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1 Einleitung

Grundlage der Insulintherapie bei Patienten mit insulinabhidngigem Diabetes mellitus
ist der Versuch, die physiologischen Verhiltnisse durch exogene Zufuhr von Insulin
zu imitieren. Die moderne, intensivierte Insulintherapie versucht den physiolo-
gischen Verlauf der im Blut zirkulierenden Insulinkonzentration moglichst identisch
nachzuahmen. Mit der Gabe eines Verzogerungsinsulins wird der basale Bedarf und
durch die variable Applikation von kurzwirkendem Insulin zu den Mabhlzeiten die
prandial notwendige Menge an Insulin substituiert [1, 2, 3, 4]. Die Therapieziele
Normoglykdamie sowie bestmogliche Lebensqualitit und eine moglichst niedrige
Rate an Akut- und Spitkomplikationen konnen mit diesem Therapiekonzept erreicht
werden [5]. Das Verhiltnis von kurzwirkendem und Verzogerungsinsulin kann
entsprechend dem Zeitpunkt der Applikation, der geplanten Kalorienaufnahme, der
physischen Aktivitdt und anderen den Patienten individuell betreffenden Faktoren
variiert werden. Um die Anzahl der notwendigen Insulininjektionen so gering wie
moglich zu halten, werden die beiden unterschiedlichen Insulintypen (kurzwirkendes
Insulin und Verzogerungsinsulin) auch als bereits fertiges Gemisch kommerziell
angeboten. Vorgefertigte Mischinsulinpridparate sind in der Therapie des insulin-
pflichtigen Diabetes mellitus (IDDM) die am héaufigsten verwendeten Insulin-
formulierungen. Sie gewéhrleisten mit den kurzwirkenden Insulinanteilen des Misch-
insulins eine gute postprandiale Kontrolle der Blutglukosekonzentration und mit den

Anteilen des Verzogerungsinsulins eine ausreichende basale Insulinsubstitution.

Insulin besteht aus einer 21 Aminosduren langen A-Kette und einer 30 Aminosduren
langen B-Kette. Beide Ketten sind durch zwei Disulfidbriicken miteinander
verbunden. Insulin-Monomere assoziieren abhingig vom pH-Wert, Ionisierungsgrad
und der Proteinkonzentration zu Dimeren und Hexameren [6]. An dieser selbstindig
ablaufenden Reaktion ist die Aminosdure Prolin an Position 28 am C-terminalen
Ende der B-Kette beteiligt [7]. Entfernt oder ersetzt man das Prolin an dieser Stelle,
so ist die Selbstassoziationstendenz der Insulinmolekiile stark reduziert. Bei Insulin
Lispro (Lys [B28], Pro [29]), einem rasch wirkendem Insulinanalogon, ist Prolin an
Position 28 der B-Kette mit Lysin an Position 29 vertauscht. Dieser Austausch der
Aminosduren reduziert das Auftreten von Dimeren und Hexameren bei Insulin

Lispro-Molekiilen um den Faktor 300 [8]. Insulin Lispro (Humalog®) assoziiert



trotzdem zu Hexameren, die allerdings nach der s.c. Injektion rasch zu Insulin-
monomeren zerfallen, was eine schnellere Absorption aus dem Gewebe zur Folge hat
[9]. Im Vergleich mit kurzwirkendem Humaninsulin fiihrt die subkutane Injektion
von Insulin Lispro zu einem verdnderten Zeit-Wirk-Profil, mit einem schnelleren
Wirkungsbeginn und einer kiirzeren Wirkdauer [10, 11, 12]. In der praktischen
Therapie hebt dies die Notwendigkeit des Spritz-EB-Abstandes auf. Diese positiven
Eigenschaften von Insulin Lispro, kombiniert mit denen eines Verzogerungsinsulins,

ermoglichen es, den Patienten weiter verbesserte Therapiemoglichkeiten anzubieten.

Neutrales Protamin Hagedorn-Insulin (NPH-Insulin) ist ein Verzégerungsinsulin, das
mit kurzwirkenden Insulinformulierungen vermischt werden kann, ohne daf sich die
pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften eines der beiden
Mischungspartner dndert [1]. Bei der Mischung von Insulin Lispro mit NPH-Insulin
kommt es allerdings bei entsprechend langer Lagerungszeit zu einem partiellen
Austausch des in Losung befindlichen kurzwirkenden Insulinanalogons und des
Protamin-gebundenen Humaninsulins [13]. Um dies zu verhindern, wurde eine
Protamin-gebundene Formulierung mit Insulin Lispro entwickelt (Neutral Protamin
Lispro [NPL-Insulin]), welche dhnliche Eigenschaften wie NPH-Insulin aufweist
[14]. Die Verwendung von NPL-Insulin fiir Mischinsuline aus Insulin Lispro und
NPL-Insulin ermoglicht iiber Jahre hinweg die problemlose Lagerung eines solchen

Gemisches [15].

Zwei nur in ihrem Mischungsverhiltnis von Insulin Lispro zu NPL-Insulin
differierende Formulierungen wurden entwickelt: Low Mixture (LM) mit einem
Verhiltnis von 25% Insulin Lispro zu 75% NPL-Insulin und Mid Mixture (MM) mit
einem Verhiltnis von 50% Insulin Lispro zu 50% NPL-Insulin. Eine mit diesen
Mischinsulinen und gesunden Probanden durchgefiihrte frithere Studie (Heise
[1998]) hat gezeigt, da} jede dieser Formulierungen charakteristische und sich unter-
scheidende pharmakokinetische und glukodynamische Profile aufweist [16]. Obwohl
deutliche Unterschiede in der Pharmakokinetik und der Glukodynamik zwischen den
beiden Insulinmischungen bei gesunden Probanden gezeigt wurden, wurde dies noch

nicht in einer Studie mit Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 nachgewiesen.



Ziel dieser klinisch-experimentellen Studie war es, die pharmakodynamischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften der vier Insulinformulierungen LM, MM, NPL-
und NPH-Insulin bei Patienten mit insulinabhéngigem Diabetes mellitus zu unter-

suchen.



2 Methodik

2.1 Patienten

13 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1, elf Méanner und zwei Frauen, wurden fiir
diese Studie rekrutiert. Ein Patient war afrikanischer Abstammung (Nr. 9, OOS), der

Rest Kaukasier. Eine Ubersicht der Patientendaten gibt Tabelle 1.

Tabelle 1 Patientendaten

Patient |Initialen | Alter | Sex | Diabetes- | Grofle | Gewicht BMI
Nr. (Jahre) dauer (cm) (kg) (kg/m?)
(Jahre)
1 SLE 23 m 17 192 88,0 23,9
2 00S 29 m 7 185 79,0 23,1
3 HDI 37 m 19 192 93,0 25,2
4 JFI 38 m 17 191 91,0 24.9
5 KKR - m - - - -
6 JKA 36 m 15 183 83,0 24,8
7 FKL 32 m 16 170 65,0 22,5
8 SKL 31 w 12 163 60,0 22,6
9 00S 32 m 13 192 96,0 26,0
10 RSO 43 w 23 163 74,0 27,9
11 UFR 28 m 16 174 74,9 25,4
12 GGR 32 m 13 187 81,7 234
13 UPF 29 m 17 179 72,0 22,5
Median 32,6 15,4 181 80,0 24,3
SD 5,2 3,8 11 11,1 1,7
Min. 23 7 163 60,0 22,5
Max. 43 23 192 96,0 27,9

Alle zwolf Patienten, die fiir diese Studie ausgewihlt wurden, beendeten sie auch.
Patient Nr. 5 (KKR) wurde fiir den Fall des vorzeitigen Ausscheidens eines anderen
Studienteilnehmers als Ersatzperson gescreent. Er erhielt keinerlei Studienmedika-

mente und wurde in die Auswertung nicht mit einbezogen.

2.2 Studienmedikation

Es wurden 4 verschiedene Insulinformulierungen als Studienmedikation verwendet:
LM, MM, NPL- und NPH-Insulin. Sie alle wurden von der Firma Eli Lilly & Co.,

Indianapolis, USA hergestellt. Die Patienten erhielten nur 3 der 4 moglichen Insulin-



priparate, d.h. eine Insulinformulierung wurde jeweils 9 Patienten randomisiert zu-

geteilt.

Tabelle 2 Verteilung der Insulinformulierungen auf die Studienteilnehmer

Insulinformulierung Patienten
LM -1 201314 --17[8|-110]11]12]13
MM 1 -1314|-]16T7|8 9|10 -]12] -
NPL-Insulin 12 -14(-16T7|-19]|-|11]12]13
NPH-Insulin 1y 23| -(-16|-]18|9]|10/11] -]13

Die Patienten sind entsprechend der Numerierung von Tabelle 1 wiedergegeben.

Die zu applizierende Dosis von 0,3 U/kg wurde auf die ndchst groBere ganze Insulin-
einheit aufgerundet. Den Patienten wurde die Insulindosis des fiir den jeweiligen
Versuchstag vorgesehenen Insulins mit einer Spritze subkutan in eine abgehobene
Hautfalte des linken Unterbauches injiziert. Zusdtzlich wurde Normalinsulin
(Humulin®) wihrend jedes Glukose-Clamp-Versuches in der Vorlaufphase als
basale, intravenose Insulininfusion bzw. als i.v.-Insulinboli verwendet. Alle Insulin-

priaparate wurden bis zum Gebrauch in einem Kiihlschrank bei ca. 6°C aufbewahrt.

Tabelle 3 Verwendete Insulinformulierungen

Name Ratio Chargen-Nr. Konzentration
Lispro: NPL (U/ml)

NPH-Insulin - FF6A02H 100

Mid Mixture (MM) 50:50 CT08749 100

Low Mixture (LM) 25:75 CTO08748 100

NPL-Insulin 0:100 CTO08750 100

Humulin® - FF6AKSC 100

Im Zeitraum zwischen den einzelnen Versuchstagen benutzten die Patienten ihre

iblichen Insulinpriparate, die sie bereits vor Studienbeginn verwendet hatten.

2.3 Studiendurchfithrung

Die Durchfiihrung der Studie erfolgte nach Zustimmung der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf. Es wurde ent-
sprechend den Prinzipien der revidierten Deklaration des Weltdrztebundes von

Helsinki, gemidll den Vorschriften des Arzneimittelausschusses der Europdischen




Gemeinschaft zur “Good-Clinical-Practice” (GCP), des geltenden Bundes- und

Landesrechts, sowie der drztlichen Berufsordnung verfahren.

An dieser offenen, randomisierten, monozentrischen Cross-Over-Studie nahmen 12
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 teil, die festgelegte Voraussetzungen erfiillen
mufBten (s. 2.4). Die Studie wurde im Zeitraum von Ende Juli bis Mitte September
1997 durchgefiihrt. Insgesamt umfafte die Studie fiir alle teilnehmenden Patienten 4

Visiten.

Abbildung 1 Struktureller zeitlicher Studienablauf

. 7-14 Tage 5-30 Tage 5-30 Tage
Screening —P| Versuchstag | [—— | Versuchstag 2 [ —— | Versuchstag 3

untersuchung

Die erste Visite diente dem Screening, wihrend die Visiten 2, 3 und 4 als eigentliche
Versuchstage vorgesehen waren. Zwischen Visite 1 und 2 sollten mindestens 7 und
hochstens 14 Tage liegen, wihrend zwischen den einzelnen Versuchstagen ein
Minimum von 5 und ein Maximum von 30 Tagen nicht {iberschritten werden sollte.
Bei Visite 1 wurde von den Patienten eine ausfithrliche Anamnese erhoben, eine
klinisch korperliche Untersuchung durchgefiihrt, ein EKG geschrieben und eine
Blut- und Urinprobe abgenommen. Die Blutprobe diente der Bestimmungen eines
kleinen Blutbildes, einiger laborchemischer Parameter, Serum-C-Peptid und von
kreuzreaktiven, Humaninsulin-spezifischen und Insulin Lispro-spezifischen Anti-
korpern, die Urinprobe einer Urinanalyse. Die aus den Proben ermittelten Blut- und

Urinwerte mufiten innerhalb vorgegebener Grenzwerte liegen (s. 2.4).

Weiterhin wurden die Patienten iiber die Bedingungen zur Studienteilnahme und den
Ablauf der Studie aufgeklart und eventuell vorhandene Fragen beantwortet. Bei den
partizipierenden Frauen wurde jeweils ein Schwangerschaftstest am Anfang und am
Ende der Studie durchgefiihrt. Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstdandnis

zur Teilnahme an der Studie.

2.4 Teilnahmebedingungen

Die Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, muften folgende Bedingungen er-

fillen.



2.4.1 Teilnahmekriterien

. Alter zwischen 18 und 50 Jahre

Niichtern-Serum-C-Peptidkonzentration <0,3 ng/ml

Durchfiihrung einer intensiven Insulintherapie mit mehrfacher téglicher Injektion
von kurzwirkendem Insulin und Verzogerungsinsulin oder Verwendung einer
Insulinpumpe

Selbstindige und regelméfBige Blutglukosebestimmung seit mindestens 60 Tagen

vor Studienbeginn mittels eines BlutzuckermefBgerites

. HamoglobinA.-Wert <150% des Normwertes, der innerhalb der letzten 60 Tage

vor Studienbeginn oder bei Visite 1 gemessen wurde
Negativer Schwangerschaftstest bei den weiblichen Studienteilnehmern

Vorliegende schriftliche Einverstindniserklarung zur Teilnahme an der Studie

2.4.2 AusschluBkriterien

10.

11.
12.
13.
14.

. Body Mass Index >28 kg/m’

Serumkreatinin >2 mg/dl

Teilnahme an anderen medizinischen, chirurgischen oder pharmazeutischen
Studien innerhalb der letzten 6 Monaten oder einer Insulin Lispro-Studie, die 30
Tage vor Beginn dieser Studie endete

Einnahme von oralen Antidiabetika wie Biguanide, Sulfonylharnstoffe oder
Glukosidaseinhibitoren 30 Tage vor Studienbeginn

Bekannte Allergien gegen Insulin, Tridgersubstanzen in Insulin oder gegen
Protamin

Téaglich benotigte Insulinmenge >2,0 U/kg/Tag

Einnahme von systemischen Glukokortikoiden innerhalb des letzten Monats vor
Studienbeginn

Verwendung von Ultralente

Bekannter Alkohol- bzw. Drogenabusus

Bekannte transiente ischdmische Attacken, cerebrovaskulidre oder periphere
Durchblutungsstorungen

Bestehende Dialysepflicht

Zustand nach Nierentransplantation

Bekannte Nebenniereninsuffizienz

Bekannte gastrointestinale Erkrankungen



15. Klinische Symptome einer Lebererkrankung, einer akuten oder chronischen
Hepatitis oder doppelt so hohe Werte der Transaminasen wie die Normwerte des
untersuchenden Labors

16. Schlecht eingestellter Hypertonus

17. Bekannte Himoglobinopathie oder chronische Anidmie

18. Bekannte chronische Infektionen

19. Krankenhausaufenthalt innerhalb der letzten 12 Wochen aufgrund einer akuten
oder chronischen Erkrankung

20. Vollblutspende 8 Wochen vor Studienbeginn

21. Schwangere Frauen oder Frauen, die beabsichtigen, wéhrend der Studie
schwanger zu werden

22. Sexuell aktive Frauen, die weder hormonelle Kontrazeption noch einen Intra-
uterinpessar oder eine andere Form der sicheren Verhiitung betreiben

23. Stillende Frauen

24. Weitere Kriterien, die aus den vorangehend aufgefiihrten oder anderweitigen

Griinden den Ausschluf3 von der Studie erfordern

Bei allen an der Studie teilnehmenden Patienten trafen die oben angefiihrten Aus-

schluBkriterien nicht zu.

2.5 Glukose-Clamp-Technik

Glukose-Clamp-Versuche stellen den Goldstandard zur Untersuchung pharmako-
dynamischer und pharmakokinetischer Eigenschaften von Insulinformulierungen und
Insulinapplikationstechniken dar. Bei der Versuchsanordnung, wie sie bei dieser
Studie verwendet wurde, hilt eine variable, intravenoOs infundierte Glukoseinfusion
bei dem mit dem Biostator konnektierten Patienten die Blutglukosekonzentration bei
einen vorab festgelegten Zielwert konstant. Die Menge an infundierter Glukose, die
notwendig ist um die Blutglukosekonzentration konstant zu halten, reflektiert die
metabolische Wirkung des applizierten Insulins. Mittels dieses MeBverfahrens lassen
sich die Wirkprofile von Insulinformulierungen ermitteln. Die pharmakodyna-

mischen Kenngréen werden aus den ermittelten Wirkprofilen bestimmt [17, 18].

