Werte kehren nach ca. 180 Minuten wieder auf basale Konzentrationen zurtick [Jrskov
et al. (1994), Ahrén et al. (1997), Toft-Nielsen et al. (2001), Vilsbell et al. (2001),
Vollmer et al. (2008)]. Die Konzentrationen fur GLP-1 Intakt (GLP-1[7-37] und GLP-1 [7-
37-Amid]) liegen im Nuichternzustand bei < 1 pmol/lL und nach oraler
Nahrungsaufnahme bei 3 — 5 pmol/L [Vilsbgll et al. (2001), Dai et al. (2008)].

Fir die Proteinbiosynthese des GLP-1 existiert keine eigene Gensequenz (Bell et
al. 1983), sondern es wird aus dem Vorlauferhormon Proglukagon abgespalten. Bei
diesem Prozess entstehen weitere stoffwechselaktive Hormone [Mojsov et al. (1986),
Jrskov et al. (1987)]. Die posttranslationale Prozessierung des Molekiils unterscheidet
sich gewebespezifisch (Conlon 1988). Im Pankreas entsteht aus dem Prohormon
Glicentin-related Pankreatic Peptide (1-30) (GRPP), Proglukagon (33-61), Proglukagon
(64-69) und das Major-Proglukagon-Fragment (72-158) (MPFG), welches die Sequenz
fur GLP-1 und GLP-2 enthalt. Das MPGF wird im Pankreas nicht weiter gespalten [Thim
und Moody (1982), Patzelt und Schiltz (1984), Yanaihara et al. (1985)]. Das
Hauptprodukt der Prozessierung des Proglukagonmolekils in den pankreatischen A-
Zellen ist das Glukagon. GLP-1 wird nur in geringen Mengen freigesetzt (Holst 1997).

Die L-Zellen des Dunndarmes produzieren die Hauptmenge an GLP-1 (Eissele et
al. 1992). Aus dem Proglukagon wird in den L-Zellen des Darmes Glicentin
(Proglukagon 1-69), GLP-1 (Proglukagon 72-108), Intervening Peptide (Proglukagon
111-123) und GLP-2 (Proglukagon 126-158) gebildet [Thim und Moody (1981), Bataille
et al. (1982), Orskov et al. (1986)]. Aus dem Glicentin entstehen im weiteren Verlauf
GRPP (Proglukagon 1-30) und Oxynthomodulin (Proglukagon 33-69), wobei bei beiden
Produkten die physiologische Wirkung nicht bekannt ist.
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Das GLP-1 liegt initial als biologisch inaktive Form GLP-1 [1-37-Amid] vor und
wird im Verlauf nach Abspaltung von 6 N-terminalen Aminosduren zum biologisch
aktiven GLP-1 [7-37-Amid] als Glycin-extendierte Form, welches die pradominante
Form im Darmgewebe darstellt (Jrskov et al. 1986).

Zum Teil wird von diesem Molekil noch die C-terminale Aminosaure abgespalten
und das entstandene GLP-1 [7-36-Amid] wird C-terminal amidiert zur amidierten Form
(Conlon 1988). Beide GLP-1-Isoformen haben identische biologische Effekte.
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Abb.2: Gewebespezifische, posttranslationale Prozessierung des Proglukagon in
Pankreas und Darm/Gehirn (aus Kieffer und Habener 1999, S. 885).

pierrirgeces | pu s
GLUI:A'EUHIIF'-1 ’..'um!':i o P mrpeE

GRPP |

QHYHTOMODULIN

Die beiden aktiven GLP-1-Formen haben eine durchschnittliche Halbwertszeit in
der Blutbahn von 1 — 2 Minuten [drskov et al. (1993), Vilsball et al. (2003a), Meier et al.
(2004)]. Das hauptverantwortliche Enzym fur die rasche Inaktivierung der aktiven GLP-
1-Formen ist die Dipeptidyl-Peptidase — 4 (DPP — 4). Als Spaltprodukte entstehen
inaktive GLP-1-Formen wie das GLP-1 (9-36-Amid) aus der amidierten GLP-1-Form
und GLP-1 (9-37) aus der Glycin-extendierten Form [Deacon et al. (1995a), Hansen et
al. (1999)]. Diese Einschatzung muf® nach jungsten Studien neu Uberdacht werden , da
GLP-1  (9-36-Amid) und GLP-1 (9-37) doch schwache, insulinunabhangige
antihyperglykamische Wirkungen haben sollen und eventuell Einfluss auf
kardiovaskuare Prozesse haben kdnnten [Nikolaidis et al. (2005a), Ban et al. (2008)
Sonne et al. (2008)]. Das GLP-1 (9-37) ist der Hauptmetabolit des GLP-1-
Abbauprozesses [Deacon et al. (1995a), Deacon et al. (1995b)].
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Die physiologischen GLP-1-Effekte werden Uber spezifische GLP-1-Rezeptoren
vermittelt. Es handelt sich dabei um ein aus 463 Aminosauren bestehendes Protein mit
einem Molekulargewicht von 63 kDa. Der Rezeptor gehort zur Familie B der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren [Goke R. und Conlon (1988), Thorens (1992), Van Eyll et al.
1994)]. Als Nachweis fir die Existenz von GLP-1-Rezeptoren in den einzelnen
Zielorganen wurde versucht, Rezeptor-mRNA nachzuweisen. Dies gelang in den
Pankreasinseln (A-Zellen, B-Zellen und D-Zellen), dem Gehirn (Hypothalamus,
Hirnstamm und Hypophyse), dem Magen, dem Darm, der Lunge, dem Herz und der
Niere. In den fir die Glukohomobostase so bedeutenden Organen wie Leber,
Fettgewebe oder Skelettmuskulatur gelang dieser Nachweis nicht [Wheeler et al.
(1993), Campos et al. (1994), Wei und Mojsov (1995), Bullock et al. (1996), Dunphy et
al. (1998)].

Der nachgewiesene GLP-1-Rezeptor ist in allen Geweben strukturell identisch
(Wei und Mojsov 1995). Die Existenz eines weiteren Rezeptors in Muskel-, Fett- und
Lebergewebe wird noch kontrovers diskutiert und man vermutet die Existenz eines
zweiten Rezeptors, der aber noch nicht identifiziert ist [Yang et al. (1998), Kieffer und
Habener (1999)].

Seinen insulinotropen Effekt erzielt das GLP-1 an den p-Zellen der
pankreatischen Inselzellen. Nach Bindung an den dortigen GLP-1-Rezeptor kommt es
zu einer rezeptorvermittelten Stimulierung eines GTP-bindenden Proteins, welches die
membrangebundene Adenylatzyklase aktiviert. Als Effekt kommt es zu einem Anstieg
des intrazellularen cAMP und einer Aktivierung der Proteinkinase A, welche
Phosphorylisierungsprozesse an weiteren Zielproteinen induziert. Nach Depolarisation
der Zellmembran kommt es zu einem Anstieg der Konzentration an freiem
zytosolischen Ca?" durch Offnung spannungsabhéangiger Ca?*-Kanale. Als Stimulus fur
die Freisetzung des Insulins aus den Vesikeln der p-Zellen wirkt der rasche
Konzentrationsanstieg des freien Ca?* im Zytosol. Dieser GLP-1-induzierte Ca?*-Anstieg
ist vom Glukose-Spiegel abhangig (Cullinan et al. 1994). Glukose und GLP-1
verursachen an den B-Zellen synergistisch einen raschen Ca?'-Anstieg. Damit wird die
Insulinfreisetzung induziert und somit auf erhohte Blutzucker-Konzentrationen nach
Nahrungsaufnahme reagiert (Mac Donald et al. 2002). Unterhalb einer Plasmaglukose-
Konzentration von ca. 65 mg/dl ist der insulinotrope Effekt des GLP-1 so gut wie nicht
vorhanden, hingegen aber besonders ausgepragt bei hohen Plasmaglukose-

Konzentrationen, z.B. postprandial. Somit ist die insulinfreisetzende Wirkung des GLP-1
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abhangig von der Plasmaglukose-Konzentration [Goke R. et al. (1993a), Nauck et al.
(2002)].

Einen weiteren Effekt an den p-Zellen des Pankreas hat das GLP-1 an zuvor
glukoseresistenten p-Zellen. Hier wird die Glukosekompetenz dieser Zellen wieder
hergestellt und ihnen ermadglicht, adaquat auf steigende Glukose-Konzentrationen zu
reagieren (Holz et al. 1993). Zusatzlich reagieren auch glukosesensible -Zellen nach
GLP-1-Exposition deutlich starker auf eine Stimulation durch Glukose (Goke B. et al.
2002). Daruber hinaus konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass GLP-1 oder GLP-
1-Analoga die Potenz besitzen, die pB-Zelle Masse zu erhdhen [Stoffers et al. (2000),
Rolin et al. (2002)]. GLP-1 scheint noch weitere protektive Wirkungen auf die p-Zellen
zu haben. Bei in vitro Experimenten liel3 sich nachweisen, dass es unter dem Einfluss
von GLP-1 durch “down”-Regulation von Kaspase-3 (spaltet strukturelle und funktionelle
Proteine in der Ausfihrungsphase der Apoptose) und “up”’-Regulation des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 zu einer verbesserten Uberlebensfahigkeit von isolierten
Inselzellen kam (Farilla et al. 2003). Der Verdacht einer anti-apoptotischen Wirkung des
GLP-1 wurde weiter erhartet durch Versuche, bei denen gezeigt werden konnte, dass
GLP-1 das Zelliberleben der B-Zellen auch unter apoptoseinduzierenden Substanzen
wie Streptozotocin, Zytokinen und Fettsauren verbessert [Hui et al. (2003), Li et al.
(2003), Buteau et al. (2004)].

Zur Verbesserung der Insulinantwort induziert GLP-1 eine verstarkte
Transkription des Insulin Gens, eine Stabilisierung der mMRNA und somit eine insgesamt
erhohte Insulin-Biosynthese [Drucker et al. (1987), Fehmann und Habener (1992)].

Regulierenden Einfluss auf die Plasmaglukose-Konzentrationen nimmt das
GLP-1 auch, indem es die Glukagon-Sekretion inhibiert. Dieses geschieht einerseits
durch direkte Einwirkung auf die a-Zellen Uber die dortigen GLP-1-Rezeptoren und
andererseits durch eine GLP-1-induzierte Somatostatin-Freisetzung aus den 3-Zellen
[D’Alessio et al. (1989), Komatsu et al. (1989)]. Unter GLP-1-Einfluss vermehrt
freigesetztes Insulin wirkt auch hemmend auf die Glukagon-Sekretion (Samols et al.
1986).

Einen weiteren wichtigen Beitrag zur normalen Glukohomdostase Ubt GLP-1 im
Magen-Darm-Trakt aus. Es verlangsamt die gastroduodenale Motilitat, verzogert die
Magenentleerung und verhindert so starke postprandiale Plasmaglukose-Anstiege,

ohne dabei die Magenentleerung ganz zu verhindern oder gar Gastroparesen
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auszuldsen [Wettergren et al. (1993), Nauck et al. (1997b), Schirra et al. (1997), Schirra
et al. (1998a)].

Uber die GLP-1-Rezeptoren im zentralen Nervensystem, insbesondere in
hypothalamischen Kerngebieten, wird vermutlich ein weiterer GLP-1-spezifischer Effekt
ausgelost. Es konnte nachgewiesen werden, dass die periphere Applikation von GLP-1
oder GLP-1-Analoga den Appetit und die Menge der aufgenommenen Nahrungsmittel
senkte. Diesen Effekt konnte man sowohl an gesunden Probanden als auch Typ-2 -
Diabetes mellitus Erkrankten finden [Flint et al. (1998), Gutzwiller et al. (1999a),
Gutzwiller et al. (1999b), Toft-Nielsen et al. (1999), Edwards et al. (2001)]. Unterstutzt
werden diese Beobachtungen durch Ergebnisse aus Tierversuchen. Bei einer
intracerebroventrikularen Gabe von GLP-1 bei Nagetieren zeigt sich eine
dosisabhangige Reduktion der Nahrungsaufnahme. Hingegen fand sich nach
intracerebroventrikularer Gabe des GLP-1-Rezeptor Antagonisten Exendin [9-39] eine
deutlich erhdhte Nahrungsmittelaufnahme und ein Anstieg des Korpergewichtes bei den
Tieren [Tang-Christensen et al. (1996), Turton et al. (1996), Meeran et al. (1999)].

Damit erweisen sich drei GLP-1-Wirkungen zur Vermeidung starker
postprandialer Plasmaglukose-Anstiege als bedeutungsvoll: Verstarkung der Insulin-
Sekretion, Hemmung der Glukagon-Sekretion und die Verlangsamung der
Magenentleerung. Alle weiteren Effekte sind abschlieBend in Abbildung 3

zusammengefasst.
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Adipose tissue
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Afferantwvagus (GLP-1 from Gl tract)
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Acid secretion L
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B cells: insulin secretion T
o cells: glucagon secretion |
& cells: somatostatin secretion T
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- cell mass
Growth, regeneration, neogenesis T
Apoptosis L

Abb 3: Sekretion und Wirkung von GLP-1 in unterschiedlichen Organen und Geweben

(aus Drucker und Nauck 2006, S. 1696).

1.3 Exendin [9-39]

Aus dem Toxin der Unterkieferdrisen der Gila-Krustenechse (Heloderma

suspectum) konnte ein Protein namens Exendin-4 isoliert werden, und es zeigte sich,

dass dieses Protein ein potenter Agonist an GLP-1-Rezeptoren sowohl der Ratte als
auch des Menschen ist [Thorens (1992), Dillon et al. (1993), Thorens et al. (1993)].
Exendin-4 zeigt eine 53%ige Sequenzhomologie zu GLP-1 [7-36-Amid] (Raufmann et
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al. 1992). Seine trunkierte Form Exendin [9-39] zeigt hingegen eine spezifische,
antagonistische Wirkung am GLP-1-Rezeptor, ohne jegliche agonistische Wirkung. Dies
lie® sich in in vitro und in vivo Versuchen am Tiermodell bestatigen [Goke R. et al.
(1993b), Thorens et al. (1993), Kolligs et al. (1995), Wang Z. et al. (1995)].

Bei Ratten konnte gezeigt werden, dass durch intravendse Exendin [9-39]-Gabe
die postprandiale Insulin-Sekretion um 50% reduziert wurde. Daraus resultierten
Anstiege der postprandialen Plasmaglukose-Konzentration. Dies wird auf eine
suffiziente Blockade der sonst GLP-1 augmentierten Insulin-Sekretion zurtckgefuhrt.
Auf andere insulinotrope Substrate hat Exendin [9-39] keinen hemmenden Einfluss
gezeigt (Wang Z. et al. 1995). Auch eine intravendse Bolusgabe von Exendin [9-39] vor
intraduodenaler Glukosegabe konnte bei Ratten die Insulinantwort um 50% reduzieren
(Kolligs et al. 1995). Bei Affen konnte durch die intravendse Gabe von Exendin [9-39]
vor intragastraler Gabe von Glukose im Vergleich zu einer Glukosegabe ohne Exendin
[9-39] ebenfalls eine deutliche Erhéhung der Plasmaglukose provoziert werden. Als
ursachlich wird auch hier eine reduzierte Insulinausschattung in der fruhen
postprandialen Phase angenommen, welche durch die Blockade der GLP-1-Rezeptoren
durch Exendin [9-39] induziert wird (D’Alessio et al. 1996). Untersuchungen an Ratten
zeigten, dass GLP-1 auch eine dominante Wirkung auf das Appetitgefihl und die
Nahrungsaufnahme zu haben scheint. So fand sich nach intracerebroventrikularer GLP-
1-Gabe eine dosisabhangige Verminderung der Nahrungsaufnahme. Nach
intracerebroventrikularer Applikation von Exendin [9-39] zeigte sich hingegen eine
erhdhte Nahrungsaufnahme und eine Gewichtszunahme als Ausdruck dafir, dass
Exendin [9-39] scheinbar auch im zentralen Nervensystem GLP-1-Rezeptoren effizient
hemmen kann [Tang-Christensen et al. (1996), Turton et al. (1996), Meeran et al.
(1999)].

Beim Menschen konnte mit Applikationsdosen von 300 pmol - kg™ - min™ Exendin
[9-39] sowohl der insulinotrope Effekt von GLP-1 als auch die Hemmende Wirkung des
GLP-1 auf die Glukagon-Sekretion aufgehoben werden (Schirra et al. 1998b). Diese
Ergebnisse wurden in darauf folgenden Studien bestatigt und man fand heraus, dass
unter Blockade der GLP-1-Rezeptoren durch Exendin [9-39] die postprandiale Insulin-
Sekretion gehemmt und dadurch hyperglykamische Plasmaglukose-Spiegel provoziert
werden konnten (Edwards et al. 1999). Allen Studien am Menschen war gemeinsam,
dass die intravendése Gabe von Exendin [9-39] gut toleriert wurde und keine

wesentlichen Nebenwirkungen auftraten.
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Auch die hemmende Wirkung von GLP-1 auf die Magenmotilitdt wird durch Gabe von
Exendin [9-39] reduziert und es verkurzt die postprandiale antrale Inhibitionsphase
[Schirra et al. (2001)].

1.4 Adsorption von Proteinen an Oberflachen

Da biotechnologisch gewonnene Proteine im Rahmen des Einsatzes als
Therapeutikum bei oraler Applikation praktisch keine Bioverfugbarkeit zeigen, mussen
diese parenteral verabreicht werden (Zimmer 2003). Hier liegt fur die pharmazeutische
Industrie seit langem ein Schwerpunkt ihrer Arbeit beztglich Produktion, Lagerung und
Applikation von Proteinen als Therapeutika. Dabei geht es um Interaktionen zwischen
den Arzneimitteln und der Primarverpackung. Entscheidend sind dabei zwei
Wechselwirkungsprinzipien zwischen Arzneimittel und Verpackung. Zum einen handelt
es sich um das Phanomen der Adsorption der Proteine an den Oberflachen der
Verpackung und zum anderen um das Phanomen der Migration (Leaching). Mit dem
Begriff Migration wird die Moglichkeit beschrieben, dass sich aus der Verpackung
Substanzen I6sen und in das Arzneimittel diffundieren konnen (Haverkamp et al. 2007).

Bei dem Einsatz von Proteinen als parenterales Therapeutikum ist flr die
Anwendung vorrangig das Phanomen der Adsorption zu berucksichtigen. Proteine
werden in Losung durch verschiedene Reaktionen in ihrer Stabilitdt verandert und es
kann aufgrund dessen zu molekularen Strukturanderungen kommen [Manning et al.
(1989), Nakanishi et al. (2001)]. Im Gegensatz zu den meisten herkdmmlichen
chemischen Wirkstoffen zeigen Proteine als Makromolekile in ihrem Peptidgerust
zahlreiche Stellen, die fur Abbaureaktionen anfallig sind [Manning et al. (1989),
Schumacher et al. (2003), Zimmer (2003)]. Die komplexen Strukturen von Proteinen
bedingen die Tatsache, dass diese zu starken Wechselwirkungen 2zu den
Verpackungssystemen wie z.B. Glas oder Kunstoff im Rahmen der Lagerung und
Applikation neigen. Durch die starke Grenzflachenaktivitat der Proteine kommt es zu
Adsorptionsprozessen an den Oberflachen der Verpackungen. Die Bindung und ggf.
anschlieRende Denaturierung verursachen Verluste der Wirkstoffkonzentration im
Verpackungssystem (bzw. Infusionssystem), und so wird eine berechenbare,
zuverlassige Dosierung unmoglich [Manning et al. (1989), Horbett (1992), Nakanishi et
al. (2001)].
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Proteine sind in ihrer Grundstruktur auf 4 Ebenen definiert. Der Priméar-, Sekundar-,
Tertiar- und Quartarstruktur. Die Primarstruktur beschreibt die Reihenfolge der
Aminosauren, die uUber Peptid-Saureamidbindungen miteinander verbunden sind und
die Grundbausteine eines Proteins darstellen. Die 20 existenten Aminosauren sind
entweder basisch oder sauer und geben dadurch dem Protein je nach
Zusammensetzung einen amphoteren (sowohl basisch als auch saure Anteile) und
amphiphilen (sowohl hydrophile als auch lipophile Anteile) Charakter. Die Auffaltung der
so gebildeten Ketten beschreibt man als Sekundarstruktur. Sie hangt von der
Aminosaurenzusammensetzung ab, also der Primarstruktur und der relativen Lage der
jeweiligen Aminosauren. Man unterscheidet die o — Helix, bei der die Bindungen
innerhalb einer Kette vorliegen und das Gerust der Polypeptidkette so in Form einer
gestreckten Ziehharmonika vorliegt und das 3 — Faltblatt, bei dem die Bindungen
zwischen zwei benachbarten Polypeptidketten auftreten. Beiden gemeinsam sind die
maximale Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den Carbonyl- (CO) und
Aminogruppen (NH), welche die Stabilitat der Struktur bedingen [Pauling und Corey
(1951), Pauling et al. (1951)]. Im Weiteren werden Proteine in Abhangigkeit der
gesamten Proteinmorphologie als globulare oder fibrillare Proteine beschrieben. Die
Mehrheit der Proteine, insbesondere Enzyme und Peptidhormone sind globulare
Proteine mit einer komplexen Struktur, da sie mehrere Sekundarstrukturtypen in einer
Polypeptikette enthalten. Einige Proteine enthalten auch ausschlieBlich a — Helices
(z.B. Hamoglobin oder Myoglobin). Die meisten Proteine besitzen jedoch Anteile beider
Sekundarstrukturformen [Stryer (1990), Strynadka und James (1996)].

Die Tertiarstruktur legt die dreidimensionale Lage aller Atome einschlielich der
Seitenketten fest. Hierbei spielen insbesondere neben den
Wasserstoffbrickenbindungen Disulfidbindungen eine wichtige Rolle. Zusatzlich treten
ionische und hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Kohlenwasserstoffatomen im
Inneren der Proteine auf. Die Quartarstruktur ist zu guter Letzt die Zusammenlagerung
von mehreren Polypeptidketten in Tertiarstruktur zu einem funktionsfahigen Protein
(Stryer 1990).

Auf allen Bindungs- und Strukturebenen kann es bei einem Protein zu
Instabilitdten und Veranderungen im Kontakt mit anderen Substanzen oder bei
Anderung der Verhaltnisse kommen. Insbesondere in Lésungen zeigen Proteine einen
Wechsel des Stabilitdtszustandes. Die moglichen Instabilitatsreaktionen unterscheidet

man in chemische (z.B. Deamidierung, Razematbildung, Hydrolyse, Oxidation, R-
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Eliminierung, Umlagerung von Disulfidbricken) und physikalisch (Adsorption,
Denaturierung, Aggregation, Fallung) Reaktionen (Manning et al. [1989], Violand und
Siegel [2000], Wang W. [2005]). Im Folgenden wird speziell die physikalische
Instabilitatsreaktion der Adsorption betrachtet.

Proteine neigen wegen der beschriebenen GrolRe, Flexibilitat und ihres haufig
amphoteren Charakters zu starker Oberflachenaktivitat an verschiedenen Oberflachen.
Mit dem Prozess der Adsorption ist der Versuch eines Moleklls gemeint, die freie
Oberflachenenergie des Feststoffes, an den es adsorbiert, zu reduzieren [Nakanashi et
al. (2001), Martin AN (2002)].

Proteinhaltige Arzneistoffe sind bei der Verarbeitung, Lagerung und Applikation
den unterschiedlichsten Oberflachen aus verschiedensten Materialien ausgesetzt.
Daruber hinaus sind Proteine in dem Ausmal} ihrer individuellen Oberflachenaktivitat
variabel, da jede Primarstruktur unterschiedlich ist und so auch die dreidimensionale
Struktur der Proteine Unterschiede aufweist. Darin liegt begriindet, dass Arzneistoffe
mit proteinartigen Wirkstoffen unterschiedliche Oberflachenaktivitaten aufzeigen und
daher unterschiedlich mit Oberflachen interagieren. Somit ist das Ausmal} der
gesamten Oberflachenphanomene abhangig von der Proteinstruktur, der
Feststoffoberflache und den Umgebungsbedingungen [Horbett (1992), Gray (2004)]. Bis
heute sind die detaillierten Prozesse der Adsorption nicht endgradig geklart, wobei
insgesamt die Vorhersagbarkeit der auftretenden Konformitatsanderungen Probleme
bereitet und daher flir jedes einzelne proteinhaltige Praparat individuelle
Untersuchungen durchgeflihrt werden muissen.

An dem Prozess der Adsorption sind multiple Prozesse beteiligt. Es wirken dabei
neben entropiegesteuerten Prozessen, wie hydrophoben Wechselwirkungen und
Konformitatsanderungen, auch elektrostatische Krafte. Daruber hinaus werden
intermolekulare Interaktionen wie Coulomb- und van-der-Waals-Krafte aktiv, ebenso wie
intramolekulare Interaktionen (Brash und Horbett 1995).

Bei der Adsorption handelt es sich um einen dynamischen Prozess, bei dem
aufgrund der unterschiedlichen Diffusionsgeschwindigkeiten der sich in Ldsung
befindlichen Molekile eine Konkurrenzsituation fur die Adsorption an der Oberflache
besteht. Der Prozess gliedert sich in einzelne Phasen, die chronologisch gegliedert
sind. Initial erfolgt der Transport bzw. die Diffusion der Proteine in Richtung der
Oberflache bzw. Grenzflache (z.B. Verpackungsmaterial, Infusionssystem), gefolgt von

dem Prozess der Bindung an die Oberflache. Dadurch kommt es zu strukturellen
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Veranderungen des Proteins im adsorbierten Zustand und spater zur Desorption von
der Grenzflache und ggf. zum Abtransport. Besonders in der Anfangsphase des
Kontaktes zwischen proteinhaltiger Arzneilosung und der neuen Oberflache (z.B.
Beflllen des Infusionssystems) kommt es zu einer schnellen diffusionskontrollierten
Phase, bei denen die Proteine sofort adsorbiert werden. In einer spatere Phase
verlangsamt sich der Prozess, da Adsorptionsplatze zunehmend von Proteinen aus der
ersten Phase bereits besetzt sind [Andrade (1985), Horbett (1992)]. Diese Tatsache
kann man nutzen, seitdem bekannt ist, dass in Ldsungen mit mehreren
unterschiedlichen Proteinbestandteilen diejenigen die ,freien“ Adsorptionplatze an der
Oberflache in der ersten Phase besetzen, die eine kleine MolekulgroRe aufweisen und
in hoher Konzentration vorliegen. In Multiprotein-Adsorptionsmodellen an Oberflachen
zeigte sich, dass bei Mischlésungen mit Albumin, Fibrinogen und Immunoglobulin G
(IgG) die initialen Adsorptionprozesse an Polystyroloberflachen vom Albumin dominiert
wurden, wahrend die anderen Proteine weniger Oberflachenbindungen eingingen und
daher in ihrer freien Konzentration hoher lagen. Spater kam es dann zu
Austauschprozessen an den Oberflachen durch Fibrinogen und IgG. Man bezeichnet
dieses Phanomen auch als Vroman-Effekt, der die ,sequentielle Adsorption“ beschreibt
[Vroman et al. (1977), Lu et al. (1994)]. Durch Zugabe von humanem Serum-Albumin
kann man demnach die Kunststoffoberflache in einem Infusionssystem absattigen und
somit ein anderes proteinhaltiges Arzneimittel in hdheren Konzentrationen in Losung
halten und Bindungsverluste so begrenzen. Genau dieses Phanomen wird am Beispiel

einer GLP- 1 [7-36 Amid] Infusion im Rahmen dieser Arbeit eine Rolle spielen.

1.5 Humanes Serum-Albumin

Humanes Serum-Albumin hat ein Molekulargewicht von 66,5 kDa und wird in der
Leber synthetisiert (ca. 10 — 15 g/Tag). Es liegt in einer Konzentration zwischen 35 — 50
g/L vor und hat eine durchschnittliche Halbwertzeit von 19 Tagen (Peters 1985). Als
regulierender Faktor fur die Albuminsynthese wird der extravasale kolloidosmotische
Druck in der Leber angesehen. So erklart es sich auch, dass es bei iatrogener exogener
Zufuhr kolloidonkotischer Substanzen, sowohl natirlicher als auch kunstlicher Kolloide,
im Rahmen langerer Anwendungen zu einer Hemmung der Albuminsynthese kommt
(Oratz et. al. 1970). Das Albumin ist im menschlichen Organismus in zwei

Kompartimenten verteilt. Zu 40% im intravasalen Flussigkeitsraum und zu 60% im
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extravasalen Flussigkeitsraum. Der extravasale FlUssigkeitsraum ist in Abhangigkeit der
Kapillarpermeabilitat bezuglich der Organe fur das Albumin in zwei Subkompartimente
unterteilt. Die viszeralen Organe bilden eines dieser Subkompartimente, da Sie eine
hohe Kapillarpermeabilitat fir Albumin aufweisen und so ein schneller Austausch mit
dem Intravasalraum stattfinden kann. Das zweite Subkompartiment bilden die
Skelettmuskulatur und die Haut, da diese eine reduzierte Austauschgeschwindigkeit mit
dem intravasalen Albuminpool darstellen [Oratz et. al. (1970), Rossing (1978),
Margarson und Soni (1998), Standl (2001)]. Ungefahr 5% der intravasalen
Albuminmenge werden pro Stunde mit dem Extravasalraum ausgetauscht
(,transcapillary escape rate”). Diese Austauschrate des Albumins ist erhoht bei
Verbrennungen, Myxddem, Leberzirrhose und diabetischer Mikroangiopathie [Parving
und Rossing (1973), Parving et. al. (1977)]. Uber die Lymphbahnen wird das Albumin
wieder dem Intravasalraum zugeflhrt. Bei physiologischer Kapillarpermeabilitat betragt
die durchschnittliche intravasale Verweildauer des Albumins 4 Stunden (Standl 2001).

Die wichtigsten physiologischen Funktionen des Albumins bestehen in der
Aufrechterhaltung des intravasalen Volumens, in einer Pufferfunktion als Bestandteil
des Proteinpuffersystems und einer Transportfunktion.

Durch eine hohe Wasserbindungskapazitat von ca. 18 mil/g kann Albumin
Volumen im intravasalen Lumen binden. So hat Albumin eine ca. 2,5 fach hohere
onkotische Wirkung bei vergleichbaren Konzentrationen als Globuline mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 170 kDa. Letztendlich bestimmt das Albumin
zu 80% den intravasalen kolloidosmotischen Druck, obwohl es nur einen Anteil von
60% an den Gesamtproteinen im Plasma stellt [Ladegaard-Pedersen (1969), Standl
(2001)].

Das Albumin kann als Bestandteil des Proteinpuffers des menschlichen Korpers,
insbesondere durch reversible H* - Bindung oder Abgabe an der Carboxyl- bzw.
Aminogruppe einen Anteil leisten, um das Saure-Basen Gleichgewicht aufrecht zu
erhalten (Scheid 1996).

Die Transportfunktion kann das Albumin durch seine besondere Struktur und
Bindungsfahigkeit erfullen. Die Primarstruktur des Albumins ist endglltig seit 1982
bekannt (Dugaiczyk et. al. 1982). In spateren Arbeiten konnten die Sekundar- und nach
Rontgenstrukturanalysen auch die Tertiarstruktur identifiziert werden. Aus den 585
Aminosauren werden Uber 17 Disulfidbricken drei homologe Domanen (I-lll) gebildet,

welche jeweils nochmals in zwei Subdomanen (A-B) gegliedert werden (siehe auch
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Abb. 4) . Die dreidimensionale, herzférmige Struktur zeigt zu 67% eine O — helikale

Struktur [Carter und Ho (1994), Peters (1996), Curry et. al. (1998)].

