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1. Einleitung

Nationale und internationale Leitlinien empfehlen fur Patienten mit Typ 2 Diabetes zur
Vermeidung von diabetischen Spatkomplikationen eine gute Diabeteseinstellung mit
Werten fur das glykosylierte Hamoglobin (HbA1c) von maximal 7% [1] bzw. 6,5% [2].
De facto erreichen allerdings die meisten Patienten diese Therapieziele nicht. Daten
des wiederholt durchgefuhrten amerikanischen National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) zeigen, dass in den Jahren 1988 -1994 nur 44,5% der
amerikanischen Typ 2 Diabetiker HbA1c-Werte von unter 7% erreichten [3]. In der
nachfolgenden NHANES-Befragung fur die Jahre 1999 — 2000 erreichten sogar nur
etwas mehr als ein Drittel (exakt 35.8%) der Patienten mit Typ 2 Diabetes dieses von
der amerikanischen Diabetes-Gesellschaft ADA geforderte Therapieziel [3]. Daten in
Deutschland sehen nicht wesentlich besser aus: Ein von der Deutschen Diabetes-
Gesellschaft fur eine gute Diabeteseinstellung empfohlener HbA1c-Wert von maximal
6,5% lag in der Code-2 Studie gerade einmal bei 26% der Patienten mit Typ 2 Diabe-
tes vor, dagegen hatten 45% der Patienten HbA1c-Werte Uber 7,5% [4].

Auffallig bei allen diesen Untersuchungen war der relativ niedrige Anteil von mit Insulin
behandelten Patienten: In beiden NHANES-Untersuchungen erhielten ca. 27% der
Patienten Insulin, bei Code-2 waren es 28% (bei allen Studien z.T. in Kombination mit
oralen Antidiabetika) [3;4]. Dies legt die Vermutung nahe, dass Patienten mit Typ 2
Diabetes zu spat auf Insulin eingestellt werden, um die von den Fachgesellschaften
geforderte gute Diabeteseinstellung zu erreichen. Tatsachlich zeigen Daten der Kaiser
Permanente Northwest Datenbank in Amerika, dass bei bislang nicht medikamentos
behandelten Patienten erst bei einem HbA1c-Wert von mehr als 8% eine Behand-
lungsintensivierung (d.h. zumeist die Einleitung einer Therapie mit einem oralen An-
tidiabetika) bei immerhin zwei Drittel der Patienten erfolgt [5]. Bei Patienten, die be-
reits mit einem oralen Antidiabetikum (Metformin oder einem Sulfonylharnstoff) be-
handelt wurden, erfolgt eine Therapie-Intensivierung (in der Regel die Gabe eines wei-
teren oralen Antidiabetikums) bei HbA1c-Werten groer 8% noch bei 35-45% der Pa-
tienten. Wurden die Patienten jedoch bereits mit zwei oralen Antidiabetika vorbehan-
delt, so dass dann zumeist eine Insulintherapie zum Erreichen einer guten Stoffwech-
sel-Einstellung erforderlich war, wurde nur bei knapp 19% der Patienten mit HbA1c-
Werten Uber 8% die Therapie intensiviert.

Die seit langem bekannten Barrieren gegen eine rechtzeitige Einleitung einer Insulin-
therapie haben vielfaltige Grunde [6-8], die im Rahmen dieser Arbeit nicht im Detail
diskutiert werden. Zur Uberwindung dieser Barrieren wurden mdglichst einfache Kon-
zepte zur Einleitung einer Insulintherapie bei Patienten mit Typ 2 Diabetes entwickelt
[9]. Dazu gehoren insbesondere die zusatzliche Gabe von Basalinsulin zu der beste-
henden Therapie mit oralen Antidiabetika, die praprandiale Injektion von kurzwirken-
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dem Insulin oder die Gabe von Mischinsulinen. Als Mischinsulin bezeichnet man Mi-
schungen aus Normalinsulin und Verzégerungsinsulin.

Diese Therapien wurden kurzlich in der sogenannten 4T-Studie (Treating to target in
Type 2 diabetes (4T) study of analogue insulin initiation and titration) in Bezug auf ihre
Effektivitat und Nebenwirkungen in einer randomisierten prospektiven Studie Uber 3
Jahre miteinander verglichen [10;11]. In der Auswertung nach einem Jahr zeigten sich
die Vor- und Nachteile der einzelnen Strategien zur Insulin-Initierung: Wurde lediglich
Basalinsulin zusatzlich zu der vorbestehenden Therapie mit oralen Antidiabetika ver-
abreicht, wurden im Vergleich mit einer Therapie mit zweimal taglicher Gabe eines
Mischinsulins oder einer Therapie mit dreimal taglicher praprandialer Injektion eines
schnellwirkenden Insulin-Analogons signifikant schlechtere HbA1c-Werte erzielt (7,6%
vs 7,3% bzw. 7,2%), gleichzeitig war jedoch auch die Hypoglykamierate niedriger so-
wie die Gewichtszunahme geringer (letzteres allerdings moglicherweise bedingt durch
die Verwendung von Insulin Detemir als Basalinsulin, das bekanntermal3en zu einer
geringeren Gewichtszunahme flhrt [12]).

rotz der etwas schlechteren Stoffwechselkontrolle in der 4T-Studie wird haufig Basa-
linsulin zur Initiierung einer Insulintherapie bei unter oralen Antidiabetika unzureichend
eingestellten Patienten mit Typ 2 Diabetes eingesetzt, da dies bei Verwendung von
Insulin-Analoga mit einer ausreichend langen Wirkdauer nur eine subkutane Insulinin-
jektion pro Tag bedeutet [13;14]. Dagegen ist die Einleitung einer Insulintherapie mit
kurzwirkendem Insulin international weniger Ublich, vor allem wegen der dabei not-
wendigen relativ hohen Injektionsfrequenz (drei Injektionen pro Tag), der Gefahr einer
Gewichtszunahme und der Notwendigkeit haufigerer Blutzuckermessungen [15]. Als
Alternative wird insbesondere bei schlecht eingestellten Patienten die zweimal tagli-
che Gabe eines Mischinsulins angesehen [16].

Unabhangig davon, welche Strategie zur Initiierung einer Insulintherapie bei Patienten
mit Diabetes gewahlt wird, erfolgt im Krankheitsverlauf praktisch immer eine Intensi-
vierung der Insulinsubstitution. Dies verdeutlichen auch die 3-Jahres Ergebnisse der
4T-Studie: Fast drei Viertel aller Patienten benétigten nach 3 Jahren zwei verschiede-
ne Insulinformulierungen, wobei allerdings die Anzahl zwischen den Behandlungsar-
men signifikant unterschiedlich war [11]. Bei den zunachst mit Mischinsulin behandel-
ten Patienten verwendeten 68% nach drei Jahren eine zusatzliche mittagliche Injek-
tion von kurzwirkendem Insulin, wahrend bei den zunachst mit Basalinsulin behandel-
ten Patienten sogar 82% praprandial Insulin spritzen (in der Regel vor jeder Haupt-
mahlzeit, also dreimal taglich). Die Notwendigkeit einer Intensivierung erklart sich
durch die nachlassende endogene Insulinsekretion bei Patienten mit Typ 2 Diabetes
im Krankheitsverlauf [17], allerdings gibt es auch hier unterschiedliche Strategien, wie
eine Intensivierung erfolgen kann. Wahrend bei einer initialen Basalinsulin-Therapie
meistens zusatzlich kurzwirkende Insulinpraparate vor der Mahlzeit gegeben werden
(haufig zunachst eine Injektion vor der grof3ten Mahlzeit, spater dann vor jeder
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Hauptmahlzeit), wird bei einer Mischinsulin-Therapie haufig die Injektionsfrequenz des
Mischinsulins gesteigert. Es wird also mit 1-2 Injektionen (vor der gréRten Mahlzeit
bzw. morgens und abends) begonnen, bis schliellich auch eine dritte Mischinsulin-
Injektion mittags verabreicht wird. Dieser Ansatz wurde in der sogenannten 1-2-3 Stu-
die untersucht, einer unkontrollierten, nicht-randomisierten Beobachtungsstudie bei
100 Patienten mit Typ 2 Diabetes [18]. Unter dreimal taglicher Gabe mit einem
Mischinsulin erreichten immerhin 77% der Patienten das von der amerikanischen Dia-
betesgesellschaft empfohlene HbA1c-Level von maximal 7%.

Prinzipiell kdnnen die geschilderten Insulintherapien mit Humaninsulin oder mit soge-
nannten Insulin-Analoga durchgefiihrt werden [19]. Das Humaninsulin entspricht, wie
der Name schon andeutet, in seiner Struktur dem menschlichen, kérpereigenen Insu-
lin. Das nicht modifizierte Insulin (auch als Altinsulin bezeichnet) wird als kurz-
wirkendes Insulin vor den Mahlzeiten gespritzt. Die Wirkung des Humaninsulins kann
jedoch galenisch so verzogert werden, dass es zur Substitution des basalen Insulin-
bedarfs verwendet werden kann. Dazu wird das Humaninsulin zumeist an den basi-
schen EiweilRkorper Protamin gebunden (neutrales Protamin Hagedorn = NPH).

Die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaften der Humaninsu-
lin-Praparate nach subkutaner Injektion sind jedoch fur eine Insulin-therapie nicht op-
timal. Altinsulin weist ein relativ spates Wirkmaximum (ca. 2,5 h nach Injektion) und
insbesondere in hdoherer Dosierung eine lange Wirkdauer von z.T. mehr als 10 h auf
und wirkt damit deutlich spater und langer als endogenes Insulin [19-21]. NPH-Insulin
weist, im Gegensatz zur basalen Insulinausschuttung [22], einen deutlichen Wirkgipfel
auf, zudem wirkt es nicht Uber 24 Stunden und ist in seiner Wirkung sehr variabel
[23;24].

Zur Uberwindung dieser Nachteile wurden Insulin-Analoga entwickelt. Insulin-Analoga
weichen in ihrer Primarstruktur leicht von humanem Insulin ab. Bei den kurzwirkenden
Insulin-Analoga wird durch den Austausch von einigen Aminosauren die Selbstasso-
ziation der Insulinmolekile zu Hexameren (Zusammenschluss von 6 Insulinmole-
kulen) geschwacht. Dadurch zerfallen sie nach Injektion in das subkutane Insulinge-
webe schneller in Dimere und Monomere als dies bei Humaninsulin der Fall ist, so
dass raschwirkende Insulinanaloga schneller absorbiert werden und somit einen
schnelleren Wirkbeginn und eine klrzere Wirkdauer aufweisen [19].

Kommerziell verfugbar sind zur Zeit drei kurzwirkende Insulin-Analoga: Insulin Lispro
(die Veranderung zu Humaninsulin betrifft eine Vertauschung der Aminosauren Lysin
und Prolin an den Positionen 28 und 29 der B-Kette), Insulin Aspart (Austausch von
Prolin an Position 28 der B-Kette durch Asparaginsaure) und Insulin Glulisin (Aus-
tausch von Asparagin an Position 3 der B-Kette durch Lysin sowie Austausch von Ly-
sin an Position 29 der B-Kette durch Glutaminsaure). Aufgrund der veranderten Struk-
tur von Insulin Glulisin bildet sich eine Salzbricke zwischen Glutamat an Position B29
und Glycin an Position A1, so dass auf Zink als Stabilisator verzichtet werden kann.
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Neben kurzwirksamen wurden auch langwirkende Insulinanaloga entwickelt, bei de-
nen eine verzogerte Absorption aus dem subkutanen Fettgewebe erreicht werden soll-
te. Dabei kommen unterschiedliche Mechanismen zur Anwendung: Bei Insulin Glargin
wird Asparaginsaure an Position A21 durch Glycin ersetzt und die B-Kette durch 2
Aminosauren verlangert. Insulin Glargin ist im neutralen pH-Bereich nur gering I6slich,
wahrend es in der leicht sauren Injektionslésung (pH 4) vollstandig geldst vorliegt.
Nach der Injektion in das Subkutangewebe wird die saure Lésung neutralisiert, was zu
einer Bildung von Mikroprazipitaten fuhrt und die Absorption verzégert. Insulin Glargin
wird im Subkutangewebe an der Carboxygruppe der B-Kette teilweise abgebaut. Da-
bei entstehen die aktiven Metaboliten M1 (21A-Gly-Insulin) und M2 (21A-Gly-des-30B-
Thr-Insulin) [25;26].

Dagegen wird beim zweiten kommerziell erhaltlichen langwirkenden Insulinanalogon,
Insulin Detemir, ein vollig anderes Verzogerungsprinzip angewendet. Bei Insulin De-
temir wird die C-terminale Aminosaure Threonin (B30) entfernt und an der
e-Aminofunktion des Lysins an B29 eine Fettsaure (Myristinsaure) kondensiert. Die
verzogerte Wirkung von Insulin Detemir wird durch die starke Selbstassoziation von
Insulin Detemir Molekllen an der Injektionsstelle (Bildung von Di-Hexameren) und die
Bindung an Albumin Uber die Fettsaure-Seitenkette, die sowohl an der Injektionsstelle
als auch nach der Absorption ins Blut im Plasma stattfindet, vermittelt [27].

Neben der Formulierung von rasch oder langwirkenden Insulin-Analoga ist auch die
Formulierung von Mischinsulinen mit kurz- und langwirkenden Insulinformulierungen
beziehungsweise Insulin-Analoga moglich. Wie bei den Mischungen mit Human-
insulinformulierungen wird dabei in verschiedenen Verhaltnissen das unveranderte
raschwirkende Insulin-Analog mit einem an Protamin gebundenen Analog gemischt,
also quasi einem mit einem Insulin-Analogon formulierten NPH-Insulin. Mischinsuline
mit unterschiedlichen Analoga (rasch- plus langwirkendes Analogon) sind zwar in
Entwicklung [28], bislang scheiterte eine solche Formulierung jedoch an einer (un-
erwlnschten) Interaktion der Analoga, so dass "gemischte" Hexamere mit rasch- und
langwirkenden Analoga vorlagen und insbesondere der schnellere Wirkeintritt des
raschwirkenden Insulin-Analogons nicht mehr gegeben war. Bislang sind daher nur
Insulin Lispro und Insulin Aspart in Mischinsulin-Praparaten (formuliert mit Protamin-
gebundenem Insulin Lispro bzw. Insulin Aspart) kommerziell verfigbar. Es gibt ver-
schiedenen Praparate mit unterschiedlichem Verhaltnis zwischen Protamin-
gebundenem und freiem Insulin-Analog, wobei am haufigsten Praparate mit einem
freien Analog-Anteil von 25% (Insulin Lispro) bzw. 30% (Insulin Aspart) eingesetzt
werden.