Der Biostator (glucose controlled insulin infusion system, GCIIS, Life Science

Instruments, Elkhart, Indianapolis, USA) wurde entwickelt, um die maschinelle,



automatisierte Durchfiihrung des oben angefiihrten Prinzips zu ermoglichen. Er mif3t
mit einem Glukose-Sensor kontinuierlich die Blutglukosekonzentration des mit ihm
verbundenen Patienten und berechnet mit Hilfe eines speziell hierfiir entwickelten
Algorithmus die notwendige, intravends zu infundierende Menge an Glukose, um die
Blutglukose moglichst nahe bei dem vorab festgelegten Zielwert konstant zu halten
[19]. Dabei bilden der Patient und der Biostator einen geschlossenen Regelkreislauf.
Die zu infundierende Glukosemenge (dies entspricht der Glukoseinfusionsrate) er-
rechnet der Biostator aus der aktuell gemessenen Blutglukosekonzentration und dem
Ausmal der Verdnderung der Blutglukosekonzentration in den vorherigen Minuten
[18]. Die gemessenen Daten (aktuelle Uhrzeit, Mittelwert der Blutglukosekonzen-
tration und die Glukoseinfusionsrate) werden vom Biostator als miniitliches Proto-

koll ausgedruckt und in einem Computer gespeichert.

Glukose-Clamp-Versuche werden hdufig mit gesunden Probanden, die ein vorge-
gebenes ,,Screeningprofil* erfiillen miissen, durchgefiihrt, da so bei klinisch-exper-
rimentellen Studien moglichst homogene Personengruppe zustande kommen. Die
aufgrund des Alters und des Krankheitsverlaufes bedingte hohe Rate an Ko-
morbiditdt und Komedikation bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 fiihrte u.a.
dazu, daBl diese Studie mit Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 durchgefiihrt
wurde, da der sogenannte juvenile Diabetes ein Probandenkollektiv ermoglicht,
welches eine deutlich geringere Komorbiditdt bzw. Komedikation auer der Insulin-
substitution aufweist. Ein erheblicher Vorteil bei diesem Probandenkollektiv ist, daf
die Wirkung des jeweiligen applizierten Testinsulins ohne eine Beeinflussung durch
endogen produziertes Insulin untersucht werden kann, was bei Versuchen mit
gesunden Probanden ein Problem sein kann. Die unter 2.4 aufgefiihrten Teilnahme-
bedingungen dienten dazu, ein moglichst homogenes Probandenkollektiv auszu-

wihlen.

2.6 Versuchsanordnung

2.6.1 Versuchsablauf

Die Patienten nahmen am Vorabend des jeweiligen Versuchstages eine normale
Mahlzeit zu sich, wobei sie die aufgenommene Kalorienmenge wie gewohnt mittels

einer Injektion von kurzwirkendem Insulin abdeckten, jedoch die Injektion von
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langwirkendem Insulin fiir die Nacht auslieBen. Ab 22:00 Uhr durften sie nichts
mehr essen. In den letzten 12 h vor dem Versuch sollten sie nicht mehr rauchen und
keinen Alkohol trinken. Auch sollten sie keine iibermélige korperliche Anstrengung
im Sinne von Sport oder dhnlichem in den letzten 24 h ausgeiibt haben. Sie fiihrten
um 3:00 Uhr eine Blutglukoseselbstmessung durch und spritzen eine entsprechend
adjustierte Dosis kurzwirkendes Insulin, um einen eventuell erhohten Blutglukose-
spiegel bei Bedarf abzusenken. Patienten, die eine Insulinpumpe benutzten, stellten
diese um 6:00 Uhr am Morgen des jeweiligen Versuchstages ab. Dieses Vorgehen
fiihrte dazu, dal zu Beginn des Versuches der grofite Teil des injizierten Insulins aus
den subkutanen Depots absorbiert war [1]. Die Versuchsteilnehmer fanden sich am
Clamptag um 8:30 Uhr in dem Versuchsraum in der MNR-Klinik der Heinrich-

Heine-Universitit ein.

Die Patienten wurden dort mit dem Biostator verbunden (s. 2.6.2) und eine intra-
venose basale Insulininfusion (Humaninsulin in 100 ml einer 0,9%igen NaCl-
Losung, versetzt mit 2 ml Blut des Patienten) mittels eines Spritzenperfusors
(Perfusor® sekura FT; B. Braun, Melsungen) von 0,3 mU/kgemin wurde gestartet.
Hierdurch konnte ein stabiler Blutglukosespiegel von 90 mg/dl iiber einen Zeitraum
von mindestens einer Stunde vor Verabreichung des jeweiligen Testinsulins erreicht

werden. Diese Versuchsvorlaufphase erstreckte sich iiber einen Zeitraum von 3 h.

AnschlieBend wurde den Patienten die berechnete Dosis des jeweiligen Testinsulins
subkutan in den linken Unterbauch gespritzt. Die Patienten blieben fiir die folgenden
19 h niichtern im Bett, kontinuierlich wéhrend der gesamten Zeit mit dem Biostator
verbunden. In dieser Zeit wurden Blutproben zur Konzentrationsbestimmung von
Blutglukose, Seruminsulin und verschiedenen insulinspezifischen Antikdrpern
entnommen. Die Gesamtzeitspanne, in der die Versuchsteilnehmer niichtern blieben,
belief sich auf 32 h. Sie konnten Mineralwasser nach Belieben trinken, durften aber

nicht rauchen.
2.6.2 Versuchsdurchfiihrung

Um mit dem Biostator verbunden zu werden, wurden jedem Patienten drei Venen-
verweilkatheter gelegt. Ein Venenverweilkatheter (Venﬂon® 2, Durchmesser 1,2
mm, Ohmeda, Erlangen), wurde retrograd in eine Vene auf dem linken Handriicken

bzw. auf dem Handgelenk gelegt. In diese wurde ein mit dem Biostator verbundener
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Doppellumenkatheter (DLC-BIO®, MTB, Amstetten) eingefiihrt. Durch einen der
beiden Schldauche wurde eine Heparin/Kochsalzlosung (100 IE Heparin/ml einer
0,15%igen NaCl-Losung) zur Katheterspitze gepumpt. Diese Losung vermischte sich
mit dem Blut vor der Katheterspitze. Uber den zweiten Schlauch wurde das so
weitgehend ungerinnbar gemachte Heparin-Blutgemisch zum Biostator zuriickge-
pumpt [18]. Dort wurde vom Biostator die Blutglukosekonzentration kontinuierlich
bestimmt und die korrespondierende Menge an Glukose (20%ige Glukose-Losung)
intravends infundiert, um den Blutglukosespiegel bei 90 mg/dl konstant zu halten.
Der dafiir notwendige Venenverweilkatheter (Venﬂon® 2, Durchmesser 1,2 mm,
Ohmeda, Erlangen) wurde den Patienten in eine Vene des rechten Unterarmes gelegt.
Uber diesen erhielten die Patienten die intravendse, basale Insulininfusion, sowie
eine 0,15 mmol/l NaCl-Losung und eine eventuell zugeschaltete zusétzliche
Glukoseinfusion (Infusomat; B.Braun, Melsungen). Zur Blutprobenentnahme fiir die
Konzentrationsbestimmung von Plasmaglukose, Insulin und Insulinantikorpern
wurde den Patienten ein dritter Venenverweilkatheter (Venﬂon® 2, Durchmesser 1,4
mm, Ohmeda, Erlangen) in die Kubitalvene der linken Ellenbeuge gelegt. Eine
kontinuierlich laufende Tropfinfusion einer 0,15 mmol/l NaCl-Losung verhinderte

die Thrombosierung dieses Katheters durch Blutkoagel [18].

Die linke Hand der Patienten befand sich wéhrend des gesamten Versuches in einer
sogenannten ,,Hot-box*, einem mittels einer 100 Watt Gliihbirne beheizbaren Holz-
kasten. Die ,Hot-box‘ reguliert iiber einen Thermostat die Lufttemperatur auto-
matisch so, dal} innerhalb der Box eine konstante Lufttemperatur von 55 °C herrscht.
Diese Temperatur fiihrt in der Haut der Hand zur Offnung von arterio-vendsen
Shunts [18, 20, 21]. Hierdurch verringert sich die Differenz zwischen arterieller und
venoser Blutglukosekonzentration, wodurch die MeBergebnisse der Blutglukose-
konzentration aufgrund dieser physiologischen Reaktion im vendsen Stromgebiet

nahezu arterielle Werte erreichen.

Nachdem die Konnektion der Patienten mit dem Biostator vollstindig abgeschlossen
war, wurde das jeweilige Insulinprdparat in der entsprechenden Menge mit einer
Dosierung von 0,3 U/kg subkutan mittels einer Insulinspritze (MICRO-FINE IV®,
Becton Dickinson Europe, Meylan Cedex, Frankreich) in eine abgehobene Hautfalte

des linken Unterbauches senkrecht injiziert. Die Injektion wurde immer vom selben
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Untersucher auf einer Linie zwischen Umbilicus und Spina iliaca anterior superior,
5-10 cm vom Bauchnabel entfernt, vorgenommen. Die verwendete Nadellinge

betrug 13 mm.

Die basale intravendse Insulininfusion wurde nach subkutaner Injektion von LM
bzw. MM sofort gestoppt. Nach subkutaner Injektion von NPL- bzw. NPH-Insulin
lief die basale Insulininfusion 30 min mit der zuletzt vor der subkutanen Injektion
notwendigen Infusionsrate weiter, um ein Zeitintervall mit zu niedrigen Serum-
insulinkonzentrationen zu vermeiden. Die um die Hilfte reduzierte Rate der basalen

Insulininfusion wurde anschlieend weitere 30 min infundiert und erst dann gestoppt.

Bei einem Glukosebedarf von mehr als 800 mg/min reichte die maximale Glukose-
infusionsrate (GIR) des Biostators nicht mehr aus, um den Blutglukosespiegel bei 90
mg/dl konstant zu halten. Um einer potentiell moglichen Hypoglykdmie der
Patienten vorzubeugen, wurde ab einer Pumpleistung von ca. 700 mg/min eine
zusitzliche konstante Glukoseinfusion mittels eines Infusomaten (Infusomat, B.
Braun, Melsungen) infundiert. Im Versuchsprotokoll wurden die zeitlichen Intervalle
der manuell eingestellten Infusionsraten notiert. Ublicherweise wurde die Erhohung
der zusitzlichen 20%igen Glukoseinfusion in Schritten von 30 ml/h vollzogen. Bei
der Auswertung wurde diese Glukosemenge zu der vom Biostator infundierten GIR
dazu addiert [18]. Weiterhin wurden zur Hormonbestimmung regelméiflige, im
Versuchsprotokoll zeitlich festgelegte Mengen an Blut abgenommen (s. Abbildung
2). Vor jeder Blutabnahme wurden jeweils 2 ml des mit Kochsalzlosung verdiinnten
Blutes mittels zweier hintereinander verbundener Drei-Wege-Héhne in eine separate
Spritze aufgezogen. Erst danach wurde die notwendige Menge von nun unverdiinn-
tem Blut abgenommen. Die verdiinnten 2 ml Blut wurden langsam riickinfundiert,

um den Blutverlust der Patienten so niedrig wie moglich zu gestalten.

Die Patienten blieben wéhrend der gesamten Versuchsdauer von 22 h im Bett. Sie
durften nichts essen, erhielten aber Mineralwasser nach Belieben. Der Versuch
wurde reguldr nach einer Gesamtdauer von 22 h beendet. Die Patienten schliefen in

der Regel von 23 bis 7 Uhr.
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Wenn sich im Verlauf des Glukose-Clamps die Tendenz einer kontinuierlich steigen-
den Blutglukosekonzentration abzeichnete, wurden die Patienten beim Erreichen
oder Uberschreiten einer Blutglukosekonzentration von 200 mg/dl vorzeitig vom
Biostator diskonnektiert. Dieses Vorgehen wurde préaventiv eingefiihrt, um die

Patienten nicht iiber einen lingeren Zeitraum einer Hyperglykdmie auszusetzen.
2.6.3 Blutentnahmen

Die Intervalle, in denen die Blutproben fiir die Bestimmung von Freiem Immuno-
reaktiven Insulin (FIRI), Freiem Insulin Lispro (FIL), Insulin Lispro-spezifischen
Antikorpern, Humaninsulin-spezifischen Antikorper und kreuzreaktiven Antikorpern
entnommen wurden, waren durch das Versuchsprotokoll zeitlich festgelegt (s.
Abbildung 2). Zum Zeitpunkt t = -180, -150, -120, -90, -60,-30, 0, 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180, 240, 300, 360, 420, 480, 540, 600, 660, 720, 780, 840, 900, 960,
1020, 1080 und 1140 min wurde den Patienten jeweils eine Blutprobe von ca. 5 ml
entnommen, die in vorbereitete Abnahmerohrchen (SST®—R6hrchen, Becton
Dickinson, Meylan Cedex, Frankreich) gefiillt und nach einer halben Stunde
Standzeit mit 4000 Umdrehungenemin™ fiir 10 min zentrifugiert wurden. Das Plasma
wurde abpipettiert und in Plastikrohrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die
Proben bei —20 °C eingefroren und bis zur Analyse tiefgekiihlt gelagert. Nach dem
Erreichen der stiindlichen Intervalle zur Blutabnahme wurde alle 30 min eine
zusitzliche Blutmenge von ca. 1 ml zur Kontrolle der Glukosemessung des
Biostators abgenommen [18]. Der Gesamtblutverlust eines Probanden wéhrend eines
Versuches betrug einschlielich der durch den Biostator fiir die kontinuierliche
Messung der Blutglukosekonzentration entnommenen Menge von 2 ml/h ungefihr

231 ml, der Blutverlust wihrend der gesamten Studie ca. 700 ml.

Abbildung 2 Zeitlicher Versuchsablauf mit den Entnahmezeiten der 5 ml Blutproben

t=-180, -120, -90, -60, -30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 360...... 1140 min

A ¢

Versuchs- Versuchs-
beginn Subkutane Insulininjektion ende
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2.7 ProtokollverstoBBe

Es zeigte sich im Verlauf der Studie, da3 eine Reihe von Patienten mit deutlich
erhohten Blutglukosewerten morgens in der Klinik eintrafen. Die basale Insulinin-
fusion reichte in diesen Fillen nicht aus, um den erwiinschten Startwert der Blut-
glukosekonzentration von 90 mg/dl zu etablieren. Der Studienarzt verabreichte in
diesen Féllen zusitzlich zu der basalen Insulininfusion intravends kleinere Mengen
Humaninsulin (Humulin®) im Bolus, um den erwiinschten Blutglukosezielwert zu
erreichen (s. Abbildung 3). Am ersten Clamptag wurden durchschnittlich 9,5 + 7,5
(IE Insulin + SD) intravends als Boli appliziert, am zweiten Clamptag 4,7 + 3,7 und

am dritten Versuchstag 3,6 +£2.7.

Abbildung 3 Zusitzlich zur basalen Insulininfusion applizierte intravendse

Insulinboli

i.v. Insulinboli aller Patienten fiir t = -180 - 0 (min)

30 -
Insulin (U) Clamp 1
m Clamp 2
251 24 Clamp 3

SLE OOS HDI JFI JKA FKL SKL OOS RSO UFR GGR UPF

Versuchstag 1-3

Die Kiirzel stehen fiir die einzelnen Patienten und entsprechen der Reihenfolge in Tabelle 1.

2.8 Unerwiinschte Vorkommnisse

Die Patienten wurden an den Versuchstagen 2, 3 und 4 jeweils iiber physische oder
psychische Besonderheiten in der Zeit zwischen den einzelnen Versuchstagen be-

fragt. Jedes von Seiten der Teilnehmer berichtete unerwiinschte klinische Ereignis
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wurde ebenso wie jede zusitzlich notwendige Medikamenteneinnahme dokumen-
tiert. Wahrend der einzelnen Versuchstage wurden alle den Patienten betreffenden

besonderen Ereignisse in einem Versuchsprotokoll schriftlich festgehalten.

Im Verlauf der Studie gab es keine ernsthaften klinischen Vorkommnisse oder
Zwischenfille. In Tabelle 4 sind alle wihrend des Zeitraumes der gesamten Studie
aufgetretenen, behandlungsbediirftigen Ereignisse aufgefiihrt. Keines davon fiihrte zu
bleibenden Schidden oder konnte in direkten Zusammenhang mit der Studie gebracht

werden.