Albumin interagiert in vielfaltiger Art und Weise mit seiner Umgebung,
endogenen Substraten und Medikamenten. Typischerweise kommt es zu einer oder
mehreren Bindungen in spezifischen Regionen des Molekills. Wegweisende Arbeiten
dazu stammen von Sudlow und seiner Arbeitsgruppe. Sie fanden zwei Bindungsstellen
am Albuminmolekil und nannten diese Bindungstelle | und Bindungstelle Il (Sudlow et.
al. 1975). Bindungstelle | liegt in der Subdomane Il A und Bindungstelle Il in der
Subdomane Il A. Unter physiologischen Bedingungen binden z.B. koérpereigene
Substanzen wie Fettsduren und Bilirubin an Albumin [Jacobsen (1969), Peters (1985),
Curry et al. (1998)]. Aber auch viele Medikamente interagieren mit den Bindungsstellen
des Albumins. Manche Medikamente bevorzugen bestimmte Bindungsstellen am
Albuminmolekul. So binden z.B. Digitoxin, Ibuprofen und Tryptophan vorrangig an der
Bindungsstelle Il A und Warfarin vorrangig an Il A [Sudlow et al. (1975), Sudlow et al.
(1976), Sollenne und Means (1979), Xiao und Daniel (1992)]. In weiteren Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass sowohl die Bindungsstelle | als auch Bindungsstelle Il in
verschiedene Bindungsbereiche eingeteilt werden kénnen, zu denen Liganden wie
Warfarin oder Azapropazon (zu Bindungsstelle |I) und Bilirubin und Diazepam (zu
Bindungsstelle 1) unterschiedliche Affinitaten besitzen [Fehske et al. (1982), Maruyama
K. et al. (1985a), Yamasaki et al. (1996), Ghuman et al. (2005), Zhu et al. (2008)].

Die ganze Komplexitat der Bindungsmoglichkeiten und des vielschichtigen
Bindungsverhaltens des Albumin findet sich auch darin begrindet, dass manche
Liganden Affinitaten zu mehreren Bindungsstellen haben kénnen und dass Strukturen
innerhalb des Albuminmolekdls, die von den eigentlichen Bindungsstellen weit entfernt
liegen, Einfluss auf das Bindungsverhalten haben kdonnen [Yamasaki et al. (1999),
Bhattacharya et al. (2000), Dockal et al. (2000)]. Es ist also auch mdglich, dass mehrere
Liganden an einem Albuminmolekll gebunden sind, ohne sich dabei zu beeinflussen.

Die Bindungseigenschaften machen Albumin auch zu einem geeigneten Trager
fur Medikamente, welche gezielt an Albumin gekoppelt produziert und appliziert werden.
Albumin ist nicht zuletzt dadurch fur derartige Einsatze geeignet, da es sich sehr robust
gegeniiber Anderungen des ph-Wertes und der Temperatur zeigt. Darliber hinaus kann
es lange gelagert werden. Als ,drug carrier” findet es insbesondere in der Onkologie
und in der Rheumatolgie Verwendung (Kratz 2008).
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Die Anwendung von humanen Serum-Albumin als Therapeutikum im Bereich der
Intensivmedizin wurde 1998 kritisch diskutiert, als im Rahmen einer Metaanaylse eine
erhohte Mortalitdt unter dem Einsatz von humanem Serum-Albumin bei den
Indikationen Hypovolamie, Verbrennungen und Hypalbuminamie im Vergleich zum
Einsatz von kristalloiden Lésungen postuliert wurde (Cochrane Injuries Group Albumin
Reviewers 1998). Obwohl die Arbeit wohl methodische Mangel aufwies, wurde durch
die Arbeit die Indikation zur Gabe von humanem Serum-Albumin kritischer als zuvor
hinterfragt und deutlich, dass kaum Studien zu diesem Thema existierten. Insgesamt
schienen kristalloide Ldésungen wund kinstliche Kolloide eine gleichwertige
therapeutische Alternative zu sein (Expertengruppe Humanalbumin 2000).

Spatere Arbeiten beschaftigten sich dann mit der Darstellung der Sicherheit und
der guten Vertraglichkeit von Albumin. In einer Ubersichtsarbeit Gber alle gemeldeten
schweren Nebenwirkungen nach Albumingabe in der Zeit von 1998 — 2000 wurde
gezeigt, dass todliche und nicht todliche Nebenwirkungen sehr selten in Relation zur
weltweit verabreichten Albumingesamtdosis auftraten und die Therapie mit humanem
Serum-Albumin daher als sicher eingestuft werden kann (Vincent et al. 2003). Dartber
hinaus wurde 2001 eine erneute Metaanalyse aufgelegt, in welcher der Einfluss der
Gabe von humanem Serum-Albumin bei vergleichbaren Indikationen auf die Mortalitat
erneut beurteilt wurde. Dabei fand sich kein signifikanter Einfluss auf die Mortalitat im
Vergleich zu Kristalloiden (Wilkes und Navickis 2001).

Ein weiteres Risiko des Einsatzes von humanem Serum-Albumin besteht in der
theoretisch denkbaren Ubertragung von Infektionskrankheiten. Diese ist sowohl beim
Einsatz von humanem Serum-Albumin als Therapeutikum, als ,drug carrier® oder auch
als Zusatz zu intravendsen Infusionen zur Absattigung der Kunstoffoberflachen im
Infusionssystem maglich.

Um das Risiko der Ubertragung von Infektionserkrankungen zu vermeiden,
werden strenge Richtlinien an die Gewinnung des humanen Serum-Albumins gestellt.
Die Verkettung von Einzelschritten der Qualitatssicherung soll maximale Sicherheit
gewahrleisten. Im ersten Schritt soll durch gezielte Auswahl der in Frage kommenden
Plasmaspender das Risiko minimiert werden. Aus dem humanen Poolplasma wird
humanes Serum-Albumin mittels alkoholischer Fallungsverfahren gewonnen (Cohn et
al. 1944). Jede Spende wird serologisch untersucht (auf HbsAG, anti HIV 1+2, anti-
HCV) und zusatzlich kommen PCR-Testungen auf HCV, HBV, HIV 1, HAV und

Parvovirus 19 zum Einsatz. Im Anschluss folgen weitere Virusinaktivierungsverfahren,
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bei welchem aber die Pasteurisierung bei 60° Uber 10 Stunden den wichtigsten
Inaktivierungsschritt darstellt. Dartber hinaus mussen Albuminchargen mit einem
Barcode markiert sein, um eine Charge zuruckverfolgen zu konnen. Die intravendse
Gabe von Albumin unterliegt dem Transfusionsgesetz, wenn es als Wirkstoff appliziert
wird.

Bis heute ist keine direkte Ubertragung einer Infektionserkrankung durch die
intravendse Gabe von humanem Serum-Albumin dokumentiert. Ein Problem stellte
allerdings das Auftreten der neuen Variante der Creutzfeld-Jakob-Krankheit dar. Von
der klassischen Creutzfeld-Jakob-Krankheit wusste man, dass diese durch Blutprodukte
nur sehr unwahrscheinlich zu Ubertragen sei, dies aber von der neuen Variante nicht
definitiv sagen konnte. Problem dabei war, dass die veranderten Prion Proteine bei der
klassischen Form ausschliellich im Gehirn nachzuweisen waren, bei der neuen
Variante die Prion Proteine aber auch aullerhalb des Gehirns bei Erkrankten
nachzuweisen waren und somit theoretisch in Blutprodukten auftreten konnten. Bei der
neuen Variante fanden sich Prion Proteine auch in Gaumenmandeln und Milz
(Arbeitskreis Blut 1998).

Untersuchungen konnten aber zeigen, dass zumindest die konventionellen
Aufreinigungsschritte (Alkohol-Fraktionierungsschritte) von Plasmaderivaten zu einer
sukzessiven Entfernung der Erreger aus den Albumin und Immunoglobulin Fraktionen
fuhrten [Foster et al. (2000), Lee et al. (2000), Gregori et al. (2004)]. Dennoch wurden
Sicherheitsmalinahmen ergriffen, um Infektionen auf diesem Weg zu vermeiden.

Da trotz aller Sicherheitsmalinahmen eine Infektion insbesondere mit neuartigen,
bisher unbekannten Erregern nicht vollends ausgeschlossen werden kann, ist die
Indikationsstellung zur intravendsen Applikation von humanem Serum-Albumin stets
streng zu stellen und jeweils eine gewissenhafte Risiko-Nutzen-Abwagung
durchzufihren. Dies gilt insbesondere bei Gaben von humanem Serum-Albumin als
Nichttherapeutikum, da in diesem Falle keine echte medizinische Indikation besteht. Als
Beispiel fur einen derartigen Einsatz ware der Zusatz von humanem Serum-Albumin zu
Infusionslésungen mit proteinhaltigen Substanzen zu sehen. Der Zusatz dient dazu, die
Kunststoffoberflachen abzusattigen und so einen Verlust der Substanz durch Bindung
an der Kunststoffoberflache zu vermeiden. In diesem Fall stellt der Einsatz von
humanem Serum-Albumin keine medizinische Indikation dar, sondern vielmehr eine
technische Notwendigkeit, wie auch im Rahmen dieser Studie. Diese Tatsache wird

auch von Ethik-Kommissionen kritisch gesehen und daher muss der Einsatz von
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humanem Serum-Albumin insbesondere im Rahmen von klinischen Studien sorgfaltig
abgewogen werden und nur bei sonst unmoglicher technischer Umsetzung der

Zielsetzung der Studie in Erwagung gezogen werden.

Abb 4: Humanes Serum-Albumin (Tertiarstruktur). | — Il homologe Domanen. A — B =
Subdomanen. (nach Bhattacharya et al. 2000, S. 38733).

1.6 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass die exogene Gabe von GLP-1 als
intravendse Infusion eine besondere Behandlung und Vorbereitung braucht, um
zuverlassige, kalkulierbare und ausreichende GLP-1-Konzentration im Probanden zu
erreichen. Es werden zwei Zubereitungsarten von GLP-1-Infusionen, unter der
Berucksichtigung der durch die Infusionen zu erreichenden GLP-1-Konzentrationen,
miteinander verglichen. In Hinblick auf die Planung von zuklnftigen Studien mit
exogener Gabe von GLP-1 ist eine zuverlassige Vorhersage der zu erreichenden GLP-
1-Konzentrationen bedeutsam.

Es werden die GLP-1-Konzentrationen unter intravenésen GLP-1-Infusionen

verglichen, die in einer Gruppe ohne den Zusatz von humanen Serum-Albumin erzielt
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werden (Projekt A) und die in einer anderen Gruppe mit dem Zusatz von humanem
Serum-Albumin erzielt werden (Projekt B). Es soll gezeigt werden, dass ohne den
Zusatz von humanem Serum-Albumin in das Infusionssystem der GLP-1-
Konzentrationsaufbau nicht sicher vorhergesagt werden kann, da es vermutlich zu
Bindungsverlusten im Infusionssystem kommt. In einem weiteren Schritt soll der
Nachweis erbracht werden, dass unter Zusatz von humanem Serum-Albumin zu der
GLP-1-Infusion (Projekt B) eine rasche, supraphysiologische GLP-1-Konzentration
erreicht werden kann, die suffizient die Insulin-Sekretionsantwort auf intravendse
Glukose-Belastung augmentiert und so die Wirksamkeit eines GLP-1-Antagonisten
gepruft werden kann.

Die vorliegende Untersuchung soll fortfUhrende Studien mit dem Inkretin GLP-1
erleichtern und darstellen, wie die multiplen GLP-1-Wirkungen unter besonderer
Berucksichtigung der GLP-1-vermittelten insulinotropen Effekte im menschlichen
Organismus differenziert nachgewiesen und betrachtet werden koénnen. Zu diesem
Zweck ist die Wirksamkeit des GLP-1-Antagonisten Exendin [9-39] im Rahmen dieser
Studie bei gesunden Probanden geprift und untersucht worden. Existenz und
nachgewiesene Wirksamkeit eines Antagonisten machen in der Endokrinologie eine
detaillierte Betrachtung von substanzspezifischen Wirkungen im menschlichen
Organismus moglich und konnen Wirkungsmechanismen und Wirkungen des
antagonisierten Wirkstoffes besser verstandlich machen.

In Projekt B soll die vollstandige Aufhebung des insulinotropen Effektes des
GLP-1 durch den GLP-1-Rezeptor-Antagonisten Exendin [9-39] nachgewiesen werden.
Dazu wurden bei gesunden Probanden durch intravendose GLP-1-Gabe
supraphysiologische GLP-1-Spiegel aufgebaut und eine rasch ansteigende und hohe
Plasmaglukose-Konzentration durch einen intravendsen Glukosebolus erreicht. So
wurde unter Umgehung des Inkretin-Effektes ein starke GLP-1-vermittelte insulinotrope
Wirkung provoziert. Unter der vorbestehenden GLP-1-Infusion war eine deutliche
Steigerung der insulinsekretorischen Antwort auf die Glukosegabe zu erwarten. Als
Vergleich sollte ein Versuchstag unter NaCl 0,9 %-Infusion dienen.

Die suffiziente Hemmung der GLP-1-Effekte durch einen GLP-1-Antagonisten
wurde mit einer parallel zur GLP-1-Infusion verabreichten Infusion von Exendin [9-39]
untersucht. Unter der kombinierten Infusion wurde dann ebenfalls eine intravendse
Glukosestimulation durchgefuhrt. Hier war die Vermutung, dass als Ausdruck der

potenten Hemmung des GLP-1-Effektes durch das Exendin [9-39] eine deutlich
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geringere insulinsekretorische Antwort nach Glukose-Belastung zu messen sein wirde.
Als erfolgreiche Antagonisierug wurde zuvor die Senkung der GLP-1-vermittelten
Erhdhung der insulinsekretorischen Antwort um 75% durch das Exendin [9-39] definiert.

Ziel war es ein Regime zu etablieren, mit welchem der insulinotrope GLP-1-Effekt
sicher gehemmt werden kann und somit ein Regime definiert werden kann, welches
sehr wahrscheinlich auch weitere endogen sezernierte GLP-1-vermittelte
physiologische Wirkungen hemmt. Gleichzeitig sollte die Notwendigkeit des Zusatzes
von Albumin zu GLP-1-Infusionen dokumentiert werden, um einen berechenbaren und
kalkulierbaren Versuchsaufbau mit ausreichenden GLP-1-Konzentrationen zu

konzipieren.
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2. Material und Methoden

Das Studienprotokoll und die erforderlichen Probandenaufklarungen wurden der
Ethikkommission der Georg-August-Universitat Gottingen vor Studienbeginn  zur
Prifung auf rechtliche und ethische Bedenken vorgelegt. In einem Schreiben vom
22.12.2006 wurden keine ethischen oder rechtlichen Bedenken seitens der
Ethikkommission erhoben. Die Durchfuhrung und Planung der Studie entsprach den
“Good Clinical Practise (GCP) Guidelines of the European Commission”.

Alle Patienten erhielten vor der Teilnahme eine ausfuhrliche Erklarung und
Einweisung in den Studienablauf und unterschrieben vor Beginn der Studie eine

Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie.

2.1 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Die Auswahl der Probanden erfolgte nach zuvor definierten Ein- und
Ausschlusskriterien. Es wurden gesunde Probanden ohne bekannte Vorerkrankungen
und ohne Voroperationen gesucht. Der Gesundheitszustand wurde anhand der
klinischen Untersuchungsbefunde, des EKG-Befundes und der aktuellen Laborwerte
beurteilt.

Eine Ubersicht der definierten Kriterien findet sich in Tabelle 1.
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Tab.1: Ein- und Ausschlusskriterien (Projekt A und Projekt B)

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

30 — 70 Jahre

< 30 Jahre oder > 70 Jahre

gesunde Probanden (Beurteilung
abhangig von Anamnese, klinischer

Untersuchung, EKG- Befund, Laborwerte)

Auftreten eines Typ-2 - Diabetes mellitus

in Verwandtschaft 1. Grades

Frauen: Postmenopausal (FSH > 23

mIU/ml) oder chirurgisch sterilisiert

anamnestisch aufgetretener

Gestationsdiabetes

Nichtraucher

Nikotinkonsum

Nuchternglukose (kapillar) < 100 mg/dlI

Schilddrusen - Dysfunktion

normaler oraler Glukose-Toleranz-Test
(120 min Blutzucker Wert < 140 mg/dl)

Schwangerschaft oder Stillzeit

Blutdruck maximal 140 / 90 mmHg,
minimal 90 / 60 mmHg

Einnahme von Medikamenten

(Ausnahme: Paracetamol und ASS)

Puls 50 — 90 / min

Blutverlust von 450 ml in den letzten 8

Wochen (einschlieRlich Blutspende)

Mindestkorpergewicht > 50 kg

signifikante Erkrankung in letzten 2

Wochen

BMI zwischen 20 — 35 kg/m?

EKG — Anomalien, familienanamnestisch:

Long-QT Syndrom

Manner: keine Fortpflanzung wahrend und

bis 3 Monate nach Studienende

anamnestisch bekannte Allergien

normale Nierenfunktion (Kreatinin im
Normbereich und kein Nachweis einer

Albuminurie)

arterieller Hypertonus

normale Leberfunktion (Transaminasen im

Normbereich)

gastrointestinale, pulmonale, kardiale,
neurologische, dermatologische,

vaskulare, psychiatrische Erkrankung

keine signifikante Anamie

Thrombozyten < 100.000/pl

positive Hepatitis-B- oder -C-Serologie

Alkohol- und Drogenabusus
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2.2 Probanden-Charakteristika

Fur Projekt A wurden 6 gesunde, nicht rauchende Probanden (4 Manner und 2
Frauen) im Alter von 31 bis 58 Jahren in die Studie eingeschlossen. Fur Projekt B
wurden 6 gesunde, nicht rauchende Probanden (5 Manner und 1 Frau) im Alter von 40
bis 61 Jahren eingeschlossen. Bei keinem der Probanden fanden sich im Rahmen der
Voruntersuchungen (Nuchternglukose und oGTT) Hinweise auf eine diabetische
Stoffwechsellage oder Hinweise auf eine gestorte Glukose-Toleranz (Bestimmung der
Blutzuckerwerte mit Beckmann Glucose Analyzer 2, Beckmann Instruments, Minchen,
Deutschland). Alle Patienten hatten vor dem oralen Glukose-Toleranz-Test eine 12-
stundige Nahrungs- und Alkoholkarenz eingehalten.

Die Bestimmungen der HbA;; — Werte (BioRad Diamant™, Mart und Hoerning
GmbH, Deutschland) lagen im Normbereich. Die weiteren Laborparameter (Elektrolyte,
Transaminasen, Lipidstatus, Bilirubin gesamt, Protein gesamt, alkalische Phosphatase,
Phosphat, Harnsaure, Kreatinin, Harnstoff, Kreatininkinase, Lipase, LDH) zeigten keine
Hinweise auf bestehende Lebererkrankungen, Nierenfunktionsstérungen oder andere
aktuelle Erkrankungen (Analyse mit DimensionXpand, Dade Behring, Schwalbach,
Deutschland). Im kleinen Blutbild (Analyse mit Beckmann Coulter ACT8, Beckman
Coulter, Krefeld, Deutschland) fanden sich keine signifikanten Anamien oder Hinweise
auf akute Entzindungsreaktionen. Die Untersuchung des Morgenurins (Analyse mit
Uryxxon 300, Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) zeigte keine Hinweise auf
Harnwegsinfekte oder Nierenlasionen.

Bei den weiblichen Probanden war zum Ausschluss einer moglichen
Schwangerschaft wahrend der Versuchsreihe im Protokoll gefordert, dass diese sich
entweder in der Postmenopause befinden oder chirurgisch sterilisiert sein mussen. Die
postmenopausale Situation wurde durch Bestimmung des follikelstimulierenden
Hormons (FSH) im Rahmen der Voruntersuchung bestatigt. Bei den weiblichen
Probanden fanden sich FSH-Werte, die einen postmenopausalen Hormonstatus
anzeigten (Normbereich fur postmenopausal > 23 mlU/L). Zur weiteren Absicherung
wurden im Rahmen der Voruntersuchung und wahrend der Versuchsreihe mehrere
Schwangerschaftstests im Urin durchgefuhrt (QuickVue, One-Step hCG Urin Test,
Nachweisgrenze ab 25 mlU/ml hCG, Quidel Corporation, San Diego, USA). Eine
Schwangerschaft trat wahrend der Versuchsreihe nicht auf.
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Anamnestisch fand sich bei keinem der Probanden ein Verwandter 1. Grades mit
einem Typ-1 - oder Typ-2 - Diabetes mellitus. Auch in der Krankheitsanamnese fanden
sich keine wesentlichen Vorerkrankungen oder Voroperationen.

Um einen parallelen Drogenabusus auszuschliel3en, wurden bei allen Patienten
regelmalige Drogentests im Urin durchgefihrt (Kombi4/O2T, Mashan Diagnostika,
Reinbeck, Deutschland fur Amphetamine, Cocain, Opiate, Cannabis; Kombi/DOAZ2,
Mashan Diagnostika, Reinbek, Deutschland fur Barbiturate, Benzodiazepine). Zur
Bestatigung der Nikotinkarenz wurde ein Urintest zum Nachweis von Cotinin verwendet
(Cotinin Schnelltest, Mashan Diagnostika, Reinbek, Deutschland). Die geforderte
Alkoholkarenz wurde Uber einen Alkoholtest im Urin regelmafig kontrolliert (Q.E.D. A
150, Mashan Diagnostika, Reinbek Deutschland). Bei keinem der Probanden liel3 sich
ein Drogen-, Nikotin- oder Alkoholkonsum wahrend der Studie nachweisen.

Die genauen Probandencharakteristika werden tabellarisch im Anhang, in
Tabelle 1A, aufgefihrt.

2.3 Versuchsprotokoll
Jeder Proband nahm an 4 (Projekt A) bzw. 3 (Projekt B) Versuchen teil. Wurde

der Proband in die Studie eingeschlossen, traf er am Abend vor dem jeweiligen Versuch
in der Klinik ein und wurde erneut exploriert und die Ein- und Ausschlusskriterien
uberpruft. Noch am selben Abend wurden Drogen-, Nikotin- und Alkoholtests im Urin
durchgefuhrt. Die Patienten bekamen ein Abendbrot und hielten ab 22:00 Uhr eine
absolute Nahrungskarenz bis zum Versuchsbeginn ein. Wahrend der Versuche blieben
die Patienten nuchtern. Die Randomisierung erfolgte am Tag der ersten Aufnahme. Die
Abfolge der einzelnen Infusionsregime war damit festgelegt. Die mdglichen
Reihenfolgen der Infusionen finden sich im Anhang in Tabelle 2A (Projekt A) bzw. 3A
(Projekt B). Die Studie war nicht verblindet und zwischen den einzelnen Versuchstagen
lagen jeweils mindestens 3 Tage als ,wash-out-period®.

Die einzelnen Infusionslosungen wurden am Morgen des Versuchstages
zubereitet. Versuchsbeginn war in der Regel um 07:30 Uhr. Die einzelnen Versuche
unterschieden sich hinsichtlich der infundierten Substanzen. In Projekt A (ohne Zusatz
von humanem Serum-Albumin) erfolgte am Versuchstag A eine Infusion mit NaCl 0,9 %
uber 360 Minuten, an Versuchtag C eine Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] Uber 270
Minuten und an Versuchstag D eine Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] Uber 270 Minuten
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kombiniert mit einer Infusion mit Exendin [9-39] Uber 360 Minuten. Zur vergleichenden
Auswertung mit Projekt B kamen die Daten, die bis zum Zeitpunkt 120 Minuten nach
intravendser Glukosegabe erfasst worden sind. In Projekt A gab es einen vierten
Versuchstag B mit einer isolierten Exendin[9-39]-Infusion, welcher in dieser Arbeit keine
Berucksichtigung fand.

In Projekt B (mit Zusatz von humanem Serum-Albumin) erfolgte am Versuchstag
A’ eine Infusion mit NaCl 0,9 % uber 165 Minuten, an Versuchtag C’ eine Infusion mit
GLP-1 [7-36-Amid] Uber 165 Minuten und an Versuchstag D’ eine Infusion mit GLP-1 [7-
36-Amid] Uber 165 Minuten kombiniert mit einer Infusion mit Exendin [9-39] Uber 180
Minuten.

In beiden Projekten wurde an allen drei Versuchstagen eine intravenose
Glukosebolus - Injektion (0,3 g/kg Korpergewicht Glukose) zu einem definierten
Zeitpunkt (0) durchgeflihrt. Der Infusionsplan zu den einzelnen Versuchstagen findet
sich in Abbildung 5. Fur Projekt A wurde lediglich der Zeitraum bis 120 Minuten nach
intravendser Glukosegabe graphisch dargestellt, da nur dieser Zeitraum zur
vergleichenden Auswertung hinzugezogen wurde. Die Zeitpunkte fur die Blutentnahmen
der Parameter kapillare Glukose, Insulin, C-Peptid, GLP-1 Intakt,GLP-1 Total, Glukagon
und Exendin [9-39] sind in Tabelle 2 aufgeflhrt.
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Abb.5: Infusionsplan fur Versuchstage in Projekt A und Projekt B.

Projekt A

Tag A
NaCl 0,9%

Tag C

GLP-1 [7-36-Amid]
Tag D

GLP-1 [7-36-Amid]
N

Exendin (9-39)

Projekt B

Tag A
NaCl 0,9%

Tag C

GLP-1 [7-36-Amid]
Tag D’

GLP-1 [7-36-Amid]
N

Exendin (9-39)

Glukose 0,3g’kg'KG

U

NaCl 0,9% 30mlh™

0,5 pmolkg™"'min™

0,5 pmolkg ™ 'min™

500 pmol’kg™'min” 350 pmol'kg"'min™

-45 -30 -15 0 15 30 45 60 75 90 105 120

Glukose 0,3g’kg'KG

U

NaCl 0,9% 30mlh™

1,0 0,5 pmolkg "'min™

1,0 0,5 pmolkg ™ 'min™

500 pmolkg”'min” 350 pmol'kg™”"'min™

-45 -30 -15 0 15 30 45 60 75 90 105 120
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Tab. 2: Zeitpunkte der Blutentnahmen fir die einzelnen Laborparameter nach

Versuchsprotokoll (fur Projekt A und B identisch).

X = Abnahme

Zeitpunkt

(min)

Kapillare

Glukose

Insulin

C-Peptid

GLP-1
Total

GLP-1
Intakt

Glukagon

Exendin
[9-39]
(Tag A’

Exendin
[9-39]
(Tag D)

und C’)

X

X|X| |X|X
X|X| |X|X
X
X

S
S| D] XX XX XX XXX XXX | X XX XX XX | X | X | X | X
XXX XX DX DX XX XXX XXX | X XX XX XX | X | XX | XX | X
|22 XX XX DX XX XXX XXX | X XX XX X | X | X | X | X

X|X|X
X|X|X
X|X|X

120

2.3.1 Beschreibung der Experimente

2.3.1.1 Voruntersuchung der Probanden

Die Probanden kamen nach einer 12-stindigen Nahrungskarenz am Morgen der
Voruntersuchung in die Klinik. Es wurde die exakte Eigenanamnese aufgenommen und
die Familienanamnese exploriert. Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden durch eine
definierte Checkliste Uberpruft. Eine gegebenenfalls bestehende Begleitmedikation
wurde erfasst. Die Vitalparameter (Blutdruck systolisch/diastolisch, Pulsfrequenz und
Atemfrequenz), KorpergroRe und Korpergewicht wurden gemessen. Eine Urinprobe

wurde genommen und Blut aus einer Vene fur weitere klinische Untersuchung
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gewonnen. Ein EKG (CardioSmart, Hellige GmbH, Freiburg, Deutschland) wurde
abgeleitet und ein ,Skin prick Test* (Duotip-Test Il, Lincoln Diagnostics, lllinois, USA)
mit Exendin [9-39] zum Auschluss einer vorbestehenden allergischen Disposition gegen
Exendin [9-39] durchgeflhrt. Mit einer koérperlichen Untersuchung wurde die
Voruntersuchung komplettiert.

Aus dem Ohrlappchen wurde nach Anstich mit einer Lanzette (Blood Lancets SUPRA,
megro GmbH&CoKg, Wesel, Deutschland) 100 ul Kapillarblut gewonnen und zur
Bestimmung der Nuichternplasmaglukose-Konzentrationen in einer Microvette
gesammelt (Microvette CB 300, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland). Die Zentrifugation
der Probe erfolgte unmittelbar (Eppendorf mini Spin, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland), um im Anschluss mit Hilfe eines Beckmann Glucose Analyzer 2 die
Blutzuckerbestimmung  durchzufihren. Bei  normwertigen Plasmaglukose-
Konzentrationen (< 100 mg/dl) wurde ein oraler Glukose-Toleranz-Test (ACCU-CHEK
Dextro O.G-T., Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) angeschlossen. Dazu tranken
die Probanden 300 ml eines Mono/Oligosaccharid-Gemisches, welches nach
enzymatischer Spaltung einer Menge von 75 g wasserfreier Glukose entspricht (WHO-
Empfehlung). Ein normwertiges Ergebnis lag vor, wenn der Blutzucker nach 120

Minuten Werte < 140 mg/dl zeigte.

2.3.1.2 Beschreibung der Versuchstage

Die Patienten nahmen an 4 (Projekt A) bzw. 3 (Projekt B) Versuchstagen in
randomisierter Reihenfolge teil. Nachdem die Probanden ab 22:00 Uhr des Vorabends
eine Nahrungskarenz eingehalten hatten, wurden die Versuche gegen 07:30 Uhr £ 30
Minuten begonnen.

Zu Beginn des Versuches wurden die Vitalparameter (Blutdruck
systolisch/diastolisch, Pulsfrequenz, Atemfrequenz) bestimmt. Das aktuelle Gewicht ist
mit einer Waage (WB-100A Class lll, Tanita, Tokyo, Japan) in Kilogramm ermittelt
worden, um die Infusionsdosierung gewichtsbezogen individuell errechnen zu kdnnen.
Anschlie®end wurden den Probanden jeweils zwei Venenverweilkanilen (Vasofix 20G
oder 18G, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) intravends plaziert. Die
Fixierung der Kanulen erfolgte mit Kanulenfixierpflaster (Curapor 8,8 x 6,5 cm,
Lohmann Rauscher, Rengsdorf, Deutschland). Eine der Venenverweilkanlle wurde
distal an der oberen Extremitat zur Entnahme der Blutproben platziert, die andere am

kontralateralen Arm im Bereich der Ellenbeuge. Uber Letztere erfolgten sowohl die
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Infusionen als auch die intravendse Glukosegabe. Der sichere Transfer der infundierten
Losungen und der Glukose wurde durch den Einsatz eines Dreiwegehahns (Discofix ,
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) ermoglicht.

Die Patienten wurden wahrend der gesamten Versuchsdauer monitorisiert (Dash
2000, GE Marquette Medical Systems, Milwaukee, USA) und zu definierten Zeitpunkten
wurden Blutdruckkontrollen durchgefuhrt. Die Position der Probanden war liegend und
wahrend der Versuche wurden Befindlichkeitsstorungen oder Missempfindungen als
Ausdruck von Nebenwirkungen abgefragt und dokumentiert.

80 Minuten vor der intravenésen Glukosegabe wurden die ersten “baseline”
Blutproben abgenommen und der Versuchstag damit offiziell begonnen.

Bei Projekt A (ohne Zusatz von humanem Serum-Albumin) wurde am
Versuchstag A 60 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe eine Infusion mit NaCl
0,9 % mit einer Flussrate von 30 ml/h begonnen. Diese Infusion lief mit dieser Flussrate
durchgehend Uber einen Gesamtzeitraum von 360 Minuten und endete zum Zeitpunkt
300 Minuten nach intravendser Glukosegabe.