Die pharmakokinetische und pharmakodynamische Wirkung von Insulin-Analoga wur-
de in zahlreichen Studien, zumeist mittels der Glucose-Clamp-Technik, bei gesunden
Probanden, aber auch bei Patienten mit Typ 1 und Typ 2 Diabetes untersucht. Diese
Studien bestatigten den schnelleren Wirkbeginn und die klrzere Wirkdauer der
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raschwirkenden Insulin-Analoga [20;21;29-37]. Aufgrund der zinkfreien Formulierung
ist der Wirkbeginn von Insulin Glulisin noch um einige Minuten schneller als die der
anderen Insulin-Analoga [38-40].

Auch die langwirkenden Insulin-Analoga sind vielfach in Glucose-Clamp-Studien
untersucht worden. Dabei bestatigte sich im Vergleich mit NPH-Insulin sowohl fur
Insulin Glargin [23;41-43] als auch fur Insulin Detemir [23;44;45] eine langere Wirk-
dauer und ein flacheres Wirkprofil. Direkte Vergleiche der Charakteristika der beiden
langwirkenden Insulin-Analoga erbrachten widersprichliche Ergebnisse: In einer Stu-
die zeigte Insulin Detemir eine deutlich kirzere Wirkdauer als Insulin Glargin [46]; dies
konnte jedoch in anderen Studien nicht bestatigt werden. Hier zeigten sich bei Patien-
ten mit Typ 1 Diabetes nur geringe Unterschiede in der Wirkdauer [47], bei solchen
mit Typ 2 Diabetes waren die Wirkprofile in klinisch relevanten Dosierungen von 0,4
U/kg bzw. 0,8 U/kg quasi identisch [48]. Trotzdem wird Insulin Glargin haufig als das
langer wirkende Insulin-Analogon wahrgenommen [49;50].

SchlieBlich gibt es auch fir die mit Insulin Lispro und Insulin Aspart formulierten
Mischinsulinpraparate einige Glucose-Clamp-Studien, die den erwarteten, durch das
raschwirksame Insulin-Analogon bedingten, schnelleren Wirkbeginn im Vergleich zu
humanen Mischinsulinpraparaten belegen [51-54].

Somit sind die Wirkprofile von allen verfigbaren Insulinpraparaten mit Insulin-Analoga
sehr gut mittels der Glucose-Clamp-Technik, die allgemein als der "Gold Standard" fir
die Ermittlung von Wirkprofilen gilt [55], beschrieben. Allerdings wurden diese Wirk-
profile fast alle mittels einer Einmal-Applikation der Insulin-Analoga ermittelt. Dies ist
jedoch insbesondere flr die langwirkenden Insulin-Analoga nicht reprasentativ, da es
aufgrund der Uber 24 Stunden hinausgehenden Wirkdauer bei mehrfacher, einmal
taglicher Gabe zu einer (leichten) Akkumulation der Wirkung kommt. Dies wird auch
durch die wenigen Glucose-Clamp-Studien belegt, die die Wirkung von Insulin Glargin
beziehungsweise Insulin Detemir unter steady-state Bedingungen untersuchen
[46;56;57].

Auch bei Mischinsulinen kommt es (bei mehrfach taglicher Gabe) zu einem leichten
Anstieg der Insulinkonzentrationen nach mehrfacher Gabe [58].



2. Fragestellung

Basierend auf den in der Einleitung dieser Arbeit dargelegten Uberlegungen wurden in

der vorliegenden Arbeit zwei bei Patienten mit Typ 2 Diabetes gebrauchliche Strate-

gien fur eine Insulintherapie mittels der Glucose-Clamp-Technik Uber einen Therapie-

tag (24 Stunden) hinweg charakterisiert. Dabei sollten insbesondere folgende Frage-

stellungen untersucht werden:

a)

b)

Kann mit einer dreimal téglichen Gabe eines mit Insulin Aspart formulierten
Mischinsulins ein &hnliches Wirkprofil wie bei einer intensivierten Insulintherapie
mit

einem lang- und einem kurzwirkenden Insulinanalogon erzielt werden?

Beide Insulin-Regime kdnnten am Ende einer Intensivierungsphase einer Insulin-
therapie bei Patienten mit Typ 2 Diabetes stehen. Die Therapie mit dem Misch-
insulin-Praparat hatte gegenuber der intensivierten Insulintherapie den Vortell,
dass nur drei (statt vier) Insulininjektionen erforderlich waren und auch nur ein In-
sulinpraparat verwendet wirde, so dass es nicht zu Verwechslungen der Insulin-
Pens bei der Injektion des lang- beziehungsweise raschwirkenden Praparates
kommen konnte. Allerdings ist bei Mischinsulinen keine getrennte Anpassung von
rasch- und langwirkendem Insulin mdglich, und das "langwirkende" (protamin-
verzogerte) Insulin wird dreimal taglich statt einmal taglich wie bei einer intensi-
vierten Insulintherapie mit einem langwirkenden Insulin-Analogon gegeben. Von
daher ist die Frage, ob es Uber 24 Stunden nicht durch Akkumulation des langwir-
kenden Basalinsulins zu vollig anderen Wirkprofilen bei beiden Insulin-Regimen
kommt, von hoher klinischer Relevanz.

Kann die Wirkprofil-Charakterisierung von zwei gebréduchlichen Insulin-
therapiestrategien (iber einen Therapietag hinweg als Hilfe flir den praktischen
Einsatz dieser Strategien bei Patienten mit Typ 2 Diabetes im klinischen Alltag
dienen?

Auch wenn die verfugbaren Glucose-Clamp Ergebnisse nach einfacher bezie-
hungsweise mehrfacher Gabe von Insulin-Praparaten sicherlich wertvolle Hinwei-
se fur die Durchflihrung einer Insulintherapie bei Patienten mit Diabetes geben, so
ist es doch bei Kombination von mehreren Injektionen z.T. sogar unterschiedlicher
Insuline nicht einfach, aus den einzelnen Wirkprofilen ein "Gesamt-Wirkprofil" Gber
24 Stunden abzuleiten. Bei einer intensivierten Insulintherapie mit einmal taglicher
Gabe eines langwirkenden und dreimal taglicher Gabe eines kurzwirkenden Insu-
lin-Analogons kommt es, insbesondere im "Steady-State" nach mehreren Thera-
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pietagen, zu deutlichen Uberlappungen der einzelnen Wirkprofile, die aus den
einzelnen Wirkprofilen nur schwer ableitbar sind. Ahnliches gilt fiir eine Therapie
mit Mischinsulinen, zumindest wenn sie eine mehr als einmal tagliche Gabe eines
Mischinsulin-Praparates beinhaltet. Bei Patienten mit Typ 2 Diabetes kommen ge-
gebenenfalls noch Effekte der kdrpereigenen, endogenen Insulinsekretion hinzu.



3. Probanden, Material und Methoden

3.1 Patienten Ein- und Ausschlusskriterien

24 Patienten mit seit mindestens einem Jahr bestehendem Typ 2 Diabetes sollten in
diese Studie eingeschlossen werden. Gemaly den Ein- und Ausschlusskriterien
mussten geeignete Patienten seit mindestens 3 Monaten ausschlieBlich mit Insulin
behandelt werden, wobei die tagliche Insulindosis zwischen 0,6 und 0,9 U/kg liegen
musste. Eingeschlossen wurden Patienten mit einem Alter von 18 bis 65 Jahren,
einem Body Mass Index (Kdorpergewicht in kg dividiert durch KorpergroRe in m zum
Quadrat) zwischen 25 und 40 kg/m? und einem HbA1c-Wert zwischen 7,0 und 10,0 %.
Ausgeschlossen waren Patienten mit Herz-, Nieren-, oder Leberinsuffizienz oder Er-
krankungen, die den Glucose-Stoffwechsel beeinflussen kdnnen, mit relevanten Er-
krankungen in der Vorgeschichte, Spatfolgekomplikationen des Diabetes oder Blutar-
mut. Zudem durften Patienten nicht an haufigen Hypoglykdmien bzw. Hypoglykadmie-
Wahrnehmungsstorungen leiden oder orale Antidiabetika oder andere Medikamente
mit Auswirkung auf die Blutglucose-Konzentration einnehmen.

Jeder der Probanden unterschrieb nach ausfuhrlicher Erlauterung der Studie die Ein-
verstandniserklarung. Die Durchfihrung der Studie erfolgte entsprechend der Deklara-
tion von Helsinki, gemall den Richtlinien der Europaischen Gemeinschaft fur die
Durchfuhrung von klinischen Studien ("Good clinical practice"; GCP) und entspre-
chend den Vorschriften der amerikanischen Gesundheitsbehorde ("Federal Drug Ad-
ministration"; FDA). Das Studienprotokoll, die Patientenaufklarung und die Einwilli-
gungserklarung wurden vom Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte in
Bonn und von der Ethikkommission der Arztekammer Nordrhein begutachtet und die
Durchflhrung der Studie bewilligt.

Die Durchfuhrung der Studie erfolgte im Profil Institut fur Stoffwechselforschung in
Neuss. Die Patienten wurden Uber die im Institut vorliegende Patientendatenbank re-
krutiert. Patienten, die aufgrund der in der Datenbank vorliegenden Informationen zur
Studienteilnahme geeignet erschienen, wurden telefonisch kontaktiert und bei prinzi-
piellem Interesse an einer Studienteilnahme zu einer Screeningvisite eingeladen, wo
die Patienten nach ausfuhrlicher Aufklarung Uber die Studie durch einen Studienarzt
bzw. eine Studienarztin und Beantwortung etwaiger Fragen entscheiden konnten, ob
sie an der Studie teilnehmen wollten.



3.2 Studienubersicht

Die Studie wurde als randomisierte, offene, zweifache Crossover Studie durchgefihrt.
Sie umfasste eine Eingangsuntersuchung (Visite 1), zwei Dosierungsvisiten (Visiten 2
und 3 mit jeweils 2 Ubernachtungen und einem ca. 31-stiindigen Clamp-versuch) und
eine Abschlussuntersuchung (Visite 4). Die Eingangsuntersuchung fand héchstens bis
21 Tage vor dem ersten Versuchstag statt, zwischen den Versuchstagen lagen 5 bis
21 Tage und die Abschlussuntersuchung fand spatestens bis zu 7 Tagen nach dem
letzten Versuchstag statt. In zufalliger (randomisierter) Reihenfolge erhielten die Pati-
enten bei einem der Versuchstermine unter Glucose-Clamp-Bedingungen 3 Injektio-
nen des Mischinsulins BIAsp30 (Novomix® 30, Novo Nordisk A/S, Kopenhagen, Da-
nemark), bestehend aus 30% Insulin Aspart und 70% protaminiertem Insulin Aspart.
Bei dem anderen Versuchstermin erhielten die Patienten ebenfalls wahrend eines
euglykamischen Glucose-Clamp eine Injektion des Basalinsulin-Analogons Insulin
Glargin (Lantus®) und 3 Injektionen des schnellwirkenden Insulin-Analogons Insulin
Glulisin (Apidra®, jeweils Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt). Aufgrund der
unterschiedlichen Injektionsfrequenz bei beiden Visiten wurde eine Verblindung als zu
aufwendig erachtet.

Einen Uberblick tber das Studiendesign und die Studienabldufe gibt das nach-
folgende Diagramm.

Abbildung 1: Schematischer Ablauf der Studie
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3.3 Detaillierter Studienablauf

Zur Eingangsuntersuchung (Visite 1) erschien jeder Patient nach nachtlichem Fasten
(letzte Nahrungsaufnahme spatestens um 22 Uhr des Vorabends). Nach umfassender
Aufklarung insbesondere Uber moégliche Risiken einer Studienteilnahme erklarten die
Patienten schriftlich durch Unterschreiben der Einverstandniserklarung ihre Bereit-
schaft zur Studienteilnahme. AnschlieRend wurde eine umfassende Anamnese und
kérperliche Untersuchung durchgefuhrt sowie Vitalwerte, KérpergréRe und -gewicht
bestimmt. Es erfolgten Abnahmen von Blut und Urin fur Laborbestimmungen (inklu-
sive Hepatitis B und C sowie HIV Serologie, Drogenscreening, Alkoholtest und bei
Frauen Schwangerschaftstest) und die Durchfiihrung eines EKGs.

Am ersten Tag der Dosierungsvisiten (Tag -1) kamen die Patienten mittags gegen
12.30 Uhr in das Forschungsinstitut. Nach Bestimmung des aktuellen Korpergewichts
wurden die Dosierungs-Ausschlusskriterien abgefragt: Die Patienten mussten minde-
stens 48 Stunden vor den Dosierungsvisiten auf korperliche Anstrengung und
24 Stunden vorher auf Kaffee, Tee, andere anregende Getranke sowie Alkohol ver-
zichtet haben. AulRerdem durfte das eigene Basalinsulin nicht spater als bis 22 Uhr
am Vortag des Beginns des Klinikaufenthaltes injiziert werden. Bei Patienten, die die-
se Vorgaben nicht einhielten, und bei Patienten mit einer Unterzuckerung in der Nacht
vor der Dosierungsvisite sowie bei Patienten mit akuten Erkrankungen oder Anderun-
gen in der Begleitmedikation hatte eine Verschiebung der Dosierungsvisite um 1-14
Tage erfolgen mussen, wobei maximal 2 Verschiebungen pro Patient zulassig gewe-
sen waren. Eine Verletzung der Dosierungs-Ausschlusskriterien kam jedoch in dieser
Studie nicht vor.

Bei der ersten Dosierungsvisite (Visite 2) wurden geeignete Patienten zu einer Be-
handlungssequenz (entweder zunachst BIAsp30, dann Insulin Glargin/Insulin Glulisin
oder umgekehrte Reihenfolge) randomisiert. Die Randomisierungsnummer wurde bei
101 begonnen und in aufsteigender Nummer vergeben. Nach Randomisierung erhiel-
ten die Probanden um 13 Uhr ein Standardmittagessen, zu dem sie ihr eigenes, kurz-
wirksames Insulin spritzten. Um 19 Uhr verzehrten die Patienten dann ein Standard-
abendessen. Zu diesem Essen injizierten die Patienten bei entsprechender Randomi-
sierung entweder BIAsp30 oder (bei Randomisierung zu Insulin Glargin/Insulin Gluli-
sin) erneut ihr eigenes kurzwirksames Insulin. Bei Randomisierung zu Insulin Glar-
gin/Insulin Glulisin wurde dann um 23 Uhr die erste Injektion der Studienmedikation
(Insulin Glargin) gegeben.