Tabelle 4 Behandlungsbediirftige Ereignisse

Klinische Bezeichnung Patientenanzahl Anzahl der Ereignisse
Allergische Rhinitis 1 1
Zystitis 1 1
Asthma Bronchiale 1 1

2.9 Analytische Methoden

2.9.1 Glukose

Die Bestimmung der Glukosekonzentration im arteriell-vendsen Mischblut erfolgt
durch den Glukosesensor des Biostators. Das heparinisierte, mit einer fertigen
Pufferlosung im Verhiltnis 1:10 versetzte Blut wird von einer Pumpe des Biostators
kontinuierlich zu dem Glukosesensor gefordert. Der Glukosesensor enthilt eine aus-
tauschbare Membran, die aus zwei Schichten besteht, zwischen denen sich das
Enzym Glukoseoxidase in einer gelformigen Tragersubstanz befindet. Die durch die
Membran diffundierende Glukose wird mittels des Enzyms Glukose-Oxidase
oxidiert, wobei es unter anderem zur Ausbildung von Wasserstoffperoxid kommt.
Eine an einer Platin/Silber-Elektrode angelegte Spannung von 700 mV 1dft das
entstandene Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff zerfallen. Die dabei frei
werdenden Elektronen bewirken einen Stromflufl im nA-Bereich, der sich zu der
Plasmaglukosekonzentration direkt proportional verhélt. Nach entsprechender vor-
heriger Kalibrierung gibt der Biostator den gemessenen Stromfluf3 als Blutglukose-

konzentration an [18].
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Der Wert wird mit einer zweiminiitigen Zeitverzogerung angezeigt, die durch die
Pumpstrecke von der Blutentnahmestelle des Patienten bis zur Membran des Bio-
stators zustande kommt. Um MefBfehlern des Biostators entgegenzuwirken, wurden
in regelmiBigen Abstinden parallele Messungen mit einem Beckman Glukose-
analyzer (Beckman Glukoseanalyzer, Fullerton, Kalifornien, USA) durchgefiihrt.
Dazu wurde dem Patienten eine Blutprobe von ca. 1 ml entnommen und die Blut-
glukosekonzentration mit dem Beckmann Glukoseanalyzer bestimmt, dessen
Analyseverfahren ebenfalls auf der Glukose-Oxidase-Reaktion basiert. Die so er-
mittelten Werte wurden mit den MeBergebnissen des Biostators verglichen und

eventuell anpassende Justierungen seitens des Biostators vorgenommen.
2.9.2 Insulin

Bei dieser Studie wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Konzentrations-
bestimmung von Freiem Immunoreaktivem Insulin (FIRI) und von Freiem Insulin
Lispro (FIL) durchgefiihrt. Die gesammelten Serumproben wurden in gefrorenem
Zustand der Analyse zugefiihrt. Nach dem Auftauen wurden alle Proben mit einer
20%igen Polyethylenglykollosung behandelt, um eventuell vorhandene Insulinanti-

korper auszufillen [22].

2.9.2.1 Freies Insulin

Die FIRI-Serumkonzentration wurde mittels eines ,,Doppelten Antikérper Radio-
Immunassays (RIA)* bei Phoenix International Life Science Inc., Montreal, Quebec,
Kanada, bestimmt. Die verwendete Bestimmungsmethode wurde von Diagnostic
Products Corporation (DPC), Los Angeles, USA entwickelt. Der benutzte Assay zur
Konzentrationsbestimmung von FIRI besitzt eine 100%ige Kreuzreaktivitdt fiir
Humaninsulin und Insulin Lispro. Die unterste Nachweisgrenze betrug bei diesem
Analyseverfahren 0,5 ng/ml. Die FIRI-Konzentration wurde standardisiert bei allen
entnommenen Proben in der Zeit vor Applikation der Testinsuline (t = -180...0 min)
und bei den Proben nach Applikation von NPH-Insulin (t = -180...1140 min)

bestimmt.

2.9.2.2 Freies Insulin Lispro

Die Serumkonzentration von FIL wurde standardisiert nach Injektion von LM, MM
und NPL-Insulin bestimmt (t = 0...1140 min). Zur Messung von Insulin Lispro wurde

ein spezieller RIA entwickelt, der gegen Insulin Lispro spezifische Antikorper
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verwendet. Diese Antikorper weisen nur eine minimale Kreuzreaktivitdat mit Human-
insulin auf. Die Analysen wurden bei Lilly Research Laboratories, Indianapolis,
USA durchgefiihrt. Die untere Nachweisgrenze fiir Freies Insulin Lispro lag bei 0,1
ng/ml.

2.9.3 Insulinantikorper

Die Bestimmung von Insulinantikérpern im Serum erfolgte bei allen Teilnehmern
aus den beim jeweiligen Screeningtermin entnommenen Serumproben im Corning-
Nichols Institute, San Capistrano, Kalifornien, USA. Zu diesem Zwecke wurde
ebenfalls ein spezieller RIA verwendet. Es wurden Analysen fiir kreuzreaktive,

Humaninsulin-spezifische und Insulin Lispro-spezifische Antikorper durchgefiihrt.

2.10 Pharmakodynamische Methoden

2.10.1 Blutglukose

Fiir jede Insulinformulierung wurden die Mittelwerte der Blutglukosekonzentration
fiir 3-stiindige Intervalle berechnet. Diese Werte wurden fiir die Zeit von t = 0-3, 3-6,
6-9, 9-12, 12-15 und 15-19 h errechnet. Das letzte Intervall betrug 4 h. Zusétzlich

wurden die Berechnungen fiir ein 8-stiindiges Intervall fiir t = 0-8 h vorgenommen.

Da die Blutglukosekonzentration in einigen Fillen innerhalb der Versuchsdauer
Werte von 200 mg/dl iiberschritt, wurde in diesen Féllen der Versuch vorzeitig
abgebrochen (s. 2.6.2). Es kam dadurch zu unvollstindigen Datensitzen, weil die
verbleibenden Werte der Blutglukosekonzentration fiir die Zeit bis zum regulédren
Versuchsende fehlten. Aufgrund dieser Tatsache wurden die Mittelwerte der
Blutglukosekonzentration anhand zweier unterschiedlicher Vorgehensweisen fiir die
jeweiligen Zeitintervalle bestimmt. Bei der ersten Vorgehensweise wurden die
Mittelwerte der Blutglukosekonzentration nur mit den gemessenen Daten fiir das
jeweilige Intervall berechnet. Nach dem vorzeitigen Versuchsende wurden keine
weiteren Werte in die Berechnungen mit einbezogen. Bei der zweiten Vorgehens-
weise wurde nach der Methodik des ,last-value-carried-forward“ der zuletzt
gemessene Blutglukosekonzentrationswert vor dem vorzeitigen Versuchsende fiir
den verbleibenden Zeitraum bis zum regulidren Versuchsende nach 22 h als fixer

Wert angenommen und fiir den Zeitraum bis zum Versuchsende weitergefiihrt. Die
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Berechnungen der Mittelwerte der Blutglukosekonzentration wurden dann mit den

adjustierten Datensitzen fiir die jeweiligen Intervalle durchgefiihrt.
2.10.2 Glukoseinfusionsraten

Von den Glukoseinfusionsraten, die zur Beibehaltung der Euglykdmie notwendig
waren, wurden die maximale Infusionsrate (GIR,,x) und die Zeit bis zum Erreichen
der maximalen Infusionsrate (tGIR;.x) berechnet. Dazu wurden Mittelwerte der
Glukoseinfusionsraten in 5- und 15-miniitigen Intervallen bestimmt. Die Werte der
5-miniitigen Intervalle zeigten einen hohen Anteil an Variabilitit, der durch die auto-
matische miniitliche Nachjustierung der Glukoseinfusionsrate des Biostators
verursacht wurde. Durch Erweiterung der Mittelungsintervalle auf 15 min wurde

dieses unerwiinschte ,,Rauschen‘ deutlich reduziert.

Die vom Biostator gesteuerte Glukoseinfusion wurde automatisch beim Uberschrei-
ten des Zielwertes von 90 mg/dl reduziert und bei lingerem Uberschreiten gestoppt.
Ein vorzeitiges Versuchsende aufgrund einer Blutglukosekonzentration von >200

mg/dl hatte keinen Einfluf} auf die Berechnungen von GIRax und tGIR .
2.10.3 Gesamtmenge an infundierter Glukose

Die kumulative Menge (Gi{0-19 h) an infundierter Glukose wurde bis zum Ende des
jeweiligen Versuches aufgezeichnet. Ahnlich den partiellen AUC-Werten der Serum-
insulinkonzentration wurden auch fiir die Gy0-19-Werte Berechnungen fiir unter-
schiedliche Zeitintervalle angestellt, die Beschreibungen der Wirkprofile der verwen-
deten Insulinformulierungen zulassen. Diese Intervalle wurden fiir die Zeit von t = 0-
5 hund fiir t = 5-19 h berechnet (G,0-5 und Gi»5-19). Ein vorzeitiges Versuchsende
hatte wie bei den Berechnungen von GIR,x und tGIRy.x keinen Einflufl auf die

Ergebnisse.
2.10.4 Freies Insulin

Die Konzentration von FIRI wurde bei allen in der Vorlaufphase der Versuche (t =
-180...0 [min]) gewonnenen Serumproben bestimmt. In den Proben nach Applikation
von NPH-Insulin wurden die Bestimmungen zusitzlich fiir den verbleibenden
Versuchszeitraum durchgefiihrt. Allerdings ergaben viele Messungen keine Werte
oberhalb des Detektionslimits der Bestimmungsmethode. 83% der Konzentrations-

werte konnten nicht ermittelt werden! Daher konnen keine quantitativen Aussagen
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iber die pharmakokinetischen Parameter Cy,x, tmax und die FIRI-AUC-Werte bei den

Versuchen mit NPH-Insulin gemacht werden.
2.10.5 Freies Insulin Lispro

Bei der Bestimmung der FIL-Konzentration wurde eine andere Nachweismethode
mit einer fiinffach hoheren Sensitivitit verwendet, doch trotz der hoheren Sensitivitit
wurden keine nachweisbaren FIL-Konzentrationen bei 304 Messungen von 635
moglichen Blutproben gemessen, was 47,9% entspricht! Ein fehlendes MeBergebnis
wurde a priori bei jedem Datensatz (ein Datensatz entspricht allen gesammelten Blut-
proben eines Patienten pro Versuch) erwartet, da zum Zeitpunkt der Applikation des

Testinsulins (t = 0 h) noch kein Freies Insulin Lispro vorhanden sein konnte.

Bei 5 Datensitzen (4 Patienten erhielten NPL-Insulin, 1 Patient LM) ergaben sich
jeweils nur drei oder weniger Blutproben mit nachweisbaren Insulinkonzentrationen
oberhalb des Detektionslimits. Die Bestimmungen fiir Cyax und tpma,x wurden nur mit
Datensédtzen durchgefiihrt, die mindestens einen Wert oberhalb der unteren Nach-
weisgrenze beinhalteten. Berechnungen fiir AUC wurde nur angestellt mit

mindestens drei oberhalb des Detektionslimits liegenden Werten.
2.10.6 Vorzeitig beendete Versuche

Die Patienten wurden bei einem vorzeitig beendeten Versuch vom Biostator diskon-
nektiert, wenn die Blutglukosekonzentration nach Verabreichung des jeweiligen
Testinsulins einen Wert von 200 mg/dl iiberschritt (s. 2.6.2). Es wurden dann keine

weiteren Blutproben mehr abgenommen.

2.11 Pharmakokinetische Methoden

Zwischen den verschiedenen Formulierungen wurden die Werte von Cp,x und tpax
zum Vergleich herangezogen. Die Fliache unterhalb der Seruminsulinkonzentration-
versus-Zeit-Kurve wurde fiir das Intervall vom Zeitpunkt der Applikation (t = 0 h)
bis zum Zeitpunkt, an dem die Insulinkonzentration wieder den Basiswert (t = t°)
erreicht hatte, bestimmt. Der Basiswert (t°) wurde in diesem Fall als diejenige
Seruminsulinkonzentration definiert, die moglichst nahe oder unter dem zum Zeit-
punkt t = 0 h gemessenen Wert liegt. Individuelle Flichenberechnungen (AUC;; )
wurden fiir jeden Patienten mittels der Trapezregel durchgefiihrt. AUC.
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reprasentiert die Summe dieser einzelnen Flachen. Zusétzlich zu den AUC-Werten
wurden AUC-Werte fiir abschnittsweise definierte, Zeitintervalle berechnet. Diese
Intervalle beinhalten die Zeit von t = 0-5 (AUCy5) und t = 5-t° (AUCs.). Die Daten
der berechneten partiellen AUC's reflektieren die Wirkprofile der schnellen und
verzogerten Absorptionsphase der unterschiedlichen Anteile von Insulin Lispro und
NPL-Insulin in den verschiedenen Formulierungen. Das Intervall fiir t = 0-5 h wurde
ausgewdihlt, da die maximale Wirkdauer der Aktivitdat von Insulin Lispro bei 4-5 h
liegt [11, 23]. Zusétzlich ist dieser Zeitraum typisch fiir den Abstand zwischen zwei
Mahlzeiten. Das Intervall fiir t = 5-t° wurde ausgewihlt, um die metabolische Aktivi-

tit der unterschiedlichen Anteile des Verzogerungsinsulins zu bestimmen.

Die pharmakokinetischen KenngroBlen wurden mittels eines von Eli Lilly & Co.

entwickelten Programmes (MIKAPC, Version 1.1) berechnet.

2.12 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Analyse der pharmakokinetischen und glukodynamischen
Kenngroflen wurde eine Varianzanalyse verwendet. Basierend auf dem balancierten,
inkompletten Blockstudiendesign wurde bei dem statistischen Modell die Be-
handlung (dies entspricht dem jeweiligen Insulinpréparat) als feste und die Patienten

als zufillige Grofle angesehen.

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm SAS®

(Statistical Analysis Systems, Cary, North Carolina, USA) durchgefiihrt.

Die Verabreichung von Insulin in der Vorlaufphase des Versuches (t = -180...0
[min]) sowohl als i.v. Infusion als auch als intravendse Boli bewirkten eine metabo-
lische Wirkung, die bis zu einigen Stunden anhielt. Dies erschwert die Interpretation
der Glukoseinfusionsraten, die nach der s.c. Applikation des Testinsulins registriert
wurden. Zur Kompensation dieses unerwiinschten metabolischen Effektes wurde die
bekannte Wirkung von i.v. appliziertem Insulin von den registrierten Glukoseinfu-

sionsraten durch Verwendung eines geeigneten Modells beriicksichtigt.

Aufgrund der dabei fortgefiihrten basalen Insulininfusion wurde bei den Versuchen

mit NPL- und NPH-Insulin der Startzeitpunkt fiir die Kalkulation von Gy, GIR pax
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und partiellen Gi-Werten auf eine Stunde nach der s.c. Applikation des jeweiligen

Testinsulins festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Blutglukosekonzentration

Die Blutglukose verblieb in den ersten 8 h nach Applikation der vier verschiedenen
Insulinformulierungen annihernd bei dem Ausgangswert von 90 mg/dl (s. Abbildung
4). Ebenfalls wird dies in Tabelle 5 durch die mittleren Blutglukosekonzentrations-
werte der dreistiindigen Intervalle in der Zeit von t = 0-3, 3-6, 6-9 und 0-8 h belegt.
Die statistische Auswertung zeigte, dal nach Applikation von NPH-Insulin innerhalb
dieses Zeitraumes eine hohere maximale Blutglukosekonzentration als bei den
anderen Insulinformulierungen erreicht wurde. Nach 15 h erreichte die Blutglukose-

konzentration bei Applikation von MM die hochsten Werte.

Abbildung 4 Mittlere Blutglukosekonzentrationen nach der s.c. Applikation der vier

Insulinformulierungen
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Tabelle S Mittelwerte der Blutglukose + SD (mg/dl) fiir unterschiedliche

Zeitintervalle
Zeit (h) NPH N NPL N LM N MM N
0-3 93 +4 9 91 %2 9 90 + 1 9 90 + 1 9
3-6 100+17 |9 96 +7 9 90 + 1 9 91 +1 9
6-9 121+£25 | 9 110 £ 22 9 95 +£8 9 97 +£8 9
9-12 133+41 | 9 117 £ 34 9 103 £ 15 9 108 =20 9
12-15 116 £27 | 7 121 £ 36 8 126 £ 35 9 132 + 31 9
15-19 124 +£28 |7 130 + 34 7 140 £ 23 7 169 £ 23 8
0-8 101 +13 |9 96 +7 9 91 %2 9 91 +1 9

N steht fiir die Anzahl der Patienten zu Beginn des jeweiligen Zeitintervalls.