Die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion am Versuchstag C wurde 30 Minuten vor der
intravendsen Glukosegabe mit einer Dosis von 0,5 pmol - kg™ - min™ gestartet und lief
mit dieser Dosierung uber weitere 270 Minuten bis zum Zeitpunkt 240 Minuten nach
intravendser Glukosegabe. Der Versuchstag endete offiziell am Zeitpunkt 300 Minuten
nach intravendser Glukosegabe.

Nach dem gleichen Schema wurde das GLP-1 [7-36-Amid] am Versuchstag D
infundiert. Der Beginn der Infusion lag 30 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe
mit einer Dosis von 0,5 pmol - kg”' - min™ und wurde Gber 270 Minuten fortgesetzt.
Zusatzlich zum GLP-1 [7-36-Amid] wurde am Versuchstag D bereits 60 Minuten vor der
intravendsen Glukosegabe eine Infusion mit Exendin [9-39] in einer Dosierung von 500
pmol - kg™ - min™” begonnen. Nach 60 Minuten ist die Dosierung der Exendin [9-39]-
Infusion auf 350 pmol - kg™ - min™ reduziert worden und lief mit dieser Dosierung (iber
weitere 300 Minuten bis zum Versuchsende. Zur vergleichenden Auswertung zwischen
Projekt A und Projekt B wurden die Daten aus Projekt A berlcksichtigt, die bis zum
Zeitpunkt 120 Minuten nach intravendser Glukosegabe erhoben worden sind.

Im Rahmen des Projektes B (mit Zusatz von humanem Serum-Albumin) wurde
am Versuchstag A’ 45 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe eine Infusion mit

NaCl 0,9 % mit einer Flussrate von 30 ml/h begonnen. Diese Infusion lief mit dieser

46



MATERIAL UND METHODEN

Flussrate durchgehend Uber einen Gesamtzeitraum von 165 Minuten und endete zum
Zeitpunkt 120 Minuten nach intravendser Glukosegabe.

Die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion am Versuchstag C’ wurde ebenfalls 45 Minuten
vor der intravendsen Glukosegabe gestartet mit einer Dosis von 1,0 pmol - kg™ - min™.
Nach 15 Minuten wurde die Dosis der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion auf 0,5 pmol * kg™
min™ reduziert und lief mit dieser Dosierung bis zum Versuchsende iiber weitere 150
Minuten bis zum Ende des Versuchstages zum Zeitpunkt 120 Minuten nach
intravendser Glukosegabe.

Nach dem gleichen Schema wurde das GLP-1 [7-36-Amid] am Versuchstag D’
infundiert. Der Beginn der Infusion lag 45 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe
mit einer Dosis von 1,0 pmol - kg™ - min™ und wurde nach 15 Minuten fiir weitere 150
Minuten mit einer Dosierung von 0,5 pmol - kg™ - min™ fortgesetzt. Zusatzlich zum GLP-
1 [7-36-Amid] wurde am Versuchstag D’ bereits 60 Minuten vor der intravendsen
Glukosegabe eine Infusion mit Exendin [9-39] in einer Dosierung von 500 pmol ‘- kg™ -
min” begonnen. Nach 60 Minuten ist die Dosierung der Exendin [9-39]-Infusion auf 350

pmol - kg™ - min”

reduziert worden und lief mit dieser Dosierung uber weitere 120
Minuten bis zum Versuchsende.

Die Infusionen wurden mit Perfusoren (Perfusor Compact, Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) gesteuert.

Zum Zeitpunkt O ist an allen Versuchstagen in beiden Projekten eine intravendse
Glukosegabe durchgefuhrt worden. Dazu wurden 0,3 g/kg Koérpergewicht Glukose (G-
50/100ml, Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) innerhalb von 20 Sekunden
intravends verabreicht.

Zu den festgelegten Zeitpunkten erfolgten die einzelnen Blutabnahmen und die
Bestimmung der kapillaren Blutglukose. Die Bestimmung der Blutzuckerwerte erfolgte
umgehend, um gegebenenfalls einer drohenden Hypoglykdmie entgegenwirken zu
konnen.

Nach Versuchsende wurden die Venenverweilkanulen entfernt, die Patienten
erhielten umgehend eine Mahlzeit und wurden Uber weitere 4 Stunden nachbeobachtet.

Im Anschluss erfolgte die Entlassung nach Hause.
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2.4 Infusionslésungen

Projekt A:

Die Infusionslosung am Versuchstag A wurde als physiologische NaCl 0,9 %-
Lésung (isotone Natriumchloridlésung 0,9 % Braun, 50 ml, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) vorbereitet. Das NaCl 0,9 % wurde in eine Perfusorspritze
(Original Perfusor Spritze OPS 50 Luer Lock, 50 ml, B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) uberfuhrt. Wahrend des Versuches erfolgte die Zuleitung der
Infusionslésung vom Perfusor zum Dreiwegehahn Uber eine Perfusorleitung (Original
Perfusor Leitung Luer Lock, 200 cm, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland). Die Infusionsdauer am Versuchstag A betrug 360 Minuten (-60 bis 300)
und die Flussrate konstant 30 mil/h. Daraus ergab sich ein Infusionsvolumen an diesem
Tag von 180 ml. Fir den Zeitpunkt 120 Minuten nach intravendser Glukosegabe bei
dem Vergleich beider Projekte ergibt sich flir den Versuchstag A eine Infusionsdauer
von 180 Minuten (-60 bis 120) und somit ein Gesamtvolumen von 90 ml.

Die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionslosungen fur die Versuchstage C und D wurden
nach identischer Vorgehensweise hergestellt. Da diese Infusionen mit konstanter
Flussraten von 6 ml/h wahrend der Versuche liefen, musste die gewichtsadaptierte
Dosierung durch variable Konzentrationen in den Perfusorsystemen erreicht werden.
Das benutzte GLP-1 [7-36-Amid] (Clinalfa, Bachem Distribution Service GmbH, Weil am
Rhein, Deutschland) lag als tiefgefrorene Trockensubstanz vor, welche bei < -18°C
gelagert wurde. Bei der letzten chemischen Analyse zeigte sich ein verbliebener
Wirkstoffgehalt von 78 ug pro Glasgefall. Dieser Wert wurde bei den Kalkulationen zur
Herstellung der GLP-1 [7-36-Amid]-Losungen zur Infusion Dberucksichtigt. Die
Trockensubstanz wurde am Morgen des jeweiligen Versuchstages aufgetaut und durch
ein definiertes Volumen (3,12 ml) NaCl 0,9 %-L6sung in Losung gebracht. Die so
produzierte Basis GLP-1 [7-36-Amid]-Losung hatte eine konstante Konzentration von 25
pMg/ml GLP-1 [7-36-Amid] und wurde zur weiteren Zubereitung der Infusionslésung
verwendet. Am Morgen des jeweiligen Versuchstages wurde das aktuelle
Korpergewicht (kg) des Patienten gemessen, um die gewichtsadaptierte Dosierung
(pmol * kg™ - min™") ermitteln und die erforderliche Konzentration herstellen zu kénnen.
Berechnungsgrundlagen waren dazu ein gewtnschtes Gesamtvolumen von 50 ml
Infusionslosung, eine konstante Flussrate von 6 mi/h, eine vorhandene Basis GLP-1 [7-
36-Amid]-Losung mit einer Konzentration von 25 pug/ml GLP-1 [7-36-Amid], eine
geforderte Dosierung von 0,5 pmol “ kg”' - min™, das Molekulargewicht des GLP-1 [7-36-
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Amid] und ein Variable (B), welche das Kdrpergewicht der Probanden in Kilogramm
wiedergibt (siehe auch Gleichung 1A im Anhang). Durch diese Kalkulation wurde eine
Konstante berechnet, die durch Multiplikation mit dem aktuellen Kérpergewicht (B) eine
Berechnung des erforderlichen Volumen Y (in ml) von Basis GLP-1 [7-36-Amid]-Losung
ermdglichte. Dieses Volumen musste in das Gesamtvolumen von 50 ml NaCl 0,9 %
transferiert werden, um die zuvor genannten Bedingungen zu erfullen.

Diese Konstante lag bei 0,032977 ml/kg.

Das kalkulierte Volumen Y (ml) wurde einer 50 ml NaCl 0,9 %-L6sung entnommen und
danach durch das identische Volumen Y (ml) der Basis GLP-1 [7-36-Amid]-Ldsung
ersetzt, so dass am Ende ein Gesamtvolumen von 50 ml vorlag und dieses in eine
Perfusorspritze gegeben werden konnte. Die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion lief mit einer
Flussrate von 6 mil/h GUber 270 Minuten (-30 bis 240) und somit in einer Dosierung von
0,5 pmol - kg™ - min™'. Nach diesem Infusions-Regime wurde sowohl an Versuchstag C
als auch D verfahren. Das Gesamtvolumen der infundierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
belief sich an Versuchstag C und D auf jeweils 27 ml. Bis zum Zeitpunkt 120 Minuten
nach intravendser Glukosegabe zum Vergleich mit Projekt B wurden somit an
Versuchstag C und D 15 ml GLP-1 [7-36-Amid] infundiert (-30 bis 120).

Am Versuchstag D wurde eine Exendin [9-39]-Infusionslésung zusatzlich zur
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionslosung zubereitet. Das Exendin [9-39] (Exendin [9-39] 10
mg Lyophilisate in vial, Novartis Pharmaceuticals Corporation, East Hannover, USA) lag
als tiefgefrorenes Lyophilisat (gefriergetrocknet) in 10 mg pro Glasgefal® vor. Es wurde
bei <-18°C gelagert. Am Morgen des Versuches wurde das Exendin [9-39] aufgetaut
und mit 2,0 ml NaCl 0,9 %-Losung mit Hilfe einer 5 ml Spritze (B. Braun Injekt 5 ml,
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in Losung gebracht. Auf diesem
Weg wurde eine Basis-Exendin [9-39]-Losung mit einer Konzentration von 5mg/ml
hergestellt.

Im Gegensatz zur Applikation der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion wurde bei der Exendin [9-
39]-Infusion die gewichtsabhangige Dosierung (pmol - kg™ - min™) durch individuelle
Flussraten Uber das Perfusorsystem erreicht. Die hergestellten Infusionen mussten also
eine identische Konzentration aufweisen. Diese Zielkonzentration im Infusionssystem
des Exendin [9-39] lag bei 1,18 mg/ml. Die erforderliche Menge an Basis-Exendin [9-
39]-Lésung (5 mg/ml) in ml, welche in ein Gesamtvolumen von 50ml NaCl 0,9 %-
Ldsung transferiert werden musste, wurde durch eine Berechnung definiert (siehe auch

Gleichung 2A im Anhang).
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Demnach wurde aus der zuvor vorbereiteten 50 ml NaCl 0,9 %-L6sung 12,0 ml mit Hilfe
einer Spritze (B.Braun Injekt 10 ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen) (Anmerkung
10 ml Spritze ist bis 12 ml skaliert) entfernt und im Anschluss 12,0 ml der Basis-Exendin
[9-39]-L6sung hinzugefligt, um am Ende ein Gesamtvolumen von 50 ml mit einer
Exendin [9-39]-Konzentration von 1,18 mg/ml zu erhalten. Diese wurde in eine 50 ml
Perfusorspritze transferiert.

Um die gewichtsabhéngige Dosierung von initial 500 pmol - kg™ min™ und spater
350 pmol - kg © min™ zu erreichen, wurde am Morgen des Versuchstages eine
Kalkulation unter Berlcksichtigung des Koérpergewichtes des Probanden durchgefihrt
und die entsprechenden Flussraten definiert. Grundlage der Kalkulation ist ein
Musterpatient mit einem Korpergewicht von 70 kg, einer Flussrate von 0,1 ml/min, einer
Konzentration von 1,18 mg/ml und dem Exendin [9-39] Molekulargewicht von 3368,8
g/mol. Die Formeln, die an den Versuchstagen zum Einsatz kamen geben diese
Berechnung in vereinfachter Form wieder und dienten der raschen Berechnung der
Flussraten an den Versuchstagen (siehe auch Gleichung 3A und 4A im Anhang).

Die Probanden erhielten am Versuchtstag D 60 Minuten vor der intravendsen
Glukosegabe eine Exendin [9-39]-Infusion mit einer Dosierung von 500 pmol - kg™ - min’
', Dazu wurde die Exendin [9-39]-Infusion mit einer Flussrate von Y (ml/min) appliziert
(siehe auch Gleichung 3A im Anhang). Nach 60 Minuten wurde die Exendin [9-39]-
Dosierung reduziert und mit einer Flussrate von Z (ml/min) (siehe auch Gleichung 4A im
Anhang) und somit mit 350 pmol - kg - min™ fortgefahren. Insgesamt erhielten die
Probanden die Exendin [9-39]-Infusion Uber einen Zeitraum von 360 Minuten (-60 bis
300). Das infundierte Gesamtvolumen differierte dabei korpergewichtsabhangig
zwischen 24,3 ml und 37,1 ml. Bis zum Zeitpunkt 120 Minuten nach intravendser
Glukosegabe zum Vergleich mit Projekt B erhielten die Probanden zwischen 13,0 ml
und 19,9 ml (-60 bis 120).

An allen Versuchstagen erhielten die Probanden eine intravenose Glukosegabe
zum Zeitpunkt 0. Dabei wurde Uber die proximal gelegene Venenverweilkanule 0,3 g
Glukose pro Kilogramm Koérpergewicht mit 20ml Spritzen (B.Braun inject 20 ml, B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) injiziert. Dabei wurden gewichtsabhangige
Volumina zwischen 37,3 ml bis 58,2 ml Glukose 50 % (G-50/100 ml, Braun Melsungen,

Melsungen AG, Deutschland) notwendig.
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Projekt B:

Die Infusionslosung am Versuchstag A’ wurde als physiologische NaCl 0,9 %-
Losung (isotone Natriumchloridlésung 0,9 % Braun, 50 ml, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) mit 1% humanem Serum-Albumin (Human Serum-Albumin
20% Behring, CSL Behring, salzarm, CSL Behring GmbH, Marburg, Deutschland)
vorbereitet. Zu diesem Zweck wurden nach alkoholischer Desinfektion der Oberflachen
der Gefalle aus dem 50 ml NaCl 0,9 % Gefal 2,5 ml mit einer 2,0 ml Spritze (B.Braun
Injekt 2 ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) (Anmerkung: 2,0 ml
Spritze ist bis 3,0 ml skaliert) mit Hilfe einer Kanule (Neolus 20G, BSN medical
GmbH&Co KG, Hamburg, Deutschland) entfernt und verworfen. Im Anschluss wurden
2,5 ml humanes Serum- Albumin 20 % in das NaCl 0,9 % - Gefal’ gegeben und somit
das Gesamtvolumen auf erneut 50 ml erganzt. So wurde eine Albumin-Konzentration
von 1% erreicht. Diese Losung wurde in eine Perfusorspritze (Original Perfusor Spritze
OPS 50 Luer Lock, 50ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) tberflhrt.
Dieser Vorgang wurde zweimal durchgefuhrt, um letztlich tber 100 ml Infusionslosung
zu verfugen. Wahrend des Versuches erfolgte die Zuleitung der Infusionslésung vom
Perfusor zum Dreiwegehahn Uber eine Perfusorleitung (Original Perfusor Leitung Luer
Lock, 200 cm, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Die Infusionsdauer
am Versuchstag A’ betrug 165 Minuten (- 45 bis 120) und die Flussrate konstant 30
ml/h. Daraus ergab sich an diesem Tag ein Infusionsvolumen von 82,5 ml.

Die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionslésungen flr die Versuchstage C’ und D’ wurden
ebenfalls als 1%-ige Humanalbumin-Lésung hergestellt. Da diese Infusionen mit
konstanten Flussraten von 10 ml/h bzw. 20 ml/h wahrend der Versuche liefen, musste
die gewichtsadaptierte Dosierung durch variable Konzentrationen in den
Perfusorsystemen erreicht werden. Die Trockensubstanz, welche identisch war mit der
aus Projekt A, wurde am Morgen des jeweiligen Versuchstages aufgetaut und durch ein
definiertes Volumen (3,12 ml) der beschriebenen 1%-igen Humanalbumin-NaCl 0,9 %-
Losung in Losung gebracht. Die so produzierte Basis GLP-1 [7-36-Amid]-Losung hatte
eine konstante Konzentration von 25 pg/ml GLP-1 [7-36-Amid] und wurde zur weiteren
Zubereitung der Infusionslésung verwendet. Am Morgen des jeweiligen Versuchstages
wurde das aktuelle Korpergewicht (kg) des Patienten gemessen, um die

7 min”) ermitteln und die erforderliche

gewichtsadaptierte Dosierung (pmol kg
Konzentration herzustellen zu koénnen. Berechnungsgrundlagen waren dazu ein

gewulnschtes Gesamtvolumen von 50 ml Infusionslésung, eine konstante Flussrate von
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10 ml/h, eine vorhandene Basis GLP-1 [7-36-Amid]-Lésung mit einer Konzentration von
25 ug/ml GLP-1 [7-36-Amid], eine geforderte Dosierung von 0,5 pmol - kg™ - min™, das
Molekulargewicht des GLP-1 [7-36-Amid] und ein Variable (B), welche das
Koérpergewicht der Probanden in Kilogramm wiedergibt (siehe auch Gleichung 5A im
Anhang). Durch diese Kalkulation wurde eine Konstante berechnet, die durch
Multiplikation mit dem aktuellen Korpergewicht (B) eine Berechnung des Volumen Y (in
ml) von Basis GLP-1 [7-36-Amid]-Losung ermdglichte. Dieses Volumen musste in das
Gesamtvolumen von 50 ml NaCl 0,9 % (1% humanes Serum-Albumin) transferiert
werden, um die zuvor genannten Bedingungen zu erfillen.

Diese Konstante lag bei 0,0197862 ml/kg.

Das kalkulierte Volumen Y (ml) wurde den vorbereiteten 50 ml 1%-igen
Humanalbumin-NaCl 0,9 %-Lésung enthommen und danach durch das identische
Volumen Y (ml) der Basis GLP-1 [7-36-Amid]-Lésung ersetzt, so dass am Ende ein
Gesamtvolumen von 50 ml vorlag und dieses in eine Perfusorspritze gegeben werden
konnte. Die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion lief initial mit einer Flussrate von 20 ml/h Gber
15 Minuten (-45 bis -30) in einer Dosierung von 1,0 pmol- kg™ - min™'. Nach 15 Minuten
wurde die Flussrate auf 10 ml/h reduziert und damit eine Dosis von 0,5 pmol - kg™ - min”
! appliziert. In dieser Dosierung lief die Infusion (iber weitere 150 Minuten (-30 bis 120).
Nach diesem Infusions-Regime wurde sowohl an Versuchstag C’ als auch D’ verfahren.
Das Gesamtvolumen der infundierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion belief sich an
Versuchstag C’ und D’ auf jeweils 30 ml.

Am Versuchstag D’ wurde eine Exendin [9-39]-Infusionsldsung zusatzlich zur
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionslosung zubereitet. Das Exendin [9-39] (Exendin [9-39] 10
mg Lyophilisate in vial, Novartis Pharmaceuticals Corporation, East Hannover, USA) lag
als tiefgefrorenes Lyophilisat (gefriergetrocknet) in 10 mg pro Glasgefal vor. Es wurde
bei <-18°C gelagert. Am Morgen des Versuches wurde das Exendin [9-39] aufgetaut
und mit 2,0 ml 1%-igen Humanalbumin-NaCl 0,9 %-Ldsung mit Hilfe einer 5 ml Spritze
(B. Braun Injekt 5 ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in Losung
gebracht. Auf diesem Weg wurde eine Basis-Exendin [9-39]-Losung mit einer
Konzentration von 5mg/ml hergestellt.

Das weitere Vorgehen entsprach im wesentlichem dem Vorgehen in Projekt A.
Insbesondere kamen dieselben Formeln zur Anwendung (siehe auch Gleichung 2A, 3A

und 4A im Anhang). Ein wesentlicher Unterschied bestand darin, dass die 50 ml NaCl
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0,9 % in der Perfusorspritze auch als 1%-ges Humanalbumin-NaCl 0,9 % vorbereitet
worden waren.

Die Probanden erhielten am Versuchtstag D’ 60 Minuten vor der intravendsen
Glukosegabe eine Exendin [9-39]-Infusion mit einer Dosierung von 500 pmol - kg™ - min’
', Dazu wurde die Exendin [9-39]-Infusion mit einer Flussrate von Y (ml/min) appliziert
(siehe auch Gleichung 3A im Anhang). Nach 60 Minuten wurde die Exendin [9-39]-
Dosierung reduziert und mit einer Flussrate von Z (ml/min) (siehe auch Gleichung 4A im
Anhang) und somit mit 350 pmol - kg - min™ fortgefahren. Insgesamt erhielten die
Probanden die Exendin [9-39]-Infusion Uber einen Zeitraum von 180 Minuten. Das
infundierte Gesamtvolumen differierte dabei kérpergewichtsabhangig zwischen 11,5 ml
und 20,5 ml.

An allen Versuchstagen erhielten die Probanden eine intravendse Glukosegabe
zum Zeitpunkt 0. Dabei wurde Uber die proximal gelegene Venenverweilkantle 0,3 g
Glukose pro Kilogramm Koérpergewicht mit 20 ml Spritzen (B. Braun inject 20 ml, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) injiziert. Dabei wurden
gewichtsabhangige Volumina zwischen 36,7 ml bis 59,5 ml (Projekt B) Glukose 50 %
(G-50/100 ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) notwendig.

2.5 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen wahrend der Versuchstage erfolgten ausschlielBlich aus der
distal gelegenen Venenverweilkanlle. Zu den Abnahmezeitpunkten wurden variable
Volumina in Abhangigkeit von den zu bestimmenden Parametern abgenommen. Die
Abnahme zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Insulin, C-Peptid, GLP-1
Total, GLP-1 Intakt, Glukagon und Exendin [9-39] erfolgte mit Plasma Monovetten
(EDTA, 2,7 ml K3E, 9 ml K2E, 4 ml K3E, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland).

Die Monovetten zur Abnahme der GLP-1 Total-, GLP-1 Intakt- und Glukagon-
Proben wurden am Morgen des jeweiligen Versuchstages mit Diprotin A (Diprotin A,
Bachem AG, Bubendorf, Schweiz) versetzt, um in einer Gesamtkonzentration von 0,1
mmol/l eine ausreichende DPP — 4-Inhibition zur Vermeidung der Degradation der
Peptide sicherzustellen [Deacon et al. (1995a), Deacon et al. (1995b)]. Im Anschluss
wurden die Monovetten bis zur Blutentnahme im Kuhlschrank gelagert.

Nach der jeweiligen Blutenthahme wurden die Proben umgehend auf Eis

gelagert, bis sie in einer Kuhlzentrifuge (Rotina 35R, Hettich Zentrifugen, Lauenau,
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Deutschland) zentrifugiert wurden. Die Proben flr die Bestimmungen der Insulin und C-
Peptid-Konzentrationen sind uber 15 Minuten bei 17° Celsius mit einer Geschwindigkeit
von 3000 U/min zentrifugiert worden. Im Anschluss sind je 200 pl Plasma in ein PS-
Roéhrchen Uberfuhrt und bei < - 27°C gelagert worden.

Die Proben zur Bestimmung von GLP-1 Total, GLP-1 Intakt, Glukagon und
Exendin [9-39] sind Uber 15 Minuten bei 4° Celsius mit einer Geschwindigkeit von 3000
U/min zentrifugiert worden. Maximal lagen zwischen Abnahme und Zentrifugation 10
Minuten. Im Anschluss wurde der Plasmauberstand vom Blutkuchen abpippetiert und
entsprechend den Anforderungen der zu bestimmenden Parametern in vorbereitete
Aufbewahrungsgefalle gegeben. Fur GLP-1 (Total und Intakt) sind 900 ul Plasma, fur
Glukagon 700 pl Plasma und fur Exendin [9-39] 100 pl in ein PP-Réhrchen Uberfuhrt
und bei < - 27°C gelagert worden.

Die zur Bestimmung von Insulin und C-Peptid geplanten Proben wurden in 3,5
ml Polystyrol-Réhrchen (PS-Réhrchen 3,5 ml, transparent, Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland) und die Proben zur Bestimmung von GLP-1 Total, GLP-1 Intakt,
Glukagon und Exendin [9-39] in Polypropylen-Réhrchen (PP-Rdhrchen 3,5 ml, Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) abgeflllt. Bis zur Verschickung zur weiteren Analyse (GLP-1
Total, GLP-1 Intakt, Glukagon, Exendin [9-39]) oder Bestimmungen im hauseigenen
Labor (Insulin , C-Peptid) wurden die Proben bei < -27°C eingefroren.

Zur Bestimmung der kapillaren Plasma Glukose wurde den Patienten aus dem
Ohrlappchen 100 pl Blut enthommen (Microvette CB 300, Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland) und umgehend fir 30 Sekunden bei 13000 U/min zentrifugiert (Eppendorf
mini  Spin, Eppendorf  AG, Hamburg, Deutschland). Die  Glukose-
Konzentrationsmessung mit einem Glucose Analyzer 2 (Beckmann Instruments,
Mianchen, Deutschland) nach der Glukose-Oxidase-Methode erfolgte sofort am
Untersuchungsplatz. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeflihrt und die Ergebnisse
dokumentiert. Zwischen Abnahme und Bestimmung der Glukose-Konzentration lagen
maximal 4 Minuten.

Mehrfach aufgetaute Proben fanden bei der Analyse keine Bertcksichtigung. Die
auswartig analysierten Proben (GLP-1 Total, GLP-1 Intakt, Glukagon, Exendin [9-39])
wurden nach Beendigung der Versuchsreihe bei < -27°C transportiert. Eine konstante
Kdhlung wurde durch ein durchgangig messendes Thermometer in der Transportkiste

kontrolliert und dokumentiert.
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2.6 Laborparameter

Die Analysen der Laborparameter fur die klinische Chemie und die Hamatologie
wurden im Kklinischen Laboratorium des Diabeteszentrums Bad Lauterberg
durchgefuhrt. In diesem Labor erfolgte ebenfalls die Bestimmung der Insulin und der C-
Peptid-Konzentrationen.

Die fir das Screening erforderlichen Hepatitis B-, Hepatitis C- und HIV-
Serologien wurden durch das Labor Bioscientia GmbH in Jena durchgefuhrt. Dort wurde
auch die Bestimmung der alpha - Amylase und des Albumin durchgefuhrt.

Die Bestimmungen der Konzentrationen von GLP-1 Total, GLP-1 Intakt,
Glukagon und Exendin [9-39] erfolgten in Zusammenarbeit mit der Abteilung

medizinische Physiologie des Panum Institute der Universitat Kopenhagen.

2.6.1 Immunoassays

Yalow und Berson gelang es erstmalig durch Markierung von Enzymen mit
radioaktiven Isotopen einen Radioimmunoassay flr die Bestimmung von Inuslin
Konzentrationen herzustellen (Yalow und Berson 1959). Um den Umgang mit
radioaktiven Substanzen zu vermeiden, verwendeten Nakane und Pierce spater
Enzyme zur Markierung in der Immunhistochemie (Nakane und Pierce 1967).

Allen Immunoassay gemeinsam ist das Grundprinzip der Erkennung und somit
der Nachweis eines Analyten in einer flussigen Phase durch die Bindung eines Antigens
an einen Antikorper. Sowohl Antigen als auch Antikorper kdnnen je nach Konfiguration
des Assays nachzuweisender Analyt sein.

Man unterscheidet grob zwei Konfigurationen von Immunoassays: Den
kompetetiven und den nicht - kompetetiven Assay.

Bei den kompetetiven Assays ist ein fur das Antigen spezifischer Antikdrper in
einer festen Phase gebunden. Diesem wird nun die Probenlésung mit der unbekannten
Konzentration des Analyten mit dem passenden Antigen und eine LOsung mit einer
bekannten Konzentration an markiertem, passenden Antigen zugefligt. Beide Antigene
konkurrieren um die Bindungsstellen an den Antikorpern der festen Phase. Je hoher die
Konzentration des Antigens in der zu bestimmenden Probe ist, desto weniger
markiertes Antigen kann an der festen Phase binden. Nach Auswaschung kann je nach

Markierung die Konzentration des Analyten bestimmt werden. Diese Variante eignet
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sich bei Antigenen fir die es nur einen Antikorper gibt oder fir Haptene, da diese nicht
ausreichend Bindungsstellen zur Bindung von zwei Antikdrpern haben.

Bei den nicht-kompetetiven Assays kommen zwei Antikrper gegen das zu
bestimmende Antigen oder Antigen und Antikdérper zum Einsatz, welche an
unterschiedlichen Bindungsstellen ansetzten. Man unterscheidet zwei Formen. Zum
einen den ,antibody capture assay“ und den ,two antibody assay“ (,Sandwich Assay®).
Der ,antibody capture assay” kommt primar zur Bestimmung des aktuellen Immunstatus
durch Bestimmung von Antikorper - Titer zum Einsatz. Dabei ist das Antigen, gegen das
der zu bestimmende Antikdrper gerichtet ist, an eine feste Phase gekoppelt und der zu
bestimmende Antikorper wird in unbekannter Konzentration hinzugegeben. Dieser
bindet an die Antigene in der festen Phase. In einem zweiten Schritt wird nach einem
Waschschritt ein enzymmarkierter Sekundarantikorper hinzugegeben, welcher an den
konstanten Teil des Primarantikorpers bindet. AnschlieBend wird das Enzymsubstrat
hinzugegeben (bei enzymmarkierten Antikdrpern) und die Antikdrperkonzentration
durch Bestimmung der Enyzmaktivitat gemessen.

Bei dem ,two antibody assay“ (,Sandwich assay®) ist hingegen ein Antikorper in
der festen Phase gebunden, der sich gegen eine Bindungsstelle des in der Probe zu
bestimmenden Antigens richtet. Diesen Antikorper nennt man Primarantikorper bzw.
,Fanger® (,catching antibody“). Nach Zugabe der Probe mit der unbekannten
Konzentration des zu bestimmenden Antigens bindet dieses an die in der festen Phase
fixierten Antikorper. In einem Waschritt werden alle anderen Substrate, die nicht
antikérpergebunden sind, ausgewaschen. Daraufhin wird ein zweiter, markierter
Antikorper gegen eine andere Bindungsstelle des zu bestimmenden Antigens
hinzugegeben und der Uberschuss anschlieBend ausgewaschen. Diesen Antikorper
nennt man Sekundarantikorper bzw. Detektor (,detecting antibody“). Danach erfolgt die
Zugabe des Enzymsubstrates (bei enyzmmarkierten Antikérpern) und anhand der
Enyzmaktivitat wird die Konzentration bestimmt.

Je nach verwendeter Markierungssubstanz unterscheidet man
.-Radioimmunoassays“ (RIA) und ,Enzym-linked Immunosorbent Assays® (ELISA). Bei
dem RIA werden schwach radioaktive Substanzen verwendet und die Konzentration
durch Messung der Radioaktivitat bestimmt. Bei den ELISA sind die zugefuhrten
Antikdrper mit Enzymen markiert, welche in den zugegebenen Enyzmsubstraten
spezifische Reaktionen katalysieren. Die Konzentrationen kdnnen dann anhand der

Enzymaktivitat bestimmt werden. Dabei kann zum Beispiel auch eine chemische
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Reaktion katalysiert werden, bei der durch Chemilumineszenz Licht abgegeben wird,
welches gemessen und in Relation zur Konzentration des zu bestimmenden Antigens
gesetzt werden kann.