Gegen Mitternacht wurden die Patienten an einen Biostator (glucose controlled insulin
infusionsystem, Life Sciences Instruments, MTB Medizintechnik, Ulm) angeschlossen
(siehe
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3.5 Der euglykadmische Glucose-Clamp-Versuch). Uber Nacht, bis gegen 7 Uhr mor-
gens wurde die Blutglucose-Konzentration der Patienten auf ein Niveau von 5 mmol
(90 mg/dl) gebracht. Dazu wurde Humaninsulin (Actrapid®, Novo Nordisk A/S, Kopen-
hagen, Danemark) in einer variablen Rate (angepasst an die aktuelle Blutglucose-
Konzentration, mindestens 0,1ml/h) mittels eines Perfusors (Spritzenpumpe Terufusi-
on TE 311; Terumo Corporation, Tokio, Japan) und 20%-Glucoselésung intravends
infundiert. Die Insulin-Infusionsrate wurde gegen 6 Uhr, 60 Minuten vor der morgendli-
chen Dosierung der Studienmedikation, so weit abgesenkt, dass keine Glucose-
infusion mehr erforderlich war, und 30 Minuten vor der morgendlichen Dosierung der
Studienmedikation vollstandig beendet.

Gegen 7 Uhr morgens fand die Dosierung der Studienmedikation (entweder BIAsp30
oder Insulin Glulisin) statt. Die pharmakodynamischen und pharmakokinetischen
Effekte der verabreichten Insuline wurden anschlieRend mittels der euglykdmischem
Glucose Clamp-Technik und von regelmaliigen Blutabnahmen Uber die folgenden
24 Stunden gemessen.

Wahrend des Glucose-Clamp-Versuches erfolgten weitere Insulin-Injektionen gegen
13 Uhr (6 Stunden nach der morgendlichen Dosierung, Insulin Glulisin bei Randomi-
sierung zur intensivierten Insulintherapie oder BIAsp30 bei Randomisierung zum
Mischinsulin), gegen 19 Uhr (12 Stunden nach der morgendlichen Dosierung (entwe-
der Insulin Glulisin oder BIAsp30) und gegen 23 Uhr (16 Stunden nach der morgendli-
chen Dosierung, Insulin Glargin bei Randomisierung zur intensivierten Insulin-
therapie).

Nach Beenden des Clampversuchs erhielten die Probanden an Tag 2 ein Fruhstlck
und konnten, sofern keine Sicherheitsbedenken bestanden, das Forschungsinstitut
wieder verlassen.

Nach einer Wash-out Periode von 5-13 Tagen kamen die Patienten zur zweiten Do-
sierungsvisite (Visite 3) erneut in das Forschungsinstitut. Der Ablauf war identisch zur
ersten Dosierungsvisite, es wurde jedoch im Cross-over Verfahren die andere Studi-
enmedikation gegeben (das heisst, Patienten, die bei der ersten Dosierungsvisite
BIAsp30 erhalten hatten, erhielten dann die intensivierte Insulintherapie mit Insulin
Glargin und Insulin Glulisin, und umgekehrt).

Vor und nach jedem Clampversuch und auch wahrend der stationaren Aufenthalte
wurden die Patienten mehrfach nach unerwlnschten Ereignissen gefragt. Bei Auf-
treten solcher Ereignisse wurden Symptome, Beginn und Ende sowie gegebenenfalls
Therapiemassnahmen sorgfaltig in den Studienunterlagen dokumentiert.

Bis zu 7 Tage nach der zweiten Dosierungsvisite wurde eine Abschlussuntersuchung
(Visite 4) durchgefuhrt, zu der die Patienten nuchtern erschienen. Sie wurden nach
unerwlnschten Ereignissen und zusatzlich eingenommenen Medikamenten befragt,
und es wurden Sicherheitslaborwerte (bei Frauen inklusive eines Schwangerschafts-
testes) sowie Vitalzeichen, EKG und Gewicht bestimmt. Anschliel’iend konnten die
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Patienten das Forschungsinstitut wieder verlassen und damit die Studienteilnahme
beenden. Insgesamt betrug der Blutverlust fur einen Patienten durch die Studienmal-
nahmen circa 380 ml.

3.4 Studienmedikation

Die Patienten erhielten im Cross-over Verfahren folgende Studienmedikation: Bei
einer Dosierungsvisite erhielten die Patienten insgesamt 4 Injektionen des Misch-
insulins BIAsp30 (Novomix® 30, Novo Nordisk A/S, Kopenhagen, Danemark), das zu
30% aus Insulin Aspart und 70% aus Insulin Aspart-Protamin-Kristallen besteht. Bei
der anderen Dosierungsvisite wurde der Effekt einer intensivierten Insulintherapie mit
Insulinanaloga untersucht. Die Patienten erhielten 2 Injektion von Insulin Glargin und 3
Injektionen von Insulin Glulisin. Die erste Injektion der Studienmedikation wurde am
Vorabend des Glucose-Clamp-Versuches gegeben (entweder BIAsp30 um 19 Uhr
oder Insulin Glargin um 23 Uhr). Dies diente der Simulation von Steady-state-
Bedingungen, es wurde also erwartet, dass der Effekt dieser Insuline beim Beginn des
Glucose-Clamps um 7 Uhr morgens noch anhielt.

Die Insulindosis wurde individuell fur jeden Patienten festgelegt, in dem bei der Ein-
gangsuntersuchung anamnestisch die Insulin-Tagesdosis jedes Patienten erhoben
wurde. Diese Tagesdosis (in Einheiten (U) pro kg Kérpergewicht in 24 Stunden) wurde
dann wahrend der Glucose-Clamp-Versuche verabreicht, aufgeteilt auf die verschie-
denen Injektionen. Bei der Therapie mit BIAsp30 wurde jeweils 40% der Insulintages-
dosis morgens um 7 Uhr und abends 19 Uhr verabreicht, sowie 20% mittags um 13
Uhr. Bei der intensivierten Insulintherapie entfiel 60% der Tagesdosis auf Insulin Glar-
gin, verabreicht um 23 Uhr. Die verbleibenden 40% wurden gleichmalig auf die 3
Injektionen von Insulin Glulisin aufgeteilt, so dass um 7, 13 und 19 Uhr jeweils 13,3%
der Tagesdosis verabreicht wurden. Die Dosis der Injektionen von BIAsp30 und Insu-
lin Glargin am Vorabend der Glucose-Clamp-Versuche entsprachen der bei den Ver-
suchen verabreichten Dosis: BIAsp30 wurde also in einer Dosis von 40% der Tages-
dosis verabreicht, bei Insulin Glargin waren es 60%. Als Grundlage der Berechnung
diente das Kdrpergewicht zu Beginn des ersten stationaren Aufenthalts (Visite 2).

Alle Injektionen wurde subkutan in das abdominelle Unterhautfettgewebe peri-
umbilikal verabreicht, wobei alternierend die linke und die rechte Seite benutzt wurde.
BIAsp30 wurde mittels eines Insulinpens (Flexpen®, Novo Nordisk A/S, Kopenhagen,
Danemark) injiziert, Insulin Glargin und Insulin Glulisin mittels Insulin-Spritzen (Micro
Fine 0,3 ml, Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland). Die Injektionsstellen
wurden markiert, um gegebenenfalls lokale Veranderungen der Einstichstellen erfas-
sen zu koénnen. Alle Insuline wurden eine Stunde vor Dosierung aus dem Kuhlschrank
entnommen, um sie auf Umgebungstemperatur zu erwarmen.
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3.5 Der euglykamische Glucose-Clamp-Versuch

Zur Ermittlung der Wirkprofile (also der blutzuckersenkenden Wirkung Uber die Zeit)
der Studienmedikation wurde die euglykamische, hyperinsulindmische
Glucose-Clamp-technik eingesetzt, die als goldener Standard fir die Ermittlung

von Wirkprofilen gilt [55] und auch von den européischen Zulassungsbehoérden flr
diese  Zwecke gefordert wird (http://www.ema.europa.eu/pdfs/human/ewp/
108000enrev1.pdf, Zugriff vom 9.6.2010).

Dabei wird der Blutzucker auf einem vorgegebenen euglykamischen Wert "fixiert"
(engl. to clamp = festklemmen, fixieren), also weitgehend konstant gehalten, indem
die blutzuckersenkende Wirkung der Studienmedikation durch eine variable Glucose-
infusion antagonisiert wird. Die Glucose-infusionsrate, die zur Konstanthaltung der
Blutglucose erforderlich ist, ist somit ein indirektes Mal} fur die blutglucosesenkende
Wirkung der Studienmedikation, die (im Gegensatz zu einer direkten Messung der
Wirkung auf die Blutglucose) unabhangig von einer (z.B. bei Hypoglykdmien auf-
tretenden) Gegenregulation mit der Ausschuttung kontra-insulindrer Hormone wie
Cortisol, Katecholamine, Glucagon und Wachstumshormon ist [55;60].

In der hier prasentierten Studie wurde eine automatisierte Glucose-Clamp-technik un-
ter Einsatz einer "kunstlichen Bauchspeicheldrise", eines sogenannten Biostators
(Glucose Controlled Insulin Infusion System GCIIS; Life Science Instruments, MTB
Medizintechnik, Ulm) angewendet. Dabei wird durch einen in den Biostator inte-
grierten Glucose-Sensor eine kontinuierliche Blutglucose-messung vorgenommen und
minutlich auf Grundlage dieser Glucose-messung automatisch die zur Aufrecht-
erhaltung der Euglykamie notwendigen Glucose-infusionsrate errechnet und intra-
venos infundiert.

Die Patienten wurden, nachdem sie als letzte Mahlzeit ein standardisiertes Abend-
essen zu sich genommen hatten, gegen Mitternacht, also circa 7 Stunden vor der
Administration der morgendlichen Dosierung der Studienmedikation, an den Biostator
angeschlossen. Dazu wurde retrograd eine Kanule in eine Vene am Handrucken oder
am Handgelenk gelegt, in die ein Doppellumen-Katheter gelegt wurde. Durch ein Lu-
men wurde eine niedrig-dosierte Heparinldsung (10.000 Einheiten Heparin in 100 ml
physiologischer NaCl-Losung) infundiert, die dann zusammen mit Blut des Patienten
in dem anderen Lumen zum Glucose-Sensor des Biostators transportiert wurde (und
ein Gerinnen des Blutes im System verhindern sollte). Um eine moglichst stabile Glu-
cose-messung zu erhalten, erfolgte die Messung im arterialisierten Blut, indem die
betroffene Hand in einer sogenannten Hot-Box oder mittels einer Heizdecke einer
Umgebungstemperatur von 55T ausgesetzt wurde [61;6 2] (bei dieser Temperatur
offnen sich reflektorisch arterio-vendse Shunt-verbindungen).

Eine zweite Kantlle wurde in einer Antecubital-Vene desselben Armes platziert, aus
der regelmalig Blutproben zur Bestimmung von Blutglucose und Seruminsulin-



16

konzentrationen (erlaubt Aussagen zur Pharmakokinetik) sowie von Serum-C-Peptid
(erlaubt Aussagen Uber die noch vorhandene/stimulierte endogene Insulin-Produktion)
abgenommen wurden. Diese Kantlle wurde durch eine langsame Infusion von 0,9%
NaCl-Lésung offen gehalten. Eine dritte Kanile wurde am kontra-lateralen Arm fir die
Infusion von Insulin und Glucose gelegt.

Die Blutglucose-Konzentration der Patienten wurde tber Nacht mit Hilfe von variablen,
intravendsen Infusionen von Insulin und Glucose auf 90 mg/dl abgesenkt. Insulin
(15 IU Actrapid® (Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Danemark) auf 49 ml 0,9% NaCl-
Lésung plus 1 ml patienteneigenes Blut zur Verhinderung einer Anhaftung des Insu-
lins an die Infusionsmaterialien) wurde mit Hilfe einer Spritzenpumpe (Spritzenpumpe
Terufusion TE*311NH3, Terumo Corporation, Tokyo, Japan) infundiert, wobei bis 3
Stunden vor Gabe der Studienmedikation auch intravenése Bolusgaben erlaubt wa-
ren. In der letzten Stunde vor Dosierung wurde die Insulin-infusionsrate so weit abge-
senkt, dass keine Glucose-infusion mehr notwendig war. 30 Minuten vor Dosierung
wurde die Insulininfusion gestoppt.

Die morgendliche Dosierung der Studienmedikation gegen 7 Uhr wurde als Startzeit-
punkt des Glucose-Clamps definiert (Zeitpunkt 0 min). Die Glucose-Konzentration der
Patienten wurde in den nachfolgenden 24 Stunden durch intravendse Infusion einer
20%-Glucose-l6sung auf einem Zielwert von 90 mg/dl konstant gehalten. Der Bio-
stator berechnete und infundierte automatisch jede Minute die notwendige Glucose-
infusionsrate (GIR) unter Anwendung eines Algorithmus, der die zuletzt gemessene
Blutglucose-konzentration und die Glucose-Schwankungen in den vorhergehenden 5
Minuten bertcksichtigte. Falls hohe Glucoseinfusionsraten notwendig wurden, wurde
ein Teil der Infusion Uber eine Infusionspumpe (Infusionspumpe Midpress
TE*171CW3, Terumo Corporation, Tokyo, Japan) verabreicht. Die uber die Infusions-
pumpe verabreichte Glucose-infusionsrate wurde bei der Auswertung der Glucose-
Clamp-versuche zu der vom Biostator gegebenen Glucose-Infusion hinzu addiert. Der
Biostator wurde bei den Versuchen im Glucose-Clamp-Modus (Mode 9:1) mit einem
KS-Wert (einer Biostator-internen Konstante) von 1,0 betrieben.

Die Blutglucose-Messungen des Biostators wurden regelmafig (mindestens alle 30
Minuten) mittels auf einem Laborgerat (Super GL Glucose Analyzer, Hitado Diagnostic
Systems GmbH, Mdhnesee-Delecke, Deutschland) durchgefihrten Blutzuckermes-
sungen Uberpruft und gegebenenfalls angepasst.

Blutproben wurden regelmafig nach folgendem Verfahren abgenommen: Die Infusion
der physiologischen NaCl-Losung wurde gestoppt und 2 ml (verdinntes) Blut wurde
aus der Infusionsleitung mit Hilfe einer Spritze Uber einen Dreiwegehahn abgenom-
men. Uber einen zweiten, distal gelegenen Dreiwegehahn wurde anschlieRend die
bendtigte Blutmenge abgenommen. Das verdinnte Blut in der ersten Spritze

wurde anschlielRend re-infundiert und die Infusion der physiologischen NaCl-Lésung
erneut gestartet.