Die Versuche wurden beim Erreichen einer Blutglukosekonzentration von >200
mg/dl abgebrochen. Dadurch ergaben sich unvollstindige Datensitze in der Zeit vom
vorzeitigen Versuchsabbruch bis zum geplanten Versuchsende bei t = 19 h. Die in
Abbildung 4 und 5 dargestellten Kurvenverlaufe zeigen die durch die fehlenden
Daten beeinfluB3ten Tendenzen. So kann in Abbildung 4 und 5 in der Zeit zwischen
13 und 16 h fiir LM, zwischen 12 und 14 h fur MM, zwischen 10 und 14 h fiir NPL-
Insulin und zwischen 9 und 12 h fiir NPH-Insulin anhand der absinkenden mittleren
Blutglukosewerte eine vermeintlich wieder verstirkt einsetzende Stoffwechselwir-
kung des jeweiligen Insulins angenommen werden. Dies ist aber durch die nicht
mehr in die Berechnung der Mittelwerte mit eingehenden hohen Blutglukosewerte
der vorzeitig beendeten Versuche bedingt. Die Daten in Abbildung 4 und 5 sowie in
Tabelle 5 beinhalten nur die gemessenen Blutglukosewerte. Die fehlenden Werte bis
zum geplanten Versuchsende der Patienten, bei denen es zu einem vorzeitigen Ab-
bruch kam, wurden nicht weiter beriicksichtigt. Dies fiihrt dazu, daf} die aus diesen
Daten berechneten Mittelwertskurven die ,reale* Stoffwechselwirkung bei einigen
Patienten nicht addquat darstellen. Deshalb wurden die Daten erneut unter der
Annahme analysiert, dal der bei den abgebrochenen Versuchen zuletzt gemessene
Blutglukosewert fiir den verbleibenden Zeitraum bis zum regulidren Versuchsende
(bei t = 19 h) die Stoffwechselwirkung des getesteten Insulins widerspiegelt (s.
2.10.1). Obwohl die ,realen* Blutglukosewerte bei dieser Vorgehensweise nicht

gemessen wurden, wird durch die Methode des ,last-value-carried-forward* die
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aufgetretene Stoffwechselwirkung der Insulinformulierungen und somit die Stoff-

wechselsituation der Probanden am ehesten beriicksichtigt.

Abbildung 5§ Mittlere Blutglukosekonzentrationen mit individuellen Abbruchzeiten

der Patienten bei vier verschiedenen Insulinformulierungen
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Die ausgefiillten Dreiecke zeigen die jeweiligen individuellen vorzeitigen Versuchsabbriiche

aufgrund einer erreichten Blutglukosekonzentration von >200 mg/dl an. Die Zahl in runden

Klammern gibt die Anzahl derjenigen Patienten wieder, die den Versuch regulédr beendeten.

In Abbildung 6 werden die mittleren Blutglukosekonzentrationen aller Patienten mit

den adjustierten Datensédtzen dargestellt. Im Vergleich mit Abbildung 5 zeigen die

Kurven von LM, MM und NPL-Insulin in der Zeit von O bis ca. 9 h nach der Insulin-

applikation einen nur leichten Anstieg, der in der verbleibenden Zeit fiir LM und

MM steiler, fiir NPL-Insulin etwas flacher ausfillt. In Tabelle 6 wird dies bei den
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berechneten Mittelwerten fiir die jeweiligen Intervalle deutlich. Hohere Blutglukose-

konzentrationswerte kommen im Vergleich mit Tabelle 5 in der Zeit zwischen 12

und 19 h vor, was dem Zeitraum entspricht, in dem die meisten Versuche vorzeitig

abgebrochen wurden.

Abbildung 6 Mittlere Blutglukosekonzentrationen mit adjustierten Datensédtzen bei

vier verschiedenen Insulinformulierungen
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Die ausgefiillten Dreiecke zeigen die jeweiligen individuellen vorzeitigen Versuchsabbriiche

aufgrund einer erreichten Blutglukosekonzentration von >200 mg/dl. Die Zahl in runden

Klammern gibt die Anzahl derjenigen Patienten wieder, die den Versuch regulér beendeten.

Bei der Applikation von NPH-Insulin beginnt der Verlust der Insulinwirkung

zwischen 8 und 11 h (s. Abbildung 6), mit scheinbar kurz darauf zuriickkehrender

Stoffwechselkontrolle. Trotz der Adjustierung der Datensidtze wird die mittlere Blut-

glukosekonzentration offensichtlich stark durch die beiden Patienten beeinfluf3t, die
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im Zeitraum zwischen 9 und 11 h nach Applikation des jeweiligen Testinsulins den
Versuch vorzeitig beendeten. Die oben angefiihrten Tendenzen werden aber durch
die Weiterfiihrung der nach Abbruch der Versuche zuletzt gemessenen Werte

deutlich minimiert (Vergleiche Tabelle 5 und 6).

Tabelle 6 Mittelwerte der Blutglukose (mg/dl) fiir unterschiedliche Zeitintervalle mit

adjustierten Datensitzen

Zeit (h) N NPH NPL LM MM
0-3 9 93 +4 912 90 +1 90 +1
3-6 9 100 £ 17 95 +7 90 +1 91+1
6-9 9 121 £ 25 110 £22 95 £38 97 +£8
9-12 9 135+43 117 £ 34 103 + 15 108 + 20
12-15 9 135 +45 130 £ 44 126 + 35 133 £33
15-19 9 142 £ 42 147 + 45 154 + 35 176 + 27
0-8 9 101 £13 96 +7 912 91+1

3.2 Glukoseinfusionsraten

Die in Abbildung 7 dargestellten Verldufe der mittleren GIR reflektieren zum
Zeitpunkt t = 0 h zwei unterschiedliche Effekte. Die basale i.v. Insulininfusion und
die i.v. Bolusgabe von Humulin®, welche in der Versuchsvorlaufzeit von t = —3...0 h
appliziert wurden, induzieren jeweils einen eigenstindigen, glukodynamischen
Effekt. Bei einigen Patienten verursacht die Summation dieser Insulingaben einen
Uberhang der metabolischen Insulinwirkung in die eigentliche Versuchszeit hinein.
In der ersten Zeit nach der subkutanen Applikation der Testinsuline fiihrt dies zu
einer zusitzlichen unerwiinschten Insulinwirkung. Dies zeichnet sich in Abbildung 7
durch die erhohte Glukoseinfusionsrate zum Zeitpunkt der Verabreichung der

Testinsuline beit =0 h ab.

Wie unter 2.12 erldutert, wurde der glukodynamisch relevante Einflul der
Insulingaben in der Vorlaufphase und in der Anfangsphase nach Applikation der
Testinsuline durch Einsatz eines geeigneten Modells beriicksichtigt. Die
Adjustierungen wurden fiir jeden Versuch einzeln durchgefiihrt. Die mittleren GIR
der sich daraus ergebenden Datensiitze sind in Abbildung 8 und 9 dargestellt. Es

zeigte sich, daf} das verwendete Modell zu einer deutlichen Reduktion der GIR in der
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Vorlaufphase der Versuche und in der Anfangsphase kurz nach der s.c. Applikation
der Testinsuline fiihrte. Die eigentlichen Wirkprofile der vier untersuchten Insulin-
formulierungen werden durch die so gewonnenen Datensidtze besser reflektiert (s.

Abbildung 7, 8 und 9).

Abbildung 7 Mittlere Glukoseinfusionsraten nach s.c. Applikation der vier ver-

schiedenen Insulinformulierungen
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Der Zeitpunkt der Applikation des jeweiligen Testinsulins wird durch die senkrechte Linie bei

t = 0 h verdeutlicht.
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Abbildung 8 Mittlere Glukoseinfusionsraten mit adjustierten Datensitzen bei vier

verschiedenen Insulinformulierungen
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Die gepunktete Linie stellt die registrierten GIR, die durchgezogene Linie die GIR mit
adjustierten Datensitze dar. Der Zeitpunkt der Applikation des jeweiligen Testinsulins wird

durch die senkrechte Linie bei t = 0 h verdeutlicht.
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Abbildung 9 Mittlere Glukoseinfusionsraten aller Insulinformulierungen mit

adjustierten Datensitzen
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Der Zeitpunkt der Applikation des jeweiligen Testinsulins wird durch die senkrechte Linie bei

t = 0 h verdeutlicht.

Die Mittelwerte der GIR zeigen ein Maximum von ca. 7 mg/kg/min nach Applika-
tion von MM innerhalb der ersten 3 h. Die Mittelwerte von LM weisen im gleichen
Zeitraum ein Maximum von 4, fiir NPL-Insulin von 3,2 und fiir NPH-Insulin von 1,4

mg/kg/min auf.

In Tabelle 7 sind die glukodynamischen Kenngrof3en fiir 15-miniitige Intervalle zu-
sammenfassend dargestellt. Die 15-miniitigen Intervalle wurden deshalb gewihlt, um
die durch die miniitliche Nachjustierung des Biostators verursachten Schwankungen
in der GIR zu dampfen (s. 2.10.2). Es zeigt sich, da} die Werte fiir GIR;,,x bei MM
am hochsten sind, gefolgt von LM, NPL- und NPH-Insulin. Die Werte fiir tGIR.x



30
weisen einen unerwartet frithen Zeitpunkt bei NPH-Insulin auf, mit dhnlichen
Werten, wie sie bei MM beobachtet wurden (s. Tabelle 7).

Tabelle 7 Glukodynamische Parameter der vier untersuchten Insulinformulierungen

Dosierung: 0,3 U/kg

MM LM NPL NPH
GIRhax 7,7+£2,2 49+272 4,1+£23 3,2+0,8
(mg/kg/min)
tGIRpax 113 £30 158 £98 225 £236 107 £ 124
(min)
Gt0-19 h 1,5+04 1,3+£0,9 0,8+ 1,0 0,3+£0,2
(g/kg)
Giot0-5h 1,2+0,3 0,7+0,3 0,4+04 0,2+0,1
(glkg)
Git5-19 h 0,3+0,2 0,5+0,6 0,4 +£0,6 0,1+0,1
(glkg)

Die Berechnungen fiir die aufgefiihrten Werte (Mittelwert + SD) wurden mit den adjustierten Daten

durchgefiihrt.

Die in Tabelle 7 angegebenen G, 0-19-Werte sind fir MM am hochsten und nehmen
in der Reihenfolge LM, NPL- und NPH-Insulin ab. Die Werte fiir Gi0-5 zeigen die
gleiche Reihung. Im Gegensatz dazu erreicht LM den hochsten Wert bei den GioS-
19-Mittelungsintervallen, gefolgt von NPL-Insulin, MM und NPH-Insulin.

3.3 Vergleich der vier Insulinformulierungen

Bei den 15-miniitigen Mittelungsintervallen steigen die GIRy.x-Werte mit zu-
nehmendem Anteil an 16slichem Insulin Lispro in den Formulierungen an (MM>LM
>NPL-Insulin, s. Abbildung 10). Diese Zunahme ist aber trotz linearer Steigung von
GIRyax nicht direkt proportional zum prozentualen Anteil an 16slichem Insulin
Lispro. Dies bedeutet, da} bei einer Verdoppelung des Anteils an Insulin Lispro
keine Verdoppelung von GIR. resultiert. Die maximale Glukoseinfusionsrate von

NPL-Insulin und NPH-Insulin ist im Vergleich mit LM und MM gering (s. Tabelle
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7). Die bei den Formulierungen von NPL- und NPH-Insulin registrierten niedrigen
Werte fiir GIR,x und das spite Aktivititsmaximum bei einigen Patienten bestédtigen
den basalen Charakter beider Verzogerungsinsuline. Die im Mittel beobachteten
frithen Aktivitditsmaxima bei NPL- und NPH-Insulin miissen eher als Artefakte
betrachtet werden, die durch die aus der Vorlaufphase der Versuche und unter 3.2
bereits beschriebenen Uberhangeffekte induziert wurden, denn als eine wirklich

rasch eintretende Stoffwechselwirkung der Verzogerungsinsuline.

Abbildung 10 Korrelation von GIR,,x mit dem prozentualen Anteil an I6slichem

Insulin Lispro
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Die offenen Kreise symbolisieren die individuellen Versuche, die ausgefiillten Kreise stellen
die jeweiligen Mittelwerte, die Balken die Standardabweichung dar. Die verwendeten Daten
wurden aus den 15-miniitigen Mittelungsintervallen der GIR berechnet. Die Anzahl der

Versuche betrigt 9. Die Linie stellt die lineare Regression der Mittelwerte dar.
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In Abbildung 11 zeigen die tGIR,x-Werte fiir LM und MM die erwartete, schnell
einsetzende Wirkung von Insulin Lispro nach der s.c. Applikation mit einem raschen
Maximum der Insulinwirkung. Fiir LM und MM lagen ca. 66% bzw. 100% der
tGIR h.-Werte innerhalb des zeitlichen Intervalls von 60 — 200 min nach s.c. Appli-
kation. Die Ergebnisse fiir NPL- und NPH-Insulin weisen iiberraschende Unter-
schiede auf. Die maximale Insulinaktivitit wurde zum Teil extrem frith (innerhalb
von 60 min nach s.c. Applikation) oder sehr spidt (nach 200 min oder spiter)
beobachtet. Nur in 44% der Versuche mit NPL-Insulin und in 22% der Versuche mit
NPH-Insulin wurde die maximale Insulinaktivitit innerhalb des zeitlichen Intervalls

von 60 bis 200 min gemessen.

Abbildung 11 Vergleich der tGIR,x-Werte
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Die Kreise stellen die individuellen Versuche, die Balken das arithmetische Mittel dar. Die
verwendeten Daten wurden aus den 15-miniitigen Mittelungsintervallen der GIR berechnet.

Die Anzahl der Versuche beléuft sich jeweils auf 9.
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Die wihrend der Versuche infundierte Gesamtmenge an Glukose (Gi0-19) nimmt
mit steigendem prozentualen Anteil an 16slichem Insulin Lispro in den Formu-
lierungen zu (s. Abbildung 12). Die deutliche Differenz zwischen der metabolischen
Gesamtwirkung von NPH- und NPL-Insulin, deren Formulierungen beide kein
l6sliches Insulin Lispro enthalten, iiberrascht. Dieser vermeintlich deutliche Unter-
schied 148t sich aber mit dem in Abbildung 12 in der MefBreihe fiir NPL-Insulin
aufgetretenen einzelnen ,,Ausreiler* (3,4 g/kg) erkldren. Das arithmetische Mittel der
Gii0-19-Werte fiir NPL-Insulin wiirde sich ohne diesen einzelnen Wert von 0,85
g/kg auf 0,53 g/kg reduzieren und somit wiirde die Differenz zwischen NPH- und

NPL-Insulin deutlich geringer ausfallen.
Abbildung 12 Vergleich der G0-19-Werte
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Die Kreise stellen die individuellen Versuche, die Balken das arithmetische Mittel dar. Die

verwendeten Daten wurden aus den 15-miniitigen Mittelungsintervallen der GIR berechnet.

Die Anzahl der Versuche beléuft sich jeweils auf 9.
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In den ersten 8 h nach Applikation des jeweiligen Testinsulins blieb der Blutglukose-
spiegel bei den meisten Versuchen konstant. Die G0-5-Werte reflektieren am
ehesten dieses friihe Intervall des Uberwachungszeitraumes. Wie erwartet, ergab sich
eine lineare und positive Korrelation zwischen den Gi,0-5-Werten und dem prozen-

tualen Anteil an I6slichem Insulin Lispro (s. Abbildung 13).

Abbildung 13 Korrelation der G,{0-5-Werte mit dem prozentualen Anteil an
16slichem Insulin Lispro
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Die offenen Kreise stellen die individuellen Versuche, die ausgefiillten Kreise die jeweiligen
Mittelwerte und die Balken die entsprechende Standardabweichung dar. Die verwendeten
Daten wurden aus den 15-miniitigen Mittelungsintervallen der GIR berechnet. Die Anzahl der

Versuche belduft sich jeweils auf 9. Die Linie stellt die lineare Regression der Mittelwerte dar.
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Die Ergebnisse einer Studie mit gesunden Probanden (Heise [1998]) lassen fiir diese
Studie ebenfalls eine negative monotone Korrelation zwischen dem 16slichen Anteil
an Insulin Lispro und den G,5-19-Werten erwarten. Obwohl eine negative Relation
vorhanden ist, ist die Korrelation sehr niedrig und kann von einer nichtexistenten

Korrelation nicht eindeutig unterschieden werden (s. Abbildung 14).

Abbildung 14 Korrelation der G:5-19-Werte mit dem prozentualen Anteil an

16slichem Insulin Lispro
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Die offenen Kreise stellen die individuellen Versuche, die ausgefiillten Kreise die jeweiligen
Mittelwerte und die Balken die entsprechende Standardabweichung dar Die verwendeten
Daten wurden aus den 15-miniitigen Mittelungsintervallen der GIR berechnet. Die Anzahl der

Versuche belduft sich jeweils auf 9. Die Linie stellt die lineare Regression der Mittelwerte dar.