Die Hormonbestimmung durch immunologische Bestimmungsverfahren zeichnet
sich durch eine hohe Empfindlichkeit und eine leichte Durchflhrbarkeit aus. Zu
beachten sind aber Kreuzreaktivitaten, die Folge einer Bindung der eingesetzten
Antikorper an Bindungsstellen von Hormonvorstufen, Abbauprodukten oder strukturell
ahnlichen  Proteinen sind und so bei Nichtbeachtung zu falschen

Konzentrationsbestimmungen fihren kénnen (Wild 2005).

2.6.2 Plasmaglukose

Die kapillare Plasmaglukose-Konzentration wurde mit einem Glucose Analyzer 2
(Beckmann Instruments, Munchen, Deutschland) nach der Glukose-Oxidase-Methode
bestimmt. Zu diesem Zweck entnahm man dem Probanden mit einer Microvette
(Microvette CB 300, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) mittels Kapillarwirkung zu den
definierten Zeitpunkten 100 yl Kapillarblut aus dem Ohrlappchen und zentrifugierte es
umgehend fur 30 Sekunden bei 13000 U/min (Eppendorf mini Spin, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland). Es erfolgten jeweils Doppelbestimmungen, welche schriftlich
fixiert wurden.

Vor den Bestimmungen der Plasmaglukose erfolgte die Eichung der Messgerate
mit Hilfe einer Eichlésung auf 150 + 1 mg/dl (Beckmann Instruments, Minchen,
Deutschland). Es folgten im Verlauf weitere Eichungen und Vergleichsmessungen mit

einer Standardlosung 150 £ 5 mg/dl (Beckmann Instruments, Minchen, Deutschland).

2.6.3 Insulin

Die Plasmainsulin-Konzentrationen wurden mit Hilfe eines Elektro-
chemilumineszenz-Immunoassay (ECLIA) -Verfahrens bestimmt. Dabei kommen ein
biotinylierter monoklonaler Insulin-spezifischer Antikdrper und ein mit Ruthenium-
komplex markierter monoklonaler Insulin-spezifischer Antikbrper zum Einsatz, die einen
Sandwich-Komplex bilden. Nach Zugabe von Streptavadin wird der Komplex Uber
Biotin—Streptavadin-Wechselwirkung an der Festphase gebunden. Das

Reaktionsgemisch wird in die Messzelle Uberfuhrt und durch Anlegen einer Spannung
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die Chemilumineszenzemission induziert und mit dem Photomultiplier gemessen. Die
Bestimmung erfolgte mit dem COBAS “ECLIA” auf einem Roche Elecsys 2010 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Die kleinste nachweisbare Insulin-
Konzentration lag bei diesem Verfahren bei 0,2 mU/I (1,4 pmol/l). Kreuzreaktivitaten
bestehen zu Rinderinsulin (25%), Schweineinsulin (19,2%), humanem Proinsulin
(0,05%) und Insulin-like growth factor | (0,04%). Es fanden sich keine Kreuzreaktivitaten
zu C-Peptid, Glukagon und Somatostatin. Der inter-assay-Variationskoeffizient lag bei <
3%.

2.6.4 C-Peptid

Die Plasma-C-Peptid-Konzentrationen wurden mit Hilfe eines Elektro-
chemilumineszenz-Immunoassay Verfahrens (ECLIA) bestimmt. Dabei kommt ein
biotinylierter, monoklonaler C-Peptid-spezifischer Antikdrper und ein mit Ruthenium-
komplex markierter, monoklonaler C-Peptid-spezifischer Antikbrper zum Einsatz, die
einen Sandwich Komplex bilden. Nach Zugabe von Streptavadin wird der Komplex tUber
Biotin — Streptavadin Wechselwirkung an der Festphase gebunden. Das
Reaktionsgemisch wird in die Messzelle Uberfuhrt und durch Anlegen einer Spannung
die Chemilumineszenzemission induziert und mit dem Photomultiplier gemessen. Die
Bestimmung erfolgte mit dem COBAS “ECLIA” auf einem Roche Elecsys 2010 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Die kleinste nachweisbare C-Peptid-
Konzentration lag bei diesem Verfahren bei 0,003 nmol/l (0,01 ng/ml).
Kreuzreaktivitdten bestehen zu humanem Proinsulin (32,5%) und humanem Insulin
(0,005%). Die Kreuzreaktivitat fur Proinsulin hat keine klinische Relevanz, da
Konzentrationen bei Gesunden 100 fach geringer sind als C-Peptid-Konzentrationen.
Keine Kreuzreaktivitaten fanden sich mit Insulin (Schwein und Rind), Insulin-like growth
factor I, humanem Wachstumshormon und Glukagon. Der inter-assay-

Variationskoeffizient lag bei < 5%.

2.6.5 Glucagon-like Peptide-1

Die GLP-1 Total-Konzentrationen sind mit einem Radio-Immunoassay Verfahren
bestimmt worden. Das hierbei verwendete Antiserum (No. 89390) bindet spezifisch an
den amidierten C-Terminus des GLP-1 [7-36-Amid]. Eine Kreuzreaktivitat des
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Antiserums mit anderen Hormonen ergibt sich bei denen, die die Sequenz Proglukagon
78-107-Amid besitzen. So wird GLP-1(9-36) durch das Antiserum gebunden. Die untere
Nachweisgrenze liegt bei 1 pM. Der Inter-assay Variationskoeffizient lag bei < 6%
(QDrskov et al., 1994).

Die GLP-1 Intakt-Konzentrationen sind ebenfalls mit einem Radio-Immunoassay
Verfahren bestimmt worden. Hierbei wird ein “two-site Sandwich” Immunoassay unter
Verwendung zweier monoklonaler Antikorper genutzt. Als “catching antibody” wird
GLP1F5 verwendet, der nahe C-Terminal bindet. Mab 26.1 als “detecting antibody”,
welcher konsequent N-terminal bindet. Der Test zeigt eine Kreuzreaktivitat von < 0,1%
mit GLP-1 (1-37), GLP-1 (8-37) oder GLP-1 (9-37). Die unterste Nachweisgrenze lag
bei 1 pM. Der inter-assay-Variationskoeffizient lag bei < 5% (Vilsball et al. 2003b).

2.6.6 Glukagon

Die Glukagon-Konzentration wurde mit einem Radio-Immunoassay Verfahren
bestimmt. Der verwendete Antikorper (antibody code No. 4305) bindet direkt an den C-
Terminus des Glukagon-Molekuls. Es besteht eine Kreuzreaktivitat zu Exendin [9-39]
von < 0,01%. Die Nachweisgrenze liegt bei 1 pM und der inter-assay-
Variationskoeffizient liegt bei < 6% [Holst (1980), Holst (1982), Deacon (2010)].

2.6.7 Exendin [9-39]

Die Exendin [9-39]-Konzentration wurde mit einem Immunoassay Verfahren
bestimmt. Der verwendete polyklonale Antikdrper (antibody code No. 3145) bindet
direkt an den C-Terminus des Exendin [9-39]-Moleklls. Der Antikérper wird durch
Immunisierung von Kaninchen mit synthetischem Exendin-4 gewonnen. Der Antikorper
reagiert mit Exendin [9-39] und Exendin-4. Er zeigt keine Kreuzreaktivitat mit GLP-1,
Glukagon oder GIP. Die unterste Nachweisgrenze liegt bei 1 pmol/l und der inter-assay-

Variationskoeffizient liegt bei < 5%.

2.7 Nebenwirkungen

Die Probanden wurden vor, wahrend und nach den Versuchstagen nach

mdglichen Nebenwirkungen befragt. Im Falle von Nebenwirkungen wurden diese
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schriftlich fixiert und als “Adverse Events” nach GCP-Richtlinien in den CRF
dokumentiert. Im Allgemeinen wurden die einzelnen Infusionen von den Probanden gut
vertragen und es kam zu keinen signifikant gehauften Nebenwirkungen, die sich einer
der infundierten Substanzen zuordnen liel3e.

In Projekt A entwickelte ein Patient 4 - 5 Stunden nach der GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion (Versuchstag C) Kopfschmerzen, die keine zusatzliche Komedikation
erforderlich machten und Uber einen Zeitraum von 2 Stunden anhielten. Ein Proband
gab unter laufender GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (Versuchstag C) allgemeines Unwohl-
sein an und begann zu schwitzen. Der Blutzucker lag zu diesem Zeitpunkt im
Normbereich, Blutdruck und Puls zeigten sich ebenso unauffallig wie das abgeleitete
EKG. Dieser Zustand hielt Uber 5 Minuten an und trat danach nicht noch einmal auf.
Zwei Patienten entwickelten im Bereich der Braunuleneinstich — Stellen eine
Thrombophlebitis superficialis. Dies geschah einmal nach einer Exendin [9-39]-Infusion
(Versuchstag D) und einmal nach einer GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (Versuchstag C).
Nach Behandlung mit einer lokal wirksamen, topischen, gerinnungshemmenden Salbe
und passagerer Ruhigstellung durch einen Verband zeigten sich die Symptome
rucklaufig und nach drei Tagen liel3 sich keine lokale Restsymptomatik mehr
nachweisen. Ein Proband entwickelte an seinem ersten Versuchstag nach Infusion von
Exendin [9-39] (Versuchstag D) eine lokale allergische Effloreszenz im Bereich der
Ellenbeuge als Reaktion auf die verwendeten Braunulen Fixierungspflaster. An den
folgenden Versuchstagen wurden bei diesem Patienten andere Pflaster zur Fixierung
der Braunule verwendet und es kam zu keinen weiteren lokalen Reaktionen. Die
Allergische Reaktion war zuvor folgenlos abgeheilt.

In Projekt B zeigten sich in zwei Fallen im Bereich der zum Versuch plazierten
Braunule in der Ellenbeuge ein Hamatom, welche im Verlauf aber ohne
Folgeerscheinungen abheilten. In einem Fall kam es unter der isolierten GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion (Versuchtstag C’) zu einer vom Patienten nicht wahrgenommenen
Hypoglykamie mit einem gemessenen Wert von 49 mg/dl. Der Blutzucker stabilisierte
sich aber ohne weiter Mal3nahmen innerhalb von 2 Minuten auf 53 mg/dl und begann
von diesem Zeitpunkt an wieder in normale Bereiche anzusteigen. Zwei Patienten
klagten nach der Placebo-Infusion (NaCl 0,9 %) Uber passageren Schwindel (maximal
uber 60 Minuten). Ein Patient beklagt an den Versuchstagen C’ (isolierte GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion) und D’ (GLP-1 [7-36-Amid]- + Exendin [9-39]-Infusion) uUber

Kopfschmerzen in den Abendstunden Uber einen maximalen Zeitraum von 2 Stunden.
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Schwerwiegende Nebenwirkungen traten nicht auf und keine der beklagten

Beschwerden war nach Beendigung der Studie weiterhin nachzuweisen.

2.8 Statistische Auswertung / Berechnungen

2.8.1 Berechnete Parameter

2.8.1.1 Insulin-Sekretionsrate

Die Insulin-Sekretionsrate wurde Uber die Dekonvulotion aus Plasma-C-Peptid-
Konzentrationen und unter Verwendung populationsbasierter Ubergangskonstanten
berechnet [Eaton et al. (1980); Polonsky et al. (1986), Van Couter et al. (1992)]. Diese
Kalkulationen wurden mit Hilfe der Software ISEC Version 3.4a durchgefuhrt (Hovorka
und Jones 1994). Die berechneten Werte werden in pmol - kg™ - min™ ausgedriickt. Es
ist die Insulin-Sekretionsrate fur die erste Phase der Insulin-Sekretion berechnet
worden. Die erste Phase ist definiert als Zeitraum zwischen der intravendsen
Glukosegabe (Zeitpunkt 0) und 10 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe
(Zeitpunkt 10).

2.8.1.2 Integrierte Anstiege uber Basalwerte (“Area under the Curve”)—

Berechnung
Die Flache unterhalb der Graphen der Insulin-Konzentration und der Insulin-
Sekretionsrate wurde mit einem daflr installierten Makro (Excel 4.0-Makro AUC1_21)
unter dem Rechen- und Tabellenkalkulationsprogramm (Excel 2003, Microsoft
Cooperation, USA) berechnet. Es berechnet ein positives Integral (Anstiege Uber
Basalwerte), ein negatives Integral (Abfalle unter Basalwerte), ein Netto — Integral
(Anstiege Uber Basalwerte minus Abfalle unter Basalwerte) und das Gesamtintegral

- min™"). Das Netto-Integral ist fir die weitere

(oberhalb des Wertes 0 pmol " kg
Bearbeitung berucksichtigt worden. Die Kalkulationen beziehen sich auf die erste Phase
(0 — 10 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe) der Insulinantwort auf den
Glukosebolus. Die erste Phase ist definiert als Zeitraum zwischen der intravendsen
Glukosegabe (Zeitpunkt 0) und 10 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe

(Zeitpunkt 10).
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Das Ausmald der Stimulation der Insulin-Sekretion unter isolierter GLP-1 {7-36-
Amid] und das Ausmal} der Hemmung der insulinsekretorischen Antwort durch Exendin
[9-39] wurde mit Hilfe der integrierten Anstiege Uber Basalwerte fur die Insulin-
Sekretionsrate bestimmt.

Zuvor definiertes Ziel war eine Hemmung der GLP-1-vermittelten Steigerung der
insulinsekretorischen Antwort auf Glukosegabe durch Exendin [9-39] um 75%.
Berechnet wurden die Stimulation und der prozentuale Wert der Hemmung durch
folgende Formeln, wobei AUC, dem jeweils integrierten Anstieg Uber Basalwerten der

Insulin-Sekretionrate in der ersten Phase an dem jeweiligen Versuchstag entspricht.

Gleichung 1: Berechnung der prozentualen Stimulation der ersten Phase der Insulin-
Sekretion unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid] (Projekt A ac und Projekt B ayc):

[(AUC.e — AUCpn) / AUCpa] = 100 = Stimulation durch isolierte GLP-1 [7-36-Amid]

Infusion in %

Gleichung 2: Berechnung der prozentualen Hemmung der GLP-1-vermittelten

insulinotropen Effekte durch Exendin [9-39] (Projekt A acp und Projekt B avcip):

[(AUCye — AUCop) / (AUCye — AUCA)] - 100 = Hemmung durch Exendin [9-39] in %

2.8.2 Statistische Parameter

Die Angaben der Probanden-Charakteristika sind als Mittelwert mit
Standardabweichung angegeben. Die experimentellen Ergebnisse sind angegeben als
Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes. Die Berechnungen erfolgten mit einem
Rechen- und Tabellenkalkulationsprogramm (Excel ‘2003, Microsoft Cooperation, USA).
Die statistische Auswertung wurde mit einer Varianzanalyse fir Messwiederholungen
(“Reapeated Measures Analysis of Variance — RM-ANOVA) durchgefuhrt. Die
Varianzanalyse fur Messwiederholungen ist geeignet zur Analyse von Messwerten, bei
denen ein Parameter wiederholt im Zeitverlauf bestimmt wird und verschiedene
experimentelle Konditionen untereinander verglichen werden sollen. Es ergeben sich

Aussagen zur Signifikanz von Unterschieden:
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(a) Zwischen den experimentellen Bedingungen (z.B. Infusion NaCl vs. Infusion

GLP-1) (p-Wert A).

(b) zum Zeitverlauf (p-Werte B).

(c) fur die Interaktion zwischen experimentellen Bedingungen und Zeitverlauf (p-

Werte AB).

Im Falle von signifikanten Unterschieden bei A, B bzw. AB kann im Anschluss
eine einfache Varianzanalyse daruber Aufschluss geben, ob signifikante Unterschiede
zwischen den experimentellen Bedingungen nachweisbar sind bei mehr als zwei
experimentellen Bedingungen, gefolgt von einem post — hoc - Test (Duncan’s Test) zur
genauen Zuordnung der signifikanten Unterschiede. Das Signifikanzniveau lag bei p <
0,05.

Die statistische Analyse ist mit Hilfe des Programms Statistica, Version 5.1 (Statsoft
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) durchgeflihrt worden.

In der statistischen Analyse der GLP-1 Total-Konzentrationen gilt es eine
Besonderheit zu berucksichtigen. Bei den laborchemischen Analysen wurden bei zwei
Probanden im Projekt B zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend
unterschiedlicher Versuchstag GLP-1 Total-Konzentrationen von > 320 pmol/l
gemessen. Da diese Werte zum einen in ihrer absoluten GréRe nicht zu definieren sind
und zum anderen die Werte nicht in einem plausiblen Zusammenhang mit den anderen
Werten der Probanden zu diesem Zeitpunkt zu bringen waren, wurden diese beiden
Werte bei der statistischen Analyse als Messfehler betrachtet und von der Analyse
ausgeschlossen. In die Berechnung der Mittelwerte und der Standardfehler zu den
jeweiligen Zeitpunkten wurden die Werte nicht mit einbezogen und somit mit einer
Werteanzahl zu diesem Zeitpunkt mit 5 berechnet (n = 5). In Rucksprache mit der
Abteilung “Medizinische Statistik” der Universitat Gottingen (Kurzberatungstermin am
07.04.2008) wurde fur die statistische Analyse Uber die RM-Anova folgendes Vorgehen
besprochen: Die “missing data” zu den beiden Zeitpunkten wurden uber das “best case,
worst case”-Verfahren ersetzt. Dabei werden die fehlenden Werte in der ersten Analyse
mit dem niedrigsten gemessenen Wert (bezogen auf “baseline”-Werte) zu diesem
Zeitpunkt ersetzt (“worst case”) und in einer zweiten Analyse mit dem hochsten
gemessenen Wert zu diesem Zeitpunkt (“best case”) ersetzt. Kommt es in beiden
Analysen zu einer Signifikanz (p < 0,05), qgilt dieses Ergebniss als Ausdruck einer
angenommenen Signifikanz und kann als solche definiert werden. Die weiteren

Subanalysen (Einzelwert-ANOVA, Post-hoc-Duncan) werden dann mit den niedrigsten
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Werten (“worst case”) durchgefuhrt. In unserem Fall handelt es sich um einen
Probanden am Versuchstag C’ zum Zeitpunkt — 30 und einen weiteren Probanden am

Versuchstag D’ zum Zeitpunkt 60.
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3. Ergebnisse

3.1 Projekt A

3.1.1 GLP-1 Total

Die basalen GLP-1-Konzentrationen unterschieden sich am Beginn der
Versuchstage nicht signifikant. Am Versuchstag A wurden Konzentrationen von 8,7 +
1,2 pmol/l, am Versuchstag C 6,3 + 1,7 pmol/l und am Versuchstag D 5,0 + 1,1 pmol/l
gemessen. Trotz der Tatsache, dass 30 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe die
isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion gestartet wurde, fanden sich zum Zeitpunkt O keine
hoheren GLP-1 Total-Konzentrationen als unter der NaCl 0,9 %-Infusion. Lediglich
unter der kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] zeigte sich
ein signifikanter GLP-1 Total-Anstieg im Vergleich zur NaCl 0,9 %-Infusion. Im direkten
Vergleich zur isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion zeigte sich zu diesem Zeitpunkt
keine signifikante Differenz. Zum Zeitpunkt 0 konnten am Versuchstag A 4,5 £ 1,2
pmol/l, am Versuchstag C 6,2 + 0,7 pmol/l und am Versuchstag D 8,6 £ 1,4 pmol/l (p =
0,01 vs NaCl 0,9 %) gemessen werden. Unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
fand sich Uber 60 Minuten kein Anstieg der GLP-1 Total-Konzentrationen und die
gemessenen Konzentrationen lagen auf dem Niveau der gemessenen Konzentrationen
unter der NaCl 0,9 %-Infusion. Das bedeutet, dass trotz der Tatsache, dass die GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion seit 60 Minuten intravends appliziert wurde, kein suffizienter GLP-1
Total-Spiegel aufgebaut werden konnte und somit auch zum Zeitpunkt der Glukosegabe
keine zusatzliche GLP-1-vermittelte Stimulation der Insulin-Sekretion erfolgen konnte.
Erst zum Zeitpunkt 60 Minuten nach Glukosegabe fand sich ein nennenswerter GLP-1
Total-Anstieg unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion, welcher aber noch immer
nicht statistisch signifikant im Vergleich zur NaCl 0,9 %-Infusion war. Erst zum Zeitpunkt
90 Minuten nach Glukosegabe liel3en sich unter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion signifikant
hdhere GLP-1 Total-Konzentrationen messen als unter NaCl 0,9 %-Infusion. Das heilf3t,
dass erst nach 120 Minuten intravendser GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion ein hdherer GLP-
1 Total-Spiegel erreicht werden konnte als unter Placebo. Zu diesem Zeitpunkt fanden

sich unter NaCl 0,9 %-Infusion Konzentrationen von 7,3 £ 1,3 pmol/l, unter GLP-1 [7-36-
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Amid]-Infusion von 33,7 + 8,2 pmol/l (p = 0,02 vs. NaCl 0,9 %) und unter kombinierter
Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] von 44,0 £ 9,2 pmol/l (p = 0,003 vs.
NaCl 0,9 %). Die Konzentrationen an Versuchstag C und D unterschieden sich zu
diesem Zeitpunkt nicht signifikant.

Im Gegensatz zu der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion fanden sich unter der
kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] deutlich frUherer
Anstiege der GLP-1 Total-Konzentrationen. Bereits zum Zeitpunkt 0 fand sich wie
bereits erwahnt im Vergleich zur Infusion mit NaCl 0,9 % ein signifikanter Anstieg.
Dieser wurde im Verlauf der kombinierten Infusion fortgesetzt, stabilisierte sich auf
hohem Niveau und war zum Zeitpunkt 60 Minuten nach Glukosegabe dauerhaft
signifikant hoher als unter NaCl 0,9 %-Infusion. Da bei der kombinierten Infusion schon
60 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe die Exendin [9-39]-Infusion begonnen
und erst im Anschluss 30 Minuten vor Glukosegabe die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
begonnen wurde, kann eine vor der GLP-1-Infusion stattgefundenen ,Absattigung” an
den Kunstoffoberflachen des Infusionssystems einen schnelleren Konzentrationsaufbau
ermdglicht haben.

Am Ende der Versuchstage lagen die GLP-1 Total-Konzentrationen unter
isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion und unter kombinierter Infusion signifikant hoher
als unter NaCl 0,9 %-Infusion. Am Versuchstag A wurde jetzt eine GLP-1 Total-
Konzentration von 4,5 £ 1,5 pmol/l, am Versuchstag C von 38,0 £ 5,4 pmol/l (p = 0,005
vs. NaCl 0,9 %) und am Versuchstag D von 48,5 £ 11,3 pmol/l (p = 0,0009 vs. NaCl 0,9

%) gemessen.
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Abb. 6: GLP-1 Total-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥) unter
NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote Kreise)
und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue Kreise).
¥ : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. %: p < 0,05
isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion +
Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.1.2 GLP-1 Intakt

Die GLP-1 Intakt-Konzentrationen sind im Projekt A nicht bestimmt worden.

67



ERGEBNISSE

3.1.3 Exendin [9-39]

Signifikanzen zwischen den einzelnen Versuchstagen lielRen sich fur die Exendin
[9-39]-Konzentrationen nicht statistisch berechnen, da an den Versuchstagen A und C
lediglich Proben zur Bestimmung der Exendin [9-39]-Konzentrationen 80 Minuten vor
der intravendsen Glukosegabe genommen wurden und im Anschluss keine weiteren
Bestimmungen an diesen Versuchstagen erfolgten. An den beiden Tagen liel3en sich
keine Exendin [9-39]-Konzentrationen nachweisen. Ebenso lagen die Exendin [9-39]-
Konzentrationen am Versuchstag D vor Beginn der Exendin [9-39]-Infusion bei 0,0 £ 0,0
nmol/I.

Unter der kombinierten Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]
konnte ein rascher Konzentrationsanstieg beobachtet werden. Nachdem die Exendin [9-
39]-Infusion zum Zeitpunkt 60 Minuten vor intravendser Glukosegabe mit einer

Dosierung von 500 pmol - kg™ - min™

gestartet wurde, konnte nach 30 Minuten eine
Konzentration von 57,8 + 13,6 nmol/l gemessen werden. Bis zum Zeitpunkt 0 kommt es
zu einer weiteren Steigerung auf eine maximale Konzentration von 173,8 + 48,3 nmol/l.
Im Anschluss wurde die Dosierung nach Infusionsprotokoll auf 350 pmol * kg™ - min™
abgesenkt. Folgerichtig sank die Exendin [9-39]-Konzentration auf 111,4 £ 15,3 nmol/l
und stabilisierte sich dann im weiteren Verlauf auf ein steady state. Am Ende des

Versuchstages konnten Konzentrationen von 147,3 £ 25,9 nmol/l bestimmt werden.
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Abb. 7: Exendin [9-39]-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥)
unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise). T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. : p
< 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
+ Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.1.4 Kapillare Plasmaglukose

An allen Versuchstagen fanden sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich
der initialen Nuchternglukose-Werte. Am Versuchstag A konnten Konzentration von 95
+ 2 mg/dl, am Versuchstag C 96 + 3 mg/dl und am Versuchstag D 94 + 3 mg/dl
gemessen werden. Der Beginn der Infusionen zeigte vorerst keine signifikanten
Veranderungen der Plasmaglukose-Konzentrationen. Insbesondere hatten die 30
Minuten vor der intravendsen Glukosegabe begonnenen isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-

Infusionen keinen Einfluss auf den Plasmaglukose-Wert.
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Nach der intravendsen Glukosegabe fanden sich keine signifikanten
Unterschiede bezuglich der maximalen Konzentrationen und des Plasmaglukose-
Verlaufs Uber die ersten 60 Minuten danach. 2 Minuten nach Glukosegabe lag die
Plasmaglukose-Konzentration unter NaCl 0,9 %-Infusion bei 267 + 38 mg/dl, unter
isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 295 + 35 mg/dl und unter kombinierter GLP-1
[7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion bei 279 + 40 mg/dl. Insgesamt schien der
Abbau der kunstlich aufgebauten hyperglykamischen Plasmaglukose-Konzentrationen
unter der kombinierten Infusion etwas verzogert, wobei sich aber wahrend der ersten
sechzig Minuten nach Glukosegabe keine signifikanten Unterschiede nachweisen
lieBen.

90 Minuten nach intravendser Glukosegabe lag die Glukose-Konzentration unter
der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit 81 £ 8 mg/dl signifikant niedriger als unter
kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion mit 106 + 4 mg/dl (p =
0,02 vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Zu diesem Zeitpunkt fand
sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen Versuchstag A und
Versuchstag C.

Am Versuchsende zum Zeitpunkt 120 Minuten nach intravendser Glukosegabe
zeigten sich dann signifikant niedrigere Plasmaglukose-Konzentrationen unter der
isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit 72 + 3 mg/dl. Im Vergleich dazu konnten unter
NaCl 0,9 %-Infusion 88 + 4 mg/dl (p = 0,02 vs. GLP-1 [7-36-Amid]) und unter
kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion 90 + 5 mg/dl gemessen

werden.
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Abb. 8: Kapillare Plasmaglukose-Konzentrationen vor und nach intravendser
Glukosegabe (¥) unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion (rote Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-
39]-Infusion (blaue Kreise). I : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion. : p < 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39].

3.1.5 Insulin

3.1.5.1 Insulin-Konzentrationen

An allen Versuchstagen lagen die basalen Insulin-Konzentrationen auf einem
vergleichbaren Niveau ohne signifikante Unterschiede. Vor Versuchstag A wurden 5,5 +
1,2 mU/l, vor Versuchstag C 6,2 £ 0,9 mU/l und vor Versuchstag D 4,8 + 0,9 mU/I

gemessen.
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Im gesamten weiteren Versuchsverlauf zeigten sich unter den zu vergleichenden

Infusionen keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Insulin-Konzentrationen.
Dabei sind unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion hdhere Insulin-
Konzentrationen zu finden, ohne sich dabei aber in Regionen einer statistischen
Signifikanz zu befinden. Als Reaktion auf die Glukose-Belastung fand sich ein steiler
Anstieg der Insulin-Konzentrationen. Zu keinem Zeitpunkt der ersten Phase der Insulin-
Sekretion lagen signifikante Unterschiede vor. Die maximalen Insulin-Konzentrationen
fanden sich 4 Minuten nach Glukosegabe unter der NaCl 0,9 %-Infusion mit 51,6 £ 11,9
mU/l und unter der kombinierten Infusion mit 41,9 + 10,5 mUI/I.
Unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion lagen die maximalen Insulin-
Konzentrationen mit 65,2 + 15,9 mU/l 6 Minuten nach Glukosegabe. Zum Zeitpunkt 60
Minuten nach intravendser Glukosegabe ist die Insulin-Konzentration unter der
isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion nach anfanglichem Abfall im Vergleich zu den
anderen Versuchstage wieder auf einen Wert von 30,2 £ 11,8 mU/I angestiegen. Unter
der NaCl 0,9 %-Infusion fanden sich zu diesem Zeitpunkt Konzentrationen von 12,5 £
3,9 mU/l und unter kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion
Konzentrationen von 19,7 £ 6,1 mU/l. Statistisch lagen diese Differenzen aber
aulBerhalb der Signifikanz (p = 0,08). Der Anstieg der Insulin-Konzentration ist
vermutlich Ausdruck der unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion zu diesem
Zeitpunkt stark angestiegenen GLP-1-Konzentration. Nachdem bis zu diesem Zeitpunkt
keine relevanten GLP-1-Konzentrationen aufgebaut werden konnten. Dieser erneute
Anstieg der Insulin-Konzentration ist auch Erklarung fir die signifikant niedrigeren
Plasmaglukose-Konzentrationen unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. Am
Ende der Versuchstage lagen die Insulin-Konzentrationen auf dem Ausgangsniveau
ohne sich untereinander signifikant zu unterscheiden. Am Versuchstag A lag die
Konzentration zum Zeitpunkt 120 Minuten nach intravendser Glukosegabe bei 4,9 + 0,9
mU/l, am Versuchstag C bei 6,2 + 1,4 mU/l und am Versuchstag D bei 6,1 + 1,6 mUI/I.
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Abb. 9: Plasmainsulin-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥)
unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise)und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise). T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. : p
< 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
+ Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.1.5.2 Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC®) der Insulin-

Konzentration
Die Flachen unter den Konzentrationskurven fur die erste Phase (Zeitpunkt O bis
10 Minuten nach intravendser Glukosegabe) zeigten keine signifikanten Unterschiede
an den einzelnen Versuchstagen. Ein Maximum prasentierte sich unter der isolierten
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit 431,1 + 119,8 mU - I" min™.
Im Vergleich dazu fanden sich unter der NaCl 0,9 %-Infusion Werte von 302,6 *

72,5 mU I - min™ und unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin
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[9-39]-Werte von 291,8 + 74,5 mU - " min™ (p = 0,27 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,93 vs.
kombinierter GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Insgesamt lasst sich hier keine
suffiziente Stimulation der Insulin-Sekretion durch die isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion erkennen. Dies lasst sich bei Betrachtung der GLP-1-Konzentrationen zum
Zeitpunkt der intravenésen Glukosegabe durch einen unzureichenden Aufbau einer

effektiven GLP-1-Konzentration erklaren.
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Abb. 10: Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-Konzentration 0 - 10
Minuten nach intravendser Glukosegabe (erste Phase) unter NaCl 0,9 %-, isolierter
GLP-1 [7-36-Amid]- oder kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- + Exendin [9-39]-Infusion.
n.s: nicht signifikant.