Die genauen Abnahmezeitpunkte sind nachfolgend tabellarisch aufgelistet:

Tabelle 2: Blutabnahmezeitpunkte bei den Versuchen mit BIAsp30

Ungefahre
Uhrzeit

Nominal-
Zeit
h min

Aktivitat

Insulin-
aspart

Human-
insulin

C-
Peptid

Blutglucose
(Biostator-
Kalibration)

19:00Tag -1

-720

Injektion von
BlAsp30

00:00Tag 1

- 420

Anschlufd an Bio-

stator

-30

-15

07:00Tag 1

BlAsp30

XX | X

15

30

40

50

10

20

30

40

50

15

30

30

13:00Tag 1

BlAsp30

15

30

40

50

10

20

30

40

50

15

30

O V||| N(N(N(N[N N OO OO [WWINININ =222 rO|lO|lO|O|O

[<e]

30

N
o

—_
—_

19:00Tag 1

12

BlAsp30

12 15

12 30

12 40

12 50

XXX XX XX XX X X X X X X XX X X X X XXX XX XX X X X X XXX X XX XX X X | XXX X X X XX XX | XX

Blutabnahme
mindestens
alle 30
min
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Ungefahre
Uhrzeit

Nominal-
Zeit
h min

Aktivitat

Insulin-
aspart

Human-
insulin

Peptid

Blutglucose
(Biostator-
Kalibration)

13

13 10

13 20

13 30

13 40

13 50

14

14 15

14 30

15

15 30

23:00Tag 1

16

17

18

XXX XXX X X X X | X | X | X[ XX

19

20

X

21

22

23

07:00Tag 2

24

Clamp-Ende

18
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Tabelle 3: Blutabnahmezeitpunkte bei den Versuchen mit intensivierter Insulintherapie

Ungefahre
Uhrzeit

Nominal-
Zeit
h min

Aktivitat

Insulin
Glargin

Insulin
glulisin

Human-
insulin

C-Peptid

Blutglucose
(Biostator-
Kalibration)

23:00Tag -1

- 480

Insulin Glargin

00:00 Tag 1

- 420

Anschlufd an
Biostator

- 30

-15

07:00Tag 1

Insulin Glulisin

X|X| X

15

30

40

50

10

20

30

40

50

15

30

30

13:00Tag 1

Insulin Glulisin

X|X| X

15

30

40

50

10

20

30

40

50

15

30

OOV O|N|N NN [N[N OO [WWINDNN=222 OO0 O0O|O|OC

9 30

19:00Tag 1

Insulin Glulisin

XXX

12 15

12 30

12 40

12 50

13 10

13 20

||| XX X X XX XXX XX X XX X X X X XXX X X X X X X XXX X X X X X X XXX X X X X X XXX

Blutabnahme
mindestens alle
30min




20

Ungefahre |Nominal- Aktivitat Insulin | Insulin | Human- | C-Peptid | Blutglucose

Uhrzeit Zeit Glargin | glulisin | insulin (Biostator-
h min Kalibration)

13 30
13 40
13 50
14 X
14 15
14 30
15

15 30
23:00Tag1 |16 Insulin Glargin
17
18
19
20
21
22
23
07:00Tag2 |24 Clamp-Ende

x

XXX X X X X X | X | X[ X

X X| XXX XXX | X
>

Wahrend des gesamten Glucose-Clamp-Versuches blieb der Patient im Bett und
nahm (auler Mineralwasser) keine Nahrung zu sich. Nach Clamp-Ende (am Morgen
von Tag 2) wurden alle Infusionsschlduche und Kanulen von den Patienten entfernt.
Die Patienten erhielten ein Fruhstuck und injizierten dazu ein kurzwirksames Insulin-
analogon in einer mit dem Prufarzt abgesprochenen, individuellen Dosis.

3.6 Bestimmungsmethoden

Die Konzentration von Insulin Aspart wurde mittels validiertem, spezifischem Sand-
wich Elisa Assay bestimmt (CapioDiagnostic A/S, Kopenhagen, Danemark). Insulin
Glargin wurde mittels eines spezifischen Sandwich-Assays in humanem Heparinplas-
ma bestimmt, der auch die metabolisch aktiven Metabolite von Insulin Glargin erfasst
(Novo Nordisk A/S, Malov, Danemark). Die Plasma-Konzentrationen von Humaninsu-
lin und Serum-C-Peptid wurden mittels validierter und spezifischer Sandwich Assay
bestimmt (CapioDiagnostic A/S, Kopenhagen, Danemark). Vorgesehen war auch die
Bestimmung von Insulin Glulisin mittels eines spezifischen Assays. Es stellte sich je-
doch heraus, dass kein spezifischer Assay kommerziell verfugbar war. Daraufhin wur-
de auf die Bestimmung der Insulin Glulisin-Konzentrationen (und der zugehorigen
Endpunkte) verzichtet.
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3.7 Zielparameter und statistische Auswertung

3.7.1 Fallzahlabschatzung

Eine formelle statistische Fallzahlabschatzung wurde nicht durchgefiihrt, da im Vor-
dergrund die Charakterisierung der Gesamt-Wirkprofile beider Studienmedikationen
stand, und statistische Vergleiche eher sekundarer Natur waren.

Aufgrund der Daten einer vorherigen Studie [63] konnte davon ausgegangen werden,
dass die maximale Glucose-infusionsrate GIRyax mit einem 95%-Konfidenzintervall
von ca. 12-14% abgeschatzt werden kann, wenn 20 Patienten die Studie beenden.
Dies wurde als ausreichend prazise fur die Charakterisierung der pharmako-
dynamischen Wirkung erachtet. In die Studie wurden 24 Patienten eingeschlossen,
um sicher zu sein, dass mindestens 20 Patienten die Studie beenden.

3.7.2 Statistische Methodik

Die pharmakodynamischen Parameter wurden anhand der Glucose-infusionsraten

(GIR) berechnet. Die pharmakokinetischen Endpunkte wurden aus den gemessenen

Plasma-Konzentrationen von Insulin Glargin und Insulin Aspart bestimmt.

Primares Ziel der Studie war die Charakterisierung der pharmakodynamischen Profile

eines Behandlungstags mit drei Injektionen von BIAsp30 bzw. einer intensivierten

Insulintherapie mit Insulin Glulisin und Insulin Glargin. Diese Charakterisierung erfolg-

te anhand der GIR-Profile und der folgenden primaren pharmakodynamischen End-

punkte:

e Gesamte Flache unter der Kurve (area under the curve - AUC) der GIR-Profile
Uber 24 Stunden (AUCgr 0-24n)

e Flache unter der GIR-Kurve uUber 4 Stunden nach jeder Injektion von Insulin
Glulisin bzw. BIAsp30 (AUCGIR 0-4n)

e Maximale GIR nach jeder Injektion von Insulin Glulisin bzw. BIAsp30 (GIRmax)

e Zeit bis zum Erreichen von GIRmax nach jeder Injektion von Insulin Glulisin
beziehungsweise BIAsp30 (tcirmax)

Sekundare pharmakodynamische Endpunkte waren:

e Flache unter der GIR-Kurve uber 2 Stunden nach jeder Injektion von Insulin
Glulisin bzw. BIAsp30 (AUCgr 0-2n)

e Flache unter der GIR-Kurve Uber 6 Stunden nach jeder Injektion von Insulin
Glulisin bzw. BlASp30 (AUCG|R 0-6h)

e Flache unter der GIR-Kurve Uber 12 Stunden nach der ersten Dosierung der
Studienmedikation wahrend des Glucose-Clamp-Versuches, das heisst nach der
morgendlichen Gabe von Insulin Glulisin bzw. BIAsp30 (AUCgr 0-12n)
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Flache unter der GIR-Kurve von 12bis 24 Stunden nach der ersten Dosierung der
Studienmedikation wahrend des Glucose-Clamp-Versuches, das heisst nach der
morgendlichen Gabe von Insulin Glulisin bzw. BIAsp30 (AUCgr 12-24n)

Sekundare pharmakokinetische Endpunkte waren:

Gesamte Flache unter der Kurve der Insulin(INS)-Profile Uber 24 Stunden
(AUCns 0-24n) fur Insulin Glargin und BIAsp30

Flache unter der Kurve der Insulin-Profile Gber 2 Stunden (AUCys 0-2n) nach jeder
Injektion von BIAsp30

Flache unter der Kurve der Insulin-Profile Uber 4 Stunden (AUCns 0-4n) Nach jeder
Injektion von BIAsp30

Flache unter der Kurve der Insulin-Profile Gber 6 Stunden (AUCns 0-6n) Nach jeder
Injektion von BIAsp30

Flache unter der Kurve der Insulin-Profile von 12 bis 24 Stunden (AUCns 12-24n)
nach der ersten Dosierung der Studienmedikation wahrend des Glucose-Clamp-
Versuches, d.h. nach der morgendlichen Gabe von Insulin Glulisin bzw. BIAsp30
Maximale Insulin-Konzentration nach jeder Insulininjektion (Cinsmax)

Zeit zum Erreichen von Cp,a« nach jeder Insulininjektion (tinsmax)

Bei Beginn der Studiendurchfihrung war auch eine Bestimmung samtlicher pharma-

kokinetischer Endpunkte aus den Insulin Glulisin-Konzentrationskurven vor-gesehen.

Diese musste dann jedoch aufgrund der mangelnden Verflgbarkeit eines kommerziel-

len Assay entfallen, so dass ein Vergleich der pharmakokinetischen Profile zwischen

den beiden Behandlungsarmen (BiAsp30 beziehungsweise intensivierte Insulinthera-

pie) nicht mdglich war. In der vorliegenden Arbeit werden daher die pharmakokineti-

schen Analysen nur der Vollstandigkeit halber aufgelistet; der Schwerpunkt liegt aber

auf den pharmakodynamischen Ergebnissen.

Die Sicherheitsendpunkte dieser Studie waren:

Unerwilnschte Ereignisse (Adverse events)
Laborparameter (Hamatologie, Biochemie und Urin-Status)
Vitalwerte (Blutdruck, Puls und Korper-Temperatur)
Korperliche Untersuchung

Korpergewicht

EKG

3.7.2 Analyse der pharmakodynamischen Endpunkte

Da die Original-GIR-Profile, bedingt durch die vom Biostator-Algorithmus induzierten
Schwingungen der Blutglucose um den Zielwert, erhebliche Fluktuationen aufweisen,
wurden sie mittels einer Regressionstechnik (gewichtete lokale Regression (LOESS))
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geglattet. Die Flachen unter den (geglatteten) GIR-Kurven wurden mittels der Trapez-
regel bestimmt. Auch die Parameter GIRyax und tgirmax Wurden aus den geglatteten
GIR-Profilen bestimmt.

Auch die Flachen unter den Insulinprofilen wurden mittels der Trapezregel bestimmt.
Die Insulinprofile wurden nicht geglattet, so dass Cnax als die maximale Insulin-
konzentration eines Profils definiert war und ty.x als der dazu gehérige Zeitpunkt. Da
die verwendeten Assays spezifisch fur die gemessenen Insulin-Analoga waren, wurde
keine Korrektur fir Baseline-Werte durchgefuhrt.

Alle Endpunkte werden mittels deskriptiver Statistik zusammengefal3t. Sofern nicht
anders angegeben, werden die Werte im Text als Mittelwert + Standardabweichung
und in den Abbildungen als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Da das primare
Ziel dieser Studie die Charakterisierung der Wirkprofile waren, wurden keine statisti-
schen Vergleiche zwischen den beiden Behandlungen (BIAsp30 und intensivierte In-
sulintherapie) durchgefinhrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten-Charakteristika

Insgesamt nahmen 36 Patienten an der Aufnahmeuntersuchung teil, von denen 24
randomisiert wurden und 23 Patienten die Studie beendeten. EIf Patienten erflllten
die Ein-/Ausschlusskriterien nicht und waren daher sogenannte Screening Failures.
Ein Patient erflllte zwar die Ein-/Ausschlusskriterien, zog aber seine Einverstandnis
zur Studienteilnahme vor der Randomisierung zuriick. Ein weiterer Patient
(Screening-Nr. 02) nahm an Visite 2 teil und erhielt die erste Injektion der Studien-
medikation (BIAsp30), jedoch konnte der Clamp wegen schlechter Venenverhaltnisse
nicht begonnen werden. Die Visite wurde auf einen neuen Termin verschoben, jedoch
entwickelte der Patient eine fiebrige Erkaltung am Vorabend, die schlie3lich eine
stationare Behandlung erforderte. Der Patient zog darauf sein Einverstandnis zur
Studienteilnahme zurlck. Die Daten der Ubrigen 23 Patienten, die die Studie be-
endeten, gingen in die Auswertung mit ein. Im Rahmen eines Datenreview-Meeting
vor der Entblindung und Auswertung wurden einige Daten aus der Auswertung aus-
geschlossen (siehe Kapitel 3.2).

Die Charakteristika der 24 randomisierten Patienten sind nachfolgend tabellarisch
aufgelistet.
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Tabelle 4:Deskriptive Angaben zu den 24 randomisierten Patienten

Insulin-
Screening- Alter Ethnische GrolRe Gewicht BMI dosis

Nr (Jahre)  Geschlecht Gruppe (m) (k@) (kg/m?) ((hU/Tag)

1 40 M Kaukasisch 1,80 93,70 28,92 58

2 64 M Kaukasisch 1,69 108,70 38,06

4 55 M Kaukasisch 1,81 116,90 35,68 76

5 53 M Kaukasisch 1,81 120,40 36,75 73

6 60 M Kaukasisch 1,81 105,20 32,11 94

7 51 M Kaukasisch 1,73 94,00 31,41 56
10 51 F Kaukasisch 1,64 68,80 25,58 50
11 52 M Kaukasisch 1,78 95,00 29,98 78
12 64 M Kaukasisch 1,73 92,00 30,74 63
13 52 M Kaukasisch 1,87 112,90 32,29 71
15 65 M Kaukasisch 1,81 94,40 28,81 80
17 42 M Kaukasisch 1,78 112,80 35,60 68
20 52 M Kaukasisch 1,78 93,50 29,51 84
21 56 M Kaukasisch 1,65 104,00 38,20 90
23 51 M Kaukasisch 1,81 126,00 38,46 76
24 34 F Kaukasisch 1,69 102,70 35,96 82
28 52 M Kaukasisch 1,83 92,10 27,50 56
29 63 M Kaukasisch 1,80 78,80 24,32 70
30 52 M Kaukasisch 1,85 118,00 34,48 75
32 48 M Kaukasisch 1,89 109,30 30,60 71
33 50 M Kaukasisch 1,78 100,50 31,72 74
34 55 M Kaukasisch 1,74 101,40 33,49 86
35 45 F Kaukasisch 1,60 72,00 28,12 64
36 50 M Kaukasisch 1,78 85,80 27,08 70

Mittelwert 52,4 1,77 99,95 31,89 72,4

SD 7,6 0,07 14,68 4,08 11,2

Der HbA1c Wert sollte zwischen 7% und 10,5% zum Studienbeginn liegen.
Ein Typ 2 Diabetes musste seit mindestens 12 Monaten diagnostiziert sein und seit
mindestens 3 Monaten mit Insulin behandelt worden sein.