3.4 NPL-Insulin versus NPH-Insulin

Beim Vergleich von NPL- und NPH-Insulin wurden @hnliche Eigenschaften in Be-
zug auf Glukodynamik und Pharmakokinetik erwartet. Sowohl NPL- als auch NPH-
Insulin sind qualitativ dhnlich, d.h. beide weisen eine verzogerte Absorption auf und
haben @hnliche Stoffwechselaktivitidtsprofile mit den typischen Eigenschaften eines

Verzogerungsinsulins [13].
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Die GIR,.x-Werte dieser Studie deuten auf eine geringfiigig grofere metabolische
Reaktion der Probanden auf NPL-Insulin im Vergleich mit NPH-Insulin hin (s.
Tabelle 7). Die Gi,0-19-Werte fiir NPH-Insulin sind im Vergleich fiir NPL-Insulin
signifikant erniedrigt. Sie liegen beide jedoch deutlich unter der Stoffwechsel-
wirkung der bei dieser Studie verwendeten Mischinsulinformulierungen. Eine
plausible Erklidrung fiir die differierenden Ergebnisse von NPL- bzw. NPH-Insulin
findet sich nicht. Einzig die geringe Anzahl an Studienteilnehmern und das Studien-
design, bei dem nicht alle Probanden die gleichen Insulinformulierungen erhielten,

kann eventuell zur Erkldarung der gefundenen Differenzen angefiihrt werden.

Die schlechte analytische Sensitivitdt bei der Bestimmungsmethode der FIRI-Kon-
zentration und die daraus resultierende geringe Anzahl an verwertbaren Daten er-

laubt keinen Vergleich der pharmakokinetischen Werte von NPL- mit NPH-Insulin.

3.5 Abhiangigkeit der glukodynamischen Effekte vom
Geschlecht

Die Anzahl an Patienten unterschiedlichen Geschlechts, die an dieser Studie teil-
nahmen, reichte nicht aus, um geschlechtsspezifische Unterschiede fiir die registrier-

ten glukodynamischen Effekte erfassen zu konnen.

3.6 FIRI- und FIL-Konzentrationen

Die Messungen der FIRI-Konzentration nach Gabe von NPH-Insulin ergaben bei
einem Grofiteil der Serumproben Werte unterhalb des Detektionslimits. Daher
konnte nur bei 3 Patienten AUC-Werte fiir FIRI berechnet werden. Zusitzlich sind
bei einigen Patienten meBbare FIRI-Konzentrationen nur direkt nach Applikation
von NPH-Insulin nachweisbar. Diese als Freies Insulin gemessenen Werte konnen
zirkulierendes Insulin aus der Versuchsvorlaufphase, der i.v. Insulininfusion und der
i.v. Insulinboli, und somit félschlich als NPH-Insulin in die Auswertung mit einge-
gangen sein. Daher miissen bei allen Aussagen zu pharmakokinetischen Eigenschaf-
ten von NPH-Insulin diese Tatsachen beriicksichtigt werden. Aufgrund der geringen
Menge an verwertbaren Daten konnten keine statistischen Analysen mit den pharma-

kokinetischen Daten von NPH-Insulin durchgefiihrt werden. In Tabelle 8 sind die
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Mittelwerte der berechenbaren pharmakokinetischen Kenngrofien fiir LM, MM,
NPL- und NPH-Insulin wiedergegeben. Die Werte fiir Cyax sind fir MM am
hochsten und nehmen in der Reihenfolge LM, NPH- und NPL-Insulin ab. Bei den
FIRI- bzw. FIL-Werten von ty.x verlduft die Reihung NPL-Insulin>LM>MM>NPH-
Insulin, wobei die frithen Werte fiir NPH-Insulin von 13 * 10 min als Artefakt
gewertet werden miissen (s.0.). Die FIL-AUC-Werte fiir AUCy.j9 und AUCys sind in
der Reihenfolge der Insulin Lispro enthaltenden Formulierungen gleich: MM>LM
>NPL-Insulin. Bei den AUCs_jo-Werten ist die Reihung fiir die FIL-Konzentration:
LM>NPL-Insulin>MM. Die Summe der AUCjs5- und der AUCs.o-Werte ent-
sprechen bei MM, LM und NPL-Insulin den jeweiligen AUCy.9-Werten.

Tabelle 8 Pharmakokinetische Parameter der vier untersuchten Insulin-

formulierungen
Dosis (0,3 U/kg)
LM*" MM* NPL** NPH’
Crnax 1,1 £04 ,5+0,6 | 0,3+£0,2 | 0,7+0,2
(ng/ml)
tmax 83 +34 68 £ 23 165 + 169 13£10
(min)
AUCy.19 42 +272 43+£1,6 | 2,0£1,9 f
(ngeh/ml)
AUCy.5 1,2+£0,6 34+09 | 0,8+0,5 f
(ngeh/ml)
AUCs.q9 30+1,7 0,9 +£0,8 1,L1£1,5 f
(ngeh/ml)

* Konzentrationsmessungen fiir FIL

® Anzahl N = 8 fiir Craxs tmax Und FIL-AUC-Werte

¢ Anzahl N = 7 fiir Cpu- und t,-Werte; N = 6 fiir FIL-AUC-Werte
¢ Konzentrationsmessungen fiir FIRI

f Zu wenig verwertbare Daten

Die Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben.
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Die in Abbildung 15 dargestellten Mittelwerte der FIL-Konzentrationen fiir LM, MM
und NPL-Insulin zeigen bei LM und MM einen raschen Anstieg der FIL-Serumkon-
zentration. Dieser rasche Peak wird durch die schnelle Absorption von Insulin Lispro
verursacht und reflektiert die Priasenz an l6slichem Insulin Lispro in den Formulier-
ungen. Der flachere Verlauf der FIL-Konzentrationskurve bei NPL-Insulin entspricht

dem eines Verzogerungsinsulins.

Abbildung 15 FIL-Serumkonzentrationen bei LM, MM und NPL-Insulin
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Die maximale Insulinkonzentration zeigt eine lineare Korrelation mit erwartungs-
gemal hoheren Cp.x-Werten bei steigendem Anteil an 16slichem Insulin Lispro (s.

Abbildung 16).

Abbildung 16 Korrelation der Cy,.x- Werte mit dem prozentualen Anteil an 16slichem

Insulin Lispro
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Die offenen Kreise stellen die jeweiligen individuellen Versuchsergebnisse, die ausgefiillten
Kreise das arithmetische Mittel und die Balken die Standardabweichung dar. Die Linie stellt

die lineare Regression der Mittelwerte dar.

Bei der Betrachtung der in Abbildung 17 dargestellten mittleren tp,,-Werte aller
verwendeten Insulinformulierungen werden die extrem frithen Werte von 13 £ 10
min fiir NPH-Insulin (s. Tabelle 8) als Artefakt betrachtet. Diese rasch erreichten
maximalen Insulinkonzentrationen lassen sich nur durch die bereits erwihnten aus
der Versuchsvorlaufphase stammenden Uberhangeffekte erkliren. Aus diesem Grund
konnen die Werte von ty,x flir NPH-Insulin bei dem Vergleich der Insulinformulier-
ungen nicht beriicksichtigt werden. Sie sind nur der Vollstandigkeit halber in
Abbildung 17 wiedergegeben. Auch die Werte fiir NPL-Insulin zeigen mit
Ausnahme von einem Ausreifler rasche maximale Insulinkonzentrationen mit Werten
zwischen 50 — 150 min. Diese fiir ein Verzogerungsinsulin eher iiberraschenden
Ergebnisse miissen ebenso unter dem Aspekt der aus der Versuchsvorlaufphase

stammenden Uberhangeffekte betrachtet werden.
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Beim Vergleich der Insulin Lispro enthaltenden Formulierungen weist NPL-Insulin
mit einem Anteil von 0% an 16slichem Insulin Lispro die spiteste maximale Insulin-
konzentration auf, LM mit einem Anteil von 25% loslichem Insulin Lispro zeigt
einen fritheren Peak, und MM mit 50% erreicht die friheste maximale Insulinkon-
zentration. Trotz der Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Insulinkonzentra-
tionen stellen sich die Ergebnisse tendenziell in der erwarteten, den pharmakokine-

tischen Eigenschaften der Insulinformulierungen entsprechenden Reihenfolge dar.

Abbildung 17 Vergleich von ty,y fiir FIRI-, bzw. FIL-Werte
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Die offenen Kreise stellen die jeweiligen individuellen Versuchsergebnisse, die Balken das
arithmetische Mittel dar. Bei den Versuchen mit NPL-Insulin kam es zu einem Ausreifler fiir
tmax der mit 540 min auBerhalb der Skalierung der Graphik liegt und entsprechend markiert ist.

Er wurde in die Berechnung des Mittelwertes nicht mit einbezogen.
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Die FIRI- bzw. FIL-AUC-Werte stellen den wéhrend des jeweiligen Intervalls
gemessenen prozentualen Anteil am Gesamtinsulin dar. Der Vergleich der AUC.jo-
Berechnungen fiir FIL zeigt keine ausgeprdgten Unterschiede zwischen LM und
MM. Obwohl bei allen Versuchen die Probanden jeweils 0,3 U des jeweiligen
Insulins pro Kilogramm Korpergewicht injiziert bekamen, zeigen sich deutlich
niedrigere AUCy.19-Werte bei den Versuchen mit NPL-Insulin (s. Tabelle 8 und
Abbildung 18). Die Griinde fiir die niedrigeren FIL-AUC,.19-Werte fiir NPL-Insulin

sind unklar.

Abbildung 18 Vergleich der FIL-AUC._jo-Werte von LM, MM und NPL-Insulin
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Die offenen Kreise stellen die jeweiligen individuellen Versuchsergebnisse, die Balken das

arithmetische Mittel dar.
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Die berechneten FIRI-AUC,.s-Werte korrelieren mit dem prozentualen Anteil an
loslichem Insulin Lispro bei den Versuchen mit LM, MM und NPL-Insulin.
Abbildung 19 zeigt diese positiv lineare Korrelation in Form einer
Regressionsgeraden. Die dargestellte Korrelation korrespondiert mit der in
Abbildung 13 erkennbaren Korrelation zwischen den Gi,0-5-Werten und dem

prozentualen Anteil an 16slichem Insulin Lispro.

Abbildung 19 Korrelation der FIRI-AUCy.s-Werte mit dem prozentualen Anteil an

16slichem Insulin Lispro
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Die offenen Kreise stellen die jeweiligen individuellen Versuchsergebnisse, die ausgefiillten
Kreise das arithmetische Mittel und die Balken die Standardabweichung dar. Die Linie stellt

die lineare Regression der Mittelwerte dar.
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Zwischen den FIRI-AUCs jo-Werten und dem 16slichen Anteil an Insulin Lispro
wurde vergleichbar den G5-19-Werten aufgrund des in diesem Intervall abnehmen-
den Anteils an loslichem Insulin Lispro eine geringfiigig negative Korrelation
erwartet. Die in Abbildung 20 dargestellte Korrelation zeigt eine so geringe negative
Steigung, dal man von einer eindeutigen Korrelation nicht sprechen kann. Die
gemessenen niedrigen NPL-Insulin-Konzentrationen, die hédufig unterhalb des

Detektionslimits lagen, tragen zu diesem nicht interpretierbaren Ergebnis mit bei.

Abbildung 20 Korrelation der FIRI-AUCs_j9-Werte mit dem prozentualen Anteil an

16slichem Insulin Lispro
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Die offenen Kreise stellen die jeweiligen individuellen Versuchsergebnisse, die ausgefiillten
Kreise das arithmetische Mittel und die Balken die Standardabweichung dar. Die Linie stellt

die lineare Regression der Mittelwerte dar.

3.7 Insulinantikorper

Der Referenzbereich fiir die Antikorperbindung betrigt fiir kreuzreaktive Antikorper
0% bis 1,6%, fiir Insulin Lispro-spezifische Antikorper 0% bis 0,9% und 0% bis
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0,8% fir Humaninsulin-spezifische Antikorper. Tabelle 9, 10 und 11 fassen die
Ergebnisse der kreuzreaktiven, Insulin Lispro-spezifischen und Humaninsulin-

spezifischen Antikorpermessungen zusammen.

Alle Patienten weisen mindestens einen Wert fiir kreuzreaktive Antikorper au3erhalb
des Referenzbereiches auf. Der Mittelwert der kreuzreaktiven Antikorper-
bestimmung betrégt fiir alle drei Versuchstage 3,7% mit einem Minimum von 1,2%
und einem Maximum von 21,5%. Die Patienten Nr. 2, 6 und 9 zeigen Werte oberhalb
von 10%. Bei dem Nachweis fiir Insulin Lispro-spezifische Antikorper lagen nur die
Patienten Nr. 2 mit einem Wert von 1,8% und Nr. 3 mit einem Wert von 1,0% knapp
auBlerhalb des Referenzbereiches. Fiir die restlichen Patienten ergab das arith-
metische Mittel der Insulin Lispro-spezifischen Antikorperbestimmung fiir alle drei
Tage 0,3%. Bei der Bestimmung der Humaninsulin-spezifischen Antikérper zeigen 5
der 12 Patienten Werte auBBerhalb des Referenzbereiches. Das arithmetische Mittel
der Humaninsulin-spezifischen Antikorper aller Patienten fiir die drei Versuchstage

betragt 0,5% mit einem Minimum von 0% und einem Maximum von 1,3%.

Tabelle 9 Ergebnisse der kreuzreaktiven Antikdrperbestimmung

Patienten- Visite 2 Visite 3 Visite 4 | Intervall zwischen

Nr. Messung Messung Messung Visite 2 und 4
(%) (%) (%) (Tage)

1 1,6 1,7 1,6 28

2 21,5 19,5 19,5 17

3 5,3 1,3 4,3 14

4 5,4 5,6 5,9 24

6 6,3 10,3 10,6 20

7 3,1 2,7 2,5 20

8 1,4 1,9 1,7 22

9 11,5 11,8 11,4 14

10 3,2 2,9 3,1 31

11 1,8 1,5 1,2 14

12 4,5 4,3 7,2 17

13 3,2 3,8 3,9 15

Minimum 1,4 1,3 1,2 14

Maximum 21,5 19,5 19,5 28

Arithmetisches 5,7 5,6 6,1 19,7

Mittel

Median 3,9 34 4,1 18,5




Tabelle 10 Ergebnisse der Insulin Lispro-spezifischen Antikérperbestimmung
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Patienten- Visite 2 Visite 3 Visite 4 Intervall zwischen

Nr. Messung | Messung | Messung Visite 2 und 4
(%) (%) (%) (Tage)

1 0,8 0,4 0,2 28

2 0,6 0,8 1,8 17

3 0,4 0,2 1,0 14

4 0,6 0,4 0,3 24

6 0,5 0,0 0,0 20

7 0,7 0,5 0,1 20

8 0,2 0,0 0,4 22

9 0,5 0,2 0,3 14

10 0,8 0,3 0,0 31

11 0,1 0,5 0,5 14

12 0,2 0,2 0,4 17

13 0,4 0,0 0,0 15

Minimum 0,1 0,0 0,0 14

Maximum 0,8 0,8 1,8 31

Arithmetisches 0,5 0,3 0,4 19,7

Mittel

Median 0,5 0,3 0,3 18,5

Tabelle 11 Ergebnisse der Humaninsulin-spezifischen Antikorperbestimmung

Patienten- Visite 2 Visite 3 Visite 4 Intervall zwischen

Nr. Messung | Messung |Messung Visite 2 und 4
(%) (%) (%) (Tage)

1 1,0 0,8 0,8 28

2 0,7 0,5 0,8 17

3 0,5 0,0 0,4 14

4 0,8 0,9 0,4 24

6 0,9 0,0 0,4 20

7 0,9 0,5 0,4 20

8 0,4 0,6 0,3 22

9 1,1 0,5 1,3 14

10 0,4 0,4 0,0 31

11 0,3 0,0 0,0 14

12 0,0 0,0 0,5 17

13 0,3 0,1 0,2 15

Minimum 0,0 0,0 0,0 14

Maximum 1,1 0,9 1,3 31

Arithmetisches 0,6 0,4 0,5 19,7

Mittel

Median 0,6 0,5 0,4 18,5
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4 Vergleich mit gesunden Probanden

Die bei dieser Studie fiir LM, MM und NPL-Insulin bei Patienten mit insulinab-
hingigem Diabetes mellitus ermittelten pharmakodynamischen und pharmako-
kinetischen KenngroBen konnen mit den Ergebnissen einer Studie mit gesunden
Probanden (Heise [1998]) verglichen werden. Obwohl sich beide Studien im
Studiendesign, der Anzahl der partizipierenden Teilnehmer und der differierenden
Kontrolle der Blutglukosekonzentration bei Gesunden und Patienten unterscheiden,
wurde dieser Vergleich durchgefiihrt, um die prognostischen Aussagen der pharma-
kodynamischen und pharmakokinetischen Ergebnisse einer Studie mit gesunden

Probanden fiir diese Studie mit Patienten mit IDDM abschitzen zu kOnnen.