3.1.6 C-Peptid

Die basalen C-Peptid-Konzentrationen lagen an allen Versuchstagen auf einem

vergleichbaren Niveau. Am Versuchstag A fanden sich Konzentrationen von 0,6 £ 0,1
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nmol/l, am Versuchstag C 0,7 £ 0,1 nmol/l und am Versuchstag D 0,6 + 0,1 nmol/I.
Wahrend des gesamten Versuchsverlaufes fanden sich keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede. Es lieBen sich insgesamt hohere C-Peptid-
Konzentrationen unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion finden, ohne
Signifikanzniveau zu erreichen. Konform mit den Insulin-Konzentrationen findet sich ein
starker Anstieg der C-Peptid-Konzentrationen nach der intravendsen Glukosegabe zum
Zeitpunkt 0 an allen Versuchstagen. Die maximalen Konzentrationen in der ersten
Phase der Insulin-Sekretion fanden sich 6 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe.
Unter der NaCl 0,9 %-Infusion lag die Konzentration zu diesem Zeitpunkt bei 1,6 + 0,1
nmol/l, unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 1,9 + 0,3 nmol/l und unter der
kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] bei 1,5 + 0,2 nmol/I.
Danach sanken die Konzentrationen, um dann unter kombinierter Infusion und
unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion nach einer Plateauphase 30 Minuten nach
Glukosegabe wieder leicht anzusteigen bzw. unter NaCl 0,9 %-Infusion das Niveau zu
halten. 60 Minuten nach Glukosegabe fand sich unter der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
ein zweites Maximum mit einer Konzentration von 2,0 £ 0,4 nmol/l. Unter kombinierter
Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] fanden sich Konzentrationen von
1,6 £ 0,3 nmol/l und unter der NaCl 0,9 %-Infusion Werte von 1,3 + 0,2 nmol/l. Ein
Signifikanzniveau fand sich statistisch nicht. Am Ende der Versuchstage lagen die
Konzentrationen auf einem vergleichbaren niedrigen Niveau. Am Versuchstag A wurden
0,8 £ 0,1 nmol/l, am Versuchstag C 1,1 £ 0,2 nmol/l und am Versuchstag D 0,9 + 0,2

nmol/l gemessen.
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Abb. 11: Plasma-C-Peptid-Konzentrationen vor und nach intravenoser Glukosegabe
(¥) unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise). I : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. %: p
< 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
+ Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.1.7 Insulin-Sekretionsraten

3.1.7.1 Insulin-Sekretionsraten

Zu Beginn der Versuchstage unterschieden sich die basalen Insulin-
Sekretionsraten nicht. Am Versuchstag A konnten Werte von 1,9 + 0,2 pmol - kg'1 'min'1,
am Versuchstag C 2,0 + 0,1 pmol - kg™ min™ und am Versuchstag D 1,9 + 0,1 pmol -
kg'1 :

nennenswerten Veranderungen der Insulin-Sekretionsraten. Insbesondere hatte der

min™ bestimmt werden. Auch nach Beginn der Infusionen zeigten sich keine
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Beginn der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion 30 Minuten vor intravendser Glukosegabe
keinen Einfluss auf die Insulin-Sekretionsrate. Zum Zeitpunkt 0 vor Glukosegabe
wurden unter NaCl 0,9 %-Infusion 2,0 + 0,3 pmol - kg™ - min™, unter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion 1,9 + 0,3 pmol * kg™ - min™ und unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-
Amid] und Exendin [9-39] 2,0 + 0,2 pmol - kg™ - min™ berechnet.

Nach intravenoser Glukosegabe kommt es zu einem raschen Anstieg der Insulin-
Sekretionsrate. Unter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion und unter kombinierter Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] finden sich die maximalen Insulin-
Sekretionsraten bereits 2 Minuten nach intravendser Glukosegabe. Unter GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion konnte die Insulin-Sekretionsrate mit 21,3 + 16,9 pmol - kg™ - min™ und
unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] mit 14,1 £ 4,1
pmol - kg - min” berechnet werden. Unter NaCl 0,9 %-Infusion zeigte sich zu diesem
Zeitpunkt eine Rate von 11,2 + 3,6 pmol - kg' - min™. Statistisch signifikante
Unterschiede fanden sich somit nicht.

Innerhalb der ersten 10 Minuten nach intravendser Glukosegabe kam es zu
einem raschen absinken der Insulin-Sekretionsraten. Nach 10 Minuten lagen die
Sekretionsraten am Versuchstag A bei 5,1 + 1,1 pmol - kg™ - min™, am Versuchstag C
3,9 £ 0,8 pmol - kg™ min™ und am Versuchstag D bei 5,7 + 1,3 pmol “ kg”' * min™. Unter
NaCl 0,9 %-Infusion und unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und
Exendin [9-39] lagen die Sekretionsraten im weiteren Verlauf auf vergleichbarem
Niveau bis 50 Minuten nach intravendser Glukosegabe, um dann weiter abzufallen und
am Ende der Versuchstage auf den Ausgangswerten zu enden. Am Ende des
Versuchstages A lagen Sekretionsraten von 1,8 + 0,2 pmol - kg™ - min™ und am Ende
des Versuchstages D von 2,1 + 0,4 pmol- kg™ - min™ vor. Ebenso verliefen die Insulin-
Sekretionsraten unter der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion, wobei sich hier noch zwei
kleinere pulsatile Sekretionserhdhungen zum Zeitpunkt 40 und 60 Minuten nach
intravenodser Glukosegabe fanden. Beide erreichten aber kein Signifikanzniveau. Am
Ende des Versuchstage C lag eine Sekretionsrate von 2,4 + 0,6 pmol - kg™ - min™ vor.
Insgesamt fanden sich zu keinen Zeitpunkt signifikante Differenzen zwischen den

einzelnen Infusionen.
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Abb. 12: Insulin-Sekretionsrate vor und nach intravenéser Glukosegabe (¥) unter NaCl
0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote Kreise) und
kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue Kreise). £ : p
< 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. %: p < 0,05
isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion +
Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.1.7.2 Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-

Sekretionsrate
In der ersten Phase der Insulin-Sekretion (0 — 10 Minuten) nach der intravendsen
Glukosegabe zeigte sich unter der Kurve des Verlaufsgraphen am Tag der GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusion kein signifikant hoherer Wert als an den anderen beiden
Versuchstagen. Der Wert am Versuchstag C wurde auf 96,9 + 27,9 pmol - kg™ - min™
berechnet, am Versuchstag A auf 75,9 + 16,2 pmol - kg”- min™ und am Versuchstag D
auf 71,8 + 20,9 pmol' kg " min™ (p = 0,21 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,17 vs. kombinierter
Infusion GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Eine Signifikanz zwischen
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Versuchstag A und D fand sich ebenfalls nicht. Insgesamt lasst sich hier keine
suffiziente Stimulation der Insulin-Sekretion durch die isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion erkennen und somit auch keine suffiziente Hemmung der Stimulation durch
Exendin [9-39] demonstrieren. Dies lasst sich, wie bereits erwahnt, bei der Betrachtung
der GLP-1-Konzentrationen zum Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe durch einen

unzureichenden Aufbau einer wirksamen GLP-1-Konzentration erklaren.
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Abb. 13: Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-Sekretionsrate 0 - 10
Minuten nach intravendser Glukosegabe (erste Phase) unter NaCl 0,9 %-, isolierter
GLP-1 [7-36-Amid]- oder kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- + Exendin [9-39]-Infusion.
n.s: nicht signifikant.

3.1.8 Glukagon

Die basalen Glukagon-Konzentrationen wiesen vor Versuchsbeginn keine
signifikanten Differenzen auf. Am Versuchstag A sind Konzentrationen von 11,8 + 3,5

pmol/l, am Versuchstag C von 9,5 + 3,5 pmol/l und am Versuchstag D von 9,7 £ 3,2
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pmol/l. Unter der kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-amid] und Exendin [9-39], bei
welcher 60 Minuten vor der intravenosen Glukosegabe begonnen wurde Exendin [9-39]
zu infundieren, fand sich bereits zum Zeitpunkt O ein deutlicher Anstieg der Glukagon-
Spiegel und im Vergleich zur isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion ein statistisch
signifikanter Unterschied. Zum Zeitpunkt 0 lag unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-
39-amid] und Exendin [9-39] eine Glukagon-Konzentration von 19,3 + 3,9 pmol/l vor.
Unter NaCl 0,9 %-Infusion lag diese bei 9,8 + 2,9 pmol/l (p = 0,5 vs. kombinierter GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]) und unter GLP-1 [7-36-Amid] bei 7,0 £ 2,7 pmol/|
(p = 0,02 vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]).

Nach intravendser Glukosegabe sanken die Glukagon-Spiegel am Versuchstag
A und C als Reaktion auf die erhdhten Insulin-Konzentrationen und Plasamaglukose-
Konzentrationen deutlich ab und 15 Minuten nach Glukosegabe fanden sich Glukagon-
Konzentrationen unter NaCl 0,9 %-Infusion von 5,0 = 1,7 pmol/l und unter GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion von 4,0 + 1,8 pmol/l. Die Glukagon-Konzentrationen blieben fortan unter
diesen beiden Infusionsregimen vergleichsweise stabil, wobei sich am Ende des
Versuchstages C noch ein nichtsignifikanter Anstieg verzeichnen liel3, welcher ggf. als
beginnende Gegenregulation zu deuten ist, da zu diesem Zeitpunkt am Versuchstag C
auch die niedrigsten Plasmaglukose-Konzentrationen gemessen wurden.

Dauerhaft signifikant hohere Glukagon-Konzentrationen wurden unter der
kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-amid] und Exendin [9-39] gemessen. Dies ist
vermutlich Ausdruck der suffizienten Inhibition der Glukagon supprimierenden Wirkung
des korpereigenen GLP-1. Wobei in diesem Fall fir die Interpretation der Daten die
Kreuzreaktivitat des verwendeten Glukagon-Assays mit Exendin [9-39] berlcksichtigt
werden muld.

Am Ende der Versuchstage sind am Versuchstag A Glukagon-Konzentrationen
von 5,5 £ 2,4 pmol/l (p = 0,01 vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-
39]), am Versuchstag C von 8,2 £+ 12,6 pmol/l (p = 0,02 vs. kombinierter GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion + Exendin [9-39]) und am Versuchstag D von 22,5 + 4,1 pmol/l

gemessen worden.
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Abb. 14: Glukagon-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥) unter
NaCl 0,9 % Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote Kreise)
und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue Kreise).
¥ : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. : p < 0,05
isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion +
Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.2 Projekt B

3.2.1 GLP-1 Total

Die Basalwertmessungen der GLP-1 Total-Konzentrationen wiesen an den
einzelnen Versuchstagen keine Unterschiede auf. Vor der NaCl 0,9 %-Infusion fanden
sich Werte von 9,8 + 1,5 pmol/l, vor der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion Werte von 10,0
0,7 pmol/l und vor der kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]-
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Werte von 9,3 + 1,8 pmol/l. Am Versuchstag A’ zeigten sich, wie zu erwarten war, im
gesamten Versuchsverlauf keine signifikanten Veranderungen der GLP-1 Total-Spiegel.
An den Versuchstagen C’ und D’ zeigte sich dagegen kurz nach Beginn der GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusion mit 1 pmol - kg" - min™ ein rascher Anstieg der GLP-1 Total-
Konzentrationen. Die ersten weiteren Messungen erfolgten 15 Minuten nach GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusionsbeginn und somit 30 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe.
Unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion fanden sich Konzentrationen von 83,0 +
29,4 pmol/l (p = 0,02 vs. NaCl 0,9 %) und unter der kombinierten Infusion 137,5 + 25,2
pmol/l (p = 0,01 vs. NaCl 0,9 %). Diese Konzentrationen lagen signifikant hoher als
unter der NaCl 0,9 %-Infusion, bei der sich zu diesem Zeitpunkt ein Wert von 8,0 £ 1,3
pmol/l nachweisen liel3. Interessanterweise zeigte sich auch eine deutliche Differenz
bezuglich der GLP-1 Total-Konzentration an Versuchstag D’ gegenuber C' zu diesem
Zeitpunkt. Am Versuchstag D’ war die Konzentration mit 137,5 + 25,2 pmol/l deutlich,
aber nicht signifikant héher als an Tag C’ (p = 0,7 vs. GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion).

Nach Reduktion der infundierten GLP-1 [7-36-Amid]-Dosen auf 0,5 pmol kg'1 '
min”' sanken die GLP-1 Total-Spiegel zum Zeitpunkt O (intravendse Glukosegabe) an
Versuchstag C’ auf 52,7 + 13,7 pmol/l und an Versuchstag D’ auf 60,7 £ 4,9 pmol/l.
Signifikante Differenzen zwischen Tag C’ und D’ fanden sich im weiteren Verlauf des
Versuches nicht mehr. Unter der Dosierung von 0,5 pmol - kg™ - min™ blieben die GLP-1
Total-Konzentrationen auf einem stabilen Niveau. Tendenziell zeigten sich unter der
kombinierten Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] hohere GLP-1 Total-
Konzentrationen, welche aber kein Signifikanzniveau erreichten. Uber den gesamten
Verlauf lagen die GLP-1 Total-Spiegel ab dem Zeitpunkt 30 Minuten vor intravendser
Glukosegabe an Versuchstagen C’ und D’ signifikant hdher als an Versuchstag A’.

Am Ende der Versuchstage wurden GLP-1 Total-Konzentrationen unter NaCl 0,9
%-Infusion von 7,5 £ 1,6 pmol/l, unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion von 54,3 *
12,7 pmol/l und unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]
von 67,2 + 13,1 pmol/l nachgewiesen. Somit waren am Ende des Versuches die
Spiegel an Tag C’ (p = 0,007 vs. NaCl 0,9 %) und D’ (p = 0,002 vs. NaCl 0,9 %)

weiterhin signifikant héher als an Versuchstag A’.
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Abb. 15: GLP-1 Total-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥)
unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise). I : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. %: p
< 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
+ Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.2.2 GLP-1 Intakt

Zu Beginn des Versuchstages A’ lagen die gemessenen Werte im Mittel bei 0,0 +
0,0 pmol/l, an Tag C’ bei 0,5 £ 0,5 pmol/l und an Tag D’ bei 1,3 £ 1,2 pmol/l. Statistisch
fanden sich keine signifikanten Unterschiede bei den “baseline”~ Messungen. Zum
Zeitpunkt 30 Minuten vor intravendser Glukosegabe und somit 15 Minuten nach dem
Beginn der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit einer Dosierung von 1,0 pmol - kg™ - min™

lieRen sich im Vergleich zum Versuchstag A’ an den Versuchstagen C’ und D’
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signifikant hohere GLP-1 Intakt-Konzentrationen nachweisen. Unter isolierter GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusion wurden 12,4 £ 2,7 pmol/l (p = 0,0005 vs. NaCl 0,9 %) und unter
kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] 14,1 £ 1,9 pmol/l (p =
0,0002 vs. NaCl 0,9 %) gemessen. Zeitgleich lag die Konzentration von GLP-1 Intakt
unter der NaCl 0,9 %-Infusion weiter bei 0,0 + 0,0 pmol/l. Nach Reduzierung der GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion zum Zeitpunkt 30 Minuten vor intravendser Glukosegabe auf 0,5
pmol - kg”' - min™ an den Versuchstagen C’' und D’ sanken die GLP-1 Intakt-Spiegel.
Zum Zeitpunkt 0 (intraventse Glukosegabe) fanden sich unter isolierter GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion Werte von 5,8 * 0,9 pmol/l und unter kombinierter Infusion von GLP-1
[7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Werte von 6,9 + 1,3 pmol/l. Unter der NaCl 0,9 %-
Infusion konnten zu diesem Zeitpunkt Konzentrationen von 0,0 + 0,0 pmol/l
nachgewiesen werden. Somit lagen die Werte an Versuchstag C’ (p = 0,0006 vs. NaCl
0,9 %) und Versuchstag D’ (p = 0,0002 vs. NaCl 0,9 %) weiterhin signifikant héher.
Uber den gesamten weiteren Versuchsverlauf blieben die GLP-1 Intakt-Spiegel an den
Versuchstage C’ und D’ signifikant hoher als an Versuchstag A’ bis zum Zeitpunkt 60
Minuten nach intravendser Glukosegabe. Ab diesem Zeitpunkt waren lediglich die
Spiegel an Versuchstag C’ signifikant hoher als am Versuchstag A’. Die GLP-1 Intakt-
Konzentrationen unter der kombinierten GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] lagen
zwar auch deutlich hoher als am Versuchstag A’, jedoch lielen sich statistisch keine
Signifikanzen nachweisen. Am Ende des Versuchstages wurden unter der NaCl 0,9 %-
Infusion Werte von 0,0 £ 0,0 pmol/l, unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion Werte
von 8,1 £ 2,7 pmol/l und unter kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-
Infusion Werte von 4,5 + 1,4 pmol/l gemessen.

Zwischen den Versuchstagen C’ und D’ fanden sich zu keinem Zeitpunkt

signifikante Differenzen in Hinsicht auf die GLP-1 Intakt-Konzentrationen.
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Abb. 16: GLP-1 Intakt-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥)
unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise). T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. : p
< 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
+ Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.2.3 Exendin [9-39]

Signifikanzen zwischen den einzelnen Versuchstagen lieRen sich fur die Exendin
[9-39]-Konzentrationen nicht statistisch berechnen, da an den Versuchstagen A’ und C’
lediglich Proben zur Bestimmung der Exendin [9-39]-Konzentrationen 80 Minuten vor
der intravendsen Glukosegabe genommen wurden und im Anschluss keine weiteren
Bestimmungen an diesen Versuchstagen erfolgten. An den beiden Tagen liel3en sich
keine Exendin [9-39]-Konzentrationen nachweisen. Am Versuchstag D’ unter der
kombinierten GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion wurden Uber den
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gesamten Versuchszeitraum mehrere Proben zur Exendin [9-39]-
Konzentrationsbestimmung abgenommen. Begonnen wurden die Abnahmen 60
Minuten vor der intravenosen Glukosegabe. Es zeigte sich jeweils ein rascher Anstieg
der Exendin [9-39]-Konzentration 30 Minuten nach Beginn der Infusion mit einer
Dosierung von 500 pmol - kg™ - min™'. Die Exendin [9-39]-Konzentration lag vor Beginn
der Infusion bei 0,1 £ 0,1 nmol/l. Diese Messungen durfen nach Aussage des Labors,
das die Exendin [9-39]-Konzentrationen bestimmt hat, als “nicht nachweisbar” gewertet
werden. 30 Minuten nach Beginn der Exendin [9-39]-Infusion konnten Werte von 101,7
+ 13,9 nmol/l gemessen werden. Nach weiteren 30 Minuten zum Zeitpunkt 0O
(intravendse Glukosegabe) lag die Konzentration des Exendin [9-39] bei 148,3 £ 19,1
nmol/l. AnschlieRend wurde die Dosierung auf 350 pmol- kg™ - min™ reduziert. Dennoch
stieg die Exendin [9-39]-Konzentration kumulativ weiter an, jedoch mit einer deutlich
langsameren Progression. Nach 60 Minuten mit einer Dosis von 350 pmol - kg™ - min™
wurden Konzentrationen von 176,3 + 17,4 nmol/l gemessen. Danach sanken die
Spiegel wieder leicht und vor Beendigung des Versuches nach 120 Minuten mit einer
Dosierung von 350 pmol - kg™ - min™ konnten Werte von 166,8 + 12,7 nmol/l gefunden

werden.
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Abb. 17: Exendin [9-39]-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥)
unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise).

3.2.4 Kapillare Plasmaglukose

Die initialen Nuchternglukose-Werte zeigten bei allen Probanden an allen drei
Versuchstagen keine signifikanten Unterschiede. Am Versuchstag A’ fanden sich Werte
von 100 = 2 mg/dl, am Versuchstag C' 97 + 2 mg/dl und am Versuchstag D’ 95 + 2
mg/dl. Im nuchternen Zustand zeigte die 45 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe
beginnenden isolierten Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] bereits eine signifikante
Reduzierung der Glukose-Konzentration. Nach 15 Minuten Infusionsdauer mit einer
Dosierung von 1,0 pmol - kg™ - min™ senkte sich der Glukose-Spiegel auf 89 + 2 mg/dl
ab (p = 0,005 vs. NaCl 0,9 %). Im weiteren Verlauf sank der Blutzucker unter der GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion auch nach Reduktion der Dosis auf 0,5 pmol - kg™ - min™ weiter ab

und erreichte zum Zeitpunkt 0 vor der intravendsen Glukosegabe einen Wert von 80 + 3
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mg/dl und war damit signifikant niedriger als an den anderen beiden Versuchstagen (p
= 0,0001 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,0003 vs. GLP-1 [7-36-Amid] + Exendin [9-39]). Zum
Zeitpunkt 0 wurden unter der NaCl 0,9 %-Infusion 100 + 2 mg/dl und unter der
kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] 98 + 2 mg/dl
gemessen.

Die durch die intravendse Glukosegabe provozierte Hyperglykamie lag bei allen
Probanden an allen Versuchstagen initial auf einem vergleichbaren Niveau ohne
signifikante Unterschiede. Die Maximalwerte fanden sich bei der ersten Messung nach
der intravendsen Glukosegabe. Unter der NaCl 0,9 %-Infusion zeigten sich 2 Minuten
nach der intravendsen Glukosegabe Plasmaglukose-Konzentrationen von 331 = 14
mg/dl, unter GLP-1 [7-36-Amid] Werte von 327 + 23 mg/dl und unter der kombinierten
Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]-Werte von 316 + 15 mg/dl.

Der Glukoseabbau prasentierte sich in den ersten 15 Minuten nach der
intravendsen Glukosegabe als unabhangig von der Infusionsart. Es zeigten sich in
diesem Zeitraum keine signifikanten Unterschiede. 15 Minuten nach der intravendsen
Glukosegabe lag die Plasmaglukose-Konzentration unter NaCl 0,9 %-Infusion bei 230 +
8 mg/dl, unter GLP-1 [7-36-Amid] bei 201 £ 19 mg/dl und unter kombinierter Infusion
von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] bei 226 + 7 mg/dl. Tendenziell lag der
kapillare Glukose-Wert zum Zeitpunkt 15 Minuten nach intravendser Glukosegabe unter
isolierter GLP-1  [7-36-Amid]-Infusion zwar niedriger, erreichte aber kein
Signifikanzniveau. Die Plasmaglukose-Konzentration unter der GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion sank 20 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe signifikant. Zu diesem
Zeitpunkt fand sich eine Konzentration von 163 + 18 mg/dl im Vergleich zu 207 + 9
mg/dl unter NaCl 0,9 %-Infusion und 205 + 9 mg/dl unter kombinierter Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion (p = 0,03 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,03
vs. GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Uber weitere 30 Minuten zeigte sich unter
der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion eine signifikant erniedrigte Konzentration bis zum
Zeitpunkt 50 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe. Zu diesem Zeitpunk lag die
Plasmaglukose-Konzentration unter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 70 + 8 mg/dl, unter
NaCl 0,9 %-Infusion bei 131 £ 11 mg/dl und unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-
36-Amid] und Exendin [9-39] bei 114 £ 14 mg/dl (p = 0,002 vs. NaCl 0,9 % und p =
0,015 vs. GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Im weiteren Versuchsverlauf kam es

zu einer zunehmenden Annaherung der Plasmaglukose-Konzentrationen an den
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unterschiedlichen Versuchstagen und bei Beendigung der Versuche lagen keine

signifikanten Unterschiede mehr vor.
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Abb. 18: Kapillare Plasmaglukose-Konzentrationen vor und nach intravendser
Glukosegabe (V) unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion (rote Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-
39]-Infusion (blaue Kreise). £ : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion. %: p < 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]. 1 : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39].

3.2.5 Insulin

3.2.5.1 Insulin-Konzentrationen

Die Plasmainsulin-Spiegel wiesen an allen Versuchstagen vor Infusionsbeginn
keine signifikanten Unterschiede auf. Am Versuchstag A’ wurden Insulin-Spiegel von
8,0 £ 1,6 mU/Il, am Versuchstag C’ 7,1 £ 2,0 mU/l und am Versuchstag D’ 6,0 + 1,3 mU/I

als “baseline-Werte’gemessen. Einen ersten stimulierenden Effekt zeigt die isolierte
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GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion zum Zeitpunkt 30 Minuten vor der intravendsen
Glukosegabe. Es kam zu einem signifikantem Anstieg der Insulin-Konzentration 15
Minuten nach Beginn der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit einer Dosierung von 1 pmol -
kg'1'
[7-36-Amid]-Infusion bei 15,7 + 2,1 mU/I. Sie lag somit héher als unter NaCl 0.9 %-

Infusion, bei welcher sich zu diesem Zeitpunkt ein Insulin-Spiegel von 5,8 £ 1,3 mU/I

min™'. Zu diesem Zeitpunkt lag die Insulin-Konzentration unter der isolierten GLP-1

nachweisen liel3 und hoher als unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und
Exendin [9-39] mit 7,9 + 1,1 mU/l (p = 0,0006 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,03 vs.
kombinierter GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Dieser Effekt war passager und
zum Zeitpunkt 15 Minuten vor intravendser Glukosegabe und zum Zeitpunkt O nicht
mehr nachweisbar.

Nach der intravendsen Glukosegabe zeigte sich eine deutliche Steigerung der
Insulin-Konzentrationen unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. Es konnten
signifikant hdhere Insulin-Spiegel Uber einen Zeitraum von 20 Minuten nach der
intravendsen Glukosegabe nachgewiesen werden. Das Maximum fand sich 4 Minuten
nach der intravendsen Glukosegabe. Hier lag unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion ein Wert von 132,6 = 21,5 mU/l. Zum selben Zeitpunkt wurden unter NaCl 0,9
% 66,1 £ 13,0 mU/l und unter kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin
[9-39] 64,2 + 12,6 mU/l gemessen (p = 0,01 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,01 vs.
kombinierter Infusion GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Nach 30 Minuten wurde
das Signifikanzniveau unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion verlassen und die
Insulin-Konzentrationen naherten sich einander an. 40 Minuten nach der intravendsen
Glukosegabe sank die Insulin-Konzentration bei der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion unter die mittleren Konzentrationen der anderen Versuchstage, ohne dass sich
dabei eine Signifikanz nachweisen liek. 60 Minuten nach der intravendsen
Glukosegabe lag der Insulin-Spiegel unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 5,4
1+ 0,9 mU/I, unter NaCl 0,9 % bei 13,2 £ 2,3 mU/l und unter kombinierter Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] bei 15,2 £ 5,7 mUI/I.

Am Versuchsende lagen die Insulin-Konzentrationen an allen Versuchstagen

auf einem vergleichbaren Niveau ohne signifikante Differenzen.
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Abb. 19: Plasmainsulin-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥)
unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise). T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. : p
< 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
+ Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.2.5.2 Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC®) der Insulin-

Konzentrationen

Die Flachen unter den Konzentrationskurven fur die erste Phase (Zeitpunkt O bis
10 Minuten nach intravendser Glukosegabe) zeigten signifikante Unterschiede an den
einzelnen Versuchstagen. Ein Maximum prasentierte sich unter der isolierten GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusion mit 952,8 + 132,7 mU - I"  min™". Im Vergleich dazu fanden sich unter
der NaCl 0,9 %-Infusion Werte von 408,4 + 68,6 mU - I'" - min™ und unter kombinierter
Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]-Werte von 419,9 + 823 mU - "
min™ (p = 0,02 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,02 vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid] und

Exendin [9-39]). Zwischen den berechneten Werten flur die Insulin-Konzentrationen an
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den Versuchstagen A’ und D’ liel3en sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen.
Dies kann als Ausdruck einer suffizienten Hemmung der insulinotropen Wirkung des
GLP-1 [7-36-Amid] durch das Exendin [9-39] gewertet werden.
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Abb. 20: Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-Konzentration 0 - 10
Minuten nach intravendser Glukosegabe (erste Phase) unter NaCl 0,9 %-, isolierter
GLP-1 [7-36-Amid]- oder kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- + Exendin [9-39]-Infusion.
n.s: nicht signifikant.

3.2.6 C-Peptid

Die Ausgangskonzentrationen an den einzelnen Versuchstagen wiesen keine
signifikanten Unterschiede auf. Vor Beginn der NaCl 0,9 %-Infusion lagen die
Konzentrationen bei 0,7 + 0,1 nmol/l, vor Beginn der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 0,7
1+ 0,1 nmol/l und vor der kombinierten Infusion bei 0,6 £ 0,1 nmol/l. Ein erster Effekt
konnte 15 Minuten nach Beginn der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion am Versuchstag C’

nachgewiesen werden. Hier wurde in Anlehnung an die Befunde bei der Insulin-
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Konzentration ein signifikanter Anstieg des C-Peptides unter der isolierten GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion nachgewiesen. Die C-Peptid-Konzentrationen lagen zu diesem Zeitpunkt
unter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 1,0 £ 0,1 nmol/l, unter NaCl 0,9 %-Infusion bei 0,6
1 0,1 nmol/l und unter kombinierter Infusion bei 0,7 + 0,1 nmol/l (p = 0,007 vs. NaCl 0,9
% und p = 0,019 vs. kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]).
Auch hierbei handelt es sich um einen passageren Effekt, welcher zum Zeitpunkt O
nicht mehr nachweisbar war. Vor der intravendsen Glukosegabe lagen die C-Peptid-
Konzentrationen wieder auf vergleichbarem Niveau mit 0,6 £ 0,1 nmol/l unter NaCl 0,9
%-Infusion und mit 0,6 £ 0,1 nmol/l unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion und mit
0,6 + 0,1 nmol/l unter kombinierter Infusion.

Nach der intravendsen Glukosegabe fanden sich signifikant erhohte C-Peptid-
Konzentrationen am Versuchstag mit der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. Dieses
Phanomen liel sich bis 25 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe nachweisen.
Den Maximalwert erreichte die C-Peptid-Konzentration am Tag C’ 6 Minuten nach der
intravendsen Glukosegabe. Hier fanden sich Konzentrationen von 3,0 + 0,4 nmol/l.
Wohingegen an Versuchtag A’ mit 1,7 £ 0,2 nmol/l und an Versuchstag D’ mit 1,7 £ 0,1
nmol/l niedrigere Werte gemessen wurden (p = 0,004 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,003 vs.
kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Zwischen den C-
Peptid-Konzentrationen an den Versuchstagen mit NaCl 0,9 %-Infusion und mit
kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] fanden sich Uber den
gesamten Zeitraum keine signifikanten Differenzen.

Zum Zeitpunkt 40 Minuten nach intravendser Glukosegabe hatten sich die C-
Peptid-Konzentrationen an allen Versuchstagen wieder angenahert und lagen mit 1,4 +
0,1 nmol/l unter NaCl 0,9 %, 1,6 £ 0,3 nmol/l unter GLP-1 [7-36-Amid] und 1,6 £ 0,2
nmol/l unter Infusion mit kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-
39] auf einem vergleichbaren Niveau.