4.2 Datenauswertung

Alle 24 Patienten, die die Studienmedikation erhielten, wurden in die Analyse der Si-
cherheitsparameter eingeschlossen. Der Patient mit der Screening-Nummer 02 wurde
jedoch aus der Auswertung der pharmakokinetischen und pharmako-dynamischen
Daten ausgeschlossen, da er nur eine Gabe der Studienmedikation (BIAsp30 am
Abend vor Beginn des eigentlichen Clamps) erhalten hatte.

Alle Insulin- und GIR-Profile wurde vor dem SchlielRen der Studiendatenbank in ver-
blindeter Form daraufhin beurteilt, ob sie in die Auswertung der pharmakokinetischen
und —dynamischen Endpunkte eingeschlossen werden konnten. Dabei wurde be-
schlossen, bei dem Patienten mit der Screening-Nummer 34 das PK- und das PD-
Profil nach Mischinsulin-Gabe nicht in die Auswertung mit einzubeziehen, da weder
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ein Anstieg der Insulin Aspart-Konzentrationen noch der Glucose-infusionsraten nach
12 Uhr (dem vorgesehenen Zeitpunkt der zweiten BIAsp30-Gabe) zu sehen war. Es
konnte daher nicht ausgeschlossen werden, dass diese zweite BIAsp30-Injektion beim
Clamp-versuch versehentlich nicht erfolgte. Dartber hinaus wurden einige Profile aus
der Analyse der maximalen Insulinkonzentration Ciysmax Und des Zeitpunkt der maxi-
malen Insulinkonzentration tnsmax ausgeschlossen, da um den mutmaRlichen Zeit-
punkt der maximalen Insulinkonzentration die Proben hamolytisch waren und somit
die gemessenen Insulinkonzentrationen zu niedrig gemessen werden. Dies betraf die
Patienten mit den Screening-Nummern 13 (Visite 2) und 21 (Visite 3) jeweils nach der
ersten Insulininjektion sowie jeweils nach der dritten Injektion die Patienten mit den
Screening-Nummern 6 (Visite 2), 7 (Visite 2), 10 (Visite 3) und 20 (Visite 3). Da die
Auswertung der pharmakokinetischen Profile bei dieser Studie nur eine untergeordne-
te Rolle spielte, hatte der Ausschluss dieser Profile von den pharmakokinetischen
Endpunkten Cinsmax Und tinsmax keinen wesentlichen Einfluss auf die Ergebnisse der
Studie.

Fur alle Patienten wurden die C-Peptidprofile in verblindeter Form dahingehend ana-
lysiert, ob ein wesentlicher Anstieg Uber die Basalwerte vor Dosierung erfolgten. Ein
Beispiel fur ein solches C-Peptidprofil findet sich im Anhang dieser Arbeit. Ein C-
Peptid-Anstieg hatte auf eine Stimulation der endogenen Insulinsekretion durch die
infundierte Glucose hingewiesen, was eine Beurteilung der pharmakodynamischen
Wirkung des exogen zugefiuhrten Insulins (also der Studienmedikation) bei dem be-
troffenen Versuch unmaoglich gemacht hatte. Versuche mit einem nennenswerten An-
stieg des C-Peptids waren daher von der Auswertung ausgeschlossen worden; dies
trat jedoch bei keinem Versuch auf. Eine dartuber hinaus gehende Auswertung der C-
Peptid-Daten erfolgte im Rahmen dieser Studie nicht.

4.3 Pharmakodynamik: Glucoseinfusionsraten

4.3.1 Primare pharmakodynamische Endpunkte

Hauptziel dieser Studie war die Charakterisierung der Gesamt (24h)-Wirkprofile einer
Mischinsulin-Therapie mit dreimaliger Gabe von BIAsp30 und einer intensivierten
Insulintherapie mit einer Einmalgabe von Insulin Glargin und dreimaliger Gabe von
Insulin Glulisin. Wie erwartet stiegen die Glucose-infusionsraten nach jeder Gabe von
Insulin Glulisin bzw. BIAsp30 aufgrund der Wirkung des kurzwirksamen Insulins deut-
lich an, wahrend die Wirkung des Basalinsulins (Insulin Glargin bzw. des protaminier-
ten Insulin Asparts) weniger stark sichtbar ist. Die mittleren Wirkprofile sind in Abbil-
dung 1 dargestellt, im Anhang finden sich zudem die individuellen Profile aller Patien-
ten. Im Mittel zeigen sich keine wesentlichen Unterschiede nach den ersten beiden
Injektionen von BIAsp30 bzw. Insulin Glulisin am Morgen und mittags. Nach der
abendlichen Gabe der Insuline stieg die Wirkung jedoch bei der Mischinsulin-therapie



27

mit BIAsp30 starker an als nach der dritten Gabe von Insulin Glulisin und fuhrte zu
einem hoéheren Wirkmaximum. Nach Erreichen des Maximums fiel die Wirkung dann
bei beiden Insulintherapieformen wieder ab, jedoch unter BIAsp30 etwas schneller.
Zum Zeitpunkt 22 Stunden (also circa gegen 5 Uhr morgens) trafen sich die beiden
Wirkprofile dann wieder, so dass nach 24 Stunden, also um 7 Uhr (wenn unter Real-
bedingungen die néachste Insulingabe erfolgt ware), wieder eine vergleichbare Wir-
kung vorlag.

Die starkere Wirkung nach der dritten Injektion von BIAsp30 spiegelt sich auch in den
erhobenen primaren pharmakodynamischen Endpunkt-Parametern wider, die in Ta-
belle 5 aufgeflihrt sind. Hier zeigte sich eine hohere Gesamtflache unter den GIR-
Profilen unter BIAsp30, die im Wesentlichen durch eine héhere Flache in den ersten
vier Stunden nach der dritten Injektion bedingt war. Diese Flache (AUCgiro-4n) betrug
nach der dritten Injektion von BIAsp30 im Mittel 625 mg/kg, wahrend alle sonstigen
AUCgro4n-Werte sowohl fir BIAsp30 als auch fur die Basis-Bolus-therapie bei unter
500 mg/kg lagen. Ebenso war die maximale Glucose-infusionsrate GIRnax nach der
dritten BIAsp30-Injektion deutlich héher (3.5 mg/kg/min) als GIRnhax nach allen ande-
ren Injektionen, wo die Werte stets unter 3 mg/kg/min lagen.



Abbildung 2: Profile der mittleren Glucoseinfusionsraten
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Tabelle 5: Primare pharmakodynamische Endpunkte der Studie (Mittelwert (SD))
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BIAsp30 TID Basis-Bolus Therapie
(Glulisin/Glargin)
AUCgRr 0-24n (Mg/kg) 2585 (1165) 2289 (1095)
Erste Injektion (Zeitpunkt Oh, ca. 7 Uhr)
AUCgIR 0-4n (Mg/kg) 393 (307) 402 (345)
GIRmax (mg/kg/min) 26 (1,7) 24 (1,9
tGIRmax (h) 3,1(1,0) 26(1,3)
Zweite Injektion (Zeitpunkt 6h, ca. 13 Uhr)
AUCgIR 0-4h (Mg/kg) 459 (245) 498 (265)
GIRmax (mg/kg/min) 2501,1) 28(1,4)
tGIRmax (h) 2,8(1,2) 2,701,1)
Dritte Injektion (Zeitpunkt 12h, ca. 19 Uhr)
AUCgRR 0-4n (Mg/kg) 625 (304) 481 (230)
GIRmax (mg/kg/min) 3,5(1,6) 2,7 (1,2)
tGIRmax (h) 3,7 (1,8) 3,4 (2,1)
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Der Zeitpunkt der maximalen GIR (tgirmax) War nicht wesentlich unterschiedlich zwi-
schen den beiden Insulintherapieformen. Generell trat jedoch tgirmax Nach der dritten
Injektion spater auf als bei den vorigen Injektionen (Tabelle 5). Die Ergebnisse der
primaren pharmakodynamischen Endpunkte AUCgro-4h, GIRmax und tgirmax Sind noch
einmal in den Abbildungen 2 bis 4 dargestellt.

Abbildung 3: AUCg|ro4h Nach den drei Injektionen von BlAsp bzw. Insulin Glulisin
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Abbildung 4: GIRmax nach den drei Injektionen von BlAsp bzw. Insulin Glulisin
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Abbildung 5: tgirmax Nach den drei Injektionen von BlAsp bzw. Insulin Glulisin
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4.3.2 Sekundare pharmakodynamische Endpunkte
Die sekundaren pharmakodynamischen Endpunkte sind in Tabelle 6 zusammen-
gefasst.

Tabelle 6: Sekundare pharmakodynamische Endpunkte der Studie (Mittelwert (SD))

BlAsp30 TID Basis-Bolus Therapie
(Glulisin/Glargin)
AUCGR 0-12n (Mg/kg) 1223 (665) 1219 (698)
AUCGR 12-24n (Mg/kg) 1362 (552) 1070 (462)
Erste Injektion (Zeitpunkt Oh, ca. 7 Uhr)
AUCgIR 0-2h (Mg/kg) 135 (115) 176 (162)
AUCgr 0-6h (Mg/kg) 582 (404) 544 (407)
Zweite Injektion (Zeitpunkt 6h, ca. 13 Uhr)
AUCgRr 0-2n (Mg/kg) 217 (130) 233 (148)
AUCgRr 0-6h (Mg/kg) 646 (326) 675 (325)
Dritte Injektion (Zeitpunkt 12h, ca. 19 Uhr)
AUCgIRr 0-2n (Mg/kg) 271 (145) 229 (130)
AUCgRr 0-6h (Mg/kg) 890 (389) 675 (278)

Die Flache unter den Glucose-infusionsraten in den ersten 2 Stunden (AUCgro-2n)
nach Injektion nimmt von der ersten bis zur dritten Injektion von BIAsp30 stetig zu,
wahrend sie nach Gabe von Insulin Glulisin (ausgehend von etwas hoheren Werten
als bei BIAsp30 nach der ersten Injektion) zwar von der ersten zur zweiten, jedoch
nicht mehr nach der dritten Injektion ansteigt (Abbildung 5). Im Einklang mit den pri-
maren pharmakodynamischen Endpunkten sind die Flachen unter den GIR-Kurven in
den ersten sechs Stunden (AUCgiro-6n) ZwWischen allen Injektionen vergleichbar, ledig-
lich nach der dritten Injektion von BIAsp30 gegen 19 Uhr ist diese Flache deutlich
groBer (890 mg/kg im Vergleich zu 544-675 mg/kg bei den ubrigen Injektionen, Ab-
bildung 6). Daraus resultiert dann auch eine groRere Flache in den zweiten zwolf
Stunden des Wirkprofiles (AUCgir12-24n) fur BIAsp30 im Vergleich zur Basis-Bolus-
Therapie (1362 vs. 1070 mg/kg), wahrend die entsprechende Flache in den ersten
zwolf Stunden fast identisch zwischen beiden Insulintherapieformen ist.




Abbildung 6: AUCgro-2n Nach den drei Injektionen von BIAsp bzw. Insulin Glulisin
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Abbildung 7: AUCgro-6n Nach den drei Injektionen von BlAsp bzw. Insulin Glulisin

11004

AUC GIR (0-6h) (mg/kg)
e | [{n]
= 3

w
(=
2

300-

o Dosis um 07:00 Uhr
> Dosis um 13:00 Uhr
e Dosis um 19:00 Uhr

Mischinsulintherapie
(BIAsp 30)

Basis-Bolus Therapie
(Glargin/Glulisin)



33

4 .4 Pharmakokinetik: Insulinkonzentrationen

Die pharmakokinetischen Ergebnisse sind in Abbildung 7 und Tabelle 7 dargestellt.
Da mangels kommerzieller Verfugbarkeit eines geeigneten Assay keine Insulin Gluli-
sin-Konzentrationen bestimmt werden konnten, ist ein direkter Bezug zwischen phar-
makokinetischen und pharmakodynamischen Endpunkten nicht mdglich.
Insbesondere ist nicht zu klaren, ob der héhere pharmakodynamische Effekt nach der
dritten Injektion von BIAsp30 im Vergleich zur Basis-Bolus-Therapie sich auch in den
Insulinkonzentrationen wieder findet. Immerhin finden sich jedoch hdhere Plasma-
Insulin Aspart-Konzentrationen (also hohere Werte fur die maximale Konzentration als
auch fur die Flachen unter den Kurven) nach der dritten Injektion als nach den ersten
beiden BIAsp30-Injektionen. Dies fuhrt jedoch nicht zu Unterschieden in den Flachen
unter den Insulin Aspart-Konzentrationen zwischen der ersten und der zweiten Halfte
der Experimente (vergleichbare Werte fur AUCinso-12n Und AUC|Ns12-24n). Die Zeit-
punkte der maximalen Insulin Aspart-Konzentrationen (tinsmax) Sind bei allen drei
BlAsp30-Injektionen vergleichbar.

Abbildung 8: Plasma-Konzentrationen von Insulin Aspart und Insulin Glargin Gber 24h
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Tabelle 7: Endpunkte basierend auf den Insulin Aspart-Konzentrationen

Mittelwert (SD)

AUCns 0-24n (MU*h/I) 912 (367)
AUCns 0-12n (MU*h/I) 454 (197)
AUCns12-24n (MU*H/I) 458 (179)

Erste Injektion (Zeitpunkt Oh, ca. 7 Uhr)
AUCns o-2n (MU*h/I) 84 (49)
AUC)ns 0-4nh (MU*h/1) 179 (93)
AUC)ns 0-6n (MU*h/1) 239 (114)
Cinsmax (MU/1) 64 (34)
tinsmax (D) 1,8 (0,6)

Zweite Injektion (Zeitpunkt 6h, ca. 13 Uhr)
AUC)ns 0-2n (MU*h/1) 86 (44)
AUCns g-4n (MU*h/I) 161 (72)
AUCns g-6n (MU*h/I) 214 (90)
CINSmax (mU/I) 52 (27)
tinsmax (h) 1,6 (0,7)
Dritte Injektion (Zeitpunkt 12h, ca. 19 Uhr)

AUCns g-2n (MU*h/I) 106 (46)
AUC)ns 0-4nh (MU*h/1) 213 (89)
AUC)ns 0-6n (MU*h/1) 298 (122)
Cinsmax (mU/1) 73 (33)
tinsmax (D) 1,9 (0,7)

34
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4.5 Sicherheitsrelevante Endpunkte

4.5.1 Exposition zur Studienmedikation

Dreiundzwanzig der eingeschlossenen 24 Patienten absolvierten beide im Protokoll
vorgesehenen Experimente. Der Patient mit der Screening-Nummer 02 brach den er-
sten Versuch nach der ersten abendlichen Gabe von BIAsp30 aufgrund von drei
schweren unerwinschten Ereignissen ab, bevor das eigentliche Clamp-Experiment
begonnen hatte (siehe unten). Da die Dosis der Studienmedikation sich an der Ta-
gesinsulindosis (in U/kg/Tag) der in die Studie eingeschlossenen Patienten orientierte,
war diese Dosis zwischen den Patienten unterschiedlich, jedoch war die Gesamtdosis
fur jeden individuellen Patienten identisch. Die Gesamtdosis wurde wie folgt auf die
einzelnen Injektionen aufgeteilt: Bei Gabe von BIAsp30 wurde 40% der Tagesinsulin-
dosis um 19 Uhr am Abend vor dem Clamp verabreicht. Wahrend des Clamps wurden
jeweils 40% der Tagesinsulindosis um 7 und 19 Uhr injiziert und 20% um 13 Uhr. Bei
der Basis-Bolus-Therapie wurde Insulin Glargin in einer Dosis von jeweils 60% der
Tagesinsulindosis um 23 Uhr vor dem Clampversuch und auch wahrend des
Clampversuchs gegeben. Insulin Glulisin wurde in einer Dosis von jeweils 13,3% der
Tagesinsulindosis um 7, 13 und 19 Uhr wahrend des Glucose-Clampversuchs gege-
ben.