4.1 Pharmakodynamik

Der Vergleich der GIR zwischen Patienten mit Diabetes mellitus und gesunden
Probanden =zeigt deutlich hohere absolute GIR-Werte bei den Gesunden (s.
Abbildung 21). Eine Normierung der GIR-Werte auf 100% (Dadurch entfallen die
Unterschiede der Absolutwerte) zeigt allerdings, dafl die eigentlichen Verldaufe der
GIR-Profile bei Gesunden und Patienten nahezu identisch sind (s. Abbildung 22).
Dies deutet darauthin, daBl das ,relative* Wirkprofil beider Insulinformulierungen
sowohl bei gesunden Probanden als auch bei Patienten mit Diabetes mellitus
vergleichbare Verldufe aufweist. Zwischen beiden Kollektiven ist aber die absolute
Menge an utilisierter Glukose unterschiedlich. Dies deutet auf eine Insulinresistenz

bei den Patienten mit Diabetes mellitus hin.
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Abbildung 21 Vergleich der mittleren Glukoseinfusionsraten von gesunden Pro-
banden und Patienten mit Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der

gleichen Insulinformulierungen in zwei unterschiedlichen Studien
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Die gepunktete Linie stellt die mittleren GIR-Profile der gesunden Probanden [16], die
durchgezogene die angepaliten Werte der Patienten mit Diabetes mellitus dar. Die Anzahl der
gesunden Probanden betrug 30, die Anzahl der in dieser Studie untersuchten Diabetiker betrug
pro getestetem Insulin 9. Der Zeitpunkt der Insulinapplikation lag bei t = O h.
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Abbildung 22 Prozentualer Vergleich der mittleren Glukoseinfusionsraten bei ge-
sunden Probanden und Patienten mit Diabetes mellitus bei s.c. Appli-

kation der gleichen Insulinformulierungen in zwei unterschiedlichen

Studien
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Die gepunktete Linie stellt die mittleren GIR-Profile der gesunden Probanden [16], die
durchgezogene die angepaliten Werte der Patienten mit Diabetes mellitus dar. Die Anzahl der
gesunden Probanden betrug 30, die Anzahl der in dieser Studie untersuchten Diabetiker betrug

pro getestetem Insulin 9. Der Zeitpunkt der Insulinapplikation lag bei t = O h.
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Da bei beiden Studien die gleiche Dosis von subkutan injiziertem Testinsulin von 0,3
U/kg verwendet wurde, liefert dies keine Erklarung fiir die massiven Differenzen bei
den Werten fiir Gi0-5 und GIRx (s. Abbildung 23 und 24). Weiterhin war die
Blutglukosekonzentration der Patienten mit Diabetes fiir Gi{0-5 in dem zeitlichen
Intervall von 5 h nach Injektion des jeweiligen Testinsulins noch innerhalb des Start-
wertes von 90 + 10 mg /dl (s. Tabelle 6) und somit vergleichbar mit den Werten der
gesunden Probanden. Eine Erkldrung fiir die beobachtete Differenz bei den Werten
fiir Gio(0-5 und GIR,x zwischen gesunden Probanden und Patienten mit Diabetes
mellitus konnen die unterschiedlich hohen Seruminsulinkonzentrationen sein (s.
Abbildung 26). Diese konnen in Anbetracht der verwendeten gleichen Insulindo-
sierung bei beiden Studien auch durch Unterschiede bei den verwendeten Bestim-

mungsmethoden der Insulinkonzentration erkldrt werden (s. 4.2).

Abbildung 23 Vergleich von G,0-5 bei gesunden Probanden und Patienten mit
Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der gleichen Insulinformulier-

ungen bei zwei unterschiedlichen Studien
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Die offenen Kreise stellen die Ergebnisse der individuellen Versuche der gesunden Probanden
[16], die ausgefiillten Kreise die der Versuche der Patienten mit Diabetes mellitus und die

Balken das jeweilige arithmetische Mittel dar.
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Abbildung 24 Vergleich von GIR;,x bei gesunden Probanden und Patienten mit
Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der gleichen Insulinformulier-

ungen in zwei unterschiedlichen Studien
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Die offenen Kreise stellen die Ergebnisse der individuellen Versuche der gesunden Probanden
[16], die ausgefiillten Kreise die der Versuche der Patienten mit Diabetes mellitus und die

Balken das jeweilige arithmetische Mittel dar.
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Fir LM und MM ergibt, wie erwartet, der Vergleich kaum Unterschiede zwischen
den tGIR,x-Werten (s. Abbildung 25). Bei den Versuchen mit NPL-Insulin wurde
bei den Patienten mit Diabetes mellitus deutlich frithere tGIR,.- Werte beobachtet.
Dies ist sehr wahrscheinlich durch das auf den Stoffwechsel der Patienten wirkende,
aus der Vorlaufphase der Versuche stammende ,,non-Studieninsulin® (s. 2.7), zu
erklidren. Ebenso konnte dieser Artefakt die Erklarung fiir den in Abbildung 21 und
22 beobachteten deutlichen Peak bei den Versuchen der Patienten mit Diabetes

mellitus mit NPL-Insulin sein.

Abbildung 25 Vergleich von tGIR,.x bei gesunden Probanden und Patienten mit
Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der gleichen Insulinformulier-

ungen in zwei unterschiedlichen Studien
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Die offenen Kreise stellen die Ergebnisse der individuellen Versuche der gesunden Probanden
[16], die ausgefiillten Kreise die der Versuche der Patienten mit Diabetes mellitus und die
Balken das jeweilige arithmetische Mittel dar. 9 Werte bei den Versuchen gesunder Probanden

mit NPL-Insulin lagen auflerhalb des Skalierungsbereiches der Graphik.
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4.2 Pharmakokinetik

Wie zu erwarten, zeigt die Studie mit Patienten mit Diabetes mellitus fir Cpay, tmax
und die FIL-Werte der AUC.s dhnliche Ergebnisse, wie die Studie bei gesunden
Probanden. Dabei ist die Reihenfolge MM>LM>NPL-Insulin fiir C.x, NPL-Insulin
SLM>MM fiir tp,x und MM>LM>NPL-Insulin fir AUCy5. Die FIL-Werte von
AUC.19 sind fiir LM und MM nahezu identisch, aber fiir NPL-Insulin niedriger. Der
Vergleich mit den Daten der Studie mit gesunden Probanden ergibt fiir alle pharma-

kokinetischen Parameter prozentual gesehen die gleiche Reihung (s. Tabelle 12).

Tabelle 12 Prozentualer Vergleich pharmakokinetischer Parameter von gesunden
Probanden und Patienten mit Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der

gleichen Insulinformulierungen in zwei unterschiedlichen Studien

Parameter MM LM NPL
Crnax (%) Patienten 100 74 20
Probanden 100 53 33
tmax (%) Patienten 42 51 100
Probanden 40 47 100
FIL-AUCs (%) Patienten 100 37 25
IRI-AUC ¢ (%) Probanden 100 62 30
AUCy.19 (%) Patienten 100 98 47
Probanden 100 76 61

Die jeweiligen maximalen absoluten Werte der aufgefiihrten pharmakokinetischen Parameter wurden
gleich 100 Prozent gesetzt. Die AUC,_jo-Werte wurden bei den gesunden Probanden fiir IRI, bei den

Patienten mit Diabetes mellitus fiir FIL berechnet.
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Der Vergleich der pharmakokinetischen Profile der Freien Insulin Lispro-Konzen-
tration von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und der Immunoreaktiven Insulin-
konzentration gesunder Probanden zeigt bei den gesunden Probanden hohere Insulin-
konzentrationen nach Applikation von LM, MM und NPL-Insulin (s. Abbildung 26).
Da bei beiden Studien zwei unterschiedliche Nachweismethoden zur Bestimmung
des im Blut zirkulierenden Insulins verwendet wurden, stellt dies eine plausible

Erklarung fiir diesen Befund dar (s. 4.1).

Bei der Studie mit gesunden Probanden (Heise [1998]) wurde ein unspezifischer
Assay benutzt, der eine 100%ige Kreuzreaktivitit zwischen Insulin und Insulin
Lispro aufweist. Dies fiihrt dazu, dal der Assay zusitzlich zu dem Insulin Lispro
auch das endogen produzierte Insulin der gesunden Probanden mitbestimmt hat. Der
bei der vorliegenden Studie verwendete, fiir Insulin Lispro spezifische, Assay
bestimmt im Unterschied dazu nur dieses (s. 2.9.2). Der Unterschied in der Spezifitét
der Bestimmungsmethoden kann nicht beweisend, aber erkldarend fiir die in
Abbildung 26 dargestellten Differenzen der Insulinkonzentrationen angefiihrt

werden.

Der parallele Kurvenverlauf der Insulinkonzentrationen bei gesunden Probanden und
Patienten mit Diabetes mellitus ist ein Hinweis dafiir, da3 bei beiden Probanden-
gruppen die untersuchten Insulinformulierungen vergleichbare pharmakokinetische

Eigenschaften aufweisen.
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Abbildung 26 Vergleich der IRI- und FIL-Konzentrationen von gesunden Probanden

und Patienten mit Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der gleichen

Insulinformulierungen in zwei unterschiedlichen Studien
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Die offenen Kreise stellen die Ergebnisse der individuellen Versuche der gesunden Probanden

[16], die ausgefiillten Kreise die der Versuche der Patienten mit Diabetes mellitus und die

Balken das jeweilige arithmetische Mittel dar.
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Es wurden Vergleiche der Cp.x und FIL-AUCy.s-Werte fiir LM, MM und NPL-
Insulin zwischen gesunden Probanden und Patienten durchgefiihrt. Die Ergebnisse
bestitigen sowohl den Trend zu ansteigenden Seruminsulinkonzentrationen mit zu-
nehmendem Anteil an l6slichem Insulin Lispro in den verschiedenen Formulierungen
als auch die hoheren Insulin Lispro-Konzentrationen bei gesunden Probanden (s.

Abbildung 27 und 28).

Abbildung 27 Vergleich der C,,x-Werte von gesunden Probanden und Patienten mit
Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der gleichen Insulinformulie-

rungen in zwei unterschiedlichen Studien
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Die offenen Kreise stellen die Ergebnisse der individuellen Versuche der gesunden Probanden
[16], die ausgefiillten Kreise die der Versuche der Patienten mit Diabetes mellitus und die

Balken das jeweilige arithmetische Mittel dar.
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Wie in Abbildung 28 dargestellt, weisen entsprechend den hoheren maximalen
Insulinkonzentrationen (Cp.x) aus Abbildung 27 die FIL-AUC,.s-Werte der gesunden
Probanden im Vergleich mit denen der Patienten mit Diabetes mellitus hohere

absolute Werte auf.

Abbildung 28 Vergleich der FIL-AUC.s-Werte von gesunden Probanden und
Patienten mit Diabetes mellitus bei s.c. Applikation der gleichen

Insulinformulierungen in zwei unterschiedlichen Studien
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Die offenen Kreise stellen die Ergebnisse der individuellen Versuche der gesunden Probanden
[16], die ausgefiillten Kreise die der Versuche der Patienten mit Diabetes mellitus und die

Balken das jeweilige arithmetische Mittel dar.

4.3 Korrelation der Ergebnisse beider Studien

Die Verkniipfung zwischen der Pharmakokinetik und Glukodynamik der Formulier-
ungen LM, MM und NPL-Insulin wurde bereits in einer fritheren Studie (Heise
[1998]) mit gesunden Probanden dokumentiert und in der vorliegenden Studie
bestitigt. Es zeigte sich, da3 bei der Studie mit Patienten pharmakokinetische und
glukodynamische Parameter wie Cp,x und GIR,x eine nicht proportionale Korre-
lation aufweisen. Das bedeutet, daf3 bei einer Verdoppelung der Seruminsulinkonzen-

tration (in diesem Fall die Cy.x-Werte) der dazu passende glukodynamische Para-



57

meter (GIRny.x) zwar ansteigt, aber nicht direkt proportional. Im Gegenteil, der
prozentuale Anteil der Zunahme der metabolischen Wirkung nimmt mit steigender

Seruminsulinkonzentration ab.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind allerdings aufgrund der geringen Stich-
probengrofle und der mehrfach beschriebenen Problematik aus der Versuchsvorlauf-
phase nur in einem limitierten Bereich der Pharmakokinetik und Glukodynamik mit
den Ergebnissen der Studie mit gesunden Probanden vergleichbar. Es wurde
trotzdem der Versuch unternommen, die Ergebnisse dieser Studie mit Patienten mit
Diabetes mellitus vergleichend mit den Daten der Studie mit gesunden Probanden zu

interpretieren.

Das bei der Studie mit gesunden Probanden ermittelte nicht-lineare Modell zur
Beschreibung der Korrelation von Cp,x/GIRnmax und FIRI-AUC).5/Gi5-19 wurde
genutzt, um die Ergebnisse der vorliegenden Studie vorherzusagen. Abbildung 29
und 30 zeigen die Ergebnisse des mit den Daten gesunder Probanden erstellten nicht-
linearen Modells mit den integrierten Daten der Patienten mit Diabetes mellitus. Die
Werte der Patienten mit Diabetes mellitus gruppieren sich um das niedrigere Ende
des nicht-linearen Modells, sowohl fiir die Korrelation der pharmakodynamischen
Werte von Cpa/GIRpax, als auch fiir die Korrelation der pharmakokinetischen Daten

von FIRI-AUC.5/G5-19.
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Abbildung 29 Integration der Cp,x- und GIR,x-Werte von Patienten mit Diabetes

mellitus in die Korrelation gesunder Probanden

GIR,,., (mg/kg/ min)

| ° y = 10,1660x0215

C,.ax (ng/ml) von FIL oder IRI

Die offenen Kreise stellen die individuellen Ergebnisse der Versuche der gesunden Probanden
[16], die ausgefiillten Kreise die der Diabetiker dar. Die Kurve zeigt das nicht-lineare Modell

fiir die Daten der Studie mit gesunden Probanden.
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Abbildung 30 Integration der AUCy.s- und G,{0-19-Werte von Patienten mit

Diabetes mellitus in die Korrelation gesunder Probanden
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Die offenen Kreise stellen die individuellen Ergebnisse der Versuche der gesunden Probanden
[16], die ausgefiillten Kreise die der Diabetiker dar. Die Kurve zeigt das nicht-lineare Modell

fiir die Daten der Studie mit gesunden Probanden.

Die beiden Graphiken zeigen, daB sich die Ergebnisse der Studie mit Patienten mit
Diabetes mellitus im vorhersagbaren Bereich des nicht-linearen Modells der Studie
mit gesunden Probanden befinden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, daf3 Glukose-
Clamp-Studien mit gesunden Probanden genutzt werden konnen, um die
auftretenden Stoffwechselwirkungen von Insulinformulierungen bei Patienten mit

Diabetes mellitus im voraus abzuschitzen.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser klinisch-experimentellen Studie war es, die pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen Eigenschaften von LM, MM und NPL-Insulin bei Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 1 zu bestimmen und mit den Werten von NPH-Insulin zu
vergleichen. Der Vergleich der pharmakokinetischen Kenngréen zwischen den
Insulin Lispro enthaltenden Formulierungen und NPH-Insulin war aufgrund der unter
3.6 beschriebenen Probleme bei der Bestimmung der FIRI-Konzentration nicht
moglich. Es konnten nur pharmakokinetische Vergleiche zwischen den Formulierun-
gen LM, MM und NPL-Insulin durchgefiihrt werden. Des weiteren wurden die
Ergebnisse der vorliegenden Studie mit den Ergebnissen einer Studie mit gesunden
Probanden mit den gleichen verwendeten Insulinformulierungen (Heise [1998])

verglichen.

5.1 Studiendesign

Am Morgen des jeweiligen Versuchstages wiesen die Patienten hdufig deutlich
erhohte Blutglukosekonzentrationen auf. Dies legt den Schluf3 nahe, daf3 die Patien-
ten die geforderte nichtliche Eigenmessung der Blutglukosekonzentration vor dem
jeweiligen Versuchstag, mit eventuell notwendiger eigenstindiger Insulinapplikation,
nur unzureichend durchgefiihrt haben bzw. daf} die durchgefiihrte Insulinapplikation
nur eine ungeniigende Stabilisierung der Blutglukosekonzentration zur Folge hatte.
Die im Studienprotokoll vorgesehene Vorlaufphase von 3 h reichte bei einigen
Patienten nicht aus, um den erwiinschten Startwert der Blutglukosekonzentration von
90 £+ 10 mg/dl nur mittels der basalen i.v. Insulininfusion zu erreichen (s. 2.7). Dies
hatte zur Folge, dal der Studienarzt zusdtzlich zu der basalen Insulininfusion
intravenose Insulinboli verabreichte, um die Blutglukosekonzentration auf den
angestrebten Zielwert abzusenken. Das zusidtzlich intravends verabreichte Insulin
hatte die bei 3.2 beschriebenen Uberhangeffekte mit metabolischer Wirkung in der

eigentlichen Versuchsphase zur Folge.