Im Anschluss fiel die C-Peptid-Konzentration unter der isolierten GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion unter die mittlere Konzentration der entsprechenden Zeitpunkte an den

anderen Versuchstagen, ohne dabei ein statistisches Signifikanzniveau zu erreichen.
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Abb. 21: Plasma-C-Peptid-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe
(¥) unter NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote
Kreise) und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue
Kreise). T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. : p
< 0,05 isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
+ Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.2.7 Insulin-Sekretionsraten

3.2.7.1 Insulin-Sekretionsraten

Zu Beginn der Versuche wiesen die Insulin-Sekretionsraten an allen
Versuchstagen keine signifikanten Unterschiede auf. Am Versuchstag A’ zeigten sich
Werte von 2,2 + 0,2 pmol - kg™ - min™, an Versuchstag C’ 2,1 + 0,3 pmol - kg™ - min™
und an Versuchstag D’ 2,0 + 0,2 pmol - kg™ - min” bei den Basalwertmessungen vor

Infusionsbeginn. Nach 15-minutiger Infusion des GLP-1 [7-36-Amid] am Versuchstag C’
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konnte eine signifikante Steigerung der Insulin-Sekretionsrate nachgewiesen werden.
Zum Zeitpunkt 30 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe fand sich unter GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusion eine Insulin-Sekretionsrate von 4,1 + 0,4 pmol - kg'1 “min”" und somit
eine signifikant hohere Rate als unter NaCl 0,9 %-Infusion mit 1,9 + 0,2 und unter
kombinierter GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]-Infusion mit 2,4 + 0,2 pmol * kg™ -
min” (p = 0,0001 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,0005 vs. kombinierter Infusion von GLP-1
[7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Auch hier zeigte sich ein nur passagerer Effekt auf die
Insulin-Sekretionsrate nach Beginn der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion, welcher sich nach
Reduktion der Dosierung auf 0,5 pmol - kg”' - min™ nicht mehr nachweisen lieR. Zum
Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe (Zeitpunkt 0) fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchstagen. Nach der intravendsen
Glukosegabe zeigte sich besonders am Anfang der ersten Phase der Insulin-Sekretion
uber 4 Minuten eine deutlich héhere Rate unter der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion als an
den anderen beiden Versuchstagen. Am Versuchstag C’ lag das Maximum bei 51,1 +
6,1 pmol - kg" - min" 2 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe. Zu diesem
Zeitpunkt lag die Insulin-Sekretionsrate an Tag A’ bei 25,1 + 3,2 pmol - kg™ - min™ und
an Tag D’ bei 21,9 + 3,6 pmol " kg™ * min™ (p = 0,001 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,0005 vs.
kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Auch uUber die
verbleibenden 8 Minuten der ersten Phase der Insulin-Sekretion lagen die Messungen
unter der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion deutlich Uber denen der anderen beiden
Versuchstagen. Es liel} sich hier aber bis auf den Zeitpunkt 4 Minuten nach
Glukosegabe, keine statistische Signifikanz nachweisen.

In der Anfangsphase des weiteren Verlaufes der Insulin-Sekretion zeigte sich
eine Annaherung der Werte an Versuchstag C’ und D’, wohingegen die Sekretionsrate
an Versuchstag A’ 10 Minuten nach intravendser Glukosegabe eine signifikante
Reduzierung aufwies. Unter NaCl 0,9 %-Infusion lag die Sekretionsrate bei 4,7 + 0,6
unter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 10,3 + 1,5 pmol - kg”' - min™ und unter
kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] bei 7,7 £ 0,6 pmol - kg
' min” (p = 0,016 vs. GLP-1 [7-36-Amid] und p = 0,049 vs. kombinierter Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). 15 Minuten nach der Glukosegabe liel} sich
eine erneute kurze pulsatile Erhdhung der Sekretionsrate unter der GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion nachweisen, welche das Signifikanzniveau Uberschritt. Der Wert lag bei 11,3
2,2 pmol - kg™ min™, wohingegen unter NaCl 0,9 % 4,7 + 0,2 pmol - kg”' - min™ und
kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] 6,8 + 0,6 pmol ‘- kg™
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min” gemessen wurden (p = 0,004 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,03 vs. kombinierter
Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]).

Im Anschluss naherten sich die Insulin-Sekretionsraten wieder an und wiesen bis
zum Zeitpunkt 40 Minuten nach intravendser Glukosegabe keine weiteren Signifikanzen
auf. Erst ab dem Zeitpunkt 40 Minuten nach intravendser Glukosegabe sank die Insulin-
Sekretionsrate unter der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion signifikant unter die der anderen
beiden Versuchstage. Diese Tatsache ist konform zu dem kapillaren Blutzuckerverlauf,
welcher um diesen Zeitpunkt und in den folgenden 30 Minuten ein Minimalwert unter
der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion zeigte. Die verminderte Insulin-Sekretionsrate scheint
somit eine Reaktion auf den erniedrigten kapillaren Plasmaglukose-Spiegel zu sein. Die
Rate lag zum Zeitpunkt 40 Minuten nach intravendser Glukosegabe am Versuchstag C’
bei 1,9 + 0,5 pmol - kg™ - min™', am Versuchstag A’ bei 5,0 + 0,4 pmol - kg™ * min”" und
am Versuchstag D’ bei 5,4 + 1,1 pmol - kg”' - min™ (p = 0,009 vs. NaCl 0,9 %-Infusion
und p = 0,005 vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Dieses
Phanomen liel sich Uber weitere 50 Minuten bis zum Zeitpunkt 90 Minuten nach
intravendser Glukosegabe auf Signifikanzniveau nachweisen. 120 Minuten nach
Glukosegabe hatte sich die Sekretionsraten an allen Versuchstagen auf niedrigem
Niveau eingependelt. Sie wiesen jedoch eine statistische Signifikanz zwischen
Versuchstag A’ und Versuchstag C’ auf. Am Ende des Versuches lag die Rate am
Versuchstag A’ bei 1,8 + 0,3 pmol - kg™ - min™ und am Versuchstag C’ bei 0,9 + 0,2 (p =
0,03 vs. GLP-1 [7-36-Amid].
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Abb. 22: Insulin-Sekretionsrate vor und nach intravenéser Glukosegabe (¥) unter NaCl
0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote Kreise) und
kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue Kreise).
¥ : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. %: p < 0,05
isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion +
Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].

3.2.7.2 Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-

Sekretionsrate
In der ersten Phase der Insulin-Sekretion (0 — 10 Minuten) nach der intravendsen
Glukosegabe zeigte sich unter der Kurve des Verlaufsgraphen am Tag der GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusion ein signifikant hoherer Wert als an den anderen beiden
Versuchstagen. Der Wert am Versuchstag C’ wurde auf 234,2 + 40,6 pmol - kg™ - min™
berechnet, am Versuchstag A’ auf 103,2 + 13,1 pmol - kg™ - min™ und am Versuchstag
D’ auf 111,4 + 14,0 pmol - kg - min™ (p = 0,001 vs. NaCl 0,9 % und p = 0,001 vs.
kombinierter Infusion GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]). Eine Signifikanz zwischen
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Versuchstag A’ und D’ fand sich nicht. Insgesamt kann diese Berechnung als Ausdruck
einer suffizienten Hemmung des insulinotropischen Effektes des GLP-1 [7-36-Amid]

durch das Exendin [9-39] gewertet werden.
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Abb. 23: Integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-Sekretionsrate 0 - 10
Minuten nach intravendser Glukosegabe (erste Phase) unter NaCl 0,9 %-, isolierter
GLP-1 [7-36-Amid]- oder kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- + Exendin [9-39]-Infusion.
n.s: nicht signifikant.

3.2.8 Glukagon

Die Ausgangssituation bezuglich der Glukagon-Konzentrationen zeigte zu
Beginn der Versuche keine signifikanten Differenzen an den einzelnen Versuchstagen.
Die Glukagon-Spiegel lagen vor der NaCl 0,9 %-Infusion bei 8,3 + 2,8 pmol/l, vor der
isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 8,4 + 2,4 pmol/l und vor der kombinierten
Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] bei 7,5 £ 2,0 pmol/l.
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Einen deutlichen Effekt im Sinne einer Erhéhung der Glukagon-Konzentration
fand sich unter der kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]
zum Zeitpunkt 0 (intravendse Glukosegabe). Zu diesem Zeitpunkt lief die Exendin [9-
39]-Infusion seit 60 Minuten und die zeitgleich kombiniert infundierte GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion seit 45 Minuten. An diesem Versuchstag zeigte sich zu diesem Zeitpunkt
eine Glukagon-Konzentration von 18,3 + 1,3 pmol/l (p = 0,0004 vs. GLP-1 [7-36-Amid]
und p = 0,0004 vs. NaCl 0,9 %). Messungen an den Versuchstagen A’ ergaben hier
Werte von 6,3 + 2,3 pmol/l und an Versuchstag C’ 6,0 + 1,8 pmol/l. Uber den gesamten
weiteren Versuchszeitraum blieben die Glukagon-Konzentrationen unter der
kombinierten GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion signifikant hdher als an
den anderen beiden Versuchstagen. Ursachlich hierfir ist am ehesten die suffiziente
Hemmung der inhibitorischen Wirkung des GLP-1 auf die Glukagon-Sekretion durch
das Exendin [9-39]. Wobei auch in diesem Versuchsaufbau flr die Interpretation der
Daten die Kreuzreaktivitdit des verwendeten Glukagon-Assays mit Exendin [9-39]
berucksichtigt werden mul3.

Nach der intravendsen Glukosegabe zeigte sich an den Versuchstagen A’ und C’
eine Absenkung der Glukagon-Konzentrationen am ehesten als Reaktion auf die hohen
Plasmaglukose-Spiegel. 15 Minuten nach der intravenésen Glukosegabe sanken die
Werte unter der NaCl 0,9 %-Infusion auf 2,8 £ 0,9 pmol/l und unter der isolierten GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion auf 3,0 + 1,0 pmol/l. Die Konzentrationen unter der kombinierten
GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion blieben signifikant héher (p = 0,0001
vs. GLP-1 [7-36-Amid] und 0,00008 vs. NaCl 0,9 %) mit Werten von 16,7 £ 1,3 pmol/I.

60 Minuten nach der intraven0sen Glukosegabe fand sich eine einmalig
signifikante Erhdhung der Glukagon-Konzentration unter der isolierten GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion gegenuber der NaCl 0,9 %-Infusion. 60 Minuten nach der intravendsen
Glukosegabe wurden am Versuchstag C' Glukagon-Konzentrationen von 6,0 £+ 1,4
pmol/l gemessen (p = 0,04 vs. NaCl 0,9 %), wohingegen zu diesem Zeitpunkt die
Glukagon-Konzentration am Versuchstag A’ bei 1,8 £ 0,5 pmol/l lag. Am ehesten ist
diese Glukagon-Erhéhung unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit einer
Gegenregulation des Organismus gegen eine drohende Hypoglykamie zu werten. Denn
zwischen den Zeitpunkten 40 bis 60 Minuten nach intravendser Glukosegabe fanden
sich bei den Messungen der kapillaren Plasmaglukose unter der isolierten GLP-1 [7-36-

Amid]-Infusion die niedrigsten Werte.
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Vor Beendigung des Versuches zum Zeitpunkt 120 Minuten nach intravendser
Glukosegabe konnten an Versuchstag A’ Glukagon-Konzentrationen von 4,3 + 1,0
pmol/l, an Versuchstag C’ von 6,4 + 2,3 pmol/l und an Versuchstag D’ von 19,3 + 1,8
pmol/l gemessen werden. Einen signifikanten Unterschied zwischen Tag A’ und Tag C’
fand sich nicht mehr. Die Konzentration am Ende des Versuchstages D’ blieb aber
signifikant erhoht (p = 0,0002 vs. GLP-1 [7-36-Amid] und p = 0,0001 vs. NaCl 0,9 %).
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Abb. 24: Glukagon-Konzentrationen vor und nach intravendser Glukosegabe (¥) unter
NaCl 0,9 %-Infusion (graue Kreise), isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion (rote Kreise)
und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion + Exendin [9-39]-Infusion (blaue Kreise).
T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. %: p < 0,05
isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion +
Exendin [9-39]. T : p < 0,05 NaCl 0,9 %-Infusion vs. kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion + Exendin [9-39].
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3.3 Vergleich Projekt A und Projekt B

Ein Vergleich zwischen den GLP-1 Intakt Konzentrationen erfolgt nicht, da dieser

Parameter ausschlief3lich in Projekt B gemessen wurde.

3.3.1 GLP-1 Total-Konzentrationen in Projekt A und Projekt B

3.3.1.1 GLP-1 Total-Konzentrationen unter isolierter GLP-1-Infusion

An den Versuchstagen, an denen die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion isoliert
gegeben wurde, zeigen sich deutliche Unterschiede bezlglich des zeitlichen Verlaufes
im Aufbau von ausreichenden GLP-1-Plasmakonzentrationen. Im Projekt A zeigte sich
zum Zeitpunkt 0 (Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe) eine geringere GLP-1-
Konzentration als im Vergleich zu den basalen Konzentrationen vor Beginn der GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion, obwohl die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bereits seit 30 Minuten
intravends verabreicht wurde. Fanden sich zu Beginn dieses Versuchstages
(Versuchstag C) noch GLP-1-Konzentrationen von 6,3 = 1,7 pmol/l lagen die
Konzentrationen zum Zeitpunkt 0 bei 6,2 + 0,7 pmol/l. Auch nach 60 minatiger GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion zeigte sich kein Konzentrationsanstieg. Es befanden sich die GLP-
1-Konzentrationen auf dem Niveau des Versuchstages an dem NaCl 0,9 % infundiert
wurde. Aufgrund des nicht existierenden supraphysiologischen GLP-1-Spiegels, lasst
sich auch die fehlende Stimulation der Insulin-Sekretionsantwort auf die intravendse
Glukosegabe erklaren. Als einzig plausible Erklarung fiur den fehlenden Anstieg
erscheint ein  Verlust des Peptids durch Bindungsprozesse an den
Kunststoffoberflachen der Infusionssysteme.

Im Gegensatz dazu lieRen sich im Projekt B unter Zugabe von Albumin zu der
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bereits nach 15 Minuten Infusionsdauer starke GLP-1-
Konzentrationsanstiege bestimmen. An den Versuchstagen C’ wurde 45 Minuten vor
intravendser Glukosegabe die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion begonnen. Schon nach 15
Minuten lag die GLP-1 Total-Konzentration bei 83,0 £ 29,3 pmol/l. Auch wenn die GLP-
1 [7-36-Amid]-Infusion im Projekt B mit héherer Dosierung (1,0 pmol - kg™ - min™)
begonnen wurde, scheint das nicht ausreichend als plausible Erklarung fir den
eklatanten Unterschied zwischen den GLP-1 Total-Konzentrationen unter den isolierten
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen. Vielmehr scheinen durch die Zugabe von Albumin zur

Infusionslésung im Projekt B die Kunststoffoberflaichen des Infusionssystems
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abgesattigt zu sein, so dass weniger GLP-1 im Infusionssystem verloren geht. Daher
konnen durch GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen mit Zugabe von Albumin schneller,
zuverlassiger und berechenbarer GLP-1-Konzentrationsanstiege erzielt werden.

Nach 15 Minuten wurde im Projekt B die Dosierung der GLP-1 [7-36-Amid]-

T min") reduziert. Daraus

Infusion auf des Niveau von Projekt A (0,5 pmol - kg
resultierend sank die GLP-1 Total-Konzentration zu Zeitpunkt 0 auf 52,7 + 13,7 pmol/|
und hielt sich in diesem Bereich stabil bis zum Ende des Versuchstages. Somit lag im
Projekt B eine ausreichende supraphysiologische GLP-1 Total-Konzentration zum
Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe vor und es konnte so eine suffiziente
Stimulation der Insulin-Sekretion provoziert werde.

Im Projekt A zeigten sich erst nach 90-minutiger GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
langsam beginnende GLP-1 Total-Konzentrationsanstiege, welche dann auch im

Versuchsablauf konsequent weiter anstiegen.

GLP-1 0,5 pmol « kgt.min™?
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Abb. 25: GLP-1 Total-Konzentrationen unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion in
Projekt A (ohne Zusatz von Albumin)[geschlossene, rote Kreise] und Projekt B (mit
Zusatz von Albumin)[offene, rote Kreise]. * : p < 0,05 Projekt A vs. Projekt B. Zeitpunkt
der intravendsen Glukosegabe (¥).
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3.3.1.2 GLP-1 Total-Konzentrationen unter kombinierter GLP-1- und
Exendin [9-39]-Infusion

Auch an den Versuchstagen der kombinierten Infusionen von GLP-1 [7-36-
Amid] und Exendin [9-39] fanden sich offensichtliche Differenzen bezuglich des
zeitlichen Ablaufes der Konzentrationsanstiege von GLP-1 Total.

In Projekt A fanden sich nach 30-minutiger GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion zum
Zeitpunkt O ein unzureichender Anstieg der GLP-1 Total-Konzentrationen. Zu diesem
Zeitpunkt lagen die Konzentrationsspiegel bei 8,6 £ 1,3 pmol/l und somit unterhalb
eines Konzentrationsbereiches, der wirkungsvoll eine Stimulation der Insulin-
Sekretionsantwort bedingen konnte. Im Gegensatz zur isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion fand sich am Versuchstag D unter kombinierter Infusionstherapie mit Exendin
[9-39] im Projekt A jedoch ein deutlich frUherer Beginn des GLP-1-
Konzentrationsanstiegs. Es fanden sich nach 45-minutiger kombinierter Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] eine GLP-1 Total-Konzentration von 23,7 + 10,3
pmol/l. Unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion fanden sich Anstiege erst nach 90-
minudtiger Infusion. Im weiteren Verlauf stiegen die GLP-1-Spiegel kontinuierlich weiter
an, um am Ende in vergleichbaren Regionen wie in Projekt B zu verweilen. Es scheint
somit durch Kombination zweier Peptidinfusionen zu einem geringeren GLP-1-Verlust
im Infusionssystem zu kommen, da das zweite Peptid ebenfalls zur Absattigung der
Kunststoffoberflachen beitragt. Jedoch kam es auch unter der kombinierten Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] in Projekt A zu einem unkontrollierten nicht
berechenbaren GLP-1 Total-Konzentrationsaufbau. Insbesondere gelang es in Projekt
A auch unter kombinierter Infusion nicht zum Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe
einen supraphysiologischen GLP-1 Total-Spiegel aufzubauen, um die erste Phase der
Insulin-Sekretionsantwort zu stimulieren. Aus diesem Grund lie® sich in Projekt A die
Wirksamkeit des GLP-1-Antagonisten Exendin [9-39] nicht dokumentieren und zeigen.

Im Projekt B hingegen fanden sich unter Zugabe von Albumin sowohl zu der
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion als auch zu der Exendin [9-39]-Infusion und unter etwas
héherer GLP-1 [7-36-Amid]-Dosierung Uber 15 Minuten schon nach 15-minutiger GLP-1
[7-36-Amid]-Infusion deutlich supraphysiologische GLP-1 Total-Konzentrationen mit
137,5 £ 25,2 pmol/l. Nach Dosisreduktion fanden sich zum Zeitpunkt der intravendsen
Glukosegabe suffiziente Konzentrationen von 60,7 + 4,9 pmol/l. Somit fanden sich im

Projekt B Konzentrationen, die die erste Phase der Insulin-Sekretionsantwort nach
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Glukosegabe stimuliert haben, sodass ein Nachweis der Wirksamkeit des GLP-1-

Antagonisten moglich war. Unter der kombinierten Infusion fanden sich in Projekt B

tendentiell hdhere GLP-1 Total-Konzentrationen, was ggf. Ausdruck einer zusatzlich

stabilisierenden Funktion des zweiten Peptids im Infusionssystem sein konnte.

Exendin[9-39]

Exendin[9-39] 350 pmol « kg t.min?

GLP-1 0,5 pmol =« kg'lkmin'1

GLP-1 0,5 pmol « kgt«min™?

GLP-1 Total [pmol/I]

A : p=0,012

B : p=0,0000
AB : p=0,0001
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Abb. 26: GLP-1 Total-Konzentrationen unter kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- und
Exendin [9-39]-Infusion in Projekt A (ohne Zusatz von Albumin) [geschlossene, blaue
Kreise] und Projekt B (mit Zusatz von Albumin) [offene, blaue Kreise]. * : p < 0,05
Projekt A vs. Projekt B. Zeitpunkt der intravenésen Glukosegabe (¥).
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3.3.2 Vergleich der integrierten Anstiege Uber Basalwerte der Insulin-
Sekretionsraten bei den einzelnen Probanden in Projekt A und
Projekt B

3.3.2.1 Integrierte Anstiege Uber Basalwerte der Insulin-Sekretionsraten bei

den einzelnen Probanden in Projekt A

In Projekt A fand sich bei allen Probanden unter der isolierten GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion eine unzureichende Erhéhung der Insulin-Sekretionsrate. Ursachlich
dafur waren die zuvor beschriebenen unzureichenden Konzentrationen von GLP-1 zum
Zeitpunkt der intravenosen Glukosegabe. Das Ziel des gesamten Versuchsaufbaues
konnte somit nicht erreicht werden. Die dennoch bestehenden, nicht signifikanten
Variationen der integrierten Anstiege Uber Basalwerte der Insulin-Sekretionsrate
unterlagen in Projekt A vorrangig den physiologischen Schwankungen. Als Reaktion
darauf erschienen die Ausmalle der Hemmung durch den GLP-1-Antagonisten Exendin
[9-39] teils Uberproportional gro3 mit bis zu > 500%. Im Gegensatz dazu imponierten
auch Probanden, bei denen gar keine Hemmung gelang bzw. nur sehr geringgradige
Hemmung moglich war. Insgesamt lasst sich aber festhalten, dass diese Ergebnisse
letztendlich, aufgrund der fehlenden bzw. unzureichenden Stimulation durch die nicht
existenten GLP-1-Konzentrationen zum Zeitpunkt der Glukosegabe nicht auswertbar
waren. Vermutlich war ein zu hoher Verlust von GLP-1 im Infusionssystem

verantwortlich fur das Scheitern des Versuchsaufbaus.
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Abb. 27: Individuelle integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-
Sekretionsraten der einzelnen Probanden (1 bis 6) in Projekt A (ohne Zusatz von
Albumin) an den einzelnen Versuchstagen.

3.3.2.2 Integrierte Anstiege Uber Basalwerte der Insulin-Sekretionsraten bei

den einzelnen Probanden in Projekt B

In Projekt B fanden sich unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion deutlich
hohere integrierte Anstiege Uber Basalwerte der Insulin-Sekretionsrate als unter
alleiniger NaCl 0,9 %-Infusion. Ursachlich dafir waren die suffizienten GLP-1-
Konzentrationen zum Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe durch die stabile und
zuverlassige Zufuhr des exogenen GLP-1 unter Zugabe von Albumin ins
Infusionssystem. Als Folge daraus konnte im weiteren Versuchsaufbau auch die
Hemmung der GLP-1-vermittelten Steigerung der insulinsekretorischen Antwort durch
Exendin [9-39] dokumentiert und nachgewiesen werden. Lediglich bei einem der
Probanden (Proband 10) lield sich zwar eine regelrechte Stimulation der
insulinsekretorischen Antwort unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion erzielen, aber
unter kombinierter Infusion eine nur unzureichende Hemmung durch Exendin [9-39]
erzielen. Eine ineffektive Exendin [9-39]-Konzentration scheidet als Ursache aus, da bei

dem Probanden die gemessenen Exendin [9-39]-Konzentrationen tendenziell sogar
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hoher lagen als im Mittelwert der gesamten Probanden in Projekt B. Hier bleiben die
ermittelten Parameter und Werte eine Erklarung schuldig. Vielleicht gibt es Individuen,
bei denen der hemmende Effekt von Exendin [9-39] auf GLP-1-vermittelte Effekte
niedriger ausfallt als bei anderen. Bei dem zuvor beschriebenen Probanden war jedoch
der hemmende Effekt des Exendin [9-39] auf den inhibitorischen Effekt des GLP-1 auf
die Glukagon-Sekretion ebenfalls nachzuweisen, da auch dieser Proband unter Exendin

[9-39] Einfluss einen Glukagon-Konzentrationsanstieg zeigte.
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Abb. 28: Individuelle integrierte Anstiege Uber Basalwerte (,AUC") der Insulin-
Sekretionsraten der einzelnen Probanden (7 bis 12) in Projekt B (mit Zusatz von
Albumin) an den einzelnen Versuchstagen.
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3.3.3 Vergleich der individuellen prozentualen Hemmung der GLP-1-
vermittelten Steigerung der insulinsekretorischen Antwort
durch Exendin [9-39]

3.3.3.1 Individuelle prozentuale Stimulation der ersten Phase der Insulin-
Sekretion unter isolierter GLP-1-Infusion und individuelle
prozentuale Hemmung der GLP-1-vermittelten Steigerung der

insulinsekretorischen Antwort durch Exendin [9-39] in Projekt A

In Projekt A konnte dieser Parameter nur ohne konkrete Aussagekraft berechnet
werden, da aufgrund der vorbeschriebenen Probleme eine nur unzureichende oder gar
vollkommen ausbleibende Stimulation der ersten Phase der Insulin-Sekretion unter
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion erzielt werden konnte. Somit war es auch nicht moglich,
eine suffiziente Hemmung durch Exendin [9-39] zu dokumentieren. Stattdessen kommt
es aufgrund dieser Tatsache und normalen physiologischen Schwankungen zu vollig
verfalschten, nicht zu verwendenden Werten. Diese sollen der Vollstandigkeit halber
angefuhrt und gezeigt werden. Die berechneten Stimulationswerte lagen minimal bei
1,5% und maximal bei 54,9%. Der Mittelwert betrug 28%. Es wurden prozentuale
Hemmungen durch Exendin [9-39] zwischen 507% und -15% berechnet. Im Mittel
218%.
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Abb 29: Individuelle, prozentuale Stimulation der ersten Phase der Insulin-Sekretion
unter isolierter GLP-1[7-36-Amid]-Infusion (A) und die individuelle, prozentuale
Hemmung der GLP-1-vermittelten Steigerung der insulinsekretorischen Antwort durch
Exendin [9-39] (B) nach intravenoser Glukosestimulation bei den einzelnen Probanden
(1 bis 6) in Projekt A. Die geforderte minimale Hemmung von 75% ist gestrichelt
dargestellt.
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3.3.3.2 Individuelle prozentuale Stimulation der ersten Phase der Insulin-
Sekretion unter isolierter GLP-1-Infusion und individuelle
prozentuale Hemmung der GLP-1-vermittelten Steigerung der

insulinsekretorischen Antwort durch Exendin [9-39] in Projekt B

In Projekt B konnte bei guter Steigerung der Insulin-Sekretionsraten unter
isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion nach intravendser Glukosegabe im Vergleich zu
NaCl 0,9 %-Infusion im weiteren Verlauf auch eine suffiziente Wirkung des GLP-1-
Antagonisten Exendin [9-39] nachgewiesen werden. Dabei wurde die zuvor als
Zielmarke definierte 75%-ige Hemmung der GLP-1-vermittelten insulinotropen Wirkung
bei 5 der 6 Probanden auch zuverlassig erreicht. Wie bereits erwahnt, gelang das bei
einem der Probanden (Proband 10) nicht. Hier fand sich rechnerisch lediglich eine
Hemmung von 39%. Eine offensichtliche und plausible Erklarung fand sich auf der
Basis der weiteren zur Verfugung stehenden Parameter nicht. Es scheint aber
insgesamt eine hohe interindividuelle Bandbreite sowohl der Stimulationsfahigkeit der
inuslinotropen Effekte durch GLP-1 als auch bezuglich der Antagonisierbarkeit der GLP-
1-vermittelten Effekte zu geben. Insgesamt lassen die gewonnen Daten aber die
Aussage zu, dass Exendin [9-39] in diesem Fall zuverlassig die GLP-1-vermittelten
insulinotropen Effekte antagonisiert, wenn auch in teils variabler Quantitat.

Die berechneten Stimulationseffekte durch die isolierte GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion lagen zwischen 63% bis 275% und der Mittelwert betrug 130%. Die
berechneten Inhibitorischen Effekte durch Exendin [9-39] betrugen 39% bis 183% und
der Mittelwert lag bei 98%.
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Abb 30: Individuelle, prozentuale Stimulation der ersten Phase der Insulin-Sekretion
unter isolierter GLP-1[7-36-Amid]-Infusion (A) und die individuelle, prozentuale
Hemmung der GLP-1-vermittelten Steigerung der insulinsekretorischen Antwort durch
Exendin [9-39] (B) nach intravendser Glukosestimulation bei den einzelnen Probanden
(7 bis 12) in Projekt B. Die geforderte minimale Hemmung von 75% ist gestrichelt
dargestellt.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass exogen
zugefuhrtes GLP-1 in  suprahysiologischer Dosierung einen ausgepragten
insulinotropen Effekt wahrend einer iatrogen provozierte Hyperglykamie hat (Projekt B),
dass Exendin [9-39] ein potenter GLP-1-Antagonist ist, der die insulinotropen
Wirkungen des GLP-1 aufheben kann (Projekt B) und dass eine Zugabe von Albumin
zu intravenosen GLP-1-Infusionen erforderlich ist, um einen vorhersagbaren und
ausreichenden GLP-1-Spiegel im Blut aufbauen zu konnen (Vergleich Projekt A und
Projekt B).

4.1 Diskussion des Vergleiches Projekt A und Projekt B

In Projekt A erfolgte die Vorbereitung und Gabe der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
ohne den Zusatz von Albumin. In Projekt B ist die Vorbereitung und Gabe der GLP-1 [7-
36-Amid]-Infusion als 1%-ige Albuminlésung durchgefuhrt worden. Nur die Verwendung
von albuminhaltiger GLP-1-Lésung war in der Lage, ausreichend hohe GLP-1-
Konzentrationen im Blut der Patienten aufzubauen, um so eine GLP-1-vermittelte
Wirkungen auszuldsen. In Projekt A (ohne Abumin) wurden bei den Probanden GLP-1
Total-Konzentrationen zum Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe unter der isolierten
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion von 6,2 + 0,7 pmol/l gemessen. Am Tag der NaCl 0,9 %-
Infusion bestimmten wir zu diesem Zeitpunkt GLP-1 Total-Konzentrationen von 4,5 +
1,2 pmol/l. Die Konzentration lag demnach trotz 30-mindtiger GLP-1 [7-36-Amid]-
Infusion auf dem Niveau der Placebo Infusion. Unter der kombinierten Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] fanden sich zu dem Zeitpunkt GLP-1 Total-
Konzentrationen von 8,6 £ 1,4 pmol/l. Diese waren zwar signifikant héher als unter der
Placebo Infusion, lagen aber insgesamt deutlich unter den aus Voruntersuchungen zu
erwartenden Werten bei einer GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit einer Dosierung von 0,5
pmol - kg’ - min'. Unter dieser Dosierung konnten andere Arbeitsgruppen
Konzentrationen zwischen 30 — 48 pmol/l nach 30-minutiger GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
erreichen [Edwards et al. (1999), Quddusi et al. (2003)]. Die GLP-1 Total-Konzentration
blieb in dem Versuchsaufbau ohne Albuminzusatz in der Infusionslésung bis 60 Minuten
nach isoliertem GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionsbeginn auf dem Niveau der NaCl 0,9 %-
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Infusion. Erst nach 90 Minuten Infusionsdauer lagen die GLP-1 Total-Konzentrationen
signifikant Uber den Werten der Placebo-Infusion.

Die kombinierte Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] ohne Zusatz
von Albumin (Projekt A) konnte zwar bereits nach 30 Minuten eine signifikant hohere
GLP-1 Total-Konzentration aufbauen als unter der Placebo Infusion, allerdings lagen
auch diese Konzentrationen mit 8,6 + 1,4 pmol/l unterhalb der zu erwartenden Werte.
Uber den gesamten Versuchsverlauf waren unter der kombinierten Infusion tendenziell
hohere GLP-1 Total-Konzentration zu beobachten, ohne schnell ein Signifikanzniveau
gegenuber der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion oder der NaCl 0,9 %-Infusion zu
erreichen. Auch hier fanden sich erst nach 90-minutiger kombinierter Infusion signifikant
héhere GLP-1 Total-Konzentrationen gegenuber der Placebo Infusionen. Dieser Trend
des schnelleren, wenn auch erst spat signifikanten GLP-1 Total-Konzentrationsaufbaus
lasst die Vermutung zu, dass es unter der kombinierten Gabe zu einem rascheren
Absattigen der Kunststoffoberflachen im Infusionssystem durch beide Peptide (GLP-1
und Exendin [9-39]) kommt und daher mehr GLP-1 aus dem Infusionssystem in den
Probandenkreislauf gelangen kann. Insgesamt ist davon auszugehen, dass es ohne
Albuminzusatz nicht gelang, einen ausreichenden GLP-1 Total-Spiegel in den
Probanden zu erreichen, da das Peptid GLP-1 [7-36-Amid] durch Bindungsverluste an
den Kunststoffoberflachen des Infusionssystems in zu hohem Malde verloren ging.
Leider liegen keine vergleichenden Messungen bezuglich der GLP-1 [7-36-Amid]-
Konzentrationen pra- und postinfusionem aus der Perfusorspritze und dem
Schlauchsystem vor, um diese Hypothese zu verifizieren. Grundlage dieser Vermutung
ist daher der Vergleich mit den Ergebnissen und den erreichten GLP-1 Total-
Konzentrationen aus Projekt B.