Die genau verabreichten Dosierungen der Studienmedikation sind nachfolgend tabel-
larisch aufgelistet:

Tabelle 8: Insulin-Dosierungen wahrend der Studie in U/kg (Mittelwert (SD))

BIAsp30 Basis-Bolus Therapie
TID (Glulisin/Glargin)
Injektion am Vorabend des Clamps 0,29 (0,10) 0,44 (0,10)
Erste Injektion wahrend des Clamps (7 Uhr) 0,30 (0,10) 0,1 (0,02)
Zweite Injektion wahrend des Clamps (13 Uhr) | 0,15 (0,02) 0,1 (0,02)
Dritte Injektion wahrend des Clamps (19 Uhr) 0,30 (0,10) 0,1 (0,02)
Vierte Injektion wahrend des Clamps (23 Uhr) - 0,44 (0,10)

4.5.2 Unerwlnschte Ereignisse (Adverse Events)

Insgesamt traten wahrend der Studie 17 Adverse Events bei vierzehn Patienten auf,
darunter drei schwerwiegende unerwunschte Ereignisse (Serious Adverse Events) bei
dem Patienten mit der Screening-Nummer 02, der die Studie aufgrund dieser Er-
eignisse nicht beendete. Ein Uberblick tber die aufgetretenen Adverse Events gibt
Tabelle 9.
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Tabelle 9: Adverse Events wahrend der Studie (Anzahl Patienten (Ereignisse))

BlAsp30 Basis-Bolus Therapie
TID (Glulisin/Glargin)
Adverse Events insgesamt 8 (11) 6 (6)
Ernsthafte (Severe) Adverse Events 1(3) 0 (0)
Mittelschwere (Moderate) Adverse Events 5 (6) 3 (3)
Leichte (Mild) Adverse Events 2(2) 3 (3)

Das am haufigsten beobachtete Adverse Event waren Kopfschmerzen, die insgesamt
7 Mal bei 5 Patienten aufgetraten. Unter den Adverse Events befand sich auch ein
Ereignis einer leichten Hypoglykamie, die bei einer Patientin vor Gabe der ersten Stu-
dienmedikation am Vorabend des Glucose-Clampversuchs auftrat. Die Patientin war
in der Lage, die Hypoglykamie selbst zu behandeln, so dass der Clampversuch wie
vorgesehen stattfinden konnte.

Die drei Serious Adverse Events traten alle bei dem Patienten mit der Screening-Nr
02 auf. Der Patient hatte zunachst bei der ersten Dosierungsvisite (Visite 2) am Vor-
abend des Clamps die vorgesehene Injektion von BIAsp30 erhalten. Der Clamp-
versuch konnte jedoch nicht durchgefihrt werden, weil das Legen der erforderlichen
vendsen Zugange aufgrund schwieriger Venenverhaltnisse nicht gelang. Der Versuch
wurde daraufhin auf einen Termin 12 Tage nach dem ersten Versuch verschoben. Am
Vorabend des neuen Termins entwickelte der Patient Fieber und wurde spater statio-
nar mit den Diagnosen Pyrexie, Gastroenteritis und Pneumonie aufgenommen. Ein
Zusammenhang der drei Serious Adverse Events mit der Gabe der Studienmedikation
wurde als unwahrscheinlich eingestuft. Bei Studienende waren alle Adverse Events,
inklusive der drei Serious Adverse Events, abgeschlossen.

4.5.3 Sicherheitslaborparameter

Bei der ersten und bei der vierten Visite (also bei den Visiten vor und nach den Dosie-
rungsvisiten) wurden die folgenden Laborparameter bestimmt: Natrium, Kalium, Chlo-
rid, Calcium (gesamt), anorganisches Phosphat, Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure, Glu-
cose, Gesamt-Eiweil3, Albumin, Bilirubin (gesamt), Creatinkinase (CK), alkalische
Phosphatase (AP),y-Glutamyltransferase (y-GT), Aspartat Aminotransferase (AST,
SGOT), Alanin Aminotransferase (ALT, SGPT), Cholesterin(gesamt), Triglyceride,
Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten, Mittleres korpuskulares Volumen (MCV), Mitt-
lere korpuskulare Hamoglobin Konzentration (MCHC), Leukozyten, Differential-
Blutbild und Thrombozyten. Dartber hinaus wurde ein Urinstatus (Eiweil3, Glucose,
Erythrozyten, Leukozyten, pH, Nitrit, Ketonkdrper, Bilirubin, Urobilinogen, spezifisches
Gewicht) erhoben. Gerinnungsparameter (Prothrombinzeit, gemessen als international
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normalised ratio (INR) und aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT)) wurden nur
bei Visite 1 gemessen. Bei keinem der erhobenen Sicherheitslaborparameter zeigten
sich klinisch relevante Abweichungen vom Normbereich oder klinisch relevante Ver-
anderungen zwischen Studienbeginn und Studienende.

4.5.4 Vitalwerte

Vitalwerte (systolischer und diastolischer Blutdruck, Pulsfrequenz und im Ohr gemes-
sene Kopertemperatur) wurden bei allen Visiten erhoben. Klinisch relevante Abwei-
chungen von der Norm traten nicht auf.

4.5.5 Korperlicher Untersuchungsbefund

Korperliche Untersuchungen wurden bei Visite 1 und Visite 4 durchgeflihrt. Bei 18 der
24 Patienten wurden Abweichungen von der Norm festgestellt, die jedoch nicht flr
klinisch relevant erachtet wurden. Die haufigste dieser Abweichungen war ein vermin-
dertes Vibrationsempfinden, das mittels Stimmgabeltest untersucht und bei 15 Patien-
ten festgestellt wurde. Das Koérpergewicht wurde bei allen Visiten ermittelt. GroRRere
Abweichungen vom Ausgangsgewicht traten nicht auf (das mittlere Kérpergewicht be-
trug 100,0 kg bei Visite 1 und 95,5 kg bei Visite 4).

4.5.6 EKG

Ein 12-Kanal EKG wurden bei Visite 1 und bei Visite 4 bei allen Patienten durchge-
fuhrt. Bei 8 der 24 Patienten wurden leichte EKG-Anomalitaten bei der Screening-
Visite (Visite 1) festgestellt, die jedoch alle als klinisch nicht relevant angesehen wur-
den. Abweichungen zwischen den EKGs an Visite 1 und Visite 4 traten bei keinem der
Patienten auf.

4.5.7 Sonstige Sicherheitsparameter

Zusatzlich zu dem genannten Sicherheitsparameter wurde bei allen Patienten ein Al-
koholatemtest bei allen Visiten und bei den 3 weiblichen Patienten ein Schwanger-
schaftstest an den Visiten 2, 3 und 4 durchgeflhrt. Samtliche dieser Tests waren ne-
gativ.

4.6 Qualitat der Glucose-Clampversuche

Um die Qualitat der Glucose-Clampversuche zu beurteilen, wurde die mittlere Blut-
glucosekonzentration wahrend der Versuche sowie die Fluktuation um den Mittelwert
berechnet. Letztere wurde zum einen als Variationskoeffizient der mittleren Blut-
glucose-Konzentration ausgedriickt, zum anderen als "root-mean square" der Blut-
glucose-Abweichungen vom Zielwert. Daflr wird die Summe aus den quadrierten Ab-
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weichungen jedes Blutglucosewertes (BG) vom Zielwert (BGze) gebildet, durch die
Anzahl der Messungen minus 1 geteilt und daraus die Wurzel gezogen:

Y(BG — BGie))?
n—1

Root mean square = \/

Die mittleren Blutglucosewerte lagen sehr nahe am Zielwert von 90 mg/dl: Bei den
Versuchen mit der Mischinsulintherapie betrugen die mittleren Blutglucosewerte 90,6
mg/dl (Bereich 89,8-92,2 mg/dl), bei der intensivierten Insulintherapie lag die mittlere
Blutglucose bei 90,5 (89,6-92,4) mg/dl. Die Variationskoeffizienten lagen bei 5,7+2,2%
(Mischinsulintherapie) bzw. 5,8+1,8% (intensivierte Insulintherapie). Auch die Mittel-
werte flr das "root mean square" waren zwischen beiden Behandlungsarmen ver-
gleichbar (8,4+3,9 versus 10,2+5,8 mg/dl).
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Charakterisierung der Wirkprofile zweier
gebrauchlicher Insulintherapie-Strategien (Mischinsulin dreimal taglich und intensivier-
te Insulintherapie) Uber 24 Stunden. Im Vordergrund stand dabei nicht ein statistischer
Vergleich zwischen den beiden Strategien, sondern vielmehr eine Visualisierung der
Insulinwirkung, wie sie durch die Kombination der verwendeten Insuline hervorgerufen
wird. Das wesentliche Ergebnis dieser Untersuchung ist somit in Abbildung 1 dieser
Arbeit wiedergegeben. Insgesamt zeigen sich zunachst keine wesentlichen Unter-
schiede zwischen den beiden Strategien, die Wirkung ist in den ersten zwolIf Stunden
(also bis ca. 19 Uhr, dem Zeitpunkt der dritten Insulininjektion wahrend des Clamp-
versuches) vergleichbar. Danach steigt die Wirkung jedoch bei der Mischinsulin-
Therapie mit BIAsp30 starker an und fuhrt zu einem héheren Wirkmaximum als nach
der dritten Gabe von Insulin Glulisin bei der intensivierten Insulintherapie. Erst nach
ca. 22 Stunden treffen sich die Wirkprofile beider Strategien wieder.

Die verwendeten Insulinstrategien sind gebrauchliche Strategien bei Patienten mit Typ
2 Diabetes und werden haufig zur Intensivierung einer Therapie eingesetzt. Die Erst-
einleitung einer Insulintherapie erfolgt zumeist mit der Einmalgabe eines Basal-
insulins wie Insulin Glargin in Kombination mit oralen Antidiabetika oder mit der Gabe
eines Mischinsulins einmal oder zweimal taglich [64]. Wenn diese Therapieansatze
nicht zum Erreichen der gewlnschten Blutglucose-konzentrationen fuhren, wird (zum
Teil allmahlich durch die schrittweise Addition jeweils einer weiteren Insulininjektion)
auf eine intensivierte Insulintherapie oder auf die dreimal tagliche Gabe eines
Mischinsulins umgestellt. Letzteres erfolgt haufig bei alteren Patienten, die Schwierig-
keiten mit den bei der intensivierten Insulintherapie notwendigen haufigen Blutglu-
cose-Selbstmessungen und der Anpassung der Insulindosierungen an die gemesse-
nen Glucosewerte und die beabsichtigte Kohlenhydrat-Zufuhr haben. Insbesondere
fur diese Patienten mit dreimal taglicher Injektion eines Mischinsulins wird von einigen
Experten die Verwendung von Mischinsulinen mit kurzer wirkenden Insulin-Analoga
(wie z.B. Novomix) empfohlen, um die durch die relativ lange Wirkdauer von Altinsulin
mogliche Uberlappung der Insulinwirkung zu vermeiden [18]. Alternativ wére auch die
Verwendung von Mischinsulinen mit einem geringeren Anteil an protaminiertem Insu-
lin moglich [65], jedoch werden diese Mischinsuline im Alltag nur bei wenigen Patien-
ten verwendet [66].

Es ist beachtlich, dass, obwohl viele Glucose-Clamp-Untersuchungen zur Charakteri-
sierung des Wirkprofils einzelner Insulinformulierungen bei Einmalgabe vorliegen, nur
sehr wenige Studien die Wirkung einer Kombination mehrerer Insulinformulierungen,
wie sie in gebrauchlichen Insulintherapie-Strategien angewendet werden, untersucht
hat. Trotzdem werden in vielen Ratgebern fur die Durchfihrung einer Insulintherapie
(haufig idealisierte) Gesamt-Wirkprofile bei verschiedenen Insulinstrategien abgebil-
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det, die aber kaum auf realen Daten beruhen konnen. Von daher liefert die vorliegen-
de Untersuchungen interessante Informationen, die Arzten und Patienten wichtige
Hinweise fur die Durchfihrung einer Insulintherapie geben kdénnen. So ist es bei-
spielsweise interessant, dass selbst bei einer intensivierten Insulintherapie mit der
Gabe eines kurzwirkenden Insulinanalogons die Wirkung des morgens und mittags
gegebenen Insulins trotz einer relativ kleinen Dosis (0,1 U/kg) langer als 6 Stunden
anhalt, so dass bei Gabe des Insulins mittags und abends noch eine deutlich héhere
Restwirkung der zuvor gegebenen Insuline vorhanden ist als morgens. Da Protamin-
verzogertes Insulin eine deutlich langere Wirkdauer als schnellwirksame Insuline und
einen Wirkgipfel nach ca. 8-10 Stunden aufweisen, ist bei der Mischinsulin-Therapie
die Uberlagerung der Wirkung der einzelnen Insulininjektionen noch ausgepragter als
bei der intensivierten Insulintherapie. Dies flhrt dann nach der dritten Insulininjektion
(zwolf Stunden nach Beginn des Glucose-Clamps) zu einer starkeren Insulinwirkung
und einem hoheren Wirkmaximum als bei der intensivierten Insulintherapie.
Selbstverstandlich ware es maoglich, das héhere Wirkmaximum nach der dritten Insu-
lininjektion durch Verwendung einer niedrigeren Insulindosis zu vermeiden. Auch
wenn bisher flr Mischinsulin keine Dosis-Wirkungs-Studien publiziert wurden, zeigen
Glucose-Clamp-Studien sowohl fiur kurzwirkende Insuline (Altinsulin und Insulin-
Analoga) als auch flir basale Insulin-Analoga eine lineare Steigerung des Wirk-
maximums, der Gesamtwirkung (gemessen als Flache unter den Glucose-infusions-
raten) und interessanterweise auch eine Zunahme der Wirkdauer [45;48;67;68]. Somit
sollte es moglich sein, durch eine geeignete Reduktion der Dosis des Mischinsulins
bei der dritten Injektion ein gleiches Wirkmaximum wie bei der intensivierten Insulin-
therapie zu erzielen. Allerdings erscheint es fraglich, ob die Wirkprofile beider Thera-
pieformen durch diese Dosisreduktion wirklich nahezu deckungsgleich waren. Eine
geringere Dosis des Mischinsulins wurde auch zu einer Verkurzung der Wirkdauer
nicht nur des kurzwirksamen, sondern auch des langer wirksamen protaminierten An-
teils fuhren. Daher erscheint es unwahrscheinlich, dass die Wirkprofile beider Thera-
pieformen nach 24 Stunden wieder ein gleiches Level erreichen wie dies mit den in
dieser Untersuchung gewahlten Dosierungen der Fall ist.