Die Blutglukose verblieb bei dieser Studie bei allen Patienten fiir einen Zeitraum von
ca. 8-10 h nach Applikation von LM oder MM bei einem Zielwert von 90 mg/dl oder

nur geringfiigig dariiber. Die Aufrechterhaltung eines konstant stabilen Blutglukose-
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spiegels war nach Gabe von NPL- und NPH-Insulin, beides Formulierungen mit den
Eigenschaften eines Verzogerungsinsulins, schwierig, da diese Insulinformulierun-
gen einen verzogerten Wirkungseintritt aufweisen und somit keine unmittelbar ein-
setzende Stoffwechselkontrolle ermoglichen. Zur probaten Beriicksichtigung dieser
Problematik wurde die basale Insulininfusion in der Stunde nach Applikation des
jeweiligen Testinsulins stufenweise reduziert (s. 2.6.2). Dieses Prozedere unterstiitzte
die Intention, den Blutglukosespiegel der Patienten fiir den Zeitraum, in dem noch
keinerlei Stoffwechselwirkung von NPL- und NPH-Insulin zu erwarten war, stabil zu
halten, trug aber sicherlich in Summation mit den i.v. applizierten Insulinboli aus der

Versuchsvorlaufphase ebenfalls zu den unerwiinschten Uberhangeffekten bei (s. 3.2).

Um bei #hnlich angelegten Studien diese sich anhand von Uberhangeffekten
ergebende Problematik zu minimieren bzw. zu vermeiden und um standardisierte
Ausgangswerte sowohl der Glykdmie als auch der Insulinimie bei allen Patienten
und Versuchstagen etablieren zu konnen, sollte bei zukiinftigen Studien zur Unter-
suchung von Insulinwirkprofilen mit Diabetikern die Versuchsvorlaufphase deutlich
verldngert werden. Eine sinnvolle Option ldge darin, die Patienten schon in der Nacht
vor dem eigentlichen Versuchstag mit einem Biostator zu konnektieren. Der ge-
wiinschte Startwert der Blutglukosekonzentration konnte so mittels der Glukose-
Clamp-Technik vorzeitig stabilisiert werden, die Ausgangswerte der Glykdmie und
der Insulindmie wiirden in ihrer Schwankungsbreite deutlich reduziert und uner-
wiinschte Uberhangeffekte lieBen sich vermeiden. Dieses Verfahren wurde bereits

erfolgreich angewandt [24].

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Pharmakodynamik

5.2.1.1 Blutglukosekonzentration

Die Mittelwerte der Blutglukosekonzentration zeigten den erwarteten Verlauf bis 6 h
nach Applikation (s. Abbildung 4 und 5). Die Mittelwerte der Blutglukosekonzentra-
tion befinden sich in diesem zeitlichen Intervalls innerhalb des Bereiches des Start-
wertes von 90 mg/dl (s. Tabelle 5). Nach dieser Zeitspanne kommt es zu einem

kontinuierlichen Anstieg der mittleren Blutglukosekonzentrationen. Dies spiegelt die
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nachlassende Stoffwechselwirkung der jeweiligen Insulinformulierung wieder. In der
Zeit von 13 bis 16 h fiir LM, 12 bis 14 h fiir MM, 10 bis 14 h fiir NPL-Insulin und 9
bis 12 h fiir NPH-Insulin kam es zu einer vermeintlich wieder verstirkt einsetzenden
Stoffwechselwirkung des jeweiligen Insulins. Dies 146t sich aus den in Abbildung 5
in diesem Intervall jeweils wieder absinkenden Kurven der mittleren Blutglukose-
konzentrationen schlieBen. Diese durch die vorzeitig beendeten Versuche verur-
sachten Verldaufe der Blutglukosekonzentrationen wurden durch die Methode des
,last-value-carried-forward* reduziert (s. 2.10.1). Die Ergebnisse sind in Abbildung

6 und Tabelle 6 dargestellt.

Trotz der adjustierten Daten, welche die Stoffwechselwirkung der Insulinformu-
lierungen besser reflektieren, macht sich der Einflul der vorzeitig beendeten Ver-
suche auf die Mittelwerte der Blutglukosekonzentrationen weiterhin storend bemerk-
bar. Dies wird in Abbildung 6 fiir den Verlauf der Mittelwertkurven der Blut-
glukosekonzentration von NPL- und NPH-Insulin deutlich. Im Vergleich von
Abbildung 5 und 6 kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Mittelwertkurven in
den oben angefiihrten Zeitintervallen. Fiir die Kurven von NPL- und NPH-Insulin
aber wird das Phinomen einer scheinbar wieder verstidrkten Stoffwechselwirkung des
entsprechenden Insulins nur minimiert und nicht wie bei den Kurven von LM und

MM nahezu vollstindig aufgehoben.

Im weiteren Verlauf der vorzeitig beendeten Versuche wire es aufgrund der
Insulinopenie zu einem kontinuierlichen Anstieg der Blutglukosekonzentration bei
den Patienten mit Diabetes mellitus gekommen [25]. Diese Zunahme hitte zu weit
hoheren Konzentrationswerten der Blutglukose gefiihrt, als sie mit der Methode des
,last-value-carried-forward* beriicksichtigt wurden. Mit diesen ,realen Daten wire
eine exaktere Darstellung der Wirkung der Insulinformulierungen als mit den
adjustierten Werten zustande gekommen. Als Folge dessen hitten sich die in
Abbildung 6 darstellenden Tendenzen, zu einer erneut einsetzenden Stoffwechsel-
wirkung von NPL- und NPH-Insulin, noch weiter reduziert. Um aber fiir die Patien-
ten die negativen Wirkungen eine langer andauernden Hyperglykdmie zu vermeiden,
die bei den durchgefiihrten Versuchen in der Zeit vom vorzeitigen Versuchsende bis

zum reguldren Versuchsende maximal bis zu 9 h gedauert hitte, wurden bewuf3t die
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schlechteren Ergebnisse in Kauf genommen und alle Versuche bei dem Erreichen

einer Blutglukosekonzentration von 200 mg/dl vorzeitig beendet.

Es mufl daher angenommen werden, daf} trotz der verwendeten adjustierten Daten
die sich in Abbildung 6 abzeichnende Tendenz einer wiederkehrenden Stoffwechsel-
wirkung von NPL- und NPH-Insulin nach einer Zeit von ca. 9 — 14 h durch die vor-
zeitig abgebrochenen Versuche verursacht wird. Ein zweiter Peak der Stoffwechsel-
wirkung dieser beiden Insulinformulierungen kann mit relativer Sicherheit ausge-

schlossen werden.

Die in Tabelle 6 dargestellten Mittelwerte der Blutglukosekonzentration reflektieren
mit ihrem Verlauf die Dauer der Stoffwechselaktivitdt der verschiedenen Insulin-
formulierungen. Ein Anstieg der Blutglukosekonzentration spiegelt die nachlassende
Wirkung des jeweiligen Insulins wieder. Fiir die untersuchten Insulinformulierungen
ergibt sich die folgende Reihenfolge in der Dauer der Stoffwechselaktivitit: NPL-
Insulin = NPH-Insulin>LM>MM, was bedeutet, dal NPL- und NPH-Insulin die
langste Stoffwechselaktivitét zeigen, gefolgt von LM und MM (s. Abbildung 6). Die
Ahnlichkeit der Pharmakodynamik von NPL- und NPH-Insulin wurde ebenfalls in
Studien von De Felippis, Janssen, und Roach beobachtet [9, 14, 26]. Der Unterschied
zwischen LM und MM la6t sich mit dem unterschiedlichen prozentualen Anteil an
l1oslichem Insulin Lispro erkliren. LM mit einem Anteil von 25% 16slichem Insulin
Lispro besitzt mit 75% NPL-Insulin einen hoheren Anteil an Verzdgerungsinsulin als
MM mit 50%, und zeigt entsprechend im Vergleich mit MM eine ldngere blut-
glukosesenkende Wirkung.

Die Reihung der Dauer der Stoffwechselwirkung entspricht den erwarteten Wirk-
profilen von Verzogerungsinsulinen (NPL- und NPH-Insulin) und Mischinsulinfor-
mulierungen, die aus einem kurzwirksamen Insulin und einem Verzégerungsinsulin

mit unterschiedlicher prozentualer Zusammensetzung (LM und MM) bestehen.

5.2.1.2 Glukoseinfusionsraten

Der Verlauf der Glukoseinfusionsraten reflektiert umgekehrt proportional ebenso wie
der Verlauf der Blutglukosekonzentration die Stoffwechselwirkung der jeweiligen

Insulinformulierung. Aus einem Anstieg der GIR kann eine erhohte Glukoseutili-
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sation und somit eine Zunahme der Stoffwechselwirkung des verwendeten Insulins

abgeleitet werden.

Die bei der vorliegenden Studie ermittelten Glukoseinfusionsraten wurden durch die
basale Insulininfusion und die i.v. Insulinboli aus der Vorlaufphase beeinfluf3t (s.
2.12 und 3.2 und Abbildung 7, 8 und 9). Die verwendete Methode zur Adjustierung
der Daten fiihrte zu einer deutlichen Reduzierung der aus der Vorlaufphase
iiberhingenden Wirkung (s. Abbildung 8). Sie erreichte aber zum Zeitpunkt der
Insulinapplikation bei t = 0 min noch keine optimalen Versuchsbedingungen mit
einer GIR von nahezu 0. Wie bereits erldutert, kann diese Problematik durch eine

deutlich verlidngerte Versuchsvorlaufzeit vermieden werden.

Die Kurven der durchschnittlichen GIR-Werte zeigen wie in Abbildung 9 dargestellt,
daB3 die Werte fiir GIR,x bei MM am hochsten sind, gefolgt von LM, NPL- und
NPH-Insulin. Dies entspricht der erwarteten Stirke der Stoffwechselwirkung der
jeweiligen Insulinformulierung (s. 5.2.1.1). Bei NPH-Insulin waren die GIR .-
Werte im Vergleich mit NPL-Insulin nicht signifikant niedriger (s. Tabelle 7). Der
Verlauf der Kurve der mittleren GIR von NPH-Insulin ist typisch fiir eine Insulin-
formulierung mit den Eigenschaften eines Verzogerungsinsulins und entspricht den

in Studien von De Felippis, Roach, und Janssen gefundenen Verldufen [9, 13, 14].

Die tGIR.-Werte die sich in der Reihung NPH-InsulinkMM<LM<NPL-Insulin
darstellen, weisen einen unerwartet frithen Zeitpunkt fiir NPH-Insulin auf, mit
dhnlichen Werten, wie sie bei MM beobachtet wurden (s. Tabelle 7). Diese
Beobachtung 146t sich mit der zu diesem Zeitpunkt noch andauernden metabolischen
Aktivitdt der i.v. Insulininfusion und der i.v. Insulinboli aus der Vorlaufphase der
Versuche und den daraus resultierenden Uberhangeffekten erkliren und muf3 somit

als durch den Versuchsablauf bedingter Artefakt angesehen werden.

Die Werte fiir Gy« wurden in drei zeitliche Intervalle untergliedert: 0-5 h, 5-19 h und
0-19 h. Dies ermoglicht Aussagen iiber die rasch einsetzende, die verzogert ein-
setzende und die gesamte Stoffwechselwirkung der jeweiligen verwendeten Insulin-
formulierung. Die gefundene und in Abbildung 13 dargestellte positiv monotone

Relation zwischen Gi,{0-5 und dem Anteil an 16slichem Insulin Lispro entspricht den
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erwarteten pharmakodynamischen Eigenschaften eines Verzogerungsinsulins bzw.
denen einer Insulinformulierung mit Anteilen an 16slichem Insulin Lispro. NPH- und
NPL-Insulin mit einem Anteil von 0% an 16slichem Insulin Lispro zeigen in diesem
Intervall den geringsten Verbrauch an infundierter Glukose, wohingegen die Menge
an infundierter Glukose in den Formulierungen LM mit 25% Anteil an 16slichem

Insulin Lispro und MM mit 50% zunimmt.

Eine statistisch gesicherte negative Korrelation fiir G5-19, wie sie bei der Studie
mit gesunden Probanden (Heise [1998]) gefunden wurde, 146t sich anhand der
vorliegenden Daten (s. Abbildung 14) nicht bestitigen. Dies ist wahrscheinlich durch

die geringe Anzahl an Studienteilnehmern bedingt.

Fiir G,{0-19 stellt sich die gleiche ansteigende Reihenfolge wie fiir G;,{0-5 dar: NPH-
NPL-Insulin, LM und MM. Dies entspricht den pharmakodynamischen Eigen-
schaften: Verzogerungsinsulin, Verzogerungsinsulin, Insulinformulierung mit 25%

Anteil an Ioslichem Insulin Lispro und Insulinformulierung mit 50% Anteil an

16slichem Insulin Lispro (s. 3.3 und Abbildung 12).

5.2.2 Pharmakokinetik

5.2.2.1 Bestimmung der FIRI- und FIL-Konzentration

Die Konzentrationen von Freiem Immunoreaktiven Insulin und Freiem Insulin
Lispro wurde bei dieser Studie mittels eines Radio-Immunassays bestimmt (s. 2.9.2,
ff.). Zum Nachweis von Insulin Lispro wurde ein spezieller RIA entwickelt. Die
geringe Anzahl an verwertbaren Ergebnissen der Konzentrationsbestimmungen von
Freiem Insulin und Insulin Lispro bei dieser Studie (s. 2.10.4 und 2.10.5) basieren
moglicherweise auf Problemen des verwendeten RIA's. Wie in einer Studie von
Burge [22] erldutert, kommt es in Abhdngigkeit von dem verwendeten Antikorper zu
variierenden Ergebnissen der Sensitivitit des jeweiligen RIA’s. Es kann daraus
gefolgert werden, daf} die zum Zeitpunkt der Durchfithrung der Studie zur Verfiigung
stehenden RIA™s noch keine ausreichend verlidBliche analytische Nachweismethode
darstellten [27, 28]. Erst in einer 1999 von Bowsher veroffentlichten Studie wird ein

Insulin Lispro spezifisch messender RIA beschrieben [27]. Dies konnte die schlechte
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Sensitivitdt des Nachweises fiir Freies Insulin und Freies Insulin Lispro bei dieser
Studie erkldren.

Die auswertbaren Daten fiir FIRI und FIL basieren auf zwei unterschiedlichen
Nachweismethoden. Die Methode zum Nachweis von FIL besitzt eine groflere
Sensitivitdt als diejenige fiir FIRI. Bei einigen Blutproben konnten daher FIL-
Konzentrationen, aber keine Werte fiir FIRI nachgewiesen werden, da das
Detektionslimit fiir FIRI im Vergleich zu FIL um das Fiinffache hoher war. Bei den
Versuchen mit NPH-Insulin wurde in keiner der Blutproben FIL nachgewiesen, was
die Spezifitdt des Nachweises fiir Insulin Lispro bestitigt. In den Blutproben der
Patienten, die Formulierungen mit Insulin Lispro appliziert bekamen, korrelierte der

Nachweis der FIL- gut mit dem Nachweis der FIRI-Konzentrationen.

5.2.2.2 Vergleich der Insulinkonzentrationen

Die Vergleiche der pharmakokinetischen Messungen limitieren sich auf die Insulin
Lispro enthaltenden Formulierungen, da die Messungen der FIRI-Konzentrationen
aufgrund der unter 3.6 beschriebenen Schwierigkeiten keine ausreichende Daten-

basis lieferten.

Die Mittelwerte der FIL-Konzentrationen zeigen einen dhnlichen Verlauf wie bei
einer Studie mit gesunden Probanden (Heise [1998]). Ein frither Peak der FIL-
Konzentration ist charakteristisch fiir die Insulinformulierungen LM und MM, deren
Zusammensetzung aus einem rasch absorbierbarem Insulin und einem Ver-
zogerungsinsulin besteht. Der flachere Kurvenverlauf von NPL-Insulin entspricht
dem eines reinen Verzogerungsinsulins (s. Abbildung 15). Cy.x zeigt fir LM, MM
und NPL-Insulin eine Korrelation zwischen C.x und dem l6slichen Anteil an Insulin

Lispro.

Die beobachteten Differenzen zwischen NPH-, NPL-Insulin, LM und MM bei der
Betrachtung der tn.x-Daten spiegeln wie bereits beschrieben, die aufgetretenen Uber-
hangeffekte aus der Vorlaufphase wieder (s. Abbildung 17). Trotzdem zeigen die
gefundenen Daten, mit Ausnahme der NPH-Werte, mit steigendem prozentualen
Anteil an loslichem Insulin Lispro eine Abnahme der tp.x-Werte, was einer Zunahme

der stoffwechselaktiven Menge an schnell absorbierbarem Insulin Lispro entspricht.
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Der Vergleich der FIL-AUC, jo-Werte zeigt kaum Differenzen zwischen LM und
MM, fiir NPL-Insulin aber signifikant niedrigere Werte (s. Tabelle 8 und Abbildung
18). Da die Probanden an allen Versuchstagen die gleiche Insulindosis unter
standardisierten Bedingungen s.c. injiziert bekamen (s. 2.2), konnen die niedrigeren
FIL-AUC_jo-Werte nur mit den Schwierigkeiten bei der Insulinkonzentrations-

bestimmung erklart werden.