In Projekt B sind die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen wahrend der Zubereitung
und der Gabe als 1%-ige Albuminlosung appliziert worden. Im Gegensatz zu Projekt A
wurde daruber hinaus die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit einer initialen Dosierung von
1 pmol - kg™ - min™ gegeben und 15 Minuten friiher begonnen, um zum Zeitpunkt der
Glukosegabe mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit einen wirksamen GLP-1
Total-Spiegel zu haben. 30 Minuten vor der intravendsen Glukosegabe wurde dann
wieder auf 0,5 pmol - kg” - min™ reduziert. Unter diesem Versuchsaufbau konnten nach
15-minltiger Infusion mit 1 pmol * kg”' - min™ supraphysiologische GLP-1 Total-

Konzentrationen gemessen werden und auch nach Reduktion der Dosierung auf 0,5

113



Diskussion

pmol - kg” - min”

stellte sich ein Steady State auf supraphysiologischen Niveau ein.
Somit entsprachen die GLP-1 Total-Konzentrationen den zu erwartenden
Konzentrationen, welche unter ahnlichen Versuchsaufbauten erreicht werden konnten
[Nauck et al. (1993c), Wettergren et al. (1997), Gutzwiller et al. (1999a), Little et al.
(2006)]. Diese offensichtlichen Unterschiede bezuglich des Konzentrationsaufbaus der
GLP-1 Total-Spiegel in Projekt A und Projekt B lassen die Vermutung zu, dass es ohne
den Zusatz von humanen Serum-Albumin zu ausgepragten Bindungsverlusten von
GLP-1 [7-36-Amid] an den Kunststoffoberflachen des Infusionssystems kommt.

Da in beiden Projekten dieselben Infusionssysteme verwendet wurden und die
Zubereitung der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion unter identischen Bedingungen erfolgte,
kénnen hier keine Erklarungsmadglichkeiten fur die Unterschiede liegen. Zu bedenken
sind mogliche Einflisse in diesem Bereich, da das Ausmall von
Oberflachenphanomenen abhangig ist von der Proteinstruktur, der Feststoffoberflache
und den Umgebungsbedingungen [Horbett (1992), Gray (2004)].

In Projekt B wurde die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion 15 Minuten friiher begonnen
als in Projekt A. Doch in Anbetracht der Tatsache, dass es uber einen Zeitraum von 90
Minuten in Projekt A unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion zu keinem
nennenswerten GLP-1 Total-Konzentrationsanstieg kam, kann die zeitliche
Komponente vernachlassigt werden. Als Erklarungsmadglichkeit fur die Unterschiede
bezlglich der erreichten GLP-1 Total-Konzentrationen ist die Dauer der Infusion daher
nicht heranzuziehen.

Die GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion ist in Projekt B mit einer initialen Dosierung von
1 pmol - kg'1 “min”" appliziert worden und somit in einer doppelt so hohen Konzentration
als in Projekt A. Damit erklart sich aber lediglich ein hdher zu erwartender GLP-1 Total-
Spiegel und nicht ein Uberhaupt nachweisbarer GLP-1 Total-Konzentrationsanstieg. Bei
intravendser GLP-1 [7-36-Amid]-Gabe mit konstanter Rate stellt sich ein Steady State
nach 10-15 Minuten ein. Bei Dosierung von 1,2 pmol - kg - min? wirde man
Konzentrationen zwischen 70 — 120 pmol/l erwarten [Nauck et al. (1993a), Nauck et al.
(1993c), Nauck et al. (2002)]. Auch bei niedrigeren Dosierungen konnten unter GLP-1
[7-36-Amid]-Infusionen rasche Steady State - Konzentrationen zwischen 20 - 50 pmol/l
erreicht werden und in aller Regel 30 Minuten nach Infusionsbeginn suffiziente GLP-1
Total-Konzentrationen nachgewiesen werden [Edwards et al. (1999), Quddusi et al.
(2003), Little et al. (2006)]. Somit ist das eigentliche Auftreten eines
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Konzentrationsanstieges unter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion vorrangig nicht dosis-
abhangig, die Hohe des Anstieges aber wohl.

Eine wesentliche Gemeinsamkeit verbindet die Ergebnisse von Arbeitsgruppen,
die erfolgreich mit GLP-1-Infusionen arbeiten und denen es regelmallige gelingt,
ausreichende und gut vorhersagbare GLP-1-Konzentrationen aufzubauen. Sie alle
sorgen auf verschiedene Art und Weisen dafur, dass es nicht zu Bindungsverlusten des
GLP-1 im Infusionssystem kommt. Die Uberwiegende Mehrheit verwendet zu diesem
Anlass 0,5 bis 1%-ige Albuminlésung aus humanem Serum-Albumin zur Vorbereitung
und Gabe der GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen [Nauck et al (1993c), Gutzwiller et al.
(1999a), Little et al. (2006)]. Andere gaben zu der GLP-1-Infusion Plasma aus den
basalen Blutenthahmen des jeweiligen Probanden, um Bindungsverluste zu minimieren
(Long et al. 1999). Bei diesem Ansatz muss auf die Moglichkeit geachtet werden, dass
durch den frGhen Kontakt des GLP-1 zu der im Plasma des Probanden befindlichen
DPP - 4 eine Degradation des Peptids bereits im Infusionssystem stattfinden kann. Dies
konnte dazu fuhren, dass unzureichende Konzentrationen an intakten, biologisch
aktiven GLP-1 im Koérper der Probanden vorhanden waren. Es kénnte daher sein, dass
manche Versuchsanordnungen mit dieser Methodik keine kontrollierten GLP-1-
Konzentrationen garantieren konnten und die Ergebnisse moglicherweise nicht
nachvollziehbar sind. Ein weiterer interessanter Ansatz Bindungsverlust an der
Kunststoffoberflache zu vermeiden, ist die Mdglichkeit das Infusionssystem zweimalig
zu befullen. Im ersten Schritt wird es mit dem zu applizierenden Protein gefullt und mit
einer Einwirkzeit von 10 Minuten belassen. AnschlieRend wird das Infusionssystem
geleert und eine zweite Beflllung mit dem zu applizierenden Protein erfolgt. Diese
sicher nicht sehr 6konomische Variante wurde erfolgreich mit GIP angewendet (Holle
2008).

Es finden sich in der gangigen Literatur keine konkreten Erfahrungsberichte, in
denen Uber ahnliche Erfahrung mit GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen ohne den Zusatz von
Albumin oder vergleichbaren Substanzen zur Vermeidung von Bindungsverlusten
berichtet wird. In der Gesamtheit der Ergebnisse und den in der Literatur verfugbaren
Erfahrungen im Umgang mit intravends appliziertem GLP-1 ist im Falle der
vorliegenden Arbeit davon auszugehen, dass es in einer GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion
ohne den Zusatz von humanem Serum-Albumin zu ausgepragten Bindungsverlusten an

den Kunststoffoberflachen im Infusionssystem kommt und daher keine ausreichenden
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GLP-1 Total-Konzentrationen aufgebaut werden kénnen. Daher sollten bei intravendsen
GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen Vorkehrungen getroffen werden, um derartige
Bindungsverluste zu vermeiden. Dieses Phanomen lasst sich durch die Zugabe von
Albumin in das Infusionssystem sicher vermeiden.

Um einen sicheren Beweis der geaullerten Vermutung zu fuhren, muissten
vergleichende Konzentrationsbestimmungen in einem Infusionssystem mit GLP-1 [7-36-
Amid] mit und ohne Zugabe von humanen Serum-Albumin durchgefihrt werden. Dabei
mussten pra- und postinfusionem die GLP-1-Konzentration in der Spritze, an
verschiedenen Stellen des Schlauchsystems und im Probanden bestimmt werden und
miteinander verglichen werden. Zusatzlich ware der Einsatz unterschiedlicher
Infusionssysteme mit variablen Kunststoffoberflachen zu erwagen, um weitere

Erkenntnisse zu gewinnen.

4.2 Diskussion der GLP-1-vermittelten insulinotropen Effekte und der
Wirkung des Exendin [9-39] (Projekt B)

Exendin [9-39] wurde als Tool etabliert, um Wirkungen von endogenen GLP-1 zu
identifizieren. In dieser Arbeit sollte demonstriert werden, dass Exendin [9-39] die
Wirkungen von exogen zugefihrten GLP-1 [7-36-Amid] antagonisieren kann als
indirekten Nachweis dafir, dass Exendin [9-39] auch endogene GLP-1-Wirkungen
antagonisieren kann.

Zu diesem Anlass wahlten wir bewusst GLP-1-Dosen, die einen
supraphysiologischen GLP-1-Spiegel erwarten lieRen. Unter dem Versuchsaufbau in
Projekt B konnten schnell supraphysiologische GLP-1-Konzentrationen durch die mit
Albumin angefertigte GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen aufgebaut werden. Nach 15
Minuten Infusionsdauer lief3en sich unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit einer
Dosis von 1 pmol - kg™ - min” GLP-1 Total-Konzentrationen von 83,0 + 29,4 pmol/l und
bei kombinierter Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] eine Konzentration
von 137,5 + 25,2 pmol/l messen. Beide Konzentrationen liegen deutlich oberhalb der zu
erwartenden physiologischen Konzentrationen im postprandialen Zustand [drskov et al.
(1994), Ahrén et al. (1997), Toft-Nielsen et al. (2001), Vilsbgll et al. (2001), Vollmer et
al. (2008)]. Auch nach Reduktion der exogen zugefuhrten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion

1 . .-

auf 0,5 pmol - kg min” lagen die gemessenen Konzentrationen an beiden
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Versuchstagen auf einem supraphysiologischen Konzentrationsniveau. Unter der
isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion fanden sich Konzentrationen zwischen 52,7 +
13,7 pmol/l zum Zeitpunkt der intravendsen Glukosegabe und 54,3 £ 12,7 pmol/l am
Ende des Versuches. Unter der kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und
Exendin [9-39] fanden sich Konzentrationen von 60,7 + 4,8 pmol/l zum Zeitpunkt der
intravendsen Glukosegabe und 67,2 + 13,1 pmol/l am Ende des Versuches. Somit war
ein  maximaler inuslinotroper Stimulus durch die kinstlich aufgebauten
supraphysiologische GLP-1-Konzentrationen an beiden Versuchstagen gegeben,
welcher durch Exendin [9-39] exemplarisch gehemmt werden konnte.

In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass exogen aufgebaute
GLP-1-Konzentrationen von 25 — 60 pmol/l einen ausgepragten insulinotropen Effekt
haben [Nauck et al. (1993b), Schirra et al. (1998b)]. Um einen GLP-1-vermittelte
Verzdgerung der Magenentleerungszeiten zu demonstrieren, waren in vorhergehenden
Arbeiten GLP-1-Konzentrationen von 25 — 70 pmol/l erforderlich [Willms et al. (1996),
Little et al. (2006)]. Unter GLP-1-Konzentrationen zwischen 12,5 — 150 pmol/l konnten
Einflisse des GLP-1 auf das Ausmal der Nahrungsaufnahme und auf ein schnelleres
Sattigungsgefuhl nachgewiesen werden [Gutzweiler et al. (1999a), Gutzweiler et al
(1999b)]. GLP-1-Konzentrationen von 13 pmol/l zeigten in Studien bei einer exogenen
GLP-1-Gabe mit einer Dosierung von 0,3 pmol - kg' - min" einen Glukagon-
Konzentrations-senkenden Effekt additiv zum Hyperglykdmie vermittelten Effekt
(Schirra et al. 1998b). Somit konnen die in dieser Arbeit erzielten GLP-1-
Konzentrationen (Projekt B) als hinreichend wirksam angenommen werden, um GLP-1-
vermittelte Effekt im Organismus auszulésen und so die Wirksamkeit eines
Antagonisten nachweisen zu kdnnen.

Es konnte eindrucklich gezeigt werden, dass die insulinsekretorische Antwort der
ersten Phase der Insulin-Sekretion nach intravendser Glukosegabe durch exogene
GLP-1 [7-36-Amid]-Zufuhr deutlich gesteigert werden konnte. Die Insulin-
Konzentrationen lagen ebenso wie die integrierten Anstiege Uber den Basalwerten flr
Insulin wahrend der ersten Phase der Insulin-Sekretion deutlich Uber den Insulin-
Konzentrationen unter den Placebo Infusionen. Die Insulin-Sekretion liel3 sich im
Vergleich zu Placebo im Mittel um 130% steigern. Diese Ergebnisse bestatigen
vorhergehende Arbeiten [Nauck et al. (1993a), Nauck et al. (1993b), Quddusi et al.

(2003), Schirra et al. (1998b)]. Interessanterweise fand sich 15 Minuten nach Beginn
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der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion unter der héheren Dosierung von 1 pmol * kg™
“min” trotz normoglykamischer Blutglukose-Werte ein signifikanter Anstieg der Insulin-
Konzentration und der Insulin-Sekretionsrate, die in lhrer Wirkung eine Absenkung der
Blutglukose provozierten und die zu signifikanten Unterschieden im Vergleich der
Blutglukose-Konzentrationen an Versuchstagen mit Placebo- und kombinierter Infusion
fuhrten. Der Effekt der gesteigerten Insulin-Sekretion durch die isolierte GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion war vortbergehend und zum Zeitpunkt der Glukosegabe fanden sich
keine Unterschiede mehr an den einzelnen Versuchstagen. Eine ahnlich Erfahrung
machte auch eine Arbeitsgruppe, welche mit einer exogenen GLP-1-Infusion bei
gesunden Probanden mit einer Konzentration von 0,45 pmol - kg™ - min™ arbeitete und
dabei feststellte, dass es ebenfalls bei Normoglykamie zu einer Steigerung der Insulin-
Konzentration von 118 pmol/l auf 210 pmol/l innerhalb von 40 Minuten kam und reaktiv
die Blutglukose-Konzentrationen sanken. Im Anschluss normalisierten sich sowohl
Insulin-Konzentrationen als auch Blutglukose-Konzentrationen wieder (Quddusi et al.
2003). Es ist bekannt, dass bei einer hyperglykamischen Stoffwechsellage wie z.B. bei
schlecht kontrolliertem Typ-2 Diabetes mellitus die kontinuierliche exogene GLP-1-
Zufuhr zu einer Steigerung der Insulin-Konzentrationen fuhrt, bis eine Normalisierung
der Blutglukose-Konzentrationen erreicht ist (Nauck et al. 1993c). In diesem Fall lag die
mittlere Blutglukose-Konzentration jedoch bei 97 + 2 mg/dl und somit im
normoglykdmischen Bereich. Da das GLP-1 die Insulin-Sekretion bis zu einem
Blutglukose-Spiegel von 80 mg/dl steigern kann und erst ab dieser Schwelle den
insulinsekretionstimulierenden Einfluss verliert, handelt es sich bei dieser Beobachtung
am ehesten um einen Effekt, der durch den raschen GLP-1-Konzentrationsanstieg in
Kombination mit einem Blutglukose-Wert > 80 mg/dl zu erklaren ist (Nauck et al. 2002).
Nachdem die Blutglukose-Konzentration zum Zeitpunkt der Glukosegabe unter der
isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion 80 mg/dl erreicht hatte, liel} sich auch keine
erhohte Insulin-Konzentration mehr nachweisen. Unter der kombinierten Infusion von
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] fand sich dieser passagere Effekt der Erhdhung
der Insulin-Konzentration und Insulin-Sekretionsrate nach Beginn der GLP-1 [7-36-
Amid]-Infusion nicht, obwohl die gemessenen GLP-1-Konzentrationen zu diesem
Zeitpunkt deutlich héher lagen, als am Tag der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion.
Dieses ist als Ausdruck einer potenten Antagonisierung dieses GLP-1-vermittelten

Effektes durch die gleichzeitige Exendin [9-39]-Infusion zu werten.
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Durch Exendin [9-39] konnte der insulinotrope Effekt des exogen zugefuhrten
GLP-1 [7-36-Amid] auf die erste Phase der Insulin-Sekretion antagonisiert werden.
Somit waren die Ergebnisse konform mit vorhergehenden Studien mit dem GLP-1-
Antagonisten Exendin [9-39] [Schirra et al. (1998b), Edwards et al. (1999)]. Die
erreichten Exendin [9-39] Konzentrationen im Blut lagen mit 148 + 19 nmol/l zum
Zeitpunkt 0 unter 500 pmol - kg™ - min™ und einem Steady State unter 350 pmol - kg™ -
min”' zwischen 166 + 12 nmol/l und 176 + 19 nmol/l im wirksamen
Konzentrationsbereich. Die GLP-1 Total-Konzentrationen lagen zu diesem Zeitpunkt bei
52,7 £ 13,7 pmol/l (Versuchstag C’) bzw. 60,7 =+ 4,9 pmol/l (Versuchstag D’). Grob
rechnerisch lag somit eine knapp 3000 - fach hoherer Konzentration an Exendin [9-39]
im Vergleich zur GLP-1 Total-Konzentration zum Zeitpunkt der Glukosegabe im Blut der
Probanden vor. Schon aus in vitro Studien war bekannt, dass Exendin [9-39] in
aquimolaren Konzentrationen GLP-1-vermittelte Effekte nicht antagonisieren kann. Eine
10 - fach erhdhte Konzentration reichte aber aus, um erste GLP-1-vermittelte Effekte
anteilig zu antagonisieren. In derselben Untersuchung fand sich eine ausgesprochene
Dosisabhangigkeit der antagonistischen Wirkung des Exendin [9-39] und es zeigte sich,
dass bei 100 - facher Konzentrationserhohung die GLP-1-vermittelte Wirkung auf die
Inuslinsekretion in vitro komplett antagonisiert werden konnte (Goke R. et al. 1993b). In
anderen in vitro Affinitdtsstudien zum GLP-1-Rezeptor fand sich eine mittlere
inhibitorische Konzentration (ICsg) fur GLP-1 von 0,36 nM und 3,44 nM fir Exendin [9-
39]. Somit zeigte sich ein 10 - fach hohere Affinitat des GLP-1 zum Rezeptor als die des
Exendin [9-39], was erklaren mag, dass mindestens eine 10 - fach hdhere Exendin [9-
39]-Konzentration anzustreben ist, um GLP-1-vermittelte Effekte anteilig antagonisieren
zu kénnen (Wang Z. et al. 1995). In derselben Arbeit konnte auch im Tiermodell
nachgewiesen werden, dass die antagonisierende Wirkung des Exendin [9-39]
dosisabhangig ist. So konnte ab einer 10 fach hdoheren Exendin [9-39]-Konzentration
die GLP-1-vermittelte Steigerung der Insulin-Sekretion komplett aufgehoben werden.
Aus humanen Vorstudien ist bekannt, dass eine gewahlte Exendin [9-39]-Konzentration
von 300 pmol - kg™ - min™ ausreichend ist, um GLP-1-vermittelte insulinotrope Effekte
einer exogenen GLP-1-Gabe mit einer Konzentration von 0,9 pmol - kg”' - min™ zu
antagonisieren (Schirra et al. 1998b). Eine Dosis von 30 pmol - kg™ - min™ Exendin [9-
39] war bereits in der Lage, die GLP-1-vermittelte Hemmung der Glukagon-Sekretion zu

antagonisieren (Schirra et al. 1998b). In der Summe der Betrachtungen erscheint somit
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die von uns gewahlte Dosierung fur das Exendin [9-39] mehr als ausreichend, um eine
sichere Antagonisierung der GLP-1-vermitteleten Effekte zu erreichen.

Die Insulin- und die C-Peptid-Konzentrationen nach intravendser Glukosegabe
lagen unter der kombinierten GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion auf dem
Niveau der Konzentrationen unter ausschlie3licher Placebo Infusion. Wahrend die
integrierten Anstiege Uber Basalwerte fur Insulin- und Insulin-Sekretionsrate unter der
isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion mit 952 + 132 mU " I'" - min™ und 234 + 40 pmol
kg™ - min™ signifikant hdher lagen als unter Placebo Infusion mit 408 + 68 mU - I - min™
und 103 + 13 pmol - kg'1 “min’', fand sich unter der kombinierten Infusion von GLP-1 [7-
36-Amid] und Exendin [9-39] kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu der Placebo

I min™ und 111 = 14 pmol * kg” - min™.

Infusion mit Werte von 419 + 82 mU
Insgesamt gelang es, durch die Koinfusion des Exendin [9-39] im Mittel die GLP-1-
vermittelten insulinotropen Effekte um 98% zu inhibieren.

Die vor Studienbeginn definierte erforderliche Hemmung von 75% der
insulinotropen GLP-1-vermittelten Effekte konnte nicht bei allen Probanden erreicht
werden. Insgesamt zeichnete sich eine weite Streuungsbreite des Ausmalies der
Inhibition durch Exendin [9-39] ab. So lag die prozentuale Hemmung zwischen 39% und
183%. Von besonderem Interesse ist hierbei der Proband, bei welchem lediglich eine
Hemmung von 39% der GLP-1-vermittelten insulinotropen Effekte gelang. Bei diesem
Probanden fand sich eine unterhalb des Mittelwertes liegende GLP-1 Total-
Konzentration von 36 pmol/l zum Zeitpunkt der Glukosegabe bei einer GLP-1 Total-
Mittelwert-Konzentration zu diesem Zeitpunkt von 83 + 29 pmol/l. Dennoch konnte eine
GLP-1-vermittelte Stimulation der Insulin-Sekretion nach intravenéser Glukosegabe von
135% im Vergleich zur Insulin-Sekretion unter Placebo Infusion bei diesem Probanden
nachgewiesen werden. Das kann als Ausdruck einer suffizienten insulinotropen
Wirkung der bestehenden GLP-1-Konzentrationen gewertet werden. Im Mittel konnte
bei allen Probanden eine GLP-1-vermittelte Steigerung der Insulin-Sekretion von 129 +
31% nachgewiesen werden. Als Ursache fir die unzureichende Hemmung der
insulinsekretionssteigernden Wirkung des GLP-1 durch das Exendin [9-39] bei diesem
Probanden hatte auch eine unzureichende Exendin [9-39]-Konzentration in Frage
kommen konnen. Es zeigte sich aber, dass zum Zeitpunkt der intravendsen
Glukosegabe eine Exendin [9-39]-Konzentrationen von 204 nmol/ bestimmt wurden,

wobei die mittlere Konzentration bei allen Probanden zu diesem Zeitpunkt bei 148 + 19
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nmol/l lag. Auch im weiteren Versuchsverlauf fanden sich bei dem Probanden eher
hdhere Exendin [9-39]-Konzentrationen als bei den Ubrigen Probanden, bei denen eine
zuverlassige Hemmung der GLP-1-vermittelten insulinotropen Wirkungen von > 75%
durch das Exendin [9-39] nachgewiesen werden konnten. Auch die erreichten
maximalen Blutzucker-Konzentrationen unterschieden sich an den einzelnen
Versuchstagen bei den Probanden mit Messungen zwischen 295 bis 319 mg/dl nicht
signifikant als eventuell variabler Insulin-Sekretionsstimulus. Somit ist in der
Gesamtschau der Parameter fur die im Vergleich zu den anderen Probanden
unzureichende Inhibition nicht plausibel zu erklaren. In bisherigen Publikationen finden
sich keine Hinweise auf eine hohe individuelle Schwankungsbreite der Ansprechbarkeit
auf den GLP-1-Antagonisten Exendin [9-39], so dass es sich vermutlich bei diesem
Probanden um Ausdruck einer hohen interindividuellen Variabilitat des Ausmales der
Hemmung GLP-1-vermittelter Effekte durch Exendin [9-39] handelt.

Bezuglich der Frage der GLP-1-spezifischen Antagonisierung des Exendin [9-39]
gibt es verschiedene Untersuchungsergebnisse. In den frihen in vitro und in vivo
Studien mit Exendin [9-39] wurden Erfahrungen gesammelt, die sich teils
wiedersprachen. In Untersuchungen an isolierten humanen Pankreasinselzellen zeigte
sich, dass durch Zugabe von Exendin [9-39] die GLP-1-vermittelte Steigerung der
Insulin-Freisetzung unter Wirkung einer Hyperglykdmie im Medium komplett
aufgehoben werden konnte. In derselben Arbeit zeigte sich dann unter Zugabe von GIP
zu den Zellen in einem hyperglykamischen Medium unter gleichzeitiger Exendin [9-39]
Zugabe keine Absenkung der Inuslinfreisetzung. In diesem Fall fand sich kein Hinweis
darauf, dass Exendin [9-39] die GIP-vermittelten Effekte beeinflusst (Edwards et al.
1999). In anderen Arbeiten hingegen gab es durchaus Hinweise, dass Exendin [9-39]
nicht ausschlieBlich GLP-1-vermittelte Effekte antagonisiert. Bei Untersuchungen mit
den Antagonisten Exendin [9-39] und dem spezifischen GIP-Antagonisten (Pro*)GIP-
Antagonist fanden sich bei in vitro Untersuchungen an Hamsterzellen, dass Exendin [9-
39] nicht nur die Insulin-Freisetzung unter GLP-1-Einfluss um 44% senken konnte,
sonder auch die unter GIP-Einfluss um 57%. In derselben Versuchsanordnung zeigte
sich bei (Pro®)GIP-Antagonistgabe als Ausdruck der Spezifitat dieses Antagonisten
keine Beeinflussung der GLP-1-vermittelten Effekte auf die Insulin-Konzentration. Eine
kombinierte Gabe beider Antagonisten hatten keinen additiven Effekt (Gault et al.
2003). Sollte Exendin [9-39] tatsachlich einen antagonisierenden Effekt auf GIP-
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vermittelte Effekte im menschlichen Korper haben, muissten Untersuchungen mit
Exendin [9-39] bezlglich der Funktionen und Einflisse auf den menschlichen
Organsimus durch GLP-1 kritisch betrachtet werden, da bei der Interpretation der
Ergebnisse die GLP-1-Wirkungen uberbewertet werden konnten. In der Gesamtheit
finden sich aber Uberwiegend Hinweise, dass Exendin [9-39] vorrangig GLP-vermittelte
Effekte antagonisiert. Es gab zwar bereits frihere Hinweise auf einen Einfluss von
Exendin [9-39] auf GIP-vermittelte Effekte, aber die klinische Relevanz ist fraglich. So
konnte im Tierversuch bei Ratten gezeigt werden, dass Exendin [9-39] die GIP-
Rezeptorbindung um 39% senken konnte. Trotz dieser Tatsache fanden sich aber keine
Hinweise darauf, dass dieses Phanomen einen Einfluss auf die GIP-vermittelten Effekte
hatte (Wheeler et al. 1995). Exendin [9-39] bindet mit nur sehr geringer Affinitat an den
humanen GIP-Rezeptor [Gremlich et al. (1995), Volz et al. (1995)]. In weiteren in vivo
Untersuchungen an Tieren gab es keine Hinweise darauf, dass Exendin [9-39] Einfluss
auf GIP-vermittelte insulinotrope Wirkungen hat. So hatten Exendin [9-39]-
Konzentrationen, die ausreichend den GLP-1-vermittelten insulinotropen Effekt
antagonisierten, keinen Einfluss auf den insulinotropen Effekt des GIP [Kolligs et al.
(1995), Wang Z. et al. (1995)]. Eine wichtige Erkenntnis konnte aus einer Arbeit
gezogen werden, die beschreibt, dass beim Menschen die Infusion von Exendin [9-39]
mit einer Konzentration von 300 pmol/kg/min die insulinotropen Effekte von GLP-1 um
84% senken konnte, dabei aber keinen Einfluss auf die GIP-vermittelten insulinotropen
Wirkungen einer GIP-Infusion hatte (Schirra et al. 1998b). Bei Studien an
Cardiomyozyten von Mausen zur Untersuchung von cardioprotectiven Effekten von
GLP-1 [7-36] Amid und GLP-1 [9-36] zeigte sich, dass Effekte durch GLP-1 [9-36]
ebenfalls durch Exendin [9-39] antagonisiert werden kénnen. Diese Untersuchungen
fanden an klassischen GLP-1-Rezeptor-Knock-out-Mausen (Glpr1’/" Mause) statt, so
dass es sich ausschlieBlich um GLP-1 [7-36] Amid unabhangige Effekte durch GLP-1
[9-36] handeln musste. Aus dieser Beobachtung heraus postulierten die Autoren den
Verdacht, dass Exendin [9-39] auch ein Antagonist an einem noch unidentifizierten
Rezeptor ist, welcher isolierte GLP [9-36] Wirkungen vermittelt (Ban et al. 2010).
Bezuglich der Glukohomdostase bei Menschen scheint Exendin [9-39] jedoch ein
spezifischer GLP-1-Rezeptor Antagonist ohne jegliche agonistische Komponente zu

sein. Dies konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.
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GLP-1, GLP-2 (Glucagon-like peptide 2) und Glukagon sind auf einem Gen
codiert und entstammen der posttranslationalen Prozessierung des Proglukagon
Molekuls. Somit liegt der Verdacht nahe, dass diese Hormone ahnliche Rezeptoren als
Ziel haben und das Exendin [9-39] ggf. auch die Wirkungen des GLP-2 und des
Glukagon beeinflusst (Bell 1986). GLP-2 ist im Gastrointestinaltrakt an der Steuerung
der Motilitat, der Nahrungsadsorption, der Epithelpermeabilitat, der Zellproliferation und
der Zellapoptose beteiligt (Drucker 2001). Die Rezeptoren fir die oben genannten
Hormone gehodren zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der Klasse B. Innerhalb
dieser Gruppe existieren Subgruppen der Glukagon-Rezeptor - Familie fur Glukagon,
GLP-1, GLP-2, GIP, Growth Hormone Releasing Hormone und Sekretin [Harmar
(2001), Mayo et al. (2003), Harmar (2004), Foord et al. (2005)]. Es konnte
nachgewiesen werden dass die jeweiligen Hormone mit einer Ausnahme mit hoher
Affinitat und Spezifitat ohne jegliche Kreuzreaktivitat an ihre jeweiligen Rezeptoren
binden. Lediglich Glukagon bindet auch an GLP-1-Rezeptoren, jedoch mit einer 100 —
bis 1000 - fach geringeren Affinitdt, so dass bei den physiologischen zu erwartenden
Glukagon-Konzentrationen dieses Phanomen keine Auswirkungen hat [Thorens (1992),
Fehmann et al. (1994)]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass am GLP-2 Rezeptor
weder GLP-1 noch GIP oder Exendin-4 (GLP-1-Rezeptor-Agonist) einen agonistischen
Effekt hatten (Munroe et al. 1999). Es ist daher nicht davon auszugehen, dass Exendin
[9-39] antagonistische Effekte an den anderen Rezeptoren auslbt, auch wenn dies in
der vorliegenden Arbeit nicht explizit untersucht wurde.