Um eine wirkliche Deckungsgleichheit beider Wirkprofile zu erreichen, musste vermut-
lich als zweite Injektion bei der Mischinsulin-Therapie ein kurzwirksames Insulin (Altin-
sulin oder Insulinanalogon) verwendet werden. Damit entfiele der durch das protami-
nierte Insulin Aspart verursachte Anstieg der Wirkung nach ca. 6 Stunden, der sich zu
der Wirkung der dritten Mischinsulin-Injektion addiert. Tatsachlich wird von einigen
Autoren die Verwendung von Altinsulin oder zumindest von Mischinsulinen mit einem
hohen nicht protaminierten Insulinanteil mittags empfohlen [65].

Die Aufteilung der Tagesdosis in diesem Versuch resultiert aus friheren Studien mit
diesen oder vergleichbaren Insulinen. Die Aufteilung der BIAsp30-Dosis Uber den Tag
(40-20-40%) wurde aus der sogenannten 1-2-3 Studie abgeleitet [18], bei der Patien-
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ten bei dreimal taglicher Injektion von BIAsp30 38% der Insulintagesdosis zum Frih-
stlck, 16% zum Mittagessen und 46% zum Abendessen injizierten. Da keine publi-
zierten Studien vorliegen, bei denen Insulin Glargin und Insulin Glulisin in einer inten-
sivierten Insulintherapie bei Patienten mit Typ 2 Diabetes angewendet wurde, wurde
fur die Aufteilung der Tagesdosis zwischen Basal- und kurzwirkendem Insulin die Stu-
die von Raslova et al. [59] herangezogen. In dieser Studie bei Patienten mit Typ 2
Diabetes bestand ein Behandlungsarm aus einer intensivierten Insulintherapie mit In-
sulin Detemir und Insulin Aspart. Am Ende der Studie betrug die mittlere Insulintages-
dosis 0,58 U/kg Insulin Detemir und 0,37 U/kg Insulin Aspart, was ziemlich genau der
Aufteilung von 60% Basalinsulin und 40% schnellwirkendem Insulin entspricht, die in
dieser Studie angewendet wurde. Die Tagesdosis des schnellwirkenden Insulins wur-
de dann gleichmaRig auf die 3 Dosierungen wahrend der Studie aufgeteilt.

Im klinischen Alltag sollte die Entscheidung fur eine bestimmte Form der Insulin-
therapie immer individuell anhand der Fahigkeiten und Bedurfnisse des jeweiligen Pa-
tienten getroffen werden [64]. Diese Empfehlung wird durch die Betrachtung der indi-
viduellen Wirkprofile (siehe Anhang dieser Arbeit) unterstrichen. Dort finden sich deut-
liche Unterschiede in den Wirkprofilen einer Therapieform zwischen verschiedenen
Patienten. Zudem sind auch bei einzelnen Patienten erhebliche Unterschiede zwi-
schen den beiden Therapieformen nachweisbar, wahrend die mittleren Glucose-
infusionsraten-Profile (siehe Abbildung 1) zumindest in den ersten 12 Stunden des
Versuchs sehr ahnlich sind. Eine Ursache fur die Abweichungen zwischen individuel-
len und mittleren Profilen sind Unterschiede in der individuellen Insulinsensitivitat nicht
nur bei verschiedenen Patienten[69], sondern auch zwischen den zwei Versuchstagen
eines Individuums. Es ist bekannt, dass die intra-individuelle Insulinsensitivitat von
vielen, leicht veranderlichen Faktoren abhangt, wie z.B. Blutzuckereinstellung (insbe-
sondere Blutzuckervariabilitat und das Auftreten hypoglykamischer Ereignisse) [70],
korperlicher Aktivitat [71], Ernahrung [72;73] oder Vitamin D Status [74]. Somit ist es
nicht erstaunlich, dass die Insulinsensitivitat von verschiedenen Patienten unter-
schiedlich ist, aber auch innerhalb eines Patienten von Versuchstag zu Versuchstag
variiert.

Eine weitere mdgliche Ursache flr die Abweichungen von individuellen und mittleren
Ergebnissen liegt in der Variabilitat der Insulinwirkung. Zwar gibt es keine Unter-
suchungen zur Variabilitdt von Mischinsulinen, jedoch wurde in pharmakologischen
Studien eine betrachtliche Variabilitat sowohl von Insulin Aspart als auch von Basal-
insulinen (Insulin Glargin und NPH-Insulin) festgestellt. Die intra-individuelle Variabili-
tat (berechnet als der Variationskoeffizient vom Mittelwert) der pharmako-
dynamischen Wirkparameter lag bei Insulin Aspart um die 20% [75]. Fir die Basal-
insuline war die Variabilitat deutlich ausgepragter: Der Variationskoeffizient lag bei
Insulin Glargin je nach Studie und Parameter bei 30-65% und bei NPH-Insulin bei
25-77% [23;43;76]. Die inter-individuelle Variabilitat lag in einer ahnlichen Grolken-
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ordnung, spielt aber im klinischen Alltag nur eine untergeordnete Rolle, da Insulin in-
dividuell nach Wirkung titriert wird [24]. Die publizierten Daten fur die Variabilitat der
Insulinwirkung erklaren jedoch, zumindest zum Teil, die deutlich unterschiedlichen
Wirkprofile zwischen verschiedenen und innerhalb einzelner Patienten.

Idealerweise hatten die Patienten jeden Therapiearm zweimal in gleicher Weise
durchlaufen, um die intra-individuelle Variabilitat zu erfassen. Eine Visualisierung der
Schwankungen der individuellen Wirkprofile von Tag zu Tag ware sicherlich von hoher
klinischer Relevanz gewesen. Dies liel3 sich jedoch schon allein aufgrund des Blut-
verlustes nicht realisieren (insgesamt haben die Studienteilnehmer bei dieser Studie
durch die verschiedenen Studienmalinahmen 380 ml Blut verloren, eine Erganzung
von zwei weiteren Versuchstagen hatte zu einem Blutverlust von >500 ml geftihrt).
Eine weitere Einschrankung der vorliegenden Untersuchung ist zudem der Mangel an
pharmakokinetischen Analysen. In der Studienvorbereitung wurde versucht, eine Mog-
lichkeit zur spezifischen Messung von Insulin Glulisin-Konzentration im Blut zu etablie-
ren. Letztlich gelang es jedoch nicht, Zugang zu einem spezifischen Assay zu be-
kommen. In den Studien von Sanofi-Aventis (dem Hersteller von Insulin Glulisin) wur-
den Insulin Glulisin-Konzentration mittels eines spezifischen (kompetitiv bindenden)
Radioimmunoassays bestimmt [39], der jedoch nicht kommerziell verfligbar ist. Der in
den Studien von Sanofi-Aventis verwendete Assay fiuhrt anscheinend jedoch ohnehin
nicht immer zu verlaldlichen Ergebnissen. Zumindest lagen in mehreren Studien die
gemessenen Insulin Glulisin-Studien trotz gleicher Dosis und vergleichbarer pharma-
kodynamischer Ergebnisse erheblich Uber den gemessenen Konzentrationen der Ver-
gleichsinsuline (Insulin Aspart,), so dass auf eine Insulin Lispro Auswertung von kon-
zentrationsbezogenen pharmakokinetischen Parametern verzichtet wurde oder eine
Angleichung (Umrechnung der pharmakokinetischen Parameter bezogen auf die Ma-
ximalkonzentrationen) vorgenommen werden musste [39;40;77]. Auch wenn prinzipiell
eine Verifizierung der pharmakodynamischen Ergebnisse durch die Pharmakokinetik
wlnschenswert ist, erscheint es aufgrund der Limitationen der verfiigbaren Assay so-
mit insgesamt fraglich, ob bei einer Studie wie der hier vorliegenden, bei der verschie-
dene Insulinanaloga verwendet wurde, die Bestimmung der Pharmakokinetik eine
grol3e Hilfe bei der Interpretation der Ergebnisse darstellt [78].

Als weitere Einschrankung mag die Durchflihrung der Studien bei Patienten mit Typ 2
Diabetes angesehen werden, bei denen neben der Erfassung der exogenen Insulin-
wirkung auch eine noch vorhandene endogene Insulinsekretion zu den gemessenen
Wirkprofilen beitragen konnte. Tatsachlich wird Gbereinstimmend von mehreren Ex-
perten die Messung der Insulinwirkung mittels der Glucose-Clamptechnik bei gesun-
den Probanden aufgrund der endogenen Insulinsekretion als Stérgrofe als nicht ada-
quat angesehen [24;79]. Die Messung von Wirkprofilen bei Patienten mit Typ 2 Diabe-
tes wird dagegen als valide betrachtet, da die endogene Insulinsekretion nicht nur un-
ter Clamp-, sondern auch unter Alltagsbedingungen relevant ist und zu einer Gesamt-
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Insulinwirkung beitragen wird. Ausgeschlossen werden muss allerdings, dass es
durch die im Rahmen des Glucose-Clampversuches verabreichten Glucose-
infusionsraten zu einer "kunstlichen" Stimulation der endogenen Insulinsekretion
kommt. Dies erfolgte in dieser Studie durch die Betrachtung der individuellen
C-Peptid-Profile im Rahmen des (vor Entblindung durchgefiihrten) Datenreview-
Meetings. Bei einem deutlichen Anstieg der C-Peptidkonzentrationen wahrend eines
Versuches waren die Ergebnisse dieses Versuches (zumindest teilweise) von der
Auswertung  ausgeschlossen  worden. Ein  nennenswerter Anstieg der
C-Peptidkonzentrationen trat jedoch bei keinem der Versuche auf.

Somit kann es auch als einer der Starken dieser Studie angesehen werden, dass die
Durchfihrung in der relevanten Zielgruppe (insulinbehandelte Patienten mit Typ 2
Diabetes) erfolgte und damit in dieser Hinsicht dem klinischen Alltag entsprach. Ein-
schrankend muss allerdings gesagt werden, dass die Bedingungen eines Glucose-
Clampversuchs, bei dem die Patienten Uber lange Zeit keine Nahrung zu sich nehmen
und bettlagerig sind, sicherlich keineswegs klinische Behandlungsrealitat widerspie-
gelt. Trotzdem qilt die Glucose-Clamptechnik als der ,gold standard® flr die Untersu-
chung von pharmakodynamischen Profilen, der auch von der europaischen Zulas-
sungsbehoérde gefordert wird [80]. Durch die hohe Standardisierung erlaubt die Glu-
cose-Clamptechnik (im Gegensatz zu Alternativverfahren wie z.B. der Messung von
Blutzuckerprofilen nach Testmahlzeiten) eine Messung der Insulinwirkung unabhangig
von StorgrolRen wie hormonaler Gegenregulation bei Hypoglykdmien oder variabler
oraler Glucoseabsorption [24;50;60]. Somit kdnnen auch bei relativ kleinen Patienten-
zahlen (in dieser Studie 24 Patienten mit Typ 2 Diabetes) zuverlassig pharmakody-
namische Parameter erhoben werden. Voraussetzung ist allerdings eine gute Qualitat
der Glucose-Clampversuche mit nur geringen Abweichungen vom Blutglucose-
Zielwert. Dies war in dieser Studie der Fall: Die mittleren Blutglucosewerte lagen mit
90,5 mg/dl (intensivierte Insulintherapie) bzw. 90,6 mg/dl (Mischinsulin-therapie) sehr
nahe am Zielwert von 90 mg/dl und auch die Fluktuationen um den Mittelwert (be-
rechnet als Variationskoeffizient und "root mean square" der Abweichungen vom Ziel-
wert) lagen bei beiden Behandlungsarmen in einem akzeptablen Bereich.

Neben der Verwendung der Glucose-Clamptechnik besteht eine Starke der hier
durchgefuhrten Versuche in der Etablierung von "Steady-State-Bedingungen" vor der
Erhebung der Wirkprofile. Dies wurde durch die Injektion von Insulin Glargin bzw. von
BIAsp30 am Vorabend erreicht. Dies flhrte zu einer leicht erhdhten Glucoseinfusions-
rate bereits zum Zeitpunkt O bei der intensivierten Insulintherapie, nicht aber bei der
Mischinsulintherapie. Dies entspricht der klinischen Erfahrung, dass protaminierte In-
suline haufig eine zu kurze Wirkdauer haben, um den nachtlichen Insulinbedarf voll-
standig zu decken [81]. Die Wirkdauer von Insulin Glargin ist deutlich langer als die
von protaminiertem Insulin [41;42], so dass hier bei abendlicher Injektion eine anhal-
tende Wirkung bis zum nachsten Morgen (und dartber hinaus) zu erwarten ist. Es fallt
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jedoch auf, dass bei beiden Behandlungsarmen die Glucoseinfusionsraten bei Ver-
suchsende (also 24 Stunden nach der ersten Insulininjektion) ein wenig hdher liegen
als zu Versuchsbeginn. Dies spricht dagegen, dass durch die eine Insulin-injektion am
Vorabend bereits Steady-State-Bedingungen vollstandig etabliert werden konnten (un-
ter Steady-State-Bedingungen miussten die Talspiegel (in diesem Fall die Glucose-
infusionsraten zum Zeitpunkt 0 und 24h) identisch sein [56]). Moglicherweise sind die
leicht hdheren Glucoseinfusionsraten aber auch durch andere Stoérgréf3en mitverur-
sacht: So kdnnte es z.B. durch Veranderung der Insulinsensitivitat durch das prolon-
gierte Fasten bei langeren Glucose-Clampversuchen zu einem Anstieg der Glucose-
infusionsraten Uber die Zeit kommen, zumindest bei Probanden beziehungsweise Pa-
tienten mit erhaltener endogener Insulinsekretion [79;82].