Die FIRI-AUCy.s-Werte zeigen im Vergleich mit dem prozentualen Anteil an 16s-
lichem Insulin Lispro in Abbildung 19 eine positive lineare Korrelation. Dies deckt
sich mit der Annahme, daf} nach Injektion eines Verzogerungsinsulins in den ersten 5
h nach Applikation aus den subkutanen Depots weniger Insulin absorbiert wird, als
nach Injektion einer Insulinformulierung, die 25 bzw. 50% eines kurzwirksamen

Insulins beinhaltet.

Fiir die Korrelation der FIRI-AUCs_jo-Werte mit dem prozentualen Anteil an 16s-
lichem Insulin Lispro wurde eine negative Beziehung erwartet. Die gefundene
Korrelation zeigt aber eine so geringe negative Steigung, dall von einer statistisch
gesicherten Korrelation nicht ausgegangen werden kann (s. Abbildung 20). Die
Annahme, da NPL-Insulin mit den pharmakokinetischen Eigenschaften eines
Verzogerungsinsulins in dem zeitlichen Intervall von 5-19 h nach Applikation mehr
Insulin freisetzt als die Insulinformulierungen mit 16slichem Insulin Lispro,
bestitigte sich an den vorliegenden Daten nicht. Wahrscheinlich liegt dies ursidchlich

an der Problematik bei der Bestimmung der Insulinkonzentrationen.

5.2.3 Insulinantikorper

Die beobachteten Titer der Insulinantikorper scheinen keinen klinisch relevanten
Einflul auf die Pharmakodynamik von freiem Insulin zu haben. In einer Studie von
Peters (1995) lie} sich eine geringe Abnahme der Cpax-, tmax-Werte sowie der AUC
unter Anwesenheit von meBbaren Insulinantikrpern nachweisen. Trotzdem
korrespondierte die Glukoseutilisation mit der freien Insulinkonzentration [32]. Die
bei den Patienten Nr. 2, 6 und 9 gefundenen Werte fiir kreuzreaktive Antikorper von
tiber 10% (s. Tabelle 8) fiihrten bei der vorliegenden Studie zu keinerlei nach-

weisbaren Auswirkungen auf die Pharmakodynamik bzw. die Pharmakokinetik [29].
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Die im Durchschnitt erhohten Werte fiir Insulinantikorper sind wahrscheinlich durch
die bei dieser Studie vorgefundene durchschnittliche Dauer des Diabetes mellitus

Typ 1 von 15,4 Jahren bedingt [30].

5.3 Vergleich von Patienten mit Diabetes mellitus und

gesunden Probanden

Beim Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Studie mit den Ergebnissen einer
von Heise 1998 publizierten Studie muf3 beriicksichtigt werden, da3 es wie bereits in
Kapitel 4 erlautert, im Studiendesign, der Anzahl der partizipierenden Probanden und
nicht zuletzt in der differierenden zeitlichen Entwicklung der Blutglukosekonzentra-
tion deutliche Unterschiede gab. Unter Beriicksichtigung dieser Problematik konnen
die beiden Studien miteinander verglichen werden, um die prognostische Aussage-
kraft einer Studie mit gesunden Probanden auf nachfolgende Studien mit Patienten

mit Diabetes mellitus abschitzen zu konnen.

Der Vergleich der absoluten GIR-Werte zeigt, fiir die gesunden Probanden einen
deutlich hoheren Verbrauch an Glukose als fiir die Patienten mit Diabetes mellitus (s.
Abbildung 21). Die bei den Patienten mit Diabetes mellitus im Versuchsverlauf nach
einiger Zeit kontinuierlich ansteigenden Blutglukosekonzentrationen konnen dies
nicht erkldren, da der Anstieg der Blutglukosekonzentration erst nach ca. 9 h signifi-
kant wird (s. Tabelle 5), aber bereits kurz nach Applikation der jeweiligen Insulin-

formulierung Differenzen der GIR-Werte zu beobachten sind (s. Abbildung 21).

Abbildung 22 zeigt, dal der Verlauf der prozentualen mittleren Glukoseinfusions-
raten bei den Insulinformulierungen LM und MM nahezu identisch ist. Bei NPL-
Insulin ist er dhnlich, aber durch einen Peak nach ca. 2 h bei den Patienten mit
Diabetes mellitus verzerrt (s. 4.1). Der Verlauf der Kurven entspricht den von Heise
gefundenen Ergebnissen und zeigt die typischen Stoffwechselwirkungen dieser
Insulinformulierungen, d.h. ein Verzogerungsinsulin und zwei Mischinsulinformu-

lierungen (LM und MM).
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Entsprechend den Differenzen bei den absoluten GIR-Werten zeigen sich allerdings
beim Vergleich der Gi0-5- und der GIR,x-Werte deutliche Unterschiede der abso-
luten MeB3ergebnisse (s. Abbildung 23 und 24).

Der Vergleich der tGIR,x-Werte dagegen zeigt bei den Versuchen mit LM und MM
keine Unterschiede bei den beiden Studien. Die Versuche mit NPL-Insulin weisen
allerdings erhebliche zeitliche Unterschiede auf: Der Mittelwert der tGIR,.x-Werte
bei Patienten mit Diabetes mellitus ist ca. 120 min frither als bei den gesunden
Probanden (s. Abbildung 25). Dies ist mit ziemlicher Sicherheit ursidchlich im
EinfluB der Uberhangeffekte des i.v. applizierten Insulins aus der Versuchsvorlauf-
phase begriindet (s. 3.2). Durch diese Annahme 146t sich ebenfalls der Peak nach ca.
2 h bei den Glukoseinfusionsraten der Patienten mit Diabetes mellitus (s.0. und
Abbildung 21) und die dadurch in Abbildung 22 verzerrte Darstellung beim prozen-
tualen Vergleich der mittleren GIR zwischen gesunden Probanden und Patienten mit

Diabetes mellitus bei den Versuchen mit NPL-Insulin erkldren.

Subsumierend sprechen die Ergebnisse dieses Vergleiches unter Beriicksichtigung
der oben erlduterten Problematik fiir vergleichbare pharmakodynamische Eigen-
schaften der verwendeten Insulinformulierungen bei Patienten mit Diabetes mellitus

und gesunden Probanden.

Der Vergleich der gemessenen Insulinkonzentrationen zwischen gesunden Pro-
banden und Patienten mit Diabetes mellitus zeigt deutliche Differenzen der absoluten
Werte (s. Abbildung 26), bei allerdings parallelen Kurvenverlaufen der IRI- bzw.
FIL-Konzentrationen von LM, MM und NPL-Insulin. Fiir C,,x (s. Abbildung 27),
tmax, DZW. FIL-AUCs, IRI-AUCy (s. Abbildung 28), FIL-AUCy.;9 und IRI-AUCy.j9
zeigen sich ebenfalls Differenzen bei den absoluten Werten. In Tabelle 12 zeigt der
prozentuale Vergleich der pharmakokinetischen Parameter, da3 sich im Vergleich
der verschiedenen pharmakokinetischen Parameter immer die gleiche Reihenfolge
der Insulinformulierungen bei beiden Studien darstellt. Auch diese Beobachtung
unterstiitzt die Aussage, daf} die verschiedenen untersuchten Insulinformulierungen
die gleichen pharmakokinetischen Eigenschaften bei beiden Probandengruppen auf-

weisen.
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Die beobachteten Unterschiede in der Stirke der metabolischen Wirkung lassen sich
vermutlich durch Unterschiede in der Insulinsensitivitit von gesunden Probanden

und Patienten mit Diabetes mellitus erklidren [31, 32, 33, 34].

Der Vergleich der pharmakokinetischen Parameter zwischen gesunden Probanden
und Patienten mit Diabetes mellitus zeigt, korrespondierend zu den pharmako-
dynamischen Parametern, hohere absolute Werte, prozentual aber gleiche Verldufe
bzw. Ergebnisse, woraus resultierend die Annahme gezogen werden kann, daf} die
Pharmakokinetik der untersuchten Insulinformulierungen gleiche Profile bei
gesunden Probanden und Patienten mit Diabetes mellitus aufweist. Die Stdrke der
Stoffwechselwirkung der getesteten Insulinformulierungen kann anscheinend nicht
direkt aus den Ergebnissen der Studie mit gesunden Probanden auf Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 1 iibertragen werden, da es bei den Absolutwerten zu deut-
lichen Differenzen sowohl der pharmakodynamischen als auch der pharmakokine-
tischen Parametern kommt. Da die Insulindosis fiir jeden Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 1 individuell titriert wird, stellen Unterschiede in den Absolutwerten

der Stédrke der Stoffwechselwirkung kein therapeutisches Problem dar.

Die bei 4.3 beschriebene Einfiigung der Daten der vorliegenden Studie in das bei
gesunden Probanden ermittelte nicht-lineare Modell zeigt in Abbildung 29 und 30,
daf} es zu einer Gruppierung der Werte der Patienten mit Diabetes mellitus um das
niedrigere Ende sowohl fiir die Korrelation von Cpa/GIRpax, als auch fiir die
Korrelation von FIL/IRI-AUC)s/Gi0-19 kommt. Dies verdeutlicht ebenfalls die
Vorhersagemoglichkeiten von solch klinisch-experimentellen Studien mit gesunden

Probanden fiir Studien mit Patienten mit Diabetes mellitus, bzw. die klinische Praxis.

Die gefundenen Ergebnisse dieses Vergleiches zeigen, dafl die Ergebnisse von
Glukose-Clamp-Versuchen mit gesunden Probanden genutzt werden konnen, um die
pharmakodynamischen Ergebnisse von Studien mit Patienten mit Diabetes mellitus

im vorhinein abzuschitzen
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6 Zusammenfassung

Bei der vorliegenden Studie wurden die pharmakodynamischen und pharmakokine-
tischen Eigenschaften von vier Insulinformulierungen unter standardisierten und ran-
domisierten Bedingungen bei 12 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 untersucht.
Zusitzlich wurden die ermittelten Ergebnisse mit denen einer Studie mit gesunden

Probanden verglichen.

Es nahmen 2 Frauen und 10 Minner mit einem Durchschnittsalter von 33 + 5 Jahren,
einem BMI von 24,3 + 1,7 kg/m2 und einer manifesten Diabetesdauer von 15 + 4
Jahren teil. Sie bekamen jeweils drei der vier verwendeten Insulinformulierungen
NPH- bzw. NPL-Insulin, Mid Mixture bzw. Low Mixture (MM: 50/50, LM: 25/75,
Insulin Lispro/NPL-Insulin) subkutan nach einer Versuchsvorlaufphase von 3 h mit
einer Dosierung von 0,3 U/kg in das Abdomen injiziert und wurden insgesamt fiir 24

h unter stationidren Bedingungen mittels der Glukose-Clamp-Technik iiberwacht.

Die Blutglukosekonzentrationen verblieben in den ersten 8 h nach Applikation bei
dem Startwert von 90 mg/dl oder nur geringfiigig dariiber (LM: 91 +2, MM: 91 £ 1,
NPL: 96 = 7, NPH: 101 + 13 mg/dl). Es zeigt sich mit zunehmender Versuchsdauer
ein kontinuierlicher Anstieg der Blutglukosekonzentration, der auf die absinkende
metabolische Insulinwirkung zuriickzufiihren ist. Bei einigen Probanden erreicht die
Blutglukosekonzentration Werte von >200 mg/dl vor Ablauf des reguldaren Versuchs-
endes. In diesen Fillen wurden die Versuche zur Vermeidung einer linger andauern-

den Hyperglykdmie vorzeitig abgebrochen.

Zu Versuchsbeginn zeigte sich bei einigen Patienten deutlich erhohte Blutglukose-
konzentrationen, die mittels einer basalen Insulininfusion und durch (wenn notig) i.v.
Insulinboli in den ersten 3 h der Versuche auf den Startwert von 90 mg/dl abgesenkt
wurden. Dies hatte Uberhangeffekte in die eigentliche Versuchszeit zur Folge, die zu
erhohten GIR zum Zeitpunkt t = O h fiihrten. Es wurde versucht mittels eines mathe-
matischen Modells diese Effekte in der Auswertung zu beriicksichtigen. Die Werte
fiir GIRax zeigten in der Reihenfolge NPL-Insulin, LM, MM (4,1 + 2,3, 4,9 + 2,2,
7,7 £ 2,2 mg/kg/min) den erwarteten Anstieg in der metabolischen Wirkung mit

Zunahme des prozentualen Anteils an Insulin Lispro. Korrespondierend dazu sanken
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die tGIRyax-Werte mit Zunahme des prozentualen Anteils an Insulin Lispro, (225 +

236, 158 £ 98, 113 + 30 min fiir NPL-Insulin, LM, MM).

Die gemessenen Werte fiir Cpax (1,5 £ 0,6, 1,1 £ 0,4, 0,3 £ 0,2 ng/m]), sowie fir tmax
(68 £ 23, 83 + 34, 165 + 169 min, fiir MM, LM, NPL-Insulin) zeigen die erwartete
Reihenfolge bei den beiden Mischinsulinen mit unterschiedlichem prozentualen
Anteil von Insulin Lispro von 50 bzw. 25% (MM, bzw. LM) und dem Verzogerungs-
insulin (NPL-Insulin). Die FIRI-AUCjs-Werte zeigen im Zusammenhang mit dem

prozentualen Anteil an Insulin Lispro eine positive lineare Korrelation.

Der Vergleich der vorliegenden, mit einer Studie mit gesunden Probanden zeigt trotz
der Unterschiede im Studiendesign, der Anzahl der partizipierenden Probanden und
der differierenden zeitlichen Entwicklung der Blutglukosekonzentration, dafl die
pharmakodynamischen und die pharmakokinetischen Parameter in ihren absoluten
Werten differieren. Der Vergleich der prozentualen Daten hingegen zeigt nahezu
identische Verlidufe der GIR- und der FIL/IRI-Konzentration von Patienten mit

IDDM und gesunden Probanden.

Zusammenfassend betrachtet hat die vorliegende Studie die erwarteten pharmako-
dynamischen und pharmakokinetischen Eigenschaften von Mischinsulinformulierun-
gen mit Insulin Lispro und NPL-Insulin bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1
bestitigt. Die Annahme, dal Glukose-Clamp-Studien mit gesunden Probanden
relevante Aussagen zu nachfolgenden Studien mit Patienten mit Diabetes mellitus

erlauben, konnte anhand dieser Studie verifiziert werden.
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Die verwendeten Abkiirzungen sind in alphabetischer Reihenfolge aufgefiihrt.

Abkiirzung | Bezeichnung Einheit
AP Anzahl Patienten -
AUC Flidche unter der Kurve (area under curve) [ngeh/ml]
AUCy.19 Flidche unter der Kurve in der Zeit von 0 — 19 h [ngeh/ml]
AUCps Fldache unter der Kurve in der Zeit von 0 — 6 h [ngeh/ml]
AUCy5 Fldache unter der Kurve in der Zeit von 0 — 5 h [ngeh/ml]
AUCs. 19 Fliche unter der Kurve in der Zeit von 5 — 19 h [ngeh/ml]
BMI Body Mass Index [kg/m’]
Cinax Maximale Insulinkonzentration [uU/ml]
EKG Elektrokardiogramm -
FIL Freies Insulin Lispro [ng/ml]
FIRI Freies Immunoreaktives Insulin [ng/ml]
GIR Glukoseinfusionsrate [mg/kg/min]
GIR jnax Maximale Glukoseinfusionsrate [mg/kg/min]
Giot Gesamtmenge an infundierter Glukose [g/kg]
Gii0-19 Menge an infundierter Glukose in der Zeit von 0 — 19 h [g/kg]
Gioi0-5 Menge an infundierter Glukose in der Zeit von 0 — 5 h [g/kg]
Giod-19 Menge an infundierter Glukose in der Zeit von 5 — 19 h [g/kg]
HM High Mixture (75%: 25%, Insulin Lispro: NPL) [U]
IDDM Insulin Dependend Diabetes Mellitus -

IE Internationale Einheit -

IRI Immunoreaktives Insulin [U]
LVv. intravends -
KG Korpergewicht [kg]
LM Low Mixture (25%: 75%, Insulin Lispro: NPL) [U]
Max Maximum -
Min Minimum -
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MM Mid Mixture (50%: 50%, Insulin Lispro: NPL) [U]
MNR- Medizinisch-Neurologisch-Radiologische Klinik -
Klinik

N Anzahl -
NPH- Neutrales Protamin-Hagedorn Insulin [TE]
Insulin

NPL-Insulin | Neutral Protamin-Lispro Insulin [TE]
RIA Radio-Immunassay -
s.C. subkutan -
SD Standardabweichung -
tGIR max Zeit bis zum Erreichen der max. Glukoseinfusionsrate [min]
tmax Zeit bis zum Erreichen der max. Insulinkonzentration [min]
U Unit (Insulineinheit) [U]
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