Der Anstieg der Glukagon-Konzentration unter der Exendin [9-39]-Infusion war in
beiden Projekten unabhangig von der GLP-1-Konzentration und der zu dem Zeitpunkt
gemessenen kapillaren Blutglukose-Konzentrationen. Der erste gemessene Anstieg
fand sich zum Zeitpunkt O vor der intravendsen Glukosegabe. Zu diesem Zeitpunkt
liefen die Exendin [9-39]-Infusionen seit 60 Minuten mit einer Konzentration von 500
pmol - kg™ - min™ (Projekt A und B). Die kapillaren Blutglukose-Konzentrationen und die
Insulin-Konzentrationen unterschieden sich zum Zeitpunkt 0 an den unterschiedlichen
Versuchstagen nicht, so dass eine Glukagon-Sekretionshemmende Wirkung durch
diese Parameter als Erklarung nicht in Frage kommt. Aus in vivo Experimenten ist
bekannt, dass GLP-1 an gesunden Probanden die Glukagon-Sekretion hemmt
[Kreymann et al. (1987), Elahi et al. (1994)]. Andererseits ergaben sich bei
tierexperimentellen in vitro Studien Hinweise, dass GLP-1 an alpha — Zellen die
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Ausschuttung von Glukagon stimulieren kann [Ding et al. (1997), Heller et al. (1997)].
Unbestritten ist, dass GLP-1 die Insulin-Sekretion steigern kann und dass Insulin in der
Lage ist, die Glukagon-Sekretion potent zu hemmen (Maruyama H. et al. 1985b).
Interessanterweise ist die Fahigkeit des GLP-1 bei C-Peptid negativen Typ-1
Diabetikern die Glukagon-Sekretion zu hemmen weiterhin nachweisbar (Creutzfeldt et
al. 1996), so dass eine ausschlieBliche Hemmung der Glukagon-Sekretion durch
Steigerung der Insulin- Konzentrationen durch das GLP-1 als Erklarung nicht ausreicht.
Zumal in dieser Arbeit ein Effekt zu einem Glukagon-Anstieg gefuhrt haben muss, der
durch  Hemmung eines GLP-1 vermittelten Prozesses unabhangig von der
Inuslinkonzentrationen auftrat. Es wird vermutete, dass GLP-1 die Glukagon-Sekretion
indirekt Uber eine Steigerung der Somatostatin-Konzentration hemmt. GLP-1 vermittelt
eine Stimulation der Somatostatin sezernierenden Zellen des Pankreas und Uber
parakrine Interaktionen kommt es zu einer Hemmung der Glukagon-Sekretion [@rskov
et al. (1988), Fehmann 1995)]. Im weiteren zeigte sich in Studien, dass die Glukagon-
Sekretion bereits durch basale GLP-1-Konzentrationen im Nuchternzustand gehemmt
werden kann [Schirra et al. (1998b), Schirra et al. (2006)]. Durch die Aufhebung dieser
GLP-1-vermittelten Mechanismen ist der Anstieg der Glukagon-Konzentration unter
dem Einfluss des Exendin [9-39] zu sehen. Der hemmende Effekt des GLP-1 auf die
Glukagon-Sekretion ist abhangig von der Glukose-Konzentration im Blut. Sinken die
Glukose-Konzentrationen unter einen Schwellenwert, kann die Glukagon-Sekretion trotz
GLP-1-Einflusses ansteigen, um den Blutzucker im Rahmen einer Gegenregulation
anheben zu konnen (Nauck et al. 2002). Diesen Effekt sehen wir auch in der
vorliegenden Arbeit in Projekt B am Tag der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion. An
diesem Tag kommt es 50 Minuten nach der intravendsen Glukosegabe trotz
supraphysiologischen GLP-1-Konzentrationen zu einem Anstieg der Glukagon-
Konzentration als Reaktion auf die abgesunkenen Plasmaglukose-Konzentrationen.
Einschrankend muss bei der Interpretation der vorliegenden Daten bertcksichtigt
werden, dass nach neueren Untersuchungen der verwendete Assay zur Bestimmung
der Glukagon-Konzentrationen eine Kreuzreaktivitdt von < 0,01% zu Exendin [9-39]
aufweist. Dieses war zum Zeitpunkt der Untersuchung und Durchfihrung der
laborchemischen Analysen noch nicht bekannt. Somit sind bei der Bestimmung der
Glukagon-Konzentration falsch zu hoch gemessene Werte zu erwarten. Zur

Einschatzung des Ausmalles der Abweichung zur realen Konzentration ist ein
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Korrekturfaktor berechnet worden. Bei Anwendung dieses Faktors konnte gezeigt
werden, dass bei einer Exendin [9-39]-Konzentration von 200 nmol/l in dem
verwendeten Glukagon-Assay eine Exendin [9-39]-Konzentration von 26,5 pmol/I
bestimmt werden wirde. Es ist somit denkbar, dass die bestimmten Konzentrationen
des Glukagons nach Beginn der Exendin [9-39]-Infusion Uberwiegend Folge dieser
Kreuzreaktivitat sind und eher die Erhdhung der Exendin [9-39]-Konzentrationen
wiedergeben. Leider lagen aus dieser Versuchreihe keine Plasmareserven vor, um
Glukagon-Konzentrationen mit einem anderen Assay bestimmen zu lassen. Bei
zukunftigen Untersuchungen sollte auf den Einsatz dieses Assay zur Glukagon-
Konzentrationsbestimmung verzichtet werden, um objektive Ergebnisse zu erhalten.

Die vorliegende Arbeit bietet somit keine neuen Erklarungsansatze fiur die GLP-
1- vermittelte Hemmung der Glukagon-Sekretion, und Somatostatin-Spiegel wurden
nicht bestimmt. Es konnten aber die Beobachtungen aus den vorhergehenden Studien
bestatigt werden und gezeigt werden, dass durch Exendin [9-39] dieser GLP-1-
vermittelte Effekt auf die Glukagon-Sekretion scheinbar suffizient antagonisiert werde
konnte. Das kann als Hinweis gewertet werden, dass Exendin [9-39] neben der
insulinotropen Wirkung auch weitere Wirkungen von endogenem GLP-1 hemmen kann.

Ein zusatzlicher Hinweis darauf, dass Exendin [9-39] zuverlassig weitere
endogene GLP-1-vermittelte Effekte antagonisiert, fand sich in jungeren Studien. Es
konnte gezeigt werden, dass auch die GLP-1-vermittelten, hemmenden Wirkungen auf
die antroduodenale Motilitat im Fasten- und im postprandialen Zustand durch Exendin
[9-39] in einer Dosierung mit 300 pmol - kg'1 “min” antagonisiert wurden (Schirra et al.
2006).

Im Rahmen der Untersuchungen zur Wirkung von GLP-1 und dessen Metabolite
am kardiovaskularen System wurde haufig die Vermutung gedullert, dass noch weitere
Rezeptoren zur Vermittlung der GLP-1-Effekte existieren mussten. Es ist bekannt, dass
GLP-1-Rezeptoren sowohl im menschlichen Herz als auch in zentralnervésen Regionen
vorkommen, die die autonome kardiale Kontrolle beeinflussen. [Bullock et al. (1996),
Yamamoto et al. (2002), Nakagawa et al. (2004), Nikolaidis et al. (2004a)]. Auch wenn
in der vorliegenden Arbeit weder unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion noch
unter der kombinierten Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39]
Veranderungen an den Kreislaufparametern zu erkennen war so weisen doch

Ergebnisse aus Voruntersuchungen darauf hin, dass GLP-1 einen Wirkeffekt im
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kardiovaskuldren System hat. Uber welche Rezeptoren und in welchen Regionen die
GLP-1-Wirkungen im kardiovaskularen System vermittelt werden, ist weiterhin im Fokus
des Interesses. GLP-1-Rezeptoren konnten immunhistochemisch auch in
Kardiomyozyten, in Endothelzellen der Koronarien und GefalRen und in glatter
Muskulatur nachgewiesen werden (Ban et al. 2008). Bei Ratten induziert eine
intravendse GLP-1-Gabe einen Anstieg des systolischen und diastolischen Blutdruckes
und steigert die Herzfrequenz (Barragan et al. 1994). Denselben Effekt entdeckten
weitere Arbeitsgruppen. Da der Anstieg des Blutdruckes nicht durch zentralnervos
wirkende Antihypertensiva limitiert werden konnte, nahm man eine direkte Wirkung von
GLP-1 an den GLP-1-Rezeptoren am Herzen und im Gefallsystem an (Ahrén 2004).
Andererseits fand sich sowohl bei intravendser - peripherer Gabe, als auch bei rein
zentraler Applikation von GLP-1 bei Ratten in beiden Fallen ein Anstieg des Blutdruckes
und der Herzfrequenz, so dass eine ausschliel3liche direkte Wirkung am Herzen wieder
unplausibel erscheint (Yamamato et al. 2002). Neben den Einflissen auf die
Kreislaufparameter zeigten sich weitere Effekte von GLP-1 an geschadigten Herzen. In
tierexperimentellen Studien zeigte sich bei Hunden mit induzierter dilatativer
Kardiomyopathie nach GLP-1-Gabe eine verbesserte Ejektionsfraktion, ein geringerer
linksventrikularer enddiastolischer Druck, eine verbesserte Insulin-Sensitivitat und eine
erhohte Glukose-Aufnahme in die Myozyten (Nikolaidis et al. 2004b). Beim Menschen
mit Herzinsuffizienz zeigte sich unter GLP-1-Gabe ebenfalls eine Verbesserung der
linksventrikularen Auswurfleistung und eine klinische Verbesserung, ohne dass
Blutdruck oder Herzfrequenz beeinflusst worden waren. Dies wurde als Hinweis
gewertet, dass GLP-1 noch andere Wirkansatze habe muss als eine reine Steigerung
der Inotropie oder Chronotropie (Sokos et al. 2006). Da sich in Tierversuchen zeigte,
dass GLP-1-Gaben vor induziertem Myokardinfarkt das Infarktgebiet in der Ausdehnung
starker begrenzte als in der Placebogruppe (Bose et al. 2005), wurden vergleichbare
Studien auch bei Patienten mit Herzinfarkt durchgefuhrt (Nikolaidis et al. 2005b). In
diesen Humanstudien zeigte sich, dass die GLP-1-Gabe tUber 72 Stunden nach erfolgter
Reperfusion bei einem Patienten mit Herzinfarkt und zuvor eingeschrankter
linksventrikularer Funktion die linksventrikuldre Funktion verbessern konnte, die
regionalen Wandbewegungsstorungen in der Periinfarktzone senken konnte und die
Krankenhausaufenthaltsdauer verkirzen konnte (Nikolaidis et al. 2004a). Diese Effekte

waren unabhangig von den Kreislaufparametern und sowohl bei Diabetikern als auch
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Nichtdabetikern nachzuweisen. Bei Patienten, die sich einer Bypass Operation
unterziehen mussten, konnte der Bedarf an inotropen Substanzen und der Insulin-
Bedarf durch GLP-1-Gabe vermindert werden, was wiederum Ausdruck einer direkten
inotropen GLP-1-Wirkung sein kann (Sokos et al. 2007). Es bleibt weiterhin unklar, ob
die kardioprotektiven GLP-1-Wirkungen direkt Uber den bekannten GLP-1-Rezeptor
vermittelt werden oder indirekt durch eine Verbesserung der Glukose-Homoostase und
Insulin-Wirkung oder durch komplett alternative Wege hervorgerufen werden. In den
Fokus des Interesses bezuglich der Wirkung von GLP-1 zur Kardioprotektion ruckt ein
Metabolit des GLP-1 Stoffwechsels. GLP-1 [7-36-Amid] wird im menschlichen
Organismus rasch durch die DPP 4 N-terminal zu GLP-1 (9-36) metabolisiert (Mentlein
et al. 1993). Auch wenn GLP-1 (9-36) scheinbar auf die Glukose-Homoostase keinen
Einfluss hat, so weisen Studienergebnisse auf Wirkungen am Herz-Kreislaufsystem hin.
Bei gesunden Menschen und bei Diabetikern hat GLP-1 (9-36) keinen Einfluss auf die
Blutglukose- und Insulin-Konzentrationen [Vahl et al. (2003), Zander et al. (2006)]. Auch
bindet GLP-1 (9-36) nicht an den bekannten GLP-1-Rezeptor [Deacon et al. (1995a),
Kieffer et al. (1995)]. Aber bei Hunden mit induzierter dilatativer Kardiomyopathie
konnte GLP-1 (9-36) die linksventrikulare Funktion verbessern und die myokardiale
Glukose-Aufnahme steigern (Nikolaidis et al. 2005a). An Rattenherzen mit induzierten
Ischamieschaden konnte GLP-1 (9-36) die linksventrikulare Funktion stabilisieren,
jedoch nicht das Infarktareal begrenzen oder verkleinern (Sonne et al. 2008). Um die
Bedeutung von GLP-1 am kardiovaskularen System besser zu verstehen, wurden
Untersuchungen an Mausen begonnen, welche keine der bekannten GLP-1-Rezeptoren
exprimierten (Glp1r/) (Gros et al. 2003). Bei derartigen Mausen fand sich unter einer
GLP-1-Infusion nach einem Ischamie-Reperfusionsschaden dieselbe Verbesserung des
linksventrikularen Drucks wie bei Mausen mit vorhandenem GLP-1-Rezeptor. Die Gabe
des GLP-1-Rezeptor-Agonisten Exendin-4 bewirkte in diesem Fall keine Besserung bei
den Glp1r/Mausen. Daraus konnte abgeleitet werden, dass hier ein Wirkmechanismus
unabhangig vom bekannten GLP-1-Rezeptor bestehen musste und es zeigte sich, dass
dieser am ehesten durch den Metaboliten des GLP-1-Stoffwechsels GLP-1 (9-36)
vermittelt wird (Ban et al. 2008). Insgesamt wurde aus den Ergebnissen die Mdglichkeit
einer Vermittlung der kardioprotektiven GLP-1-Wirkungen Uber zwei Wege postuliert:
Zum einen durch die direkte GLP-1-Rezeptor vermittelte inotrope Wirkung, die

Steigerung der myokardialen Glukose-Aufnahme, die milde vasodilatorische Funktion
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und die allgemeine Verbesserung der Glukose-Homoostase. Zum anderen durch die
GLP-1-Rezeptor unabhangige kardioprotektive Wirkungen vermittelt durch z.B. GLP-1
(9-36). Auch in weiterfihrenden Studien konnte gezeigt werden, dass GLP-1 (9-39)
kardioprotektive Funktionen ausubt, die Uber andere Rezeptoren vermittelt werden
mussten. Insbesondere die Erkenntnis, dass durch Exendin-4 als sehr potenten GLP-1-
Rezeptor-Agonisten nicht alle kardioprotektiven Wirkungen erreicht wurden, die mit
GLP-1 (9-36) erzielt werden konnten, fiuhrt zu der Annahme, das alternative
Wirkmechanismen zu den klassischen GLP-1-Rezeptor existieren missen. Uber welche
Rezeptoren und Uber welche konkreten Mechanismen muss weiter differenziert
untersucht werden. In diesem Zusammenhang sind juingeren Arbeiten mit Hinweisen
hilfreich, dass Exendin [9-39] GLP-1 (9-36)-vermittelte Effekte antagonisieren kann (Ban
et al. 2010). Es besteht also der Verdacht, dass Exendin [9-39] auch ein Antagonist an
der Rezeptorklasse ist, welche die GLP-1 (9-36)-Effekte vermittelt. Dies kdnnte man

sich fur weitere Studien am Herz-Kreislauf-System zu nutze machen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Untersuchungen mit
intravendser GLP-1 [7-36-Amid]-Gabe der Infusionslosung Albumin zugesetzt werden
sollte, um vorhersagbare, kalkulierbare und ausreichende GLP-1-Konzentrationen
aufbauen zu konnen. Bei der intravenésen Gabe von GLP-1 [7-36-Amid] ohne den
Zusatz von Albumin in das Infusionssystem konnten in dieser Arbeit keine
ausreichenden GLP-1-Konzentrationen aufgebaut werden, um einen verstarkten
insulinotropen Effekt nach intravendser Glukosegabe zu bewirken. Aus diesem Grund
konnte in diesem Versuchsaufbau auch die Wirksamkeit eines GLP-1-Antagonisten
nicht hinreichend geprift werden. Auch wenn die GLP-1-Konzentrationen im
Infusionssystem vor und nach der intravendsen Gabe nicht analysiert wurden und daher
mogliche Erklarung nur theoretischer Natur sind, waren die Unterschiede im Vergleich
zu den GLP-1-Konzentrationen nach intravenéser GLP-1 [7-36-Amid] mit
Albuminzusatz derart eklatant, dass RUckschlisse auf die Ursache doch legitim
erscheinen. Am ehesten handelte es sich um Bindungsverluste im Infusionssystem
durch eine verstarkte Bindung des Peptids GLP-1 [7-36-Amid] an den
Kunstoffoberflachen. War die Infusionsldsung bei der Zubereitung und der intravendsen
Gabe jedoch mit Albumin versetzt, konnten hinreichende GLP-1-Konzentrationen
wahrend der Versuchstage aufgebaut werden, die insulinsekretorische Antwort auf eine
Glukose-Belastung GLP-1-vermittelt gesteigert werden und demzufolge auch der GLP-
1- Antagonist Exendin [9-39] hinreichend auf seine Wirksamkeit geprift werden. Als
ursachlich hierfir sind vorrangig geringere Bindungsverluste im Infusionssystem zu
sehen, da die Kunststoffoberflachen bereits durch das Albumin starker abgesattigt
waren. Es ist daher zuklnftig darauf zu achten, dass bei Versuchsaufbauten mit
intravenésen GLP-1 [7-36-Amid]-Infusionen MalRnahmen ergriffen werden, die
Kunststoffoberflachen des Infusionssystems abzusattigen, damit humane Experimente
nicht unnotig wegen mangelnder Wirksamkeit oder unzureichender Konzentration des
Substrates wiederholt werden mussen.

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass unter der Berlcksichtigung der
Zugabe von Albumin zu der Infusionslésung unter einer Dosierung von 1 pmol * kg™ -
min” schon nach 15 Minuten hohe, wirksame GLP-1-Konzentrationen aufgebaut
werden konnen. Sie lagen unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 83 + 29,4
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pmol/l und unter kombinierter Infusion mit GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] bei
137,5 + 25,2 pmol/l. Nach Reduktion der Dosis auf 0,5 pmol * kg™ - min™ im weiteren
Versuchsverlauf fand sich unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion ein Steady State
zwischen 52,7 £ 13,7 pmol/l und 54,3 + 12,7 pmol/l, unter kombinierter Infusion mit
GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin [9-39] zwischen 60,7 + 4,9 pmol/l und 67,2 + 13,1
pmol/l. Zu allen Zeitpunkten wurden die angestrebten supraphysiologischen GLP-1-
Konzentrationen erreicht. Durch die supraphysiologischen GLP-1-Konzentrationen
wurde die insulinsekretorische Antwort auf die intravendse Glukosegabe an dem
Versuchstag mit der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion deutlich gesteigert. Dagegen
konnte am Versuchstag der kombinierten Infusion von GLP-1 [7-36-Amid] und Exendin
[9-39] dieser insulinotrope Effekt des GLP-1 durch den Antagonisten potent gehemmt
werden, obwohl die gemessenen GLP-1-Konzentrationen an den beiden Versuchstagen
vergleichbar waren. Die Insulin-Sekretion lag unter der kombinierten Infusion von GLP-1
[7-36-Amid] und Exendin [9-39] auf dem Niveau des Placebo Versuchstages. Diese
Tatsache fand sich in den integrierten Anstiegen Uber Basalwerte fir die Insulin-
Sekretion und die Insulin-Konzentration in der ersten Phase der Insulin-Sekretion
wieder. Die integrierten Werte fur die erste Phase der Insulin-Sekretion lagen unter der
isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion bei 234,2 + 40,6 pmol - kg'1 ' min'1, wohingegen
unter der kombinierten GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion Werte von
111,4 + 14,0 pmol - kg™ - min™ und unter NaCl 0,9 %-Infusion Werte von 103,2 + 13,1
pmol - kg™ - min™ vorlagen. Fiir die Insulin-Konzentration fanden sich korrespondierend
damit unter der isolierten GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion Werte von 952 + 132,7 mU I""'min’
' wohingegen unter der kombinierten GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin [9-39]-Infusion
Werte von 419,8 + 82,3 mU I"'min”" und unter NaCl 0,9 %-Infusion Werte von 408,4 +
68,6 mU I"'min™" vorlagen. In der Summe kénnen die Ergebnisse als Ausdruck einer
potenten Antagonisierung der GLP-1-vermittelten insulinotropen Wirkungen durch den
GLP-1-Antagonisten Exendin [9-39] gewertet werden. Es wurde der Nachweis erbracht,
dass Exendin [9-39] in der in diesem Versuchsaufbau verwendeten Dosierung die GLP-
1-induzierte Steigerung der insulinsekretorischen Antwort auf eine intravenése Glukose-
Belastung antagonisieren kann. Das zuvor definierte Ziel von 75%-iger Inhibition der
GLP-1-vermittelten inuslinotropen Wirkung durch Exendin [9-39] konnte nicht bei allen
Probanden erreicht werden. Es gab aber keinen ,Non Responder auf Exendin [9-39]

und eine Inhibition in variabler Auspragung liel3 sich bei allen Probanden nachweisen.
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Es konnte bestatigt werden, dass auch der die Glukagon-Konzentration regulierende
und senkende Effekt des GLP-1 durch die Gabe von Exendin [9-39] aufgehoben
werden konnte. So zeigte sich am Versuchstag der kombinierten Gabe von GLP-1 [7-
36-Amid] und Exendin [9-39] schon kurz nach Beginn der Exendin [9-39]-Infusion ein
signifikanter Anstieg der Glukagon-Konzentrationen und diese blieben bis zum Ende
der Infusion bestehen. Wobei in diesem Fall fur die Interpretation der Daten die
Kreuzreaktivitat des verwendeten Glukagon-Assays mit Exendin [9-39] berlcksichtigt
werden muss. Es ist durchaus denkbar, dass aufgrund der Kreuzreaktivitat des Assay
vorrangig die steigende Exendin [9-39]-Konzentration gemessen wurde. Die Beurteilung
und Bewertung der Glukagon-Ergebnisse sind daher unter Vorbehalt zu betrachten.
Somit konnte in der Summe die aus Voruntersuchungen bekannte insulinotrope
Wirkung des GLP-1 bestatigt werden. AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass
Exendin [9-39] in der in dieser Arbeit gewahlten Dosierung ein potenter Antagonist am
GLP-1-Rezeptor ist, der den isulinotropen Effekt des GLP-1 auch unter
supraphysiologischen GLP-1-Konzentrationen ausreichend hemmen kann. Es ist daher
davon auszugehen, dass Exendin [9-39] auch weitere GLP-1-Rezeptor-vermittelte
Effekte im menschlichen Korper antagonisieren kann und vermutlich auch noch an
weitere, bisher nicht bekannte Rezeptoren binden kann. Dahingehend sind weitere

Untersuchungen in Zukunft erforderlich.
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6. Anhang: Tabellen 1A-3A, Gleichungen 1A-5A, Abbildungen 1A-5A

Tabelle 1A: Probanden-Charakteristika; MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung

Parameter Einheit MW £ SD Spanne aller Werte: Normal-
‘Range” bereich
Projekt A Projekt B Projekt A Projekt B
Geschlecht m/w S5m/1w | 4m/2w - -
Alter Jahre 47+ 8 45+ 12 40 - 61 31-58 -
Gewicht kg 80,9+13,6|73,1+123| 62,7-95,5 | 62,8 -96,5 -
GroRe cm 176,7 + 175,8 + 172 - 183 155 - 196 -
4,8 13,8
Body-Mass kg/m? | 259+42 | 235+1,9 20 - 32 21-26 18- 25
Index
Blutdruck mmHg 11919 121+ 11 135-110 135-110 <140
systolisch
Blutdruck mmHg 767 81+ 90 90-70 95-70 <90
diastolisch
Puls /min 632 62+ 10 60 - 64 52 - 80 50 - 100
Blutzucker mg/dl 879 8510 78 -99 67 - 97 <100,0
ndchtern
HbA ¢ % 52+0,3 53+0,1 4,7-5,5 51-55 <6,0
Hamoglobin g/dl 149+08 | 145+1,3 | 13,8-16,1 | 12,9-16,3 14,0 —
18,0
Erythrozyten /pl 51+0,3 53+0,7 47-5,6 4,4 -6,1 4,2-6,3
MCV fl 941+34 | 90,3+6,4 | 885-97,9 | 77,9-94,8 82,0 -
101,0
MCH pg 293+1,0 | 27,8+2,3 | 27,9-30,7 | 23,4-29,3 27,0 -
34,0
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Fortsetzung Tabelle 1A: Probanden-Charakteristika;

Standardabweichung

MW

Mittelwert, SD =

Parameter Einheit MW £ SD Spanne aller Werte: Normal-
‘Range” bereich
Projekt A | Projekt B Projekt A Projekt B
Thrombozyten | x10%/ul | 225 + 41 287 £ 46 165 - 267 225,0 - 140,0 —
337,0 440,0
Leukozyten /nl 59+1,1 6,4 +1,1 49-7,3 51-7,7 4,3-10,0
Kalium mmol/l | 46+0,2 | 45+0,3 4,4-5,0 4,1-5,1 3,5-5,5
Natrium mmol/l | 142 £ 1 144 £ 2 140 - 143 141 -146 | 136 — 148
Chlorid mmol/l | 104 £ 1 103 +3 102 - 105 100 — 108 80 -120
HDL- mg/dl | 46+ 11 60 + 20 36 - 61 38 — 86 40 -60
Cholesterin
LDL- mg/dl | 122+20 | 119144 87 - 146 44 — 169 <150,0
Cholesterin
Bilirubin mg/dl | 0,5+0,2 | 0,6+0,3 0,3-0,9 0,3-1,1 0,2-1,0
gesamt
Protein g/dl 76+02 | 7404 73-79 7,0-8,0 6,4 —8,2
gesamt
Triglyceride mg/dl | 118 £53 | 124+ 70 65 - 217 47 - 242 50 - 150
Cholesterin mg/dl | 193 +£30 | 204 +53 140 - 210 105 - 260 0-200
gesamt
LDH u/l 154 £+ 14 | 152128 138 - 172 108 - 182 | 100-190
v-GT u/l 26+ 8 24 1+ 2 17 - 40 21 -27 5-85
Calcium mg/dl | 9.2+0,2 | 9,1+0,2 8,8-9,3 8,9-9,2 8,5-10,1
Kreatinin mg/dl | 0,9 0,1 09+0,2 0,8-1,2 0,7-1,1 06-1,3
Alpha- u/l 75+ 50 85+ 33 28 - 139 51-133 28 — 100
Amylase
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Fortsetzung Tabelle 1A: Probanden-Charakteristika;

Standardabweichung

MW =

Mittelwert, SD =

Parameter | Einheit MW £ SD Spanne aller Werte Normal-
‘Range” bereich
Projekt A | Projekt B Projekt A Projekt B
Albumin g/l 46,5+ 21 46+ 3 45 - 51 42 — 51 35-52
Alkalische U/l 78 £ 11 87 £ 24 63 -93 61 -129 50 - 136
Phosphatase
Organisches | mg/di 2905 3,56+£0,5 2,3-3,5 28-4,1 25-49
Phosphat
ALT U/l 2915 26 £ 10 21-34 20 - 46 30 - 65
AST U/l 2113 17+3 17 - 25 12 — 21 15 - 37
Harnsaure mg/dl 52+1,2 52+0,5 3,4-6,7 43-56 2,6-6,0
Kreatinkinase u/l 122 £ 55 122 £ 40 75-194 68 — 192 21 -232
Lipase U/l 260 £ 53 243 £ 23 205 - 359 221 -278 | 114 - 286
Harnstoff mg/dl 26 £ 10 30+ 4 16 - 44 27 - 37 15-38

Tabelle 2A: Mdgliche Infusionsabfolgen in Abhangigkeit zur Randomisierung (Projekt

A)

Randomisierung

1. Versuchstag

2. Versuchstag

3. Versuchstag

4. Versuchstag

1 GLP-1 Placebo GLP-1 + | Exendin[9-39]
Exendin[9-39]
2 Exendin[9-39] | GLP-1 Placebo GLP-1 n
Exendin[9-39]
3 GLP-1 + | Exendin[9-39] | GLP-1 Placebo

Exendin[9-39]
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Tabelle 3A: Mogliche Infusionsabfolgen in Abhangigkeit zur Randomisierung (Projekt
B)

Randomisierung | 1. Versuchstag | 2. Versuchstag | 3. Versuchstag
1 GLP-1 Placebo GLP-1 +
Exendin[9-39]
2 Placebo GLP-1 + | GLP-1
Exendin[9-39]
3 GLP-1 + | GLP-1 Placebo
Exendin[9-39]

Gleichung 1A:
Formel zur Berechnung des Bedarfs an Basis GLP-1 [7-36-Amid] fur die Infusionen mit
GLP-1 an den Versuchstagen C und D (Projekt A):

_ 05 pmolxB(kg)x60 min x3297,7 gx50ml

Y (ml
(mh) kgx min xémlIxmolx25ug / ml

Y (ml) = B (kg) x 0,032977 mi/kg

Gleichung 2A:

Formel zur Berechnung des Bedarfes an Basis-Exendin [9-39]-L6sung zur Herstellung
der Exendin [9-39]-Infusion am Versuchstag D und D’ (Projekt A und Projekt B):

_ L18(mg/ml)x1,02x50(ml)

C(ml)

5(mg/ml)
C(ml) = 12,0 ml
Gleichung 3A:

Gleichung zur Berechnung der Flussrate (Y) fiir 500 pmol - kg™ - min™ Exendin [9-39] an
Versuchstag D und D’ (Projekt A und Projekt B):

0,1(ml / min)xB(kg)

Y (ml/min) = oK
g
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Gleichung 4A:
Gleichung zur Berechnung der Flussrate (Z) fiir 350 pmol - kg™ - min™ Exendin [9-39] an
Versuchstag D und D’ (Projekt A und Projekt B):

Y (ml/ min)x350( pmol)

Z (ml/min) = 500( pmol)

Gleichung 5A:
Formel zur Berechnung des Bedarfs an Basis GLP-1 [7-36-Amid] fur die Infusionen mit
GLP-1 an den Versuchstagen C’ und D’ (Projekt B):

_ 05 pmolxB(kg)x60 min x3297,7gx50ml

Y (ml
(mb) kgx min x10mIxmolx25ug / ml

Y (ml) = B (kg) x 0,0197862 ml/kg
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Abbildung 1A: Vergleichende Ubersichtsdarstellung der Diagramme aus Projekt A und
C-Peptid-

Projekt B fur Blutglukose-,
Sekretionsraten.
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Abbildung 2A: Vergleichende Ubersichtsdarstellung der Diagramme aus Projekt A und
Projekt B fir Glukagon-, GLP-1 Total-, Exendin [9-39]- Konzentrationen und GLP-1
Intakt (Projekt B).
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Abbildung 3A: Vergleichende Ubersichtsdarstellung der Diagramme aus Projekt A und
Projekt B fur integrierte Anstiege Uber Basalwerte fur Insulin- Konzentration und Insulin-

Sekretionsrate.
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Abbildung 4A: Vergleichende Ubersichtsdarstellung der Diagramme aus Projekt A und
Projekt B flir die individuelle, prozentuale Stimulation der ersten Phase der Insulin-
Sekretion unter isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion, die individuelle Hemmung der
GLP-1-vermittelten insulinotropen Effekte durch Exendin [9-39] und die individuellen

Insulin-Sekretionsraten der einzelnen Probanden an den einzelnen Versuchstagen.
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Abbildung 5A: Vergleichende Darstellung der GLP-1 Total-Konzentrationen unter
isolierter GLP-1 [7-36-Amid]-Infusion und kombinierter GLP-1 [7-36-Amid]- und Exendin
[9-39]-Infusion in Projekt A und Projekt B.
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