Trotz dieser Einschrankungen liefert die vorliegende Studie relevante Informationen
fur die Insulintherapie von Patienten mit Typ 2 Diabetes. Bisher waren pharmako-
dynamische Untersuchungen weitgehend auf den Vergleich von ahnlichen Insulinen
(kurzwirksame, basale oder Mischinsuline) beschrankt [23;31;32;36;39;41;42;45;46;
51;75;77;83-87]. Nur selten wurden unterschiedliche Insulinformen miteinander vergli-
chen [88;89] und dann auch nur als Einmaldosierung von einzelnen Insulinen. Die
Messung eines Wirkprofils von mehreren Insulinformen und —applikationen Uber einen
Behandlungstag hinweg ist bis dato noch nicht durchgeflihrt worden. Im klinischen
Alltag werden jedoch haufig mehrere Insulinpraparate gleichzeitig verwendet oder
zumindest ein Insulinpraparat mehrfach taglich appliziert. Gerade bei Patienten mit
unzureichender Blutzuckereinstellung oder mit haufigen Hypoglykamien ist es von
Bedeutung, die Uberlappung der Insulinwirkungen mit Wirkspitzen und —talern zu
kennen, um durch Dosisanpassungen oder, falls erforderlich, auch weitergehende
Umstellungen der Insulintherapie eine Optimierung der Blutzuckereinstellung zu errei-
chen.

In der vorliegenden Studie sollten daher die Wirkprofile von zwei gebrauchlichen Insu-
lin-Therapiestrategien Uber einen Therapietag hinweg als Hilfe fir die praktische An-
wendung dieser Strategien bei Patienten mit Typ 2 Diabetes im klinischen Alltag cha-
rakterisiert werden. Beide Insulin-Regime konnten am Ende einer Intensivierungspha-
se einer Insulin-Therapie bei Patienten mit Typ 2 Diabetes stehen. Die Therapie mit
dem Mischinsulin-Praparat hatte gegenuber der intensivierten Insulintherapie den Vor-
teil, dass nur drei (statt vier) Insulininjektionen erforderlich waren und auch nur ein
Insulinpraparat verwendet wirde, so dass es nicht zu Verwechslungen des Insulinpen
bei der Injektion des lang- bzw. kurzwirkenden Praparates kommen konnte. Allerdings
ist bei Mischinsulinen keine getrennte Anpassung von kurz- und langwirkendem Insu-
lin mdglich, und das "langwirkende", protaminierte Insulin wird dreimal taglich statt
einmal taglich wie bei einer intensivierten Insulintherapie mit einem langwirkenden
Insulin-Analogon gegeben. Von daher ist die Frage, ob es Uber 24 Stunden nicht
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durch Akkumulation des langwirkenden Basalinsulins zu vollig anderen Wirkprofilen
bei beiden Insulin-Regimen kommt, von hoher klinischer Relevanz.

In der Tat zeigt sich nach der dritten Insulininjektion des Mischinsulins eine deutlich
starkere Insulinwirkung als bei der intensivierten Insulintherapie tUber ca. 10 Stunden.
Erst danach sind die Wirkprofile beider Insulintherapieformen wieder vergleichbar. In
der Praxis bedeutet dies, dass Patienten bei dreimal taglichen Gabe von BIAsp30
nach dem Abendessen und Uber die Nacht (oder zumindest in den ersten Nacht-
stunden) ein erhdhtes Risiko von Hypoglykdmien haben kdnnten. Wie grof3 dieses
Risiko ist, wird im Einzelfall insbesondere von den Essgewohnheiten und der endo-
genen Insulinsekretionsreserve des individuellen Patienten abhangen. Eine dreimal
tagliche Gabe von BIAsp30 durfte fir Patienten, die abends ihre Hauptmahlzeit ein-
nehmen, gut geeignet sein. Auch Patienten mit noch gut erhaltener endogener Insu-
linsekretionsfahigkeit sollten in der Lage sein, das ausgepragte Wirkmaximum nach
der dritten Injektion durch eine Reduktion der endogenen Insulinausschiuttung auszu-
gleichen. In der Tat zeigen randomisierte, kontrollierte, klinische Studien, dass eine
Intensivierung einer Insulintherapie mit einer dreimal taglichen Gabe von BlIAsp30 bei
Patienten, die unter zweimal taglicher Gabe eines Mischinsulins unzureichend einge-
stellt waren, einerseits zu einer signifikanten Verbesserung der Stoffwechsellage mit
einer Verbesserung des HbA1c-Wertes von im Mittel mehr als 0,3% fuhrt, anderer-
seits aber auch die Inzidenz von Hypoglykamien (Blutglucosewerte< 50 mg/dl) erhéht
[90]. Dagegen wurde in einer chinesischen Studie bei unter oralen Antidiabetika-
Therapie unzureichend eingestellten Patienten, die randomisiert zweimal oder dreimal
taglich BIAsp30 erhielten, ein ahnlich grofl3er Vorteil der dreimal taglichen Gabe in Be-
zug auf die Stoffwechselkontrolle gesehen (der HbA1c-Unterschied betrug 0,33% zwi-
schen beiden Behandlungsarmen), jedoch keine Unterschiede in der Hypoglykamie-
Inzidenz [91]. Somit hatten die Patienten in dieser Studie, die als zuvor noch nicht mit
Insulin behandelte Patienten vermutlich noch eine relativ gute Insulinsekretionsreser-
ve hatten, durch das abendliche Wirk-maximum bei der dreimal taglichen Gabe kein
erhohtes Hypoglykamie-Risiko.

Dies wird bestatigt durch die zwei bislang publizierten klinischen Studien, die die
dreimal tagliche Gabe von BlAsp mit einer intensivierten Insulintherapie vergleichen.
In einer Studie wurden nahezu 400 insulinbehandelte Patienten mit Typ 2 Diabetes
randomisiert Gber 16 Wochen mit einer dreimal taglichen Gabe von BIAsp30 oder mit
einer intensivierten Insulintherapie (durchgefuihrt mit Insulin Aspart als prandialem und
NPH-Insulin als Basalinsulin) behandelt [92]. Auch bei dieser Studie konnten keine
Unterschiede zwischen den Behandlungsformen gefunden werden. Sowohl HbA1c-
Werte als auch die mittels 8-Punkt Blutzucker-Tagesprofilen ermittelten glykamischen
Profile waren vergleichbar, und auch die Anzahl an Hypoglykdmien zeigte keine Un-
terschiede. Allerdings wurde in dieser Studie bei der Mischinsulin-Therapie nur zum
Abendessen BIAsp30 verwendet, zum Frihstick und Mittagessen wurden Misch-
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insuline mit einem geringerem Anteil an protaminierten Insulin Aspart verwendet
(BIAsp50 (50% lésliches, 50% protaminiertes Insulin Aspart) bei Patienten mit einem
BMI Gber 30 kg/m? und BIAsp70 (70% losliches und 30% protaminiertes Insulin
Aspart) bei Patienten mit einem BMI bis 30 kg/m?). Aufgrund der insgesamt niedrige-
ren Dosis von langwirksamen, protaminiertem Insulin Aspart durfte die Uberlappung
der Wirkung der einzelnen Mischinsulin-Injektionen nicht so ausgepragt gewesen sein
wie in der vorliegenden Studie.

Die andere klinische Studie wurde interessanterweise bei Typ 1 Diabetikern, also Pa-
tienten ohne endogene Insulinsekretion durchgefihrt [93]. Dreiundzwanzig Patienten
wurden im Cross-over Verfahren Uber jeweils 12 Wochen mit BIAsp30 dreimal taglich
oder mit einer intensivierten Insulintherapie mit humanem Insulin (Altinsulin vor den
Mahlzeiten und NPH-Insulin vor dem Schlafengehen) behandelt. Es zeigte sich eine
signifikant bessere HbA1c-Absenkung unter der Mischinsulintherapie (die HbA1c-
Werte lagen bei Behandlungsende bei 8,3% (BIAsp30) bzw. 8,6% (intensivierte Insu-
lintherapie). Dies war vor allem auf eine in den durchgefihrten Tagesprofilen nach-
weisbare signifikant starkere Senkung der nachtlichen Blut-glucose-konzentrationen
zurtckzufihren. Die Hypoglykamie-Frequenz war bei beiden Insulintherapieformen
vergleichbar. Am Ende beider Behandlungsphasen wurden auch pharmakokinetische
Profile bestimmt. Dabei waren die Insulin(Aspart-)konzentrationen bei dreimal tagli-
cher Gabe von BIAsp30 abends und nachts hdher als bei der intensivierten Insulinthe-
rapie. Allerdings waren die Unterschiede relativ klein und nicht so stark ausgepragt
wie die in der vorliegenden Studie beobachteten Differenzen in den pharmakodynami-
schen Profilen. Dies durfte auf die langere Wirkdauer von Altinsulin im Vergleich zu
Insulin Glulisin [38] und auf den deutlich ausgepragteren Wirkgipfel von NPH-Insulin
im Vergleich zu Insulin Glargin [41;42] zurUckzuflhren sein.

Zusammenfassend wurden in dieser Studie erstmals Wirkprofile von Insulin-therapie
strategien mit mehreren Insulininjektionen Uber einen Behandlungstag bei Patienten
mit Typ 2 Diabetes erstellt. Im Vergleich zwischen einer Therapie mit einer dreimal
taglichen Gabe des mit Insulin Aspart formulierten Mischinsulins BIAsp30 (No-
vomix30®) und einer intensivierten Insulintherapie mit dem kurzwirksamen Insulinana-
logon Insulin Glulisin und dem basalen Insulinanalogon Insulin Glargin zeigten sich
vergleichbare Wirkprofile in den ersten 12 Stunden. Nach der dritten Injektion von
BIAsp30 war die Insulinwirkung jedoch Uber die nachfolgenden 10 Stunden starker als
mit der intensivierten Insulintherapie. Die in der vorliegenden Studie gewonnenen
Wirkprofile, die im Einklang mit publizierten klinischen Studien stehen, sollen als prak-
tische Hilfe bei der individuellen Entscheidung fur eine Insulintherapieform und bei der
Optimierung der Insulintherapie bei Patienten mit Typ 2 Diabetes dienen.
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6. Zusammenfassung

Zur Diabetesbehandlung werden unterschiedliche Formen der Insulintherapie ange-
wendet. Die intensivierte Insulintherapie wird bei insulinpflichtigen Diabetikern generell
bevorzugt, da sie als am physiologischsten gilt und eine individuelle Titration von
prandialem- und Basalinsulin erlaubt. Allerdings fordert sie auch eine erhebliche Mit-
arbeit des Patienten und die Bereitschaft zu mindestens vier Insulininjektionen pro
Tag. Daher wird gerade bei alteren Patienten eine konventionelle Insulintherapie mit
festen Mischungen von kurz- und langwirkenden Insulinen angewendet. Es war bis-
lang jedoch unklar, ob nicht die Wirkprofile einer konventionellen Insulintherapie mit
mehrmals taglicher Injektion eines Mischinsulins nicht deutliche Unterschiede zum
Wirkprofil einer intensivierten Insulintherapie tber einen Therapietag aufweist.

Zur Beantwortung dieser Frage wurden in dieser Studie mit Hilfe der euglykdmischen
Glucose-Clamptechnik erstmalig pharmakodynamische Wirkprofile beider Therapie-
formen (einerseits konventionelle Insulintherapie mit dreimal taglicher Verabreichung
von biphasischem Insulin Aspart 30 (Mischinsulin mit 30% Insulin Aspart und 70%
protaminiertem Insulin Aspart und andererseits intensivierte Insulintherapie mit einmal
taglicher Gabe des Basalinsulinanalogons Insulin Glargin und dreimal taglicher Appli-
kation des kurzwirkenden Insulinanalogons Insulin Glulisin) Uber 24 Stunden angefer-
tigt.

Es handelte sich um eine offene, randomisierte, zweifache Cross-over Studie, in wel-
che 24 Patienten mit Diabetes Typ Il im Alter von 18 bis 65 Jahren eingeschlossen
wurden. Sie sollten seit mindestens 3 Monaten ausschliesslich mit Insulin behandelt
werden (Tagesdosis 0,6 -0,9 Einheiten/kg), einen Body Mass Index zwischen 25 und
40 kg/m? und einen HbA1c-Wert zwischen 7 und 10,5 % aufweisen. Patienten mit
Herz-, Nieren- oder Leberinsuffizienz, haufigen Hypoglykdmien oder Anamie oder un-
ter Therapie mit den Glukose-Stoffwechsel beeinflussenden Medikamente waren von
der Teilnahme ausgeschlossen.

Die pharmakodynamischen Wirkprofile wurden in zwei Dosierungsvisiten tber 30
Stunden mit Hilfe der Glucose-Clamp-Technik erstellt. Dabei wurde der Blutzucker auf
einem euglykamischen Wert konstant gehalten und die Blutzucker-senkende Wirkung
der Studienmedikation durch Infusion von Glucose antagonisiert. Die Glucoseinfusi-
onsrate stellt somit ein indirektes Mal der Wirkung der Studienmedikation dar. Die
Studienmedikation wurde in identischer Tagesdosis verabreicht. Bei der konventionel-
len Insulintherapie wurden jeweils 40% der Insulintagesdosis morgens um 7 Uhr und
abends 19 Uhr verabreicht, sowie 20% mittags um 13 Uhr. Bei der intensivierten Insu-
lintherapie entfiel 60% der Tagesdosis auf Insulin Glargin, verabreicht um 23 Uhr. Die
verbleibenden 40% wurden gleichmalfiig auf die 3 Injektionen von Insulin Glulisin auf-
geteilt, so dass um 7, 13 und 19 Uhr jeweils 13,3% der Tagesdosis verabreicht wur-
den. Um Steady-State Bedingungen zu simulieren, wurde am Vorabend des Glucose-
Clampversuchs noch eine Injektion des Mischinsulins (40% der Tagesdosis, verab-
reicht um 19 Uhr) bzw. des Basalinsulins (60% der Tagesdosis, verabreicht um 23
Uhr) appliziert.

Beide Insulintherapieformen zeigten vergleichbare Wirkprofile in den ersten 12 Stun-
den der Untersuchung. Nach der dritten Injektion des Mischinsulins fand sich aller-
dings ein signifikanter Unterschied mit einer deutlich héheren Insulinwirkung bei der
konventionellen Insulintherapie als mit der intensivierten Insulintherapie.

Die Ergebnisse der Studie sind klinisch relevant, da erstmalig eine Akkumulation der
Wirkung bei konventioneller Insulintherapie Uber den Tag hinweg gezeigt wurde. Dies
sollte bei der individuellen Dosisberechnung beachtet werden, da sonst mit erhdhtem
Risiko von Hypoglykamien in der ersten Nachthalfte zu rechnen ware.
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Anhang 1: Individuelle Wirkprofile
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Anhang 2: Beispiel eines C-Peptidprofils wahrend der Clampversuche